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RESUMO

A infeccdo pelo Papillomavirus humano (HPV) é comum entre as mulheres
sexualmente ativas e a persisténcia viral pode provocar lesdes intraepiteliais que
podem progredir para o cancer de colo de utero (CCU). Em mulheres do Estado do
Amazonas o CCU ocupa o primeiro lugar entre os tipos de cancer resultando em 288
Obitos no ano de 2018 por esta neoplasia. A autocoleta de material cervical seguida
de testes de deteccdo do HPV pode ser uma alternativa para as mulheres em situacéo
de isolamento, que tenham baixo ou nenhum acesso aos servicos de saude na
tentativa de aumentar a cobertura e a eficiéncia do rastreio. Este estudo analisou
tecnologias alternativas com uso de dispositivos de autocoleta Coari® (Kolplast) e
SelfCervix® (Ziel Biosciences) seguido de analises moleculares por dois ensaios PCR
convencional PGMY9/11 genérico e PCR em tempo Real para HPV16 e HPV 18.
Foram estudadas 218 mulheres que apresentavam neoplasia intraepitelial cervical
grau 2 ou mais avancado (NIC2; NIC3 ou CCU) com resultado confirmado por exame
histopatolégico, que se apresentam para iniciar o tratamento na Fundacdo CECON.

Os dois dispositivos tiveram um nivel de aceitacdo superior aos de outros paises
considerando pacientes em condi¢des de enfermidade. Foi recomendado a utilizacéo
em rastreio cervical por 98,2%. das pacientes que utilizaram. Em todas as lesdes
inclusive CCU predominou a faixa de 35>45 anos e 62,4% foram positivas para HPV
de acordo com a metodologia disponivel. Todos os dispositivos foram viaveis e
validados pois conseguiram independente da forma de coleta e fatores
sociodemograficos a presenca de DNA humano o demonstra a capacidade do

dispositivo em captar células cérvico vaginais.

Palavras-chave: HPV; Rastreio do cancer de colo de utero, autocoleta, tecnologias

alternativas.



ABSTRACT

Human Papillomavirus (HPV) infection is common among sexually active women, and
viral persistence can lead to intraepithelial lesions that may progress to cervical cancer
(CC). In women in the State of Amazonas, CC ranks first among cancers resulting in
288 deaths in 2018 from this cancer. Self-sampling of cervical material followed by
HPV detection tests may be an alternative for women in isolation who have little or no
access to health services in an attempt to increase coverage and the screening
efficiency. This study analyzed alternative technologies using Coari® (Kolplast) and
SelfCervix® (Ziel Biosciences) self-sampling devices followed by molecular analyzes
by two generic PGMY9 /11 standard PCR assays and Real Time PCR for HPV16 and
HPV 18. A total of 218 women with grade 2 or more advanced cervical intraepithelial
neoplasia (NIC2; NIC3 or CC) were studied, with results confirmed by histopathological
examination, who present themselves to start treatment at the CECON Foundation.
Both devices had a higher acceptance level than those countries considering patients
in sick conditions. It was recommended to use cervical screening by 98.2%. of the
patients they used. In all lesions including CCU the predominance was 35> 45 years
and 62.4% were positive for HPV according to the available methodology. All devices
were viable and validated because they were independent of the collection method
and sociodemographic factors. The presence of human DNA demonstrates the ability

of the device to capture vaginal cervical cells.

Keywords: HPV; Cervical cancer, Screening, Self- sampling, Alternative

technologies.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Anatomia do colo de Utero normal (Cancer, 2018). .........oovvviiieiieeerieiiiiiiee e, 14
Figura 2. Colo do utero em estagios do cancer invasivo (Ramalho, 2016) ....................... 15

Figura 3. Progressao oncogénica da infeccdo cervical. Diagrama de etapas na progressao

da infecg&o por HPV para céncer cervical. Fonte: Adaptado de (Mcbride, 2017)................. 23

Figura 4. Relacao entre incidéncia da infec¢ao cervical pelo HPV, pré-cancer e cancer com
a idade. Fonte: Adaptado de (Schiffman and Castle, 2005). ..........cccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 23

Figura 5. NuUmero estimado de casos incidentes de 2018 a 2040, colo do utero, mulheres,
todas as idades. Fonte adaptado de (Who, 2018)..........uuuuuummmmmmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineniiieneeeneeenes 24

Figura 6. DistribuicAo mundial da incidéncia (taxa padronizada por idade) do cancer
cervical. Fonte: Adaptado de (Who, 2018) ........cccooviiiiiiiiiiiiiieeeee 26

Figura 7. A organizagdo gendmica do virus do Papiloma Humano. Fonte: Adaptado de
(Rosales and ROSAIES, 2017).....cccuiiiiiiiiiiieeeee 29

Figura 8. O genoma do Papillomavirus Humano e o ciclo de vida do virus. Fonte: Adaptado
de (Okuyama €t @l., 2016) ......cceeiiiiiiiiiiei e e e e e e e e e e e r e a e 31

Figura 9. Respostas imunolégicas ao HPV, células dendriticas (DC), linfécitos citotdxicos

(CTL), célula apresentadora de antigenos (APC), mondcito(M) e linfécito(B). Fonte:

Adaptado de (Sasagawa €t al., 2012). ........uuuuuuummuimiiiiiiiiiiiiiieie e 32
Figura 10. Resumo do célculo das amostras. Fonte: (Criada pelo autor). ............ccccuvveeeee... 44
Figura 11. Exemplo de autocoletor SelfCervix®. Fonte: Ziel Bioscienses.............cccceeeenee.... 47
Figura 12. Exemplo de dispositivo de autocoleta Coari®. Fonte: Kolplast CI LTDA ............ 48

Figura 13. Exemplo Curva em equipamento NANODROP® 2000. Fonte: Arquivo do autor 52

Figura 14. Exemplo de protocolo real time para HPV16 em amostras de participantes com
lesdes precursoras e cancer de colo de Utero atendidas na FCECON. Fonte: Arquivo do

autor 57

Figura 15. Exemplo de protocolo real time para HPV18 em amostras de participantes com
lesbes precursoras e cancer de colo de utero atendidas na FCECON. Fonte: Arquivo do

autor 58

Figura 16. Fluxo de atividades na Fundacdo CECON e Fundacfes parceiras (externo).

Fonte: (Criada Pelo AULOI). ... ..o i e e e e e e e e 59



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Descricdo do estadiamento FIGO 2018. Fonte: Adaptado de (Bhatla et al., 2019)
20

Tabela 2. Variaveis estabelecidas no estudo. Fonte: Proprio autor.............ccceveeeeeeiniinnee. 46

Tabela 3. Iniciadores utilizados na amplificacdo do gene da beta globina humana das
amostras das participantes com lesdes precursoras ou Cancer de colo de Gtero. Fonte:
Adaptado de (Bell et al., 1993).......uuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 53

Tabela 4. Iniciadores utilizados na amplificacdo do gene L1 das amostras das participantes

com lesdes precursoras ou Cancer de colo de utero (Manos et al., 1989). ............ccoevuvennee. 53

Tabela 5. Descricdo da amostra de mulheres atendidas na Fcecon com laudo

histopatol6gico compativel com lesédo NIC2+ entre setembro de 2018 a julho de 2019....... 61

Tabela 6. Caracteristicas sociodemogréficas e econémicas das mulheres que foram
abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a julho de
20109. 63

Tabela 7. Caracteristicas Clinicas e Comportamentais das mulheres que foram abordadas
em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a julho de 2019 ......... 65

Tabela 8. Frequéncia da duracdo entre Data da Bidpsia e emissao do laudo das mulheres
que foram abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a
18] Lo TN =2 0 K O 66

Tabela 9. Distribuicdo da Frequéncia do intervalo de tempo entre emissao de laudo e
Atendimento das mulheres que foram abordadas em primeira consulta no FCECON no
periodo de setembro de 2018 @ JulNO de 2019. .......ccoiiiiiiiiiiiiiiiii e 66

Tabela 10. Frequéncia do uso dos dispositivos pelas mulheres que foram abordadas em

primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a julho de 2019 ............... 67

Tabela 11. Satisfagdo com uso dos dispositivos das mulheres que foram abordadas em

primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a julho de 2019 ............... 68

Tabela 12. Frequéncia por tipo histolégico do cancer de colo de Utero das mulheres que
foram abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a julho
de 2019 69

Tabela 13. Frequéncia por estadiamento do cancer de colo de uUtero das mulheres que foram
abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a julho de
2019 69



Tabela 14. Frequéncia por tipo de tratamento das lesdes precursoras e de cancer de colo de
Utero das mulheres que foram abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de
setembro de 2018 & JulNO de 2019, ......coeiiiiiiiiiiiiieiieeeee et 70

Tabela 15. Frequéncia de material humano encontrado nos dispositivos CK Coari®
(Kolplast) e SC SelfCervix® (Ziel Biosciences) das mulheres com lesfes precursoras e de
cancer de colo de utero das mulheres que foram abordadas em primeira consulta no
FCECON no periodo de setembro de 2018 a julno de 2019. ..........coooiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiieeeeen 71

Tabela 16. Frequéncia de HPV para metodologia PCR PGMY9/11 e PCR tempo Real
HPV16 e HPV18 das mulheres que foram abordadas em primeira consulta no FCECON no
periodo de setembro de 2018 a Julno de 2019. ........coiiiiiiiiiiiiiiii e 71

Tabela 17. Frequéncia de HPV para metodologia PCR PGMY 9/11 e PCR tempo Real
HPV16 e HPV18 em relacdo aos dispositivos Coari® (Kolplast) e SelfCervix® (Ziel
Biosciences) das mulheres que foram abordadas em primeira consulta no FCECON no
periodo de setembro de 2018 a Julno de 2019. .......ccoiiiiiiiiiiiiiiiee e 72

Tabela 18. Frequéncia de HPV para metodologia PCR PGMY 9/11 e PCR tempo Real
HPV16 e HPV18 em relacdo as lesbes precursoras e cancer de colo de utero das mulheres
que foram abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a
JUINO @ 2019 ... 72

Tabela 19. Distribuicdo das lesdes precursoras e cancer de colo de Gtero entre idade das
mulheres que foram abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro
de 2018 @ JUINO A& 2019, ....ooiiiiiiiiiiiiieeeee ettt 73



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS
APC — Célula Apresentadora de Antigeno
B — Linfocito B
CCU — Cancer de colo de utero
CTL — Linfdcito citotdxico
DNA - Acido desoxirribonucleico
DNAse — Enzima catalisadora de DNA
E — Regibes precoces do HPV
E1l — Proteina precoce E1 do HPV
E2 — Proteina precoce E2 do HPV
E4 — Proteina precoce E4 do HPV
E5 — Proteina precoce E5 do HPV
E6 — Proteina precoce E6 do HPV
E7 — Proteina precoce E7 do HPV
FCECON - Fundagéo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas
FIGO — Federacéo Internacional de Ginecologia e Obstetricia
FVS-AM — Fundacéo de Vigilancia em Saude do Estado do Amazonas
FMT — HVD — Fundacéo de Medicina Tropical — Dr. Heitor Vieira Dourado
HIV — Virus da imunodeficiéncia humana
HLA — Antigeno Leucocitario Humano
HPV — Papillomavirus Humano
HR-HPV — HPV de alto risco
HSIL — Leséo intraepitelial de alto grau
IARC — Agéncia Internacional de Controle do Cancer
ICB- Instituto de Ciéncias Biologicas
IFNy — Interferon Gama
IgA — Imunoglobulina A
IgG — Imunoglobulina G
IL-2 — Interleucina 2
IMTSP — USP - Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo da Universidade de Sao
Paulo
INCA — Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
ISTs — Infec¢des sexualmente transmissiveis
kD — kilo Dalton



L — Regides tardias do gene do HPV

LAST — Lower Anogenital Squamous Terminology
LCR — Regido controladora longa

LSIL — Lesdo intraepitelial de baixo grau

mL - Mililitro

NICs — Neoplasias intraepiteliais cervicais

NIC1 — Neoplasia intraepitelial cervical grau |
NIC2 — Neoplasia intraepitelial cervical grau Il
NIC3 — Neoplasia intraepitelial cervical grau 11l
NIC2+ - NIC 2 ou mais avancada

nM — nanémetro

ORF — Janelas de leitura aberta

OMS - Organizagédo Mundial de Saude

p — Nivel de significancia

PAIC — Programa de Apoio a iniciacdo cientifica
Pb — Pares de base

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase

PPGIBA — Programa de P6s-Graduacdo em Imunologia Basica e Aplicada
gPCR — Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
RNA — Acido Ribonucleico

RNAse — Enzima catalisadora de RNA

SAME - Servico de arquivo médico e estatistico
TCDA4+ - Linfocito T CD4

TCD8+ - Linfocito T CD4

TCLE — Termo de consentimento livre e esclarecido
TH2 — Resposta imunoldgica do tipo TH2

TNFa — Fator de Necrose Tumoral alfa

TNM — Classificacdo de tumores malignos

T Naive — Linfécitos T virgem

UFAM — Universidade Federal do Amazonas

uL — Microlitro

UICC — Union International Cancer

USP — Universidade de S&o Paulo

VLP — Particulas semelhantes as particulas virais
WHO - World Health and Organization



1

SUMARIO

INTRODUGAO ... .ottt ettt ettt ettt e et et e s et e e e te s e ate et e seeeeesaesanaaeas 11
REVISAO BIBLIOGRAFICA .......coeeeeite ettt ve e 13
2.1 CANCEr dE COl0 A8 ULEIO.......oeveeeceeeceeeeee et eanans 13
2.2 Tipos Histologicos do Cancer de Colo de ULEr0...........covururveereruevereeieiesessse s 16
2.3  Estadiamento do Cancer de Colo de ULErO..........cccoueueeeveeveeeevceeeeieceeeee e, 17
2.4 Hist6ria Natural do Cancer de Colo de ULEr0...........ccovueveveeeevcuseeeeeceeeeesesee e, 21
2.5 Epidemiologia do CAncer de Colo de ULEr0..........coceuvveeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeseees e 24
2.6  Epidemiologia da infeccéo pelo HPV no trato genital feminino...........cccccoecevvrvenennee. 27
2.7 Biol0gia 00 HPV .....oouiiiieece ettt 28
2.8 Resposta imune contra a infec¢do pelo HPV no trato genital feminino..................... 31
2.9  Prevencdo e Rastreio contra o Cancer de Colo de Utero...........ccocueveverueveereeevennnnen, 34
2.10 Autocoleta como alternativa no rastreio do cancer cervical ...........ccocvcevereniereeeenene. 37
2.11 Diagnostico da infECGA0 POr HPV ..o 38
OBUIETIVOS ...ttt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e s bbb eaaaaeeeeannnnneees 41
T R @ o] 1= 11V N o =T - | R STUTSRRSR 41
3.2 ODbjetiVOS ESPECITICOS .....eeiiiiticiecteceeeee ettt s re e et e e 41
MATERIAL E METODOS ......oooiiiecee ettt ave e 42
4.1 TIPO UE ESTUTD ..ottt bbbttt st b et s e s e ese e 42
4.2 LOCAl U8 ESHUOD.......ccuirieieeeiieieetet ettt ettt st sttt eae e 42
VARG T =0T o101 F=Tor=To J o (3N =S (1 o [o TSROSO 42
4.4  Critério de INCIUSEO0 € EXCIUSA0.......ccoccerierieieieieeeiesese ettt 42
45  CAICUIO A BMOSIIA ....cueviiniiiieiieeieeee ettt sttt bne 43
4.6 Estratégia de abordagem das participantes para obtencéo do perfil
sociodemograéfico, clinico e de risco para infecg@o por HPV .........ccoovieiviivenineneeee 44
5.6.1 Coleta com dispositivo SelfCervix® (Ziel BIOSCIENCES) ........ccvevveieiieeeiiecieeeeceeeeeee 47
5.6.2 Coleta com dispositivo Coari® (KOIPIASL) .......ccccvevieiiieieiiieee et 48
4.7  Estratégia de autocoleta do material cervical, transporte e conservagdo da amostra
(o] 0] (oo [ ToT= OO ORI 49
4.8 Extracdo do DNA do material genético e avaliagdo da pureza..........ccecevevvervevenenene. 51
4.9 Amplificacdo do Gene da Beta Globina humana e Material genético do HPV ......... 52
4.10 Deteccdo do DNA do HPV 16 por PCR em tempo real (QPCR) ......cccccvvvvecvevveeenee. 56
4.11 Deteccdo do DNA do HPV 18 por PCR em tempo real (QPCR) ......cccccvvvvecvevveeenee. 57
4.12 Fluxo de atividades realizados tanto na Fundacdo Cecon quanto com as
Fundacdes (FMT-HVD € FUAM) PAICEITAS. ......cccerueerierieeierieeieeienitetesie e seesieeee et e s saeeeesees 59
4.13 Aspectos éticos, riSCoS € benefiCiOs. ......ccccveveieiiicecece e 59
4,14 ANALISE dOS AUOS ..ottt ettt bbb e bens 60

RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e e e 61



5.1 Perfil Sociodemografico € @CONOMICO........ccevuieierierieeee et 61

5.2  Caracteristicas Clinicas € COmMpOortamentais.........c.cceccevereerereeeeseseeseeseeeeseeseesae s 64
5.3 Aceitacdo do uso dos dispositivos de AutOCOoleta ...........cceeeeveeeevieeevieneeeeeceeee, 66
5.4  Tipos histolégicos, estadiamento e tratamento empregado ...........cccceeeveerieenieenen 68
5.5 Quanto ao desempenho dos dispositivos frente a amostragem de materiais para
[0 1= (=T o or= Lo TR TSR 70
5.6  Frequéncia da Infeccdo e gendétipos do HPV (gendtipos 16 € 18)........ccccceeevveneeneeee. 71
5.7 Frequéncia da Infeccdo por HPV detectada em relacéo aos dois dispositivos CK
Coari® (Kolplast) e SC SelfCervix® (Ziel BIOSCIENCES)........cccererierieieiririneneseseeeeeeeeienes 72
5.8  Frequéncia da Infeccdo por HPV detectada em relacéo aos dispositivos................. 72
5.9 Relagéo das faixas etarias com a distribuicdo das les6es precursoras e de cancer
(o LR oo (o 0 L= T U1 (=] o TSRS 73
6 DISCUSSAD ......oocuiieeeeeeee ettt ettt ettt et e et et etesteateanee s 74
6.1 LimitagOes e dificuldades dO StUTO.........ccevueieiririnenierereeee s 87
7 CONCLUSAOQ .....ooviiiieieitt ettt 88
8 EQUIPE DO PROJETO ....uiiiiiiiieeiiiiiiiiie e e e e e e sttt e s e e e e e s sssasaaeeaaaeaasasnnsnnenaaeens 90
9 REFERENCIAS ..ottt ettt ettt a et et e steete s aneateeteeaeaannare e, 91
APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)........... 106
APENDICE 2 - QUESTIONARIO DE AVALIACAO DO PACIENTE ....cceoviviieieeeeeeeenn 108

APENDICE 3 - ORIENTACOES PARA USAR OS DISPOSITIVOS DE AUTOCOLETA ....110
APENDICE 4- APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA.........cccevevenrnnane, 112
ANEXO 1 — DECLARACAO DE PARCERIA ZIEL BIOSCIENCES ........ccocovovieeieieeenae, 114

ANEXO 2 — DECLARAGCAQO DE PARCERIA KOLPLAST .....cvoiiieieeeeeeeeeeee e 115



1 INTRODUCAO

O cancer de colo de utero (CCU) continua sendo o quarto tipo de cancer mais
comum no mundo em mulheres, com 569.847 casos novos e 311.365 mortes que
ocorrem anualmente. Cerca de 85% destes casos ocorrem nos paises em
desenvolvimento que nao possuem programas organizados ou possuem formas de
rastreamento inadequados e ineficazes (Ferlay et al., 2015; Who, 2018).

No Brasil, o CCU é o quarto tipo de cancer mais comum na populacao
feminina com o risco estimado de 12,2 casos a cada 100 mil mulheres e para o biénio
2018-2019 foi estimado uma incidéncia de 16.370 casos novos para cada ano. Na
regido Norte este tipo de cancer € o primeiro mais incidente com o risco estimado de
25,62 a cada 100 mil mulheres e houve uma previsédo de 2.300 casos novos para o
ano de 2018. No Amazonas o numero cresce em relacdo ao nacional sendo 40,97 a
cada 100 mil mulheres e espera-se 840 casos novos. JA em Manaus, o dado é
alarmante, estimado 58,37 a cada 100 mil mulheres e espera-se 640 casos novos
(Inca, 2017b).

O programa Nacional de Rastreio recomendado para o Brasil prevé uma
cobertura minima de 80% das mulheres em idade de risco (25 a 64 anos) para o
cancer de colo de utero. Significando que os Estados e municipos participes do
programa precisam alcancar, no minimo, este percentual de mulheres nesta faixa
etaria (Inca, 2016; Brasil, 2017). No entanto, a cobertura do programa no Amazonas
fica abaixo de 50% desse percentual. O alcance dessas mulheres em idade de risco,
portanto, tem sido um dos maiores desafios para os programas publicos de saude da
mulher (Inca, 2017a).

Além disso, o sistema de rastreio utilizado no Brasil € baseado no teste
citolégico Papanicolaou e este, apesar de historicamente ter contribuido muito com a
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gueda da incidéncia e mortalidade por CCU em muitos paises e no Brasil , apresenta
limitacbes de sensibilidade, reprodutibilidade e baixa qualidade na execucao
(Sankaranarayanan et al., 2001; larc, 2005; Kitchener et al., 2006; Tjalma, 2017;
Ogilvie et al., 2018; Viana et al., 2019).

Portanto, apesar do teste citoldégico apresentar o menor custo para o rastreio
da populacao geral, a selecéo de subgrupos como, por exemplo, populacdes isoladas
OU com acesso precdrio aos servicos de saude que sdo sub-rastreadas ou nunca
rastreadas podem ser determinantes para a utilizacdo de métodos diagndsticos mais
modernos como uma estratégia que garanta um perfil aceitavel de custo-efetividade
em paises de renda intermediaria como o Brasil (Vanni et al., 2011; Da Fonseca et al.,
2013; Polman, Snijders, et al., 2019).

Esforcos consideraveis tém sido feitos para reduzir as disparidades no
rastreio cervical em relacdo as mulheres com acesso infrequente a cuidados médicos
ginecoldgicos ou em caso de recusa na execugdo do exame. Neste contexto, a
autocoleta é considerada uma alternativa valiosa para permitir analises de deteccao
da infeccdo pelo Papillomavirus Humano (HPV) com uma sensibilidade e
especificidade semelhante ao de amostras cervicais coletadas pelo médico ou
profissional de saude habilitado (Chou et al., 2016; Tamalet et al., 2016; Morgan et al.,
2019).

Novas alternativas de rastreio utilizando material cervical autocoletado tem
sido testadas em varios paises e no Brasil, demonstrando ser uma solugéo viavel e
possivel na garantia da cobertura do rastreio e acesso as mulheres (Darlin et al., 2013;
Lorenzi et al.,, 2013; Zhao et al., 2013; Modibbo et al., 2017; Torres et al., 2018;
Polman, De Haan, et al., 2019).

Além disso, ha estudos que demonstram a aceitacdo das mulheres de

diferentes culturas pela autocoleta, inclusive preferéncia por tipos de dispositivos mais
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confortaveis, evitando o constrangimento e a exposi¢cdo aos profissionais de saude,
aumentando, assim, a adeséo aos programas de rastreio cervical (llangovan et al.,
2016; Anderson et al., 2017; Torres et al., 2018; Adcock et al., 2019; Bishop et al.,
2019).

A analise do uso de dispositivos de autocoleta, aliada a testes moleculares
que permitam identificar o HPV tem um papel importante neste contexto. Esta
combinacgao tem sido uma alternativa que permite aumentar o alcance das mulheres
ao exame cervical em regibes de dificil acesso, evitando o deslocamento para
unidades de saude, como também, colaborando com o enfrentamento de
condicionamentos sociais, religiosos e culturais. Fatores, estes, que impedem muitas
vezes 0 sucesso das estratégias de rastreio (Lorenzi et al., 2013; Pimple et al., 2016;

Almeida-Lugo et al., 2019).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer de Colo de Utero

E um tipo de neoplasia maligna que se forma nos tecidos do colo do Utero (6rgéo
gue liga o utero a vagina). O colo (figura 1), anatomicamente, € a porcao inferior do
Gtero onde se encontra um orificio do 6rgéo. Localizado no fundo da vagina € o elo
gue separa 0s 0rgaos internos e externos da genitalia feminina estando mais exposto
ao risco de doengas e alteragdes relacionadas ao ato sexual (larc, 2019).

Com formato cilindrico, o colo do utero apresenta uma area de tecido
metaplasico entre o epitélio escamoso da vagina e o tecido glandular do canal
endocervical chamada zona de transformac&o. E nessa area que se localizam mais

de 90% dos canceres de colo de utero (Ms/Inca, 2002; Bhatla et al., 2018).
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Ovirio direito
Ovdrio esquerdo

Utero

Colo uterino

Ectocérvice

Endocérvice

Vagina -

Figural.  Anatomia do colo de atero normal (Cancer, 2018).

O fator que causa infeccao levando ao CCU é o Papillomavirus humano (HPV),
considerado o agente etioldgico da doenca, sendo a persisténcia atribuida, na maioria
dos casos, por genoétipos oncogénicos, especialmente o tipo HPV-16 e HPV-18,
responsaveis por cerca de 70% dos canceres de colo de utero (Castro et al., 2011;
Ortiz et al., 2014; Rawat et al., 2019).

Outros fatores também contribuem para o risco da doenca e desenvolvimento,
sobretudo, a precocidade da atividade sexual, mdultiplos parceiros sexuais,
multiparidade, uso de contraceptivos hormonais, higiene precaria, tabagismo, entre
outros (Gadducci et al., 2011; Behnamfar and Azadehrah, 2015).

LesOes precursoras (neoplasias intraepiteliais cervicais grau 1, 2 e 3), na
maioria das vezes sem sintomas, conhecidas como NICs, sédo lesdes que antecedem
a neoplasia maligna e, principalmente NIC 2 e NIC 3 ao serem diagnosticadas no

inicio, podem evitar o desenvolvimento das lesdes que acontece com crescimento
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progressivo em torno de 10 a 30 anos até chegar na forma invasiva (CCU) (Horvath
et al., 2010; Souza et al., 2015; Schiffman et al., 2016).

No processo de invasao (figura 2) este tipo cancer afeta os tecidos mais
profundos do colo do utero (estroma) e pode invadir estruturas e 6rgdos contiguos ou
a distancia (metastase), principalmente os pulmdes, figado, bexiga, vagina e reto.
Nesta fase pode evoluir para quadro de sangramento vaginal, continuo ou
intermitente, apos relacdo sexual. Pode também apresentar secrecdo vaginal anormal
e dor abdominal associada com queixas urindrias ou intestinais (Wipperman et al.,

2018; Hockel and Behn, 2019).

Utero

Cervix
Vagina

Fase tardia Bl Fase tardia Bll
Limitada ao Cervix = Tomando a Vagina

Fase inicial Bl

Figura2.  Colo do utero em estagios do cancer invasivo (Ramalho, 2016) .
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2.2 Tipos Histoldgicos do Cancer de Colo de Utero

Para que haja uma variedade de tipos histoldgicos, diferentes comportamentos
clinicos e tratamentos faz-se necesséaria biopsia do local acometido para a
confirmac&o do tipo histolégico e consequente planejamento adequado do tratamento
(Bhatla et al., 2018).

A classificacdo reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
descreve trés categorias gerais de cancer de colo de Utero: carcinoma de células
escamosas, adenocarcinoma e outros carcinomas epiteliais mais raros. Estes ultimos
incluem os carcinomas adenoescamosos, 0s carcinomas adenoides basais e
adenoides cisticos, o carcinoma indiferenciado e os tumores neuroenddécrinos (Cohen
et al., 2019).

A frequéncia relativa destes diferentes tipos de tumores varia entre os paises;
em geral, o carcinoma de células escamosas é o subtipo histolégico mais comum,
representando 76-89% dos carcinomas invasivos. O adenocarcinoma e o carcinoma
adenoescamoso compreendem de 10 a 24% dos canceres de colo de Gtero, e todas
as outras categorias sao relativamente raras, somando menos de 5% (Inca, 2017b;
Pirog et al., 2019).

Na histologia interessa a avaliacdo do tamanho, tipo de tumor, grau de
diferenciacdo e presenca ou auséncia de invasdo do espaco linfovascular. O
carcinoma epidermoide, escamoso ou espinocelular € o0 mais comum e é originado na
Ectocérvice e ,microscopicamente, a maioria apresenta-se com redes infiltrativas de
células neoplasicas com estroma interposto, com grande variacdo no padrao de
crescimento, tipo de células e graus de diferenciacdo (Small et al., 2017).

Essas células malignas escamosas sao subdivididas em dois tipos,
queratinizadas e ndo-queratinizadas. Estes tumores classificam-se como carcinomas

bem diferenciados, moderadamente diferenciados ou mal diferenciados.
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Aproximadamente 50% a 60% s&o neoplasias moderadamente diferenciadas e o
restante sdo distribuidas por igual entre as categorias bem e mal diferenciadas
(Gospodarowicz et al., 2015).

Carcinomas neuroendoécrinos e de pequenas células podem se originar na
cérvice uterina, mas sao raros. O rabdomiossarcoma primario do colo uterino também
é raro com prevaléncia em mulheres jovens e adolescentes. Linfoma primério do colo
uterino e sarcomas sao outras possibilidades pouco frequentes (larc, 2019).

O adenocarcinoma faz parte de um grupo heterogéneo de subtipos
histoldgicos, com variantes endocervicais (glandulares), intestinais, célula em formato
de anel de sinete, além de apresentar tipos mais raros, incluindo, o de células claras,
mesotéricas, serosas, endometrioide e de tipo gastrico. Existem outros carcinomas
invasores que se apresentam como tumores mistos, contendo células malignas com

diferenciagédo escamosa e glandular, denominado adenoescamoso (Jain et al., 2019).

2.3 Estadiamento do Cancer de Colo de Utero

A extensédo anatémica do cancer de colo de Utero (estadiamento) é determinante
para o0 progndstico da doenca, pois apresenta situacdo pior do que aquelas cuja
doenca é muito mais localizada. A topografia e histopatologia junto com estadiamento
sdo importantes para diagnostico e o esquema de tratamento de cada paciente
(Gospodarowicz et al., 2015).

O estadiamento € uma linguagem comum, para que médicos possam se
comunicar tracando estratégias efetivas para o tratamento individualizado e
respeitando as caracteristicas de cada tumor das mulheres. Neste contexto, estadiar
uma neoplasia maligna significa avaliar o prognéstico e o seu grau de disseminacao,
observando as taxas de sobrevida, geralmente diferentes, quando a neoplasia esta
restrita ao 6rgao de origem ou quando se estende a outros (Gospodarowicz et al.,

2015; Bhatla et al., 2018).
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O tratamento do cancer de colo de utero é ditado pela Federagéo Internacional
de Ginecologia e Obstetricia (FIGO), descrito na tabela 1, que é um sistema de
estadiamento clinico em colaboracdo com a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) e
Union International Cancer (UICC), denominado sistema TNM de classificacdo dos
tumores malignos. O estadiamento do CCU é o mais antigo descrito na literatura e
passa por constantes revisdes e a mais recente foi em 2018 (Matsuo et al., 2019).

Até agora, o estadiamento FIGO foi baseado principalmente em exame clinico,
com a adicao de certos procedimentos permitidos para alterar o estadiamento. Em
2018, isso foi revisado pelo Comité de Oncologia Ginecoldgica da FIGO para permitir
exames de imagem e outros exames, quando disponiveis, para atribuir o estagio
(Bhatla et al., 2018).

O sistema de estadiamento FIGO revisado para o cancer de colo de utero foi
atil para distinguir grupos de sobrevivéncia. No estgio IB, os estagios IB1 e IB2
apresentam caracteristicas, desfechos distintos e a estratificacdo de risco, com base
nesta nova classificacdo, a qual é crucial em algoritmos de tratamento. Na fase Il da
doenca, o estadio IlIC1 reflete uma heterogeneidade do grupo de tumores com uma
ampla gama de estatisticas de sobrevivéncia sobre fatores tumorais locais (Matsuo et
al., 2019).

A classificacdo € uma base importante da nossa compreensao da doenca e €
essencial para determinar a gravidade. Na prética clinica, os atributos derivados
desses dois sistemas TNM e FIGO sao combinados e frequentemente suplementados
por informacdes do paciente chegando a uma “classificacdo progndstica” que define
grupos de pacientes com desfechos diferentes, ou podem ser incluidos em
nomogramas (graficos de planos) usados para prever o desfecho para pacientes

individuais (Small et al., 2017; Lee and Atri, 2019).
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O estagio deve ser sempre determinado como diagnostico. Ambas as
informacdes clinicas e patoldgicas do estagio sdo uteis. Mesmo que a imagenologia
moderna e outras ferramentas de diagndstico melhorem a precisao do estadiamento
clinico, compreende-se que a extensdo da doenca microscopica serd sempre
diferente da extensdo da doenca macroscépica determinada clinicamente (Small et
al., 2017; Berek et al., 2019).

As classificacdes progndsticas no manejo do paciente sdo sempre Uteis, porém
seu desenvolvimento pode considerar também as classificagcdes distintas do perfil do
tumor (TNM) e do estdgio do tumor (FIGO), pois ambas sdo necessérias de forma
independente em contextos distintos tanto clinicos quanto de pesquisa (Matsuo et al.,

2019).
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Tabela 1. Descricdo do estadiamento FIGO 2018. Fonte: Adaptado de (Bhatla et al., 2019)

ESTAGIO

DESCRICAD

0 carcinoma & estritamente confinado 2o colo utering (3 extenséo ao corpo uterino deve ser desconsiderada)

A Carcinoma invasive que pode ser diagnosticado apenas por microscopia, com profundidade m&xima de invaséo <5 mm*
A1 | Invasdo estromal medida <3 mm em profundidade
A2 | Invaso estromal medida = 3 mm & <5 mm em profundidade
B Carcinoma invasivo com invasao mais profunda = 5 mm (maior que o estagio IA), leséo limitada o colo utering B
IB1 | Carcinoma invasivo = 5 mm de profundidade de invasao estromal & <2 cm na maior dimens&o
[B2 | Carcinoma invasive =2 cm e <4 cm em maior dimensdo
B3 | Carcinoma invasivo =4 cm em maior dimenséo
I 0 carcinoma invade além do Utero, mas ndo se estendeu para o terco inferior da vagina ou para a parede pélvica
1A Envalvimento limitado aos dois tercos superiores da vagina sem envolvimento parametrial
lIA1 | Carcinoma Invasivo <4 cm em maior dimensgo
IA2 | Carcinoma invasivo =4 cm em maior dimenséo
IB | Com envolvimento parametrial, mas ndo até a parede pélvica
1] 0 carcinoma envolve o terco inferior da vagina e / ou se estende até a parede palvica e / ou causa hidronefrose ou rin néo funcionantes
&/ ou envolve linfonodos pelvicos & / ou para-aoriicos
A | O carcinoma envolve o ferco inferior da vagina, sem extensdo para a parede pélvica
B | Extensdo para a parede pélvica e/ ou hidronefrose ou rim nao funcionante (3 menos que seja conhecido por outra causa)
MC | Envolvimento dos ganglios linfaficos pélvicas e / ou para-adrticos, independentemente do tamanho e extensao do fumor (com as notacdes
rep)®
IC1 | Apenas metastase linfonodal pélvica
IC2 | Metastase nos linfonodos para-adriicos
IV 0 carcinoma estendey-se para além da pélvis verdadeira ou envolveu (comprovado a biopsia) a mucosa da bexiga ou do reto. (Um
edema bolhosa, como tal, ndo permite que um caso seja atribuido a0 Estagio IV)
IVA | Espalhe para 05 orgaos pélvicos adjacentes
IVB | Espalhe para orgaos distantes

Em caso de divida, o escalonamento inferior deve ser atribuido:

A —Imaginologia e patologia devem ser utilizadas, quando disponiveis, para complementar os achados clinicos em relagédo
ao tamanho e extens&o do tumor, em todas as fases.

B — O envolvimento dos espagos vasculares/linfaticos ndo altera o estadiamento. A extensao lateral da lesdo ndo é mais
considerada.

C — Adicionando a notacéo de r — (imagens) e p — (Patologia) para indicar as descobertas que sdo usadas para alocar o
caso para o estagio llIC1p. Exemplo: Se a imagem indicar metastase nos linfonodos pélvicos, a alocacéo de estagio seria
Estéagio 3C1r e, se confirmada por achados patolégicos, seria Estagio 3C1p. O tipo de modalidade de imagem ou técnica
de patologia usada deve ser sempre documentada.
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2.4 Historia Natural do Cancer de Colo de Utero

Os tipos de HPVs de alto risco que infectam mucosas iniciam o ciclo infeccioso
Nno momento em que penetram as camadas estratificadas mais profundas do tecido
epitelial na cérvice uterina (membrana basal) por meio de microtraumas que ocorrem
no intercurso sexual, ou entrada na zona de transformacéo do colo uterino (Figura 3)
(Finnen et al., 2003; Buck et al., 2005; Hoste and Vossaert, 2013; Christensen, 2016).

A infeccdo pelo HPV pode ocorrer em trés formas distintas: clinica, subclinica
e latente (Figura 4). Na fase clinica a medida que a doenca progride pode surgir
sangramento vaginal anormal (principalmente em mulheres na menopausa),
corrimento vaginal escurecido com cheiro desagradavel e dor abdominal que pode
estar associada a queixas urinarias e intestinais nos casos mais avancados. (Ezechi
et al., 2014, Suligoi et al., 2017).

Na forma latente ndo existem evidéncias clinicas, citolégicas, colposcopicas ou
histol6gicas desta infeccdo. E a forma evidenciada apenas através de técnicas de
biologia molecular, pois ndo ha formacao de lesdes e somente o DNA do virus pode
ser detectado. A infeccao pelo HPV depois de instalada pode permanecer, regredir ou
progredir e transformar-se, dando origem as neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs)
e/ou carcinomas formas subclinicas (Ferraz and Santos, 2012; Gheit, 2019).

A persisténcia da infec¢éo por Papillomavirus Humano oncogénico de alto risco
(HR-HPV) é a principal causa das NICs do cancer de colo de utero (Doorbar et al.,
2012; Zhao et al., 2012; Rositch et al., 2013; So et al., 2019). As lesGes precursoras
ocorrem quando, o HPV oncogénico, se replica em células imaturas fazendo com que
nao ocorra a maturacao e diferenciacdo. Com isso induzira a replicacao continua de
células imaturas, acumulando anormalidades genéticas que podem levar a formacao
de um clone de células neoplasicas (Baseman and Koutsky, 2005; Serravalle et al.,

2015).
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A forma subclinica é muitas vezes evidenciada por alteracfes na citologia,
colposcopia ou no resultado histopatolégico que sdo chamadas de Lesdes
Intraepiteliais de Baixo Grau (LSIL) onde a Neoplasia Intraepitelial grau | (NIC 1)
pertence a esta classificacao refletindo a presenca do virus evidenciadas nos efeitos
citopaticos do HPV. E também nas chamadas Lesfes Intraepiteliais de Alto Grau
(HSIL) onde as neoplasias Intraepiteliais graus 2 ou 3 (NIC 2 ou NIC 3), que séo as
verdadeiras lesdes precursoras do cancer de colo de utero, consideradas de maior
gravidade, podem regredir ou progredir para o CCU (Doorbar, 2006; Doorbar et al.,
2012; Inca, 2019).

As classificacdes LSIL e HSIL s&o utilizadas na nomenclatura e nas diretrizes
para o rastreio citolégico Brasileira e na Histologia, atualmente, fazem parte de uma
nova classificacdo LAST (Lower Anogenital Squamous Terminology), Contudo, no
Brasil ainda utiliza-se a Nomenclatura de Richard de 1973 (NICs) para laudos
histoldgicos (Bornstein et al., 2016; Inca, 2016; Schiffman et al., 2016; Doorbar, 2018;
larc, 2019).

A neoplasia intraepitelial cervical de grau 2 ou NIC 2 que faz parte das lesdes
precursoras apresenta comportamento heterogéneo, ora tem boa evolugdo com
regressdo espontanea, ora ma evolugdo com progressdo. Por este motivo,
atualmente, sugere-se estudo imunohistoquimico de coloracéo dupla pl16/Ki-67 nas
NIC 2; esta andlise caracteriza 0 comportamento biol6gico das mesmas, podendo ser
classificada assim com baixo grau quando a p16/ki-67 é negativa, ou alto grau quando
positiva (Rajaram et al., 2019).

Aproximadamente 90% das infec¢des por HPV em mulheres com menos de 30
anos regridem espontaneamente e a persisténcia é mais frequente em idade superior
a 30 anos, como ilustrado na figura 4, evoluindo para o cancer de colo de uUtero. A

persisténcia e a progressao clonal das infec¢gdes por HPV variam de acordo com o
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gendtipo do virus, e a idade, conforme mencionado, também representa um fator de

risco importante (Nascimento, 2010; Gravitt, 2011; Doorbar, 2018).

Neoplasia intraepitelial cervical

Normal Infeccdo pelo HPV NICI NICH NICIll Cancercervical

@ N3o infectado

DNA viral extracromossdmico, express3o tardia de genes

. DNA viral integrado, sobre-expressio E6/ E7

Figura 3. Progressdo oncogénica da infeccdo cervical. Diagrama de etapas na progressao
da infecc¢éo por HPV para cancer cervical. Fonte: Adaptado de (Mcbride, 2017).
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Figura 4. Relacgéo entre incidéncia da infeccao cervical pelo HPV, pré-cancer e cancer com
a idade. Fonte: Adaptado de (Schiffman and Castle, 2005).



2.5 Epidemiologia do Cancer de Colo de Utero

Com cerca de 569.847 casos novos, 0 cancer de colo de utero tem sido
considerado, em todo o mundo, o quarto tipo de neoplasia mais comum em mulheres
com idade sexual ativa. Esses dados ocasionaram 311.365 mortes anualmente devido
a auséncia ou inefichcia do rastreio, falta de acesso aos servicos e 0 nédo
consentimento na realizac&o do rastreio. O que representa, em percentuais, 85% dos
paises em desenvolvimento, como no caso do Brasil e de muitos paises com baixa
adesdo das mulheres aos servi¢cos de saude (Inca, 2018; Ferlay et al., 2019).

Segundo a Agéncia Internacional para Pesquisa de Cancer (IARC),
aproximadamente 776.857 casos novos de cancer de colo de Utero séo estimados até
2040 em todo mundo (Figura 5). Esses dados para os paises em desenvolvimento,
sdo maiores em comparagao com paises desenvolvidos e que possuem tecnologias
alternativas tanto em programas de rastreio como na detecgédo do HPV (Bray et al.,

2012; Husain and Ramakrishnan, 2015; Who, 2018; Ferlay et al., 2019).

2018 2020 2025 2040
World
569 847 591 085 642 421 776 857

International Agency for Research on Cancer

Data source:GLOBOCAN 2018
Graph production | Cancer Observatory (http://gco.iarc.fr/)
© International Agency for Research on Cancer 2018

Figura 5. NUmero estimado de casos incidentes de 2018 a 2040, colo do Gtero, mulheres,
todas as idades. Fonte adaptado de (Who, 2018).
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Segundo dados da OMS o grande percentual de 6bitos é registrado em paises
de baixa e média renda. E a incidéncia do cancer de colo de Gtero aumenta em paises
em desenvolvimento (Figura 6), especialmente nos de baixa renda. Como, por
exemplo, as encontradas na América Latina e Caribe com destaque para Jamaica
com 28,4, Belize 28 e Nicaragua 21,2 a cada 100.000 mulheres. Ja a Asia destaca-se
a Mongdlia com 23,5/100.000 e Indonésia com 23,4/100.000 mulheres e os maiores
indices sdo de alguns paises da Africa Subsaariana como Suazilandia que possui a
maior incidéncia do mundo com 75,3/100.000. A maioria das mortes relacionadas ao
CCU ocorre devido a um terco desta populacdo africana apresentar coinfeccéo pelo
HIV e consequentemente ndo apresentar programas de rastreio e prevencado de
infeccdes sexualmente transmissiveis (ISTs) (Vaccarella et al., 2017; Ginindza and
Sartorius, 2018; Who, 2018).

Importante também destacar a Bolivia pais integrante da América do Sul e que,
entre os paises sul americanos, possui a maior taxa de incidéncia de cancer de colo
de Gtero com 38,5/100.000 e, apesar desta incidéncia, vem diminuindo os indices ao
longo dos anos devido a implantacdo de programas de rastreio com detecgéo
molecular, organizacdo e capacitacdo dos profissionais de saude para novas
tecnologias (Allende et al., 2019). Em contrapartida paises da Asia possuem a menor
incidéncia do mundo como Iraque e Iémen ambos com 1,9/100.000, indices estes,
provavelmente atribuidos ao bom rastreamento e capacitacdo de profissionais na
utilizacdo de novas tecnologias (Ali, 2017; Al-Mikhlafy et al., 2018).

Paises emergentes como, por exemplo, o Egito possui uma das menores taxas
de incidéncia com 2,3/100.000 mulheres devido a implantacdo de programas de
rastreio organizados por autocoleta e testes moleculares e métodos de cobertura
eficazes. Consequentemente, paises desenvolvidos como Franca, Estados Unidos,

Canada e principalmente a Suica ao longo dos anos modificaram a triagem citologica
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em seus paises organizando sistematicamente os programas de prevencao e rastreio
com indices bem inferiores como, por exemplo, 3,8/100.000 mulheres na Suica que
ja apresenta programas de prevencdo, inclusive, inserindo a vacina nonavalente e
alternativas tecnoldgicas de autocoleta e diagnosticos moleculares (Tamalet et al.,

2016; Egli-Gany et al., 2019; Ferlay et al., 2019).

Estimativa das taxas de incidéncia padronizadas por idade (Mundial) em 2018, colo do utero, todas as idades

ASR (Worid) per 100 000

. 2260
18.1-26.0
11.5-18.1
7.3-11% 0= N3o aplicavel
<73 Sem dados

Figura 6. Distribuicdo mundial da incidéncia (taxa padronizada por idade) do cancer cervical.
Fonte: Adaptado de (Who, 2018)

No Brasil o CCU é o quarto tipo de cancer que mais atinge as brasileiras, além
de ser a quarta maior causa de morte de mulheres por cancer no pais. No ano de
2018 ocorreram 16.370 casos novos, com uma incidéncia 12,2 casos/100 mil
mulheres. No entanto, a realidade da Regido Norte do Brasil ndo reflete a realidade
nacional, de tal modo que o cancer de colo de Utero € o primeiro mais incidente com
25,62 casos/100 mil mulheres (Inca, 2017a; Who, 2018).

Observa-se um panorama mais alarmante para o estado do Amazonas e sua
capital (Manaus). A incidéncia projetada para o ano de 2018 para Manaus foi de
58,37/100.000 (taxa bruta) e a taxa ajustada por idade foi de 61,02/100.000 em 2018
(Inca, 2018). Este se aproxima aos verificados na Africa subsaariana com auséncia

de programas estabelecidos de rastreio e com cerca de 1/3 da populagdo com
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frequente coinfeccdo pelo HIV como Suazilandia (75,3/100.000), Malawi
(72,9/100.000), Zadmbia (66.4/100.000) e Tanzéania (59,1/100.000) (Who, 2018; Ferlay
et al., 2019). A mortalidade por CCU no Amazonas por cancer de colo de Utero de
janeiro a junho de 2019 foi de 290 mortes (Fvs-Am, 2019) .

Se a prevencéo, triagem e tratamento do cancer de colo do Utero no Brasil e
também na Regido Norte principalmente no Amazonas ndo forem urgentemente
ampliados, especialistas estimam que até 2040 pode haver um aumento de 50% nas

mortes em relagdo aos niveis de 2018 em todo o Mundo. (Ferlay et al., 2019).

2.6 Epidemiologia dainfeccao pelo HPV no trato genital feminino

O Papillomavirus Humano (HPV) € uma das causas mais comuns de infeccdo
sexualmente transmissiveis no mundo. Em uma populacdo mundial de
aproximadamente 3,9 bilhdes de mulheres, estima-se que o nimero de portadoras
do HPV a nivel mundial chega a 291 milh&es e cerca de 105 milhées de mulheres no
mundo inteiro terdo infeccéo pelo HPV 16 ou 18, de alto risco (HR-HPV), pelo menos
uma vez na vida (Ferlay et al., 2015; Who, 2015; Doorbar, 2018).

A prevaléncia de HPV no Brasil varia de 13,7% a 54,3% de acordo com a
populacdo estudada e a area geogréfica envolvida, pois todos os tipos de HPV
possuem tropismo por células do epitélio escamoso estratificado, mas ha variacées
de afinidade com diferentes sitios anatdmicos (De Jesus et al., 2018). No entanto,
estudos epidemioldgicos tém sido realizados nas capitais e metropoles demonstrando
que a infeccao por HPV no colo do utero esta associada a multiplos parceiros sexuais,
microbiota  vaginal  anormal, tabagismo  aspectos  sociodemograficos,
comportamentais, iniciagao sexual precoce, contraceptivos, reprodutivos e/ou clinicos

(Ethier et al., 2003; Gadducci et al., 2011; Pinto et al., 2011; Chakraborty et al., 2018).
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No Brasil, estima-se que 9 a 10 milhdes de pessoas sejam portadoras do virus
e que se registrem 700 mil casos novos a cada ano (Who, 2015; Brasil, 2017; Inca,
2018). Na regiao Norte um estudo com 144 mulheres sexualmente ativas na cidade
de Manaus no Amazonas detectou 61 com alteragcbes citolégicas benignas e 83
mulheres com les@es pré-malignas e malignas evidenciando genétipos de HPV de alto
risco como os HPVs 16, 33, 58, 66, 68 e, confirmando a literatura atual, a prevaléncia
do gendtipo 16 e, ainda, a presenca de um gendétipo HPV 13 considerado raro (Castro
et al., 2011).

Em outro estudo realizado em Manaus em 643 mulheres que buscavam 0s
servicos de rastreio das 4 zonas da cidade de Manaus, a prevaléncia da infecg&o pelo
HPV foi de 16%. E, neste estudo, os genoétipos encontrados foram 35, 39 e 68 com
prevaléncia de 19% e os gendtipos 56, 59 e 66 com 18,2% seguidos dos genétipos
16 e 52, ambos com prevaléncia de 13,2%. Ainda foram encontrados 33 e 58 (10,9%),
31 (9,5%), 18 e 45 ambos (5,8%) e 51 (4,4%) e suas respectivas frequéncias destes
gendtipos (Sales, 2015).

J& um estudo realizado na populacdo do municipio de Coari, no Amazonas, em
412 mulheres sexualmente ativas e com dispositivo de autocoleta em comunidades
ribeirinhas isoladas, o HPV foi detectado em 18% das amostras e 0s genétipos mais
prevalentes foram: O HPV 51(1,94%), HPV 16 (1,7%), HPV 53 (1,2%) e HPV 18 (1%)

(Torres et al., 2018).

2.7 Biologiado HPV

O Papillomavirus Humano pertence a familia Papillomaviridae. E um virus que
possui um acido desoxirribonucléico (DNA) ndo envelopado, com aproximadamente
55nm de diametro. Mais de 200 tipos de HPV ja foram identificados e cerca de 40

destes infectam o trato genital feminino. E s&o classificados em alto ou baixo risco
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oncogénico e a transformacéo neoplésica ocorre de acordo com a origem das células
infectadas. Sao considerados de baixo risco oncogénico os virus dos tipos 6, 11, 40,
42, 43, 54, 61, 70, 72, 81. Ja aqueles atualmente considerados de alto risco
oncogénico, devido sua associagdo as NICs 2 e 3 e ao CCU, séo representados
principalmente pelos tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82
(Doorbar, 2018).

O genoma do HPV consiste em uma molécula dupla de DNA circular, contido
por um capsideo icosaédrico de 9 kD, com aproximadamente 8.000 pares de base
(Pb), dividido em duas regides principais (Figura 7). A primeira regido é denominada
“‘Open Reading Frame” (ORFs) que sao unidades de traducdo que se dividem em
outras duas regides conhecidas como “Early” (E) regides precoces e “Late” (L) regides

tardias (Doorbar et al., 2015; Ghittoni et al., 2015).
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Figura7. A organizacdo gendmica do virus do Papiloma Humano. Fonte: Adaptado de
(Rosales and Rosales, 2017).

A regido precoce (E) codifica as proteinas E1 e E2 que estdo envolvidas na
replicacéo e transcrigdo do virus, a E4 participa da reorganizacdo do citoesqueleto e

as proteinas E5, E6 e E7 sdo responséaveis pela transformacéo celular e imortalizacao
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da célula hospedeira. A regido E2 atua, também, como um importante regulador da
expressédo de E6 e E7 (Doorbar et al., 2015; Okuyama et al., 2016).

A segunda regido denominada “Long Control Region” (LCR) que € a regido
controladora longa onde se encontram a origem da replicagdo e os elementos
regulatérios tanto da transcricdo como da replicacao (Hebner and Laimins, 2006; Ortiz
et al., 2014; Doorbar et al., 2015).

Os genes L1 e L2 que se expressam tardiamente codificam as proteinas do
capsidio viral, produzidas no final da infeccdo. S&o subdivididas com base em seu
padrdo de expressao espacial-temporal durante o ciclo de vida do virus (Liu et al.,
1997; Finnen et al., 2003; Rubio et al., 2011; Barra et al., 2019).

A expressdo de L1 e L2 ndo é detectada em células epiteliais basais infectadas,
mas ambas sdo detectadas nos nucleos das células terminalmente diferenciadas na
camada superior do epitélio escamoso, aparecendo primeiro mais tarde (ou seja, mais
alto no epitélio) do que a expressao E4 (Figura 8) (Okuyama et al., 2016; Mchbride,
2017).

Os genes HPV E6 e E7 sao altamente conservados em quase todos 0s tipos
de HPV até agora identificados, e no caso de tipos de HPV associados ao cancer, eles
codificam as proteinas de mesmo nome que interagem com as proteinas supressoras
p53 (proteina p53) e pRb (proteina do retinoblastoma) respectivamente. Até agora, a
maioria dos estudos biolégicos tem sido focada em E6 e E7 de HPV16 e HPV18, uma
vez que sao os tipos mais frequentes detectados em cancer de colo uterino em todo

o mundo (Ghittoni et al., 2015).
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Figura8. O genoma do Papillomavirus Humano e o ciclo de vida do virus. Fonte: Adaptado
de (Okuyama et al., 2016)

2.8 Respostaimune contra a infeccéo pelo HPV no trato genital feminino

Os HPVs tém tropismo por epitélios mucosos ou cutaneos. Existe uma estreita
ligacdo regulatéria entre o ciclo de vida viral e a diferenciacdo epitelial. Os
queratinécitos indiferenciados, que estéo localizados nas camadas basais do epitélio
estratificado escamoso da mucosa cervical, sdo o alvo inicial do virus causando
infecgao (Egawa et al., 2015; Steinbach and Riemer, 2018).

Contudo, sabe-se que a mucosa do colo uterino, que é o local da infeccao
pelo HPV, como outros tecidos da mucosa, tem um alto limiar de tolerancia
imunologica. Portanto, durante a fase aguda da infeccdo, um ambiente
imunologicamente controlado leva a eliminacdo do virus. Porém, quando isso nao
ocorre, 0 microambiente imunoldgico torna-se mais tolerante, permitindo que a
infeccdo torne-se persistente e eventualmente induzindo ao cancer de colo de utero
(Gutierrez-Xicotencatl et al., 2016).

Quando ocorre a infecgéo, tanto a resposta imune inata quanto resposta imune
adaptativa desenvolve-se um mecanismo inflamatoério para combater o patégeno, que,
neste caso, é o Papillomavirus Humano (HPV) (Christensen, 2016). A partir de uma
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resposta inflamatdria induzida por esta infeccdo a resposta imune inata € ativada. O
HPV é fagocitado pela célula dendritica, que se transforma em uma célula
apresentadora de antigeno (APC). Esta célula, Figura 9, apresenta o antigeno no
linfonodo regional e ativa resposta imune adaptativa (Meyer et al., 2014; Graham,

2017a; Nunes et al., 2018).
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Figura 9. Respostas imunolégicas ao HPV, células dendriticas (DC), linfécitos citotoxicos
(CTL), célula apresentadora de antigenos (APC), monécito(M) e linfocito(B). Fonte:
Adaptado de (Sasagawa et al., 2012).

A presenca das moléculas virais € detectada e reconhecida pelas células da
resposta imune inata por meio dos receptores de reconhecimento de padréo do tipo
Toll expressos nos queratindcitos. As estruturas virais reconhecidas sdo o genoma
do HPV (DNA de cadeia dupla) ou as proteinas do capsideo como alLl e L2, altamente
imunogénicos, sintetizados apenas em camadas superficiais do epitélio (Stanley,
2010; Rosales and Rosales, 2017).

A resposta imune adaptativa ocorre tanto pela resposta humoral quanto celular,
gue geram respostas efetoras especificas e células de memoaria contra o antigeno

viral. A resposta humoral deve-se, em grande parte, aos anticorpos produzidos
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localmente presentes na mucosa cervical, representados, principalmente, por IgA e
IgG e por uma pequena fracdo advindos de outros fluidos corporais, que sé&o
transportados a partir do sangue para os tecidos uterinos com o objetivo de fornecer
a imunidade humoral no canal vaginal neutralizando o virus (Meyer et al., 2014,
Graham, 2017b).

J4 a resposta mediada por células ocorre ap6s o complexo: células
apresentadoras de antigeno, peptideo e antigenos leucocitarios humanos (APC-
peptideo- HLA), apresentarem o virus aos linfocitos ligando-se através dos receptores
antigenos-especificos que podem ser em células virgens tanto T auxiliares (CD4+)
como em T citotoxicas (CD8+), aumentando, assim, proliferacdo de células T,
producédo de IL-2 e ativacao desses linfocitos (Deligeoroglou, 2013; Lu et al., 2019).

A grande maioria (90%) das infec¢Oes por HPV séo eliminadas pelo sistema
imune das pacientes em seguimento de trés anos, enquanto que dos 10% que se
tornam crénicas apenas 1% resultam em cancer de colo de Utero (Ghittoni et al., 2015;
Steinbach and Riemer, 2018).

A supressdo da imunidade do hospedeiro, a persisténcia da infeccédo e a
integracdo do virus ao DNA do hospedeiro contribuem para formacdo da lesao
escamosa intraepitelial de baixo grau (LSIL) que, caso ndo haja regressao, podera
evoluir até lesdo escamosa intraepitelial de alto grau (HSIL) e, devido a persisténcia,
ao cancer de colo de utero (Graham, 2017b; Nunes et al., 2018).

O Papillomavirus Humano exibe uma variedade de estratégias de escape da
vigilancia do sistema imune, gerando um microambiente antiinflamatorio, que, em
alguns casos, pode néo eliminar o patdégeno e, consequentemente, desenvolver uma
infecg@o persistente. Essa alteracdo pode, eventualmente, em lesbes cervicais de

baixo grau que € predominantemente pro-inflamatoria modificar a uma forma que
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favoreca o desenvolvimento de lesdes de alto grau até o CCU. (Sasagawa et al., 2012;

Amador-Molina et al., 2013; Lu et al., 2019).

2.9 Prevencéo e Rastreio contra o Cancer de Colo de Utero

A prevencgédo da infec¢éo pelo Papillomavirus Humano (HPV) oncogénico e o
rastreamento na tentativa de evitar o desenvolvimento potencial do cancer de colo de
utero (CCU) requer uma abordagem abrangente. Atualmente, o meio mais eficaz para
conseguir efetividade é através da vacinacao e da triagem cervical continua o que ja
acontece em paises emergentes e desenvolvidos. Para que isso ocorra deve haver
um esforco coordenado entre clinicos, provedores, agéncias governamentais e
pacientes para implantacdo bem sucedida do programa (Herzog et al., 2010; Mariani
and Venuti, 2010).

A introducdo de vacinas profilaticas no mundo contra alguns dos tipos de HPV
mais oncogénicos (HPV 16 e 18) foi considerada um avanco na prevencao do cancer
de colo de utero. Foram desenvolvidas duas vacinas compostas por proteinas L1 de
HPV reunidas em particulas semelhantes a virus (VLPs): uma contendo VLPs de HPV
tipos 6, 11, 16 e 18 (Merck & Co. Inc. ®) denominada quadrivalente, enquanto a outra
vacina composta por VLPs de HPV 16 e 18 somente (GlaxoSmithKline®) denominada
Bivalente (Castro et al., 2011; Villa, 2011; Wendland et al., 2018). Outra conhecida
como nonavalente (Merck & Co. Inc. ®) que combate os gendtipos 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68 tendo grandes chances de eliminar quase que
totalmente a infec¢do pelo HPV. E tem tido muito sucesso em paises desenvolvidos,
como por exemplo, Suica, Estados Unidos e Alemanha (Head et al., 2018; Patel et al.,
2018; Takla et al., 2018).

No Brasil no ano de 2014 foi iniciada a vacinagdo em meninas de 9 a 14 anos
e em 2017 em meninos de 11 a 14 anos, faixa etaria recomendada pela OMS,

utilizando a vacina quadrivalente. O Ministério da Saude em 2017, também, expandiu
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a vacinagao para jovens de 16-25 anos sexualmente ativos de ambos 0s sexos. Estas
vacinas, além de imunizar contra os genétipos mais prevalentes 16 e 18 que causam
o cancer de colo de utero, também imunizam a forma ndo oncogénica responsavel
pelas lesGes verrucosas causadas pelos gendtipos 6 e 11 mais prevalentes (Inca,
2018).

Apesar de todo esforco, segundo o Ministério da Saude, houve uma cobertura
vacinal em torno de 50% o que reflete uma maior incidéncia de cancer de colo de
atero, principalmente, devido a dificuldade de atender regides de dificil acesso,
questdes sociais e até religiosas com relacdo aos servicos e programas de saude no
Brasil (Lobao et al., 2018; Wendland et al., 2018).

O rastreamento do cancer colo uterino no Brasil possui um programa ja em
execucao, porém com baixa cobertura. A técnica de Papanicolaou que utiliza a
andalise microscopica de esfregacos cervicais convencionais € o Unico método de
rastreamento utilizado em todo Brasil como programa de rastreio para o cancer de
colo de utero. Existem em paises desenvolvidos, fazendo parte do programa de
rastreio daqueles paises, técnicas de suspensdes de células em meio liquido (citologia
em meio liquido) que € uma diversificacdo do método citolégico convencional com
vantagens e desvantagens no rastreamento (Longatto et al., 2006; Ebisch et al.,
2016).

A citologia em meio liquido possui taxas de deteccdo de anormalidades
semelhantes a citologia convencional. E um método que apresenta vantagens, pois
pode ser utilizado em diversas plataformas de novas tecnologias de deteccao do HPV
evitando uma nova coleta. Além disso, reduz as taxas de coletas insatisfatorias.
Contudo € tao sensivel quanto a citologia convencional e com custo muito maior. Em

contrapartida, a citologia convencional quando os paises possuem poucos recursos
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ainda € uma alternativa considerando o custo-beneficio (Pankaj et al., 2018; Singh et
al., 2018).

Atualmente exames cervicais e testes de Papanicolaou continuam sendo
método de rastreio de escolha para a maioria das mulheres e programas
governamentais em diversos paises e no Brasil. Os achados morfolégicos de uma
analise citoldgica determinam o nivel de risco para o desenvolvimento de malignidade
cervical. Contudo, a citologia cervical sofre de taxas relativamente altas de falsos-
negativos (baixa sensibilidade), bem como altas taxas de falso-positivos (baixa
especificidade) (Youssef et al., 2016; Koliopoulos et al., 2017; Pradhan et al., 2018).

Nos Uultimos anos, novas tecnologias e técnicas laboratoriais altamente
sensiveis e reprodutiveis para detectar os HPVs oncogénicos tém sido desenvolvidas.
Existem diversos trabalhos demonstrando estas técnicas ja utilizadas em diversos
paises e consideradas eficazes tanto no rastreamento quanto na triagem primaria. O
gue ainda se espera sédo dados convincentes para que as autoridades compreendam
o sentido da custo-efetividade na utilizacéo e implementacdo dessas tecnologias em
programas de salde publica (Longatto et al., 2006; Mariano et al., 2016; Campos et
al., 2017).

Diversos paises como Estados Unidos, Alemanha, Argentina e Suica utilizam
no rastreio novas tecnologias, incluindo autocoleta seguido de testes moleculares com
pesquisa do HPV e genotipagem como rastreamento e método de triagem com
sucesso. Estas tecnologias podem ser aplicadas em amostras cervicovaginais
autocoletadas, aumentando a participacao das mulheres na triagem do cancer de colo
de utero. Evidéncias, desta nova pratica de rastreio associada aos testes moleculares,
é realidade em paises desenvolvidos e séo indicadores positivos para a aplicacao de
autocoleta em grandes comunidades de paises em desenvolvimento como o Brasil e

também no Estado do Amazonas (Holanda et al., 2006; Ferreccio et al., 2008; Arney
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and Bennett, 2010; Lazcano-Ponce et al., 2011; Torres et al., 2018; Almeida-Lugo et

al., 2019).

2.10 Autocoleta como alternativa no rastreio do cancer cervical

Além do teste de Papanicolaou, a detec¢éo precoce dos HPV de alto risco (HR-
HPV) é importante para identificar mulheres com potencial risco de desenvolver leses
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 pacientes e nem o
enfrentamento de barreiras sociais, religiosas e culturais que impedem a obtencao de
amostra cervical (Lorenzi et al., 2013; Allen-Leigh et al., 2017; Fall et al., 2019).

A autocoleta consiste na introducdo de um dispositivo estéril no canal vaginal,
feita pela prépria mulher, com o objetivo de obter amostras de células da vagina e do
colo do utero para avaliar a presenca de HPV e de outros patdégenos sexualmente
transmissiveis. Existem hoje varios formatos e modelos de dispositivos para este uso
tais como: escovas, swabs, tampdes, lavados entre outros (De Alba et al., 2008; Zhao
et al., 2012; Darlin et al., 2013; Karjalainen et al., 2016; Jalili et al., 2019).

Estes dispositivos de autocoleta associados a deteccdo do HPV de alto risco
tém sido utilizados com sucesso em paises como Estados Unidos, Canada, México,
Argentina, Holanda, Suica e Australia. Num estudo realizado na Holanda com 16.410
mulheres verificou-se que mais de 70% demonstraram ter mais confianca em usar o
dispositivo de autocoleta ao invés da coleta feita pelo clinico. (Arrossi et al., 2016;
Bishop et al., 2019; Polman, De Haan, et al., 2019).

Outro estudo na Australia, assim como varios outros, demonstraram que com
0 uso de tecnologias alternativas de rastreio seguido de testes de detec¢cao do DNA
do HR-HPV s&o mais eficazes na deteccdo de lesbes de alto grau com HPV de alto

risco e vem diminuindo, ultimamente, tanto a evasao dos programas de rastreio, como
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também, acentuadamente, a incidéncia nestes paises. Aliado com a prevencgao
vacinal eficaz, a Australia, tem previsdo de, nos préximos anos, erradicagdo total do
HPV (Sultana et al., 2016; Viviano et al., 2017; Gupta, Palmer, et al., 2018).

Em outros paises que ndo dispdem de programas de rastreio abrangentes,
como, por exemplo, Tanzania, Uganda e Quénia da Africa subsaariana, abordagens
oportunistas usando a autocoleta do HPV também levaram ao aumento das taxas de
triagem entre populacdes de dificil acesso (Tsu et al., 2018; Fitzpatrick et al., 2019).

Nos paises em desenvolvimento ou emergentes como o Chile, Bolivia e o
Brasil, a autocoleta juntamente com testes de pesquisa do DNA de HPV tem a
potencial vantagem de ser uma estratégia alternativa ou complementar a triagem
cervical tradicional dirigida pelo clinico, porque ndo requer a complexa infraestrutura
necessaria para exames clinicos (Chen et al., 2016).

Independentemente do teste de HPV utilizado, geralmente, amostras
autocoletadas tém quantidade semelhantes de DNA do HPV das coletadas por um
profissional de saude (Lorenzi et al., 2013). Sendo provado que as amostras cervicais
obtidas por autocoleta sdo tdo confidveis quanto as amostras colhidas pelo médico.
Estudos tém demonstrado que a autocoleta € altamente aceitavel pelas mulheres
(Brink et al., 2006; Adler et al., 2012; Anderson et al., 2017; Torres et al., 2018; Castle
et al., 2019).

A tecnologia alternativa da autocoleta aliada a testes moleculares tem
sensibilidade para a deteccao de lesbes de baixo grau (LSIL) e alto grau (HSIL) e até
mesmo cancer de colo de Utero sendo superior ao exame de Papanicolaou (Belinson

et al., 2012; Wong et al., 2018; Brewer et al., 2019).

2.11 Diagnéstico da infecgcéo por HPV

Atualmente a manipulacdo do DNA em laboratério tornou-se uma técnica

recorrente devido o avanco das técnicas de biologia molecular. Existem diversos
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métodos moleculares diagndsticos que possuem a capacidade de determinar tipos de
HPV que estdo associados com o cancer de colo de uUtero, ou seja, os HPVs de alto
risco. Mesmo apresentando diversas fases da infeccdo com lesdes clinicas, em
diferentes estagios, é possivel também detectar sequéncias genémicas do HPV
devido o aperfeicoamento e evolucdo de técnicas de sequenciamento em larga
escala.

Com o grande numero de marcadores moleculares e diferentes principios,
metodologias e aplicacdes faz-se necessario um cuidado na escolha desses métodos.
Deve-se levar em consideracdo, a aplicacdo, bem como, os recursos (técnicos,
financeiros e de equipamentos) disponiveis. As principais categorias de marcadores
de DNA séo os baseados em hibridizagao, os baseados em PCR (Reac¢ao em cadeia
da Polimerase) e por fim, marcadores baseados em sequenciamento (Molijn et al.,
2005; Sitarz and Szostek, 2019).

As técnicas de hibridizacdo e PCR contribuiram para 0s avangos nos
marcadores genéticos de DNA. O sistema de marcador genético baseado em
hibridizacdo é baseado na propriedade de pareamento de bases complementares
permitindo o desenvolvimento de métodos que utilizam pequenos fragmentos de DNA
como sondas para revelar polimorfismos apenas nas sequéncias homoélogas a esta
sonda (Molijn et al., 2005; Scagnolari et al., 2017) .

Este método classifica o HPV em alto e baixo potencial e contém sondas
génicas de 70% dos tipos de HPV de baixo risco e 99% dos oncogénicos. A captura
hibrida 2 ndo requer amplificacéo do alvo, distingue os HPVs por grupo, nao discrimina
infecg@o por multiplos tipos ou novos tipos de HPV, pode ter hibridizagdo cruzada com
tipos de HPVs que néo fazem parte dos mais conhecidos de alto risco ou subtipos e
mede de forma semiquantitativa a carga viral. Os métodos mais modernos de

hibridizacdo séo as técnicas como Hibridizacdo in situ e Captura Hibrida de CH2
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(Digene®) para deteccdo de DNA/HPV de alto risco e é a mais utilizada em
diagnosticos de infeccdo pelo Papillomavirus Humano (Gupta, Kumar, et al., 2018;
Zhao et al., 2019).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) apresenta alta sensibilidade e
permite amplificacdo de sequéncias de DNA especificas e a detec¢cdo de menos de
10 copias de DNA de HPV em uma mistura, podendo produzir um bilhdo de cépias a
partir de uma Unica fita dupla de DNA apdés 30 ciclos de amplificagdo. A reacgdo é
baseada na amplificacdo da sequéncia alvo utilizando iniciadores especificos
permitindo amplificar sequéncias de DNA de diferentes tipos porque o alvo é uma
regido conservada do genoma do HPV (Molijn et al., 2005; Micalessi et al., 2013).

A PCR genérica utilizando primers PGMY € um tipo de reacdo de PCR que
utiliza iniciadores consenso que podem amplificar um grande espectro de tipos de
HPVs. Tém como alvo regides do genoma viral conservados em diferentes tipos de
gendtipos, como é o caso daregido L1, considerada a regido do genoma do HPV mais
conservada. A sensibilidade e a especificidade da PCR podem variar dependendo dos
iniciadores utilizados (amplificacdo primer-dependente) de certos tipos de HPV, peso
molecular do produto da PCR, condi¢cbes da amplificacdo no alvo e outros produtos
gue podem diminuir a sensibilidade (Mirzaie-Kashani et al., 2014; Scheel et al., 2015).

A PCR em tempo Real € uma técnica em que a deteccdo se baseia na
constancia do sinal fluorescente de uma ou mais reagdes de PCR ao longo dos ciclos
de amplificagcéo, e as metodologias mais utilizadas sdo a SYBR® Green | e TagMan®

Existem, ainda, técnicas de genotipagem diversas e varios métodos comerciais
de genotipagem dentre eles INNO-LIPA HPV Genotypingv2, Linear Array HPV,
Papillocheck entre outros. Cada teste possui uma sensibilidade e especificidade
determinando tanto o tipo viral infeccioso como também os diferentes genotipos

(Gupta and Mania-Pramanik, 2019; Rajaram et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o desempenho de tecnologias alternativas para o rastreio de lesdes

precursoras e de cancer invasivo de colo de utero.

3.2 Objetivos especificos

Descrever o perfil sociodemografico, econémico e de risco para infeccéo por
HPV das mulheres portadoras de lesbes precursoras ou de cancer de colo de
Gtero que se apresentam para tratamento na Fundacdo CECON;

Descrever o nivel de aceitacdo do uso dos dois dispositivos de autocoleta
brasileiros utilizados pelas mulheres envolvidas no estudo;

Descrever o perfil clinico das mulheres portadoras de lesdes precursoras ou de
cancer de colo de Utero que se apresentaram para tratamento na Fundacgéo
CECON,;

Analisar o desempenho de dois dispositivos de autocoleta produzidos no Brasil
na amostragem de material para analises moleculares de deteccédo do DNA do
HPV;

Descrever a frequéncia de infec¢cdo por HPV detectada a partir de amostras
autocoletadas utilizando os dois dispositivos testados;

Descrever a frequéncia dos gendtipos de HPV encontrados nas lesdes
precursoras ou nos casos de cancer de colo de utero das mulheres envolvidas

no estudo.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo transversal descritivo que visa analisar o desempenho
do uso de material autocoletado para pesquisa de DNA do HPV em mulheres que
apresentam lesdes precursoras ou de cancer de colo de Utero, utilizando dispositivos

de autocoleta produzidos por empresas brasileiras.

4.2 Local de estudo

Fundacdo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas
(FCECON), hospital especialista no diagndstico e tratamento de cancer no estado do
Amazonas.

Apesar da Fundacdo CECON ser referéncia para tratamento de céancer,
inclusive o céncer de colo de atero, no Estado do Amazonas, muitas mulheres
portadoras de lesbes precursoras desse tipo de doenca, sdo encaminhadas para esta
instituicdo publica em funcdo da disponibilizacdo de profissionais especializados,
sendo, assim, um complemento das deficiéncias de oferta dos servicos da atencéo

secundaria na rede de saude do Amazonas.

4.3 Populacao de estudo

A populacdo estudada envolveu mulheres com diagndstico histopatolégico
compativel com NIC2+ (isto €, lesBes NIC 2 ou mais avancadas, incluindo, NIC 3 e
cancer de colo de Utero) que se apresentaram para tratamento na Fundagéo Centro
de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON), durante o periodo do

estudo.

4.4 Critério de Inclusao e Excluséo

M Foram incluidas no estudo:
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e Mulheres com idade superior a 18 anos que se apresentaram ao ambulatorio
da FCECON com laudo histopatoldgico de lesbes compativeis de Neoplasia
intraepitelial cervical grau 2, 3 ou cancer de colo de utero.

e Mulheres virgens de tratamento;

e Mulheres com condicao clinica de coleta de material cervical.

Foram excluidas do estudo:

e Mulheres que apresentavam sangramento intermitente (pela menstruagéo ou
pela leséo).

e Mulheres gravidas.

45 Calculo da amostra

Considerando-se que séo atendidas para tratamento em média 400 casos
novos por ano de mulheres com lesfes precursoras avancadas de colo de utero ou
Cancer de colo de utero (NIC 2+) na Fundacao CECON (Fcecon, 2017); Considerou-
se a meta de testar tecnologias alternativas propostas para rastreio de lesdes
precursoras ou de cancer de colo de uUtero em pelo menos 70% das mulheres
abordadas na FCECON em 12 (doze) meses;

Considerou-se que 28% das mulheres apresentavam como primeira queixa
clinica ao diagnéstico o sangramento intermitente e esperou-se essa perda no volume
amostral devido ao critério de exclusédo delineado (Dahiya et al., 2017).

Esperou-se inserir 204 mulheres distribuidas da seguinte forma: 68 mulheres
portadoras de NIC 2, 68 mulheres portadoras de NIC 3 e 68 portadoras de cancer de
colo de utero. Em cada um destes grupos metade das mulheres (34), utilizou o
dispositivo de autocoleta Coari® (Kolplast)— Grupo A e a outra metade (34) utilizou o
dispositivo SelfCervix® (Ziel Biosciences) — Grupo B. Desta forma a amostra total

analisada seria composta de 102 mulheres que foram testadas com dispositivo de

43



autocoleta Coari® (Kolplast) e outras 102 mulheres com o dispositivo de autocoleta
SelfCervix® (Ziel Biosciences).

Resumo do Calculo Amostral:
70% (meta) de 400 casos = 280
280 — 28% (perda por apresentar em sangramento) = 201 mulheres
(aproximado para 204). Na Figura 10 esta representada a alocacdo de mulheres nos

grupos.

204 mulheres com lesoes (NIC2+) NIC 2 ou mais

NIC 2 NIC 3 Cancer Cervical
(68 mulheres) (68 mulheres) (68 mulheres)

¢ 34 dispositivo A * 34 dispositivo A * 34 dispositivo A
* 34 dispositivo B * 34 dispositivo B * 34 dispositivo B

Figura 10. Resumo do célculo das amostras. Fonte: (Criada pelo autor).

4.6 Estratégia de abordagem das participantes para obtencéo do perfil

sociodemogréfico, clinico e de risco para infeccdo por HPV

Primeiramente foi estudado o fluxo hospitalar que vai desde a chegada da
participante no setor de triagem e 0s demais setores por onde a mulher transitaria na
instituicdo. Apos esta andlise foi possivel indicar os ambientes que mais ofereciam
privacidade para a abordagem adequada.

O momento da abordagem também foi planejado segundo as consultas
indicadas no sistema hospitalar IDOCTOR que também indica os médicos
especialistas e 0 consultério em que a participante foi agendada para consulta de
primeira vez.

As equipes de abordagem foram distribuidas em escalas nos dias das consultas

médicas e também conforme a consulta de triagem (onde as participantes recebiam o
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namero do prontuario), locais estes escolhidos pela equipe por conta de proximidade
de consultérios vazios e que a participante teria privacidade.

Além disso, uma equipe de estudantes de iniciacdo cientifica e colaboradores foi
treinada com critérios para a abordagem inicial. Os mesmos seguiam um roteiro
padronizado de abordagem e fala que basicamente explicava o objetivo do estudo na
prevencao do cancer de colo de Utero e necessidade de auxiliar as futuras mulheres
a prevenirem-se contra o cancer.

Que na pesquisa os dados seriam sigilosos e que a mulher estaria recebendo
um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice 1) o qual a
participante ficaria com uma coOpia. E um questionario padrdo (Apéndice 2) de
perguntas pessoais estruturadas e ndo estruturadas sobre o perfil sociodemografico,
econdmico, clinico e o de risco para infec¢do por HPV e que auxiliaria na pesquisa.

Também foi analisado semanalmente, pela equipe, como estavam as
abordagens com pontos negativos e positivos e relato de situacdes que poderiam ser
melhoradas para facilitar as préximas abordagens, inclusive, exemplificando de cada
situacao atipica de abordagem e receptividade da participante com o entrevistador.

Os TCLEs que estiveram com dados completos foram identificados com adesivo
verde, os com dados que, por acaso, identificados no decorrer da entrevista
apresentassem critérios de exclusdo foram identificados com adesivo vermelho e os
gue com dados incompletos foram identificados com adesivo amarelo, portanto uma

forma de controle de qualidade foi criada.
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Tabela 2. Variaveis estabelecidas no estudo. Fonte: Proprio autor

Numero Variavel
1 Idade
2 Procedéncia
3 Raca
4 Estado civil
5 Escolaridade
6 Ocupacéo
7 Renda familiar
8 Idade do inicio da vida sexual
9 Uso de preservativos
10 Uso de métodos contraceptivos
11 NuUmero de parceiros sexuais
12 Numero de filhos
13 Idade do primeiro parto
14 Tipo de parto
15 Numero de abortos
16 Histéria de menopausa
17 Histéria de IST
18 Participacdo em rastreio do céncer cervical
19 Histdria de alteragéo citolégica
20 Historia de cancer na familia
21 Queixas clinicas de lesao cervical
22 Histdria de tabagismo
23 Histdria de uso de medicagfes sistémicas
24 Conhecimento acerca do HPV
25 Conhecimento sobre prevencao do cancer cervical (CC)
26 Estadiamento FIGO (para os casos de CC)
27 Tipo histolégico (para os casos de CC)
28 Tipo de tratamento indicado
29 Aceitacdo e indicacdo dos dispositivos de autocoleta
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5.6.1 Coleta com dispositivo SelfCervix® (Ziel Biosciences)

O dispositivo de autocoleta SelfCervix® (Ziel Biosciences) (Figura 11) possui
um émbolo e uma esponja na porcao distal. Ao receber o autocoletor, a mulher foi
orientada a higienizar as maos, abrir a embalagem e retirar o dispositivo e, em pé,
com uma das pernas elevadas e apoiadas, geralmente, em uma cadeira ou escada
de maca, afastar os labios vaginais com uma mao, e introduzir o dispositivo na vagina
com a outra, até encontrar resisténcia. Além disso, foi orientado que pressionassem o
émbolo cinco vezes.

Assim, foram obtidas células do colo uterino e vaginal. Apés a execucédo dos
passos anteriores a participante retirou o dispositivo, recolocou no saco plastico e
entregou ao pessoal da equipe. No apéndice 3 é apresentado o folheto explicativo de

como deve ser realizada a coleta pela paciente.

v'vrr'j

Figura 11. Exemplo de autocoletor SelfCervix®. Fonte: Ziel Bioscienses.
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5.6.2 Coleta com dispositivo Coari® (Kolplast)

O dispositivo Coari® (Kolplast) é constituido por duas partes: haste coletora e
tubo falcon (Figura 12). A haste coletora mede 2 cm de comprimento total, sendo
9,5cm deles destinados a introducéo na vagina da paciente e 8 mm de diametro. O
mesmo exibe em uma das extremidades o conjunto de cerdas coletoras macias.

Na outra extremidade a haste coletora apresenta um elemento de dupla rosca
que permite: a) acoplamento da haste no tubo e b) definir o ponto de “stop” (ponto de
parada do dispositivo) quando da introducao do dispositivo na vagina da paciente. Em
pé com uma das pernas elevadas e apoiadas, geralmente, em uma cadeira ou escada
de maca, a participante teria que afastar os labios vaginais com uma mao, e introduzir
o dispositivo na vagina com a outra, até encontrar resisténcia.

No momento da coleta a mulher foi orientada a realizar movimentos rotatorios
da haste por cinco vezes a fim de permitir maior contato com a regido cérvico vaginal.
No apéndice 3 é apresentado o folheto explicativo de como deve ser realizada a coleta

pela paciente.

Coari

‘ Coari »

Figura 12. Exemplo de dispositivo de autocoleta Coari®. Fonte: Kolplast Cl LTDA
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4.7 Estratégia de autocoleta do material cervical, transporte e conservacao da

amostra biolégica

Para que fossem feitas as abordagens nos consultérios e fossem obtidos
acessos aos dados da participante, foi formalizada uma anuéncia da geréncia da
geréncia de ambulatério da Fundagdo CECON para realizagdo do estudo. Assim como
uma anuéncia da geréncia do laboratério de Biologia Molecular.

As mulheres foram abordadas no ambulatorio da FCECON no dia da primeira
consulta com o médico especialista (ginecologista ou oncologista clinico) e no
questionario de perguntas foram registrados os dados de contato (telefone, endereco)
das pacientes para garantir o acesso as mesmas no caso de futuro contato para
disponibilidade dos resultados obtidos nas analises realizadas no estudo (resultados
moleculares).

Para a realizacdo da autocoleta os grupos de participantes foram alocados
aleatoriamente para que fatores intencionais ou ndo intencionais influenciem na
randomizacéo.

A aleatoriedade quanto a entrega do dispositivo foi realizada pela ordem de
abordagem e que preenchiam os critérios de inclusdo (para cada um dos tipos de
dispositivos). Utilizou-se uma lista da ordem aleatoria onde foi descrito por cédigos em
letras (SC - SelfCervix® (Ziel Biosciences) e CK - Coari® (Kolplast) e com humeracao
sequencial ndo repetindo de forma alguma a mesma numerac¢ao comecando com 001
seguindo uma sequéncia numérica até o objetivo n amostral esperado.

No ato da abordagem foram repassadas orientagfes acerca da técnica de
autocoleta, utilizando para isso material didatico adequado. Antes da coleta foi
demonstrado a participante, pelo pesquisador, como coletar. Demonstrou-se
executando todos os passos de como coletar e obedecendo as respectivas bulas dos

dispositivos (Apéndice 3). Cento e dez participantes receberam o dispositivo Coari®
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(Kolplast) e cento e oito receberam o dispositivo de autocoleta SelfCervix® (Ziel
Biosciences).

As participantes foram orientadas a dirigirem-se a um local privativo (consultério
com banheiro e Biombo 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 realizacdo da autocoleta, a mulher retornava com o
material coletado dentro da prépria embalagem e entregava ao pessoal da equipe
para identifica-lo e transporta-lo, devidamente armazenada em caixa térmica, para o
laboratorio da Fcecon, localizado do 2° andar do Hospital.

Apés as amostras terem sido transportadas para o laboratério, os coletores
foram retirados dos sacos e o material celular foi transferido, das cerdas do dispositivo
Coari® (Kolplast) ou da esponja no caso do SelfCervix® (Ziel Biosciences), para
frascos devidamente identificados contendo liquido preservador de células
Cellpreserv® (Kolplast).

Todos os dispositivos com as amostras cervicais foram identificadas com
etiqueta com as iniciais do nome e a numeracéo designada para cada dispositivo de
autocoleta, seguindo critério de sinalizacdo adotado, onde adesivos verdes
identificavam os dispositivos que foram utilizados pelas participantes que estavam no
critério de inclusédo e vermelho para pacientes que entraram no critério de excluséo.
Nesse processo néo foi utilizado o adesivo amarelo de sinalizagéo.

A transferéncia do material cervical dos dispositivos para o meio liquido
preservador de células Cellpreserv® (Kolplast), foi realizada de forma padronizada
utilizando-se movimentos giratérios na parede do frasco contendo liquido preservador
de células por cerca de 1 minuto. Os frascos com o meio liquido foram armazenados
em temperatura de 6 a 10°C por 7 dias e posteriormente foram realizadas duas

aliquotas de 500 uL em cada um dos microtubos plasticos estéreis e livres de
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DNAases e RNAases. Os tubos foram conservados a temperatura de -20°C até o

momento da extracdo do DNA.

4.8 Extracdo do DNA do material genético e avaliacdo da pureza

Para extracdo do DNA foi usado o kit Promega® (ReliaPrep™ gDNA Tissue
MiniPrep System) e o protocolo foi realizado a partir de material cérvico vaginal
autocoletado preservado em meio liquido da marca CellPreserv® (Kolplast)
armazenado na geladeira por até 6 semanas conforme bula do produto. O protocolo
de extracao foi executado conforme a descri¢cdo da bula do kit. A extracdo de DNA foi
realizada no laboratorio de Biologia Molecular da Fundac&o Cecon (Fcecon). O DNA
extraido foi armazenado a - 20° C por aproximadamente 1 semana.

Apoés descongelamento das amostras de DNA, as mesmas foram agitadas por
10 segundos em vortex (Vortex® XH — Global Trade) em temperatura ambiente. Foi
realizado a formacdo de Pellets em todos os tubos com amostras que foram
ressuspensas por PBS (phosphate-buffered saline) (400 pL). E apGs passar por vortex
adicionou-se 20 uL de Proteinase K.

Apoés breve agitacéo foi adicionado 400 pL de Cell Lysis Buffer nos tubos que
passaram por vortex (Vortex® XH — Global Trade) por 10 segundos. Foi incubado em
Bloco térmico por 30 min a 56° C. ApGs esta etapa adiciona nos tubos 500 pL de BBA
(Binding Buffer) e o material foi levado ao vortex por 10 segundos.

Em seguida foi adicionado 750 pL dos tubos em colunas (ReliaPrep Binding
Column) e centrifugado e foi repetido mais uma vez 0 mesmo processo devido maior
guantidade nos tubos. Apds este processo adicionou-se 500 puL de Column Wash
Solution (CWD) na coluna em um novo tubo coletor. Centrifugou-se novamente e foi
colocada a coluna num tubo limpo e adicionou 60 puL de Nucleasse Free Water. Foi

colocado 30 uL primeiro e depois mais 30 pL. As duas etapas foram centrifugadas. Na
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etapa final descartou-se a coluna e armazenou-se o eluido (DNA extraido) 60 puL num
tubo de 1,5mL identificado para cada amostra.

O DNA extraido foi quantificado para avaliacdo da pureza do DNA. A
quantificacdo foi realizada na Fundagdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD) no Laboratério de Virologia. Utilizou-se o equipamento
NanoDrop® 2000 da Thermo Scientific LMN uniscience (Applied Biosystems®, Inc.,
EUA) (Figura 13) para a quantificacdo do DNA extraido e foi utilizado 1 uL da amostra

cuja absorbéancia € de 260 nm, e sua pureza € medida pela relacdo 260/280 nm
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= Type: DRA - [50,00
0
Canc. | 224 [nglal =
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s L §=] Llgyario W08 1621 o7 gl 0,214 0115 1 B
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Figura 13. Exemplo Curva em equipamento NANODROP® 2000. Fonte: Arquivo do autor

4.9 Amplificagcdo do Gene da Beta Globina humana e Material genético do

HPV

Na Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) no

Laboratério de Microbiologia foi realizada a andlise qualitativa das amostras de
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participantes sabidamente com les&o precursoras e cancer de colo de utero. Com o

DNA extraido foi realizada uma reacado em cadeia da polimerase (PCR) para o gene

da B-globina humana. Os iniciadores utilizados foram (primers) GH20/PC04 (Tabela

3) seguindo o protocolo descrito por Bell et al.,, 1993. O fragmento da PCR de

aproximadamente 268 pares de base (pb) foi analisado em gel de agarose 1,5 %-

100V.

Tabela 3. Iniciadores utilizados na amplificacdo do gene da beta globina humana das amostras das
participantes com lesdes precursoras ou Cancer de colo de Utero. Fonte: Adaptado de (Bell et al.,

1993)
Gene Primer Sequencia (5- 3)) Numero de pares de
base
R- Globina | GH20 |5 -GAAGAGCCAAGGACAGGTAC -3’ 268
PCO4 | 5 - CAACTTCATCCACGTTCACC - 3'

Para a deteccédo da presenca do HPV realizou-se uma estratégia de amplificar a

regido do genoma que codifica a proteina estrutural L1 do virus (L1 gene). A técnica

realizada foi PCR consenso genérico utilizando os (primers) PGMY11/PGMY09)

(Gravitt et al., 2000) (Tabela 4).

Tabela 4.Iniciadores utilizados na amplificacdo do gene L1 das amostras das participantes com
lesBes precursoras ou Cancer de colo de Gtero (Manos et al., 1989).

Gene | Primer

Sequencia (5- 3))

Numero de pares de base

L1 PGMY11

5’- GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG - 3’

PGMY09

5- CGT CCM ARR GGAWAC TGATC -3

450
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No laboratério de Microbiologia localizado na Fundacdo de Medicina Tropical
Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) foi realizado a reacdo para analise da
qualidade de viabilidade de amplificacdo do material extraido. As reagcdes foram feitas
em um Unico protocolo de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tanto para o gene
da B-globina humana quanto para o Gene L1 do HPV (Figura 14). Ambas reacdes
foram realizadas em um termociclador Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler®
(Thermo Fisher Scientific).

O volume da reagéo inicial de 20 pL foi obtido em microtubo livre de DNAse e
RNAse de 0,2 ml. Adicionou-se 0,2 pL de Taq DNA polimerase Platinum®(5U/uL)
(Invitrogen Life Technologies®, Brasil); 2,5ul de tampé&o de PCR 10X- sem MgCl2 (10
mM de Tris-HCI pH 8 e 50 mM de KCI — Invitrogen Life Technologies®, Carlsbad, CA,
EUA), 0,8 uL de MgCI2 (50mM) (Invitrogen Life Technologies®, Carlsbad, CA, EUA),
0,5 pL de dNTP (10mM) (desorribonucleotideo 5'-trifosfatado — dATP, dCTP, dGTP e
dTTP — GE Healthcare®, Piscataway, NJ, EUA). Para o gene da beta globina humana
0,5 puL de cada oligonucleotideos (10 pM) (GH20/PCO4 - Invitrogen Life
Technologies®, Brasil) e para o gene L1 adicionou-se 0,5 de cada primer (10 pM)
(PGMY 09/11 - Invitrogen Life Technologies®, Brasil) e adicionou-se 14 uL de agua
ultrapura para complementar o volume (20 pL).

Apds a mistura dos reagentes adicionou-se 5 pL de DNA de cada amostra,
totalizando volume final de 25 pL. Os ciclos de temperatura consistiram em
desnaturacao inicial a 95°C/5 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturagéo a 95°C/1
minuto, anelamento a 55°C/1 minuto e extensdo a 72°C/1 minuto, seguidos de
extensao final a 72°C/10 minutos. Em seguida a 4° C no modulo de conservacao foi

estocado para a realizacao da eletroforese.
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Para confirmacdo da amplificagdo do DNA e a consequente visualizagdo do
sucesso da reacao foi realizada eletroforese migrando em gel de agarose (LW
Biotec®) a 1,5% em tampéo TBE (Tris borato e EDTA — DNA Express Biotecnologia®).
O gel foi corado com Brometo de etidio (1,0 ug/mL) por vinte minutos. As anélises
foram realizadas na Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado
(FMT-HVD) no Laboratério de Virologia.

A partir da entrada da amostra no gel até o final da reacdo durou cerca de 45
minutos e a voltagem era de 100 volts. Utilizou-se marcador de peso molecular de
100pb (Invitrogen Life Technologies®, Sao Paulo, Brasil). Os produtos onde as
bandas coradas correspondentes a 450pb (para HPV) e 268pb (para B-globina
humana) foram visualizadas sob luz ultravioleta (UV) e fotografadas no equipamento
Transiluminador UV para gel -LTB (Loccus®).

Para amostras que nao foram identificadas o DNA humano por B-globina
humana foi realizada a qPCR para confirmacdo de DNA humano (B-actina) para
avaliacdo da qualidade da amostra extraida. A reacdo de qPCR foi preparada com
reagentes da AppliedBiosystems (agua, Mastermix, primers forward e reverse e sonda

TagMan®) para um volume total de 5pL.

Reagentes Para 1 Reacéo
H20, nuclease-free 1,15uL
Master mix 1l, com UNG (2x 2,5 uL
Primer F (10 uM) 0,30 pL
Primer R (10 puM) 0,30 pL
Sonda (10 uM) 0,1 pL
DNA (=50 ng) 2,0 uL
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A reacéo foi realizada no equipamento StepOnePlus, da AppliedBiosystems, nas
seguintes condi¢des de termociclagem: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, 40 ciclos de

95°C por 15 s, 60°C por 1 min.

4.10 Deteccdo do DNA do HPV 16 por PCR em tempo real (QPCR)

Todas as 218 amostras de mulheres com lesdes precursoras e cancer de colo
de uUtero foram testadas para pesquisa da presenca do HPV 16 pela técnica de PCR
em tempo Real. As andlises foram realizadas no Laboratorio de Biologia Molecular da
Fundacao Alfredo da Matta (FUAM). Para a deteccédo do DNA do HPV 16 foi utilizado
o protocolo segundo (Veo et al., 2015). As amostras foram submetidas ao ensaio de
real-time PCR (gPCR) tipo especifico com gene da E7 dos HPV 16 como alvo. Os
ensaios de qPCR foram processados em sistema 7500 Real-Time PCR (Applied
Biosystems®). Foram utilizados os seguintes primers: primer foward (5GAT GAA
ATA GAT GGT CCA GC3’) e primer reverse (5°GCT TTG TAC GCA CAA CCG AAG
C3’), e a sonda (5 FAM-CAA GCA GAA CCG GAC AG-MGB-NFQ), seguindo o
protocolo (Figura 15).

Na amplificacdo as condi¢cdes foram de 50° C por 2 minutos e 95° C por 10
minutos, seguidos por 40 ciclos de 95° C por 15 segundos, 55° C por 1 minuto e 60°
C por 1 minuto. Em todas as corridas foram adicionados: DNA HPV 16 conhecido com
fragmento de 450pb correspondente as células de carcinoma cervical imortalizadas
por HPV-16 (SiHa) como controle positivo (gentilmente cedida pelo laboratério de
virologia do IMT-USP) e agua como controle negativo. Todas as amostras e controles

foram testados em duplicata.
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Mix (sonda FAM a 200nM) 1X | 99 |Conc
TagMan Master Mix 2X 6,25 |618,8| 1 Ciclagem
P HPV 16 E7 (10uM) 0375(371| 03
P HPV 16 E7S (10uM) 0375(37,1| 03 50°C |2 min
Probe HPV 16 (10uM) 0,125( 12,4 0.1 95°C |10 min
H20 2,875|284,6 95°C |15seg
DMNA 2,3 X40[ 55°C  |1min
Total 12,5 |990,0 60°C |1 min
10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

BR | A2 | A7 Al2 Al A23 A27 A3l A35 A39 Ad3 A47
BR | A2 | A7 Al2 Al A23 A27 A3l A35 A39 Ad3 AT
CT | A4 | AB Ald Al9 A24 A28 A32 A36 A40 Add A4l
Ad | AB Ald Al9 A24 A28 A32 A36 A4D Add A4l
DI | A5 | A9 Alb A2l A25 A293 A33 A37 A4l Ad5 Ad9
DI | A5 | A9 Alb A2l A25 A29 A33 A37 A4l Ad5
Al | A6 |AlLl| A17 A22 A26 A30 A34 A38 Ad2 Adb
Al | A6 |AlL| AI17 A22 A26 A30 A34 A3B Ad2 Adb

T (Mmoo |m|=
9

Figura 14. Exemplo de protocolo real time para HPV16 em amostras de participantes com
lesBes precursoras e cancer de colo de Utero atendidas na FCECON. Fonte: Arquivo do
autor

4.11 Deteccdo do DNA do HPV 18 por PCR em tempo real (QPCR)

Somente as amostras PGMY positivas e que na gPCR HPV16 deram negativas
foram testadas para pesquisa da presenca do HPV 18 pela técnica de gPCR. Para a
deteccdo do DNA do HPV 18. Para a deteccdo do DNA do HPV foi utilizado o
protocolo segundo (Veo et al., 2015). As amostras foram submetidas ao ensaio de
real-time PCR (gqPCR) tipo especifico, tendo como alvo o gene E7 dos HPV 18. Os
ensaios de qPCR foram processados em sistema 7500 Real-Time PCR (Applied
Biosystems®).

Na andlise de gPCR para o gene E7 do HPV 18 foram incluidos os seguintes
primers: primer foward (5’ AA GAA AAC GAT GAA ATA GAT GGA 3’) e primer reverse
(5" GGC TTC CAC CTT ACA ACA CA 3), e asonda (5 VIC-AAT CAT CAACAT TTA

CCA GCC-MGBNFQ 3’), seguindo o protocolo da Figura 16.
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Mix (sonda VIC 2 400nM) | 1X 9 |Conc

TagMan Master Mix 2X 6,25 642 1 Ciclagem

P HPV 18 E7 (10uM) 0,5 51,36 04

P HPY 18 E7S (10uM) 05 51,36 04 50°C |2 min

Probe HPV 18 (10uM) 05 51,36 04 95°C |10 min

H20 2,25 231,12 95°C |15seg

DNA 25 X40| 50°C |1min

Total 12,5 1027,2 60°C |1 min

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A br Adl AS5 AT9 A93 Al12 A131 A152 A160 A185 A196 A204
B br Al AS5 AT9 A93 Al12 A131 A152 A160 A185 A196 A204
C ccund  |Ad2 A62 Ag4 A5 Al21 Al32 Al54 Alel Al186 A197 A215
D Ccuod  |Ad2 AG2 AB4 A95 Al21 Al32 Al54 Albl A186 A197 A215
E A03 AS0 AG3 AS0 A103 A123 A134 A157 A163 A193 A202 A217
F A03 AS0 AG3 A%0 A103 A123 AL34 A157 Al63 A193 A202 a217
G Alb Abl Abd A9l AL07 Al26 Al45 A159 Al76 A194 A203 A220
H Alb AS1 A6d A9l AL07 Al26 AldS A159 Al76 A194 A203 A220

Figura 15. Exemplo de protocolo real time para HPV18 em amostras de participantes com
lesbes precursoras e cancer de colo de utero atendidas na FCECON. Fonte: Arquivo do
autor

Na amplificacdo as condi¢cdes foram de 50° C por 2 minutos e 95° C por 10
minutos, seguidos por 40 ciclos de 95° C por 15 segundos, 50° C por 1 minuto e 60°
C por 1 minuto. Em todas as corridas foram adicionados: DNA HPV 18 conhecido,
como controle positivo SIHA e 4gua como controle negativo. Todas as amostras e

controles foram testados em duplicata.
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4.12 Fluxo de atividades realizados tanto na Fundacdo Cecon quanto com as
Fundacbes (FMT-HVD e FUAM) parceiras.

Validacdo de Tecnologias Alternativas para Rastreio de Lesdes

Precursoras e de Cancer invasivo de colo de Utero

Selecdo de pacientes com NIC2+ obedecendo
critérios de inclusdo e exclusdo

NO
HOSPITAL Ginecologista Oncologista
CECON \ *
Exposi¢io da pesquisa e apresentagio do TCLE
Coleta de informagdes e :i:“:::irtai:n:c;; Gl
entrevista > autocoleta T ansteridas
(224 pacientes)
Procedimentos Técnicos
Moleculares PCR PGMY e Cellpreserv m'"t_ind':
PARCEIROS eletroforese em gel ::'i:::?: rt:;:'_::: d:: n:
EXTERNOS qPCR HPV 16 e 18 =T
FMT-HVD 1~
FUAM l
Quantificagio g Extragiio
Do DNA De DNA Alicotas de S00pL

armazenadas 3 -20o0C

[ TABULACAO E ANALISE DOS RESULTADOS |

Figura 16. Fluxo de atividades na Fundagcdo CECON e Fundac¢des parceiras (externo). Fonte:
(Criada pelo autor).

4.13 Aspectos éticos, riscos e beneficios.

A pesquisa foi desenhada atendendo aos pré-requisitos estabelecidos pela
Resolucdo n° 466/2012, sendo aprovada pelo Comité de Etica em pesquisa da
Fundacao Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON) sob
0 numero de parecer 2.291.689 (Apéndice IV). Os resultados dos ensaios realizados
durante o estudo foram disponibilizados para a mulher através de laudo e foram

inseridos no prontuario da paciente ficando a disposi¢ao da equipe médica.
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A pesquisa ofereceu riscos controlados, relativos ao acesso de dados pessoais
da paciente. Para minimizar este risco, em todos 0s registros realizados pela pesquisa
foram utilizadas as iniciais do nome da participante e o niumero de registro (prontuario).
Além disso, a autocoleta foi realizada em ambiente ambulatorial (em local reservado)
ndo oferecendo riscos especificos. A autocoleta em si ndo aumenta o risco de
sangramento, sendo igual a qualquer procedimento de coleta de material cervical
mesmo quando realizado por profissional habilitado (Chen et al., 2016).

Os beneficios gerados nessa pesquisa consistram no aumento do
conhecimento a respeito de alternativas de como uma autocoleta pdde detectar lesdes
precursoras e 0 cancer mais precocemente em pacientes que sabidamente sao
positivas para as lesbes NIC2+ aumentando a chance de prevencgéo desta doenca em
diferentes populac¢des e subgrupos.

Os pesquisadores declaram que ndo houve nenhum tipo de conflito de
interesse dos mesmos. Todas as parcerias estabelecidas com as empresas que se
propuseram a doar 0s insumos necessarios para o estudo foram puramente para fins
de viabilizar o estudo.

Os testes moleculares foram selecionados pelo desempenho ja demonstrado
na literatura cientifica internacional e pela capacidade de automac¢do de um dos
ensaios. Os dispositivos de autocoleta foram selecionados pelo fato de serem
produtos nacionais recentemente lancados por “startups” (novidades) e também de
uma empresa consagrada, ambas advindas de grupos de pesquisa de inovagao

brasileiras.

4.14 Anéalise dos dados

Para andlise dos dados coletados sera utilizada estatistica descritiva pelo
programa Epilnfo versdo Epi Info™ 7.1.5. As variaveis qualitativas foram

representadas por frequéncia absoluta (n) e relativa (%). Para comparacfes entre
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varidveis categoricas serdo utilizados testes para inferéncia estatistica conforme o
recomendado.

Foi adotado o nivel de significancia de 0,05 (a=5%). Niveis descritivos (p)
inferiores a este valor serdo considerados significantes. A margem de erro foi

calculada em 5,00%, enquanto a confiabilidade foi de 95%.

5 RESULTADOS

Entre o periodo de setembro de 2018 a julho de 2019, foram abordadas no
ambulatério da FCECON, 224 mulheres sendo que apenas 218 tinham laudos
histopatolégicos correspondentes a lesdes precursoras, NIC2 e NIC3, e cancer
invasivo de colo de utero (CCU), sendo alcancada uma distribuicdo de frequéncia
igualitaria (Tabela 5).

Tabela 5.Descricdo da amostra de mulheres atendidas na Fcecon com laudo histopatoldgico
compativel com lesdo NIC2+ entre setembro de 2018 a julho de 2019

n* %
Laudo histopatolégico
218 100%
NIC 2 72 33%
NIC 3 76 35%
CCu 70 32%

* 6 participantes ndo apresentavam o laudo histolégico.

5.1 Perfil Sociodemografico e econémico

As caracteristicas socioecondémicas e demograficas das 218 participantes do
estudo atendidas na FCECON, que foram abordadas na consulta pela primeira vez e
com laudo histopatologico NIC2, NIC3 ou Céncer de colo de dutero, estédo

apresentadas na Tabela 6.

A faixa etaria mais frequente entre as mulheres abordadas foi entre 35 e 45

anos com 77 participantes (35,3%). De todas as participantes do estudo 188 (86,2%)
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residem em Manaus. O nimero de participantes residentes no Interior do Estado do
Amazonas foi de 28 (12,8%) e apenas 2 participantes de outros Estados, sendo uma

de Obidos (Para) e outra de Boa Vista (Roraima).

Quanto ao tipo de grupo étnico autodenominado o que mais predomina é das
participantes de etnia parda com 184 (84,4%) mulheres. Com relacao ao estado civil

as solteiras tém um percentual de 34% das entrevistadas.

Quanto ao nivel de escolaridade 112 participantes das 218 ndo concluiram o
ensino médio correspondendo 51,4%. Do grupo que terminou o nivel médio,
correspondeu a 81 participantes (37,2%) e os do grupo com nivel universitario

(superior incompleto e completo) correspondeu a 11,4%.

Quanto a ocupacédo 53% estavam desempregadas. Quanto a renda familiar
observou-se que 49,5% ganhavam 1 salario minimo (SM) e 33,5% n&o apresentavam

renda.

O bolsa familia € um programa Governo Federal de transferéncia direta de
renda, direcionado as familias em situacéo de pobreza e de extrema pobreza em todo
o Brasil, de modo que consigam superar a situacdo de vulnerabilidade e pobreza
(Brasil, 2019). No estudo observou-se que 146 mulheres (67%) recebiam este

Beneficio.
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Tabela 6.Caracteristicas sociodemograficas e econdmicas das mulheres que foram abordadas em

primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a julho de 2019.

Caracteristicas N %
Idade 218 100
<25 15 6,9
25<35 54 24,8
35<45 77 35,3
45<55 38 17,4
55<65 28 12,8
>65 6 2,8
Residentes 218 100
Manaus 188 86,2
Interior do Estado 28 12,8
Outros Estados 2 1
Raca 218 100
Branca 19 8,7
Parda 184 84,4
Negra 9 4,1
Indigena 6 2,8
Estado Civil 218 100
Solteira 74 34
Casada 56 25,7
Vilva 14 6,4
Unido estavel 65 29,8
Divorciada 9 4.1
Escolaridade 218 100
N&o alfabetizada 10 4,6
Fundamental incompleto 72 33
Fundamental completo 10 4,6
Médio incompleto 20 9,2
Médio completo 81 37,2
Superior incompleto 10 4,6
Superior completo 14 6,4
Pos-graduacéo 1 0,4
Renda 218 100
Sem renda 73 33,5
1SM 108 49,5
2-3 SM 34 15,6
24 SM 3 1,4
Bolsa familia 218 100
Sim 146 67
Nao 72 33
Ocupacao 218 100
Aposentada 6 2,7
Autdnoma 54 24,8
Desempregada 116 53,2
Empregada com carteira 42 19,3
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5.2 Caracteristicas Clinicas e Comportamentais
Foram perguntadas a 218 mulheres atendidas no Hospital Publico (FCECON)
sobra s caracteristicas clinicas e comportamentais e as mesmas estao descritas na

Tabela 7.

Quanto ao inicio da vida sexual 105 mulheres (48%) iniciaram sua vida sexual
(sexarca) até 15 anos de idade. Das mulheres abordadas 82,1% (179) participantes
as vezes ou nunca usavam preservativo. Quanto ao uso de contraceptivos hormonais
140 (64%) participantes utilizavam tanto injetaveis quanto comprimido ou ambas

formas medicamentosas.

A quantidade relativa de parceiros sexuais que as mulheres tiveram em toda
vida predominou na faixa de 2-5 parceiros com 140 participantes com 64,2%. Com
relacdo a gestacao das participantes 134 pacientes (61%) tiveram somente de 2 a 5
partos. Evidenciou-se que 33 (16,1%) participantes realizaram o primeiro parto até 15

anos. Houve uma participante que teve o parto com 12 anos.

Quanto ao climatério 53 mulheres (24,3%) participantes eram menopausadas.
Do total de 218 participantes a maioria (197 mulheres — 90,4%) afirma néo ter histérico
de outras infecces sexualmente transmissiveis (ISTs). A maioria das entrevistadas

afirmou n&o ter historico de tabagismo (58,3%).
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Tabela 7.Caracteristicas Clinicas e Comportamentais das mulheres que foram abordadas em
primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a julho de 2019

Caracteristicas n %
Sexarca 218 100
<15 105 48,2
16 -18 92 42,2
219 20 9,2
Nao lembra 1 0,4
Uso de Preservativo 218 100
Sempre 39 17,9
As Vezes 133 61
Nunca 46 21,1
Contraceptivos Hormonais 218 100
Sim 140 64,2
Nao 78 35,8
Parceiros Sexuais 218 100
Unico parceiro 14 6,4
2-5 parceiros 140 64,2
6-10 parceiros 48 22
> 10 parceiros 16 7,4
Gestacdes 218 100
Nulipara 13 6
Unico parto 35 16
2-5 partos 134 61,5
> 5 partos 36 16,5
Idade no primeiro parto 205* 100
<15 33 16,1
16-18 84 41
19-25 80 39
> 25 8 3,9
Menopausa 218 100
Sim 53 24,3
Nao 165 75,7
ISTs 218 100
Sim 18 8,2
Nao 197 90,4
Nao sabe 3 1,4
Preventivo 218 100
6 em 6 meses 16 7,3
1 vez ao ano 133 61
1 vez a cada dois anos 23 10,6
1 vez ha mais de trés anos 30 13,8
Nunca realizou 16 7,3

* Na variavel idade no primeiro parto 13 participantes n&o responderam.

Com relacdo ao tempo de duracado entre data da bidpsia e emissdo do Laudo,
a distribuicao foi categorizada em grupos A) < 10 DIAS; B)10 > 30 dias; C) 30-60 dias
e D) >60 dias. A distribuicdo esté apresentada na Tabela 8.
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Tabela 8.Frequéncia da duragédo entre Data da Bidpsia e emisséo do laudo das mulheres que foram

abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a julho de 2019

Intervalo Quantidade %
Grupos de tempo 194* 100
(dias)
A <10 68 35
B 10>30 50 25,8
C 30-60 24 12,4
D >60 52 26,8

* 24 participantes ndo tinham a informag&o disponivel no laudo

E quanto em relacdo ao tempo de espera entre emissao do laudo e entrada da

mulher no sistema do CECON para a primeira consulta médica utilizou-se a seguinte

distribuicdo: A) Grupo (1-10 dias); B) Grupo (11-30dias); C) Grupo (30-60 dias) e D)

Grupo (>60). Cerca de 51% esperaram 30 ou mais dias para o primeiro atendimento.

Das 194 participantes 8 participantes esperaram mais de 100 dias (11%) e uma

paciente esperou 400 dias antes de ter sua primeira consulta e seu laudo foi de

adenocarcinoma. A destruicdo destes intervalos de tempo estd mostrada na Tabela 9.

Tabela 9. Distribuicdo da Frequéncia do intervalo de tempo entre emissdo de laudo e Atendimento
das mulheres que foram abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de

2018 a julho de 20109.

Intervalo Quantidade* %
Grupos de tempo 200 100
(dias)
A <10 13 6,5
B 10>30 37 18,5
c 30-60 75 37,5
D >60 74 37,0

5.3 Aceitagdo do uso dos dispositivos de Autocoleta

A distribuicdo da amostra quanto ao dispositivo de autocoleta utilizado foi

igualitaria e esta demonstrado na Tabela 10.
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Tabela 10.  Frequéncia do uso dos dispositivos pelas mulheres que foram abordadas em primeira
consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a julho de 2019

Dispositivos Frequéncia %
CK Coari® (Kolplast) 110 50,5
SC SelfCervix® (Ziel Biosciences) 108 49,5

Quando perguntado se a autocoleta era facil de ser utilizada, 95% das mulheres
afirmaram ser facil o uso dos dispositivos de autocoleta. Somente 5 ndo encontraram
facilidade ao usar dispositivo de autocoleta SC SelfCervix® (Ziel Biosciences) e 5
mulheres que utilizaram o dispositivo de autocoleta CK Coari® (Kolplast) também nao

encontraram facilidade.

Na variavel dor durante a autocoleta, 89% das participantes afirmaram nao ter
sentido dor alguma na hora da coleta. Das 23 mulheres que sentiram dor, 8 utilizaram
o dispositivo de autocoleta Coari® (Kolplast) e 15 utilizaram o dispositivo de autocoleta
SC SelfCervix® (Ziel Biosciences). Com relacdo a sentir constrangimento quando
apresentado a possibilidade de realizar a autocoleta cervical 204 (94%) mulheres nao
sentiram constrangimento. E das 14 mulheres que relataram constrangimento 10
utilizaram o dispositivo de autocoleta Coari® (Kolplast) e 4 utilizaram o dispositivo de

autocoleta SC SelfCervix® (Ziel Biosciences).

Das participantes que responderam sobre um possivel desconforto ao usar os
dispositivos de autocoleta 187 mulheres (86%) nédo acharam desconfortavel. As 31
participantes do estudo que acharam desconfortavel o uso de dispositivos de auto
coleta, 14 haviam utilizado o dispositivo o dispositivo de autocoleta Coari® (Kolplast)

desconfortavel e 17 o dispositivo de autocoleta SC SelfCervix® (Ziel Biosciences).
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Quando perguntado se as mulheres do estudo recomendariam a utilizacdo dos
dispositivos de autocoleta para rastreamento do cancer de colo de utero, 214
mulheres (98,2%) recomendariam estes dispositivos. E somente 4 mulheres néo
recomendaram, destas 3 tinham utilizado o dispositivo de autocoleta SC SelfCervix®
(Ziel Biosciences) e somente 1 havia utilizado o dispositivo de autocoleta Coari®
(Kolplast). A aceitacdo das mulheres quanto ao uso dos dispositivos de auto coleta

esta demonstrada na Tabela 11.

Tabela 11.  Satisfacdo com uso dos dispositivos das mulheres que foram abordadas em primeira
consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a julho de 2019

Aceitacdo CK SC )G p
n=110 (%) n=108 (%)
Sim 105 (95,45%) 103 (95,37)

Facilidade N&o 5 (4,55%) 5(4,63%)  0,0009 0,976
Sim 8(7,27%) 15(13,89%)

Dor Nio 102 (92,73%) 93(86,11%) 2,52 0,111
Sim 10 (9,09%) 4 (3,7%)

Constrangimento Nao 100 (90,91%) 104 (96,30%) 2,63 0,104

Sim 14 (12,73%)  17(15,74%)

Desconforto Ndo 96 (87,27%) 91 (84,26%) 0,40 0,524

Sim 109 (99,09%) 105 (97,22%)

Recomendaria N&o 1 (0,91%) 3 (2,78%) 1,05 0,304

5.4 Tipos histolégicos, estadiamento e tratamento empregado
Das pacientes portadoras de CCU, 91% correspondem a carcinoma

escamocelular e 6% a adenocarcinoma e 3% adenoescamoso (Tabela 12).

Foram encontrados subgrupos do Carcinoma escamoso sendo 0s tipos mais

prevalentes; o Carcinoma indiferenciado com 11%, Carcinoma bem diferenciado com
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7% e predominando a classificagdo o Carcinoma moderadamente diferenciado com

73% totalizando 91% das mulheres com esse tipo histoldgico.

Tabela 12.  Frequéncia por tipo histolégico do cancer de colo de Gtero das mulheres que foram
abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a julho de 2019

Tipo Histoldgico h (70) %
Adenocarcinoma 4 6
Carcinoma de células escamosas 64 91
Adenoescamoso 2 3

Quanto ao estadiamento 48% das mulheres estavam em estagio II-B e 27% em
estagio 1lI-B. Os estadiamentos encontrados na amostra estudada foram

apresentados na Tabela 13.

Tabela 13.  Frequéncia por estadiamento do cancer de colo de Utero das mulheres que foram
abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a julho de 2019

Estadiamento FIGO n (70) %
I-A 1 1,5
I-Al 1 1,5
I-B1 5 7
I-B2 4 6
I-B 30 43
1-A 5 7
11I-B 19 27
IV-A 3 4
IV-B 2 3
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Quanto ao manejo clinico, as pacientes com NIC2 e NIC3 foram submetidas a
conizacdo. As mulheres com CCU seguiram para servicos de quimioterapia e/ou
radioterapia e/ou cirurgia com destaque para o tratamento por Quimioterapia +

Radioterapia realizado por 71,4% das participantes (Tabela 14).

Tabela 14.  Frequéncia por tipo de tratamento das lesdes precursoras e de cancer de colo de
Utero das mulheres que foram abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro
de 2018 a julho de 20109.

UEIEGETe NIC2/NIC3 % ccu %
Conizacao 148 100 1 1,4
Histerectomia - 6 8,6
Quimioterapia - 2 2,9
Radio + Braquiterapia - 1 1,4
Radioterapia - 10 14,3
Quimioterapia+Radioterapia - 50 71,4

5.5 Quanto ao desempenho dos dispositivos frente a amostragem de
materiais para deteccao

Todas as amostras foram consideradas viaveis apresentando presenca de DNA
gendmico com PCR positivo para Beta globina positiva ou Beta actina por qPCR
comprovadamente positivas (Tabela 15). Apenas 10 amostras em PCR convencional
nao apresentaram banda correspondente visiveis no gel de agarose. Para estes casos
foi realizada uma PCR em tempo real das amostras para amplificacédo do gene da

Beta actina confirmando a positividade de DNA gendmico humano.
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Tabela 15.  Frequéncia de material humano encontrado nos dispositivos CK Coari® (Kolplast) e
SC SelfCervix® (Ziel Biosciences) das mulheres com lesBes precursoras e de cancer de colo de
Utero das mulheres que foram abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro
de 2018 a julho de 20109.

Beta globina e Beta actina Quantidade de %
humanos Dispositivos
Positiva para Beta Globina 208 95,41%
Positiva para Beta Actina 10 4,59%
TOTAL 218 100,00%

5.6 Frequéncia da Infeccdo e gendtipos do HPV (genétipos 16 e 18)

Das 218 participantes do estudo 136 (62,4%) foram detectadas como reagentes para
a presenca do HPV. As técnicas utilizadas foram PCR PGMY 9/11, tempo real para
HPV 16 para todas as amostras e, para participantes em que suas amostras foram
reagentes para PGMY 9/11 e nao foram reativas no Real time gPCR para HPV16
realizou-se Real time para HPV18. As amostras de mulheres que sabidamente
estavam com lesdes precursoras e cancer de colo de Utero ndo reagentes para a

metodologia estudada foram de 82 (37,6%) das participantes do estudo (Tabela 16).

Tabela 16.  Frequéncia de HPV para metodologia PCR PGMY9/11 e PCR tempo Real HPV16 e
HPV18 das mulheres que foram abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de
setembro de 2018 a julho de 2019.

HPV Frequéncia n (218) 100 %
Reagente 136 62,4
N&o Reagente 82 37,6
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5.7 Frequénciada Infeccao por HPV detectada em relacdo aos dois
dispositivos CK Coari® (Kolplast) e SC SelfCervix® (Ziel Biosciences)

A tabela 17 demonstra a frequéncia de cada um dos dois dispositivos SC SelfCervix®
(Ziel Biosciences) e CK Coari® (Kolplast) para cada reacdo de PCR tanto genérica

PGMY9/11 quanto PCR em tempo real (QPCR) 16 e 18.

Tabela 17.  Frequéncia de HPV para metodologia PCR PGMY 9/11 e PCR tempo Real HPV16 e
HPV18 em relacdo aos dispositivos Coari® (Kolplast) e SelfCervix® (Ziel Biosciences) das mulheres
gue foram abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a julho de
20109.

HPV CK 110 (%) SC 108 (%)
Reagente para
HPV 16 52 (47,3) 48 (44,5)
Reagente para
HPV 18 1 (0,90) 4 (3,7)
Reagente para PCR
genérica (PGMY 9/11) 15 (13,6) 16 (14,8)
N&o reagentes aos 42 (38,2) 40 (37)
métodos

5.8 Frequénciada Infeccao por HPV detectada em relagcdo aos dispositivos

As Nics 3 apresentaram menos reatividade 37 amostras observado na Tabela 18.

Tabela 18.  Frequéncia de HPV para metodologia PCR PGMY 9/11 e PCR tempo Real HPV16 e
HPV18 em relacdo as lesdes precursoras e cancer de colo de Utero das mulheres que foram
abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018 a julho de 2019.

HPV NIC2 NIC3 CCu
72 (%) 76 (%) 70 (%)
Reagente para 31 (43) 29 (38,2) 40 (57,1)
16
Reagente para 1(1,4) 2(2,6) 2(2,9)
18
Reagente para
PCR PGMY 9/11 13 (18,1) 8 (10,5) 10 (14,3)
Nao reagentes 27 (37,5) 37 (48,7) 18 (25,7)

aos métodos
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5.9 Relacéo das faixas etarias com a distribuicdo das lesdes precursoras e de
cancer de colo de utero

Observou-se na faixa etaria 35<45 um predominio tanto de lesGes precursoras quanto
de cancer de colo de utero. Das 72 amostras NIC2 29 (40,3%) predominou nesta faixa
etaria, E das 76 amostras NIC3 observou-se nesta faixa 31 (40,8%). Em relacédo as
amostras de cancer de colo de Utero 18 amostras (25,7%) permaneceram nesta faixa

etaria como observado na Tabela 19.

Tabela 19. Distribuicdo das lesdes precursoras e céncer de colo de uUtero entre idade das
mulheres que foram abordadas em primeira consulta no FCECON no periodo de setembro de 2018
a julho de 2019.

FAIXA ETARIA NIC2 NIC3 CA INV

N=72(%) n= 76(%) n=70(%)

<25 7 (9,7) 6 (7,9) 1(1,4)
25<35 18 (25) 19 (25) 15 (21,4)
35<45 29 (40,3) 31 (40,8) 18 (25,7)
45<55 11 (15,3) 11 (14,5) 17 (24,3)
55<65 4 (5,5) 7 (9,2) 17 (24,3)

>65 3(4,2) 2 (2,6) 2 (2,9)
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6 DISCUSSAO

A Fundacédo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas —
FCECON € um hospital que trata todas as enfermidades relacionadas com cancer em
todo Estado. Localizado na cidade de Manaus — Amazonas que é a maior cidade em
populacdo com cerca de 879.742 habitantes do sexo masculino e com cerca de
922.272 do sexo feminino segundo ultimo Censo 2010 (Ibge, 2019). A dimensé&o do
Estado € um desafio no sentido de buscar alcancar as mulheres e envolvé-las no
sistema de rastreio do cancer de colo de Utero. Neste contexto este estudo buscou
investigar a performance de novas tecnologias para o rastreio cervical através de dois
dispositivos de fabricacdo brasileira de autocoleta sendo CK Coari® (Kolplast) e SC
SelfCervix® (Ziel Biosciences) em mulheres com comprovacao histopatolégica de
lesBes precursoras ou cancer de colo de utero.

No estudo do perfil sociodemografico das 218 mulheres foi observado que
havia uma predominancia étnica da raca/cor parda autodenominada por 184 (84,4%)
mulheres. E segundo dados do (Ibge, 2019) é uma etnia predominante no Estado do
Amazonas. Participaram também 6 autodenominadas indigenas. Nesta Regido Norte
e, principalmente no Estado do Amazonas existem muitas miscigena¢des segundo
Viana et al. (2019). Dados semelhantes foram encontrados no estudo com relacdo a
etnia encontrado na Regido de Manaus (Sales, 2015). A autodenominacgao de raca
pode ter um viés devido culturalmente as mulheres terem vergonha se oriunda de
etnias indigenas falar suas origens o que pode refletir o baixo indice da populacao
indigena estudada.

A faixa etaria das pacientes variou entre 20 e 71 anos. E foi verificado que as
idades meédias das pacientes portadoras de NIC 2, NIC 3 e CCU foram
respectivamente 39,61 + 11,19, 40,35 + 11,03 e 45,02 £ 11,44. Das 70 mulheres
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portadoras de CCU 59% estdo na faixa de 25-50 anos. Esses dados evidenciam a
necessidade de rastreio nessa faixa de maior prevaléncia e confirmando os dados
afirmados nas diretrizes Brasileiras para rastreio de cancer de colo de utero (Inca,
2016).

Segundo Viana et al. (2019) e Torres et al. (2018) indicadores
sociodemogréficos apontam que as portadoras de lesGes precursoras e CCU estdo
numa faixa parecida da descrita neste trabalho e indica também o sub-rastreamento
e de adesdo principalmente neste faixa etaria onde h& maior acomentimento da
infeccéo.

Um estudo de Saville et al. (2016) demonstrava que a Australia jA vinha
melhorando o rastreio do pais e que as lesdes precursoras e cancer cervical daquele
pais também estavam nesta faixa entre 25-50 anos. Também evidenciava mulheres
jovens com lesfes avancadas o que fez mudar o quadro de rastreio e hoje, segundo
as populacdes mais distantes e de dificil acesso aos servigos de saude utilizam os
rastreio por autocoleta com bons resultados (Saville et al.,, 2018). Estes casos
divergem da literatura que apresenta mulheres mais idosas com lesdes mais
avancadas. Além disso chama a atencdo dos gestores publicos talvez para implantar
novas tecnologias efetivas em razao do que as diretrizes do SUS j&a apontam

De maneira geral, as mulheres que foram atendidas na Fundagéo Cecon com
lesbes precursoras e cancer de colo de Utero sao residentes em Manaus num total e
188 participantes (86,2%). E destas mulheres 142 (75,5%) possuiam lesdes
precursoras demonstrando que a maioria das mulheres que procuram atendimento na
Fcecon poderiam ser atendidas no nivel secundario mostrando a deficiéncia do fluxo
de atendimento servico na cidade de Manaus e sobrecarregando os atendimentos

mais complexos.
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Além disso, 30 mulheres nao residiam em Manaus e destas 23 (76,7%) eram
portadoras de CCU. Demonstrando que as mulheres do interior do Estado e outras
localidades préximas vem a cidade de Manaus para se tratar de cancer de colo de
Utero somente quando a doenca ja esta instalada. Este dado retrata a auséncia de
servigos publicos que atendam pacientes com lesfes precursoras e de cancer de colo
de atero no interior do Estado e que estas mulheres ndo possuem um acesso a
tratamentos e que para realizarem o tratamento, principalmente, para CCU precisam
viajar, na maioria das vezes, de transporte fluvial que em alguns casos de municipios
mais distantes demoram dias para chegar a Manaus.

Estas mulheres se afastam de suas familias e trabalho por meses para concluir
o tratamento e, sabendo disso, pode ser um fator importante para a ndo adesao destas
mulheres aos tratamentos como também aos seguimentos no caso de lesdes
precursoras. Em Manaus existe uma distribuicdo do fluxo de mulheres com leséo
precursora e para pacientes com cancer de colo de utero. A mulher segue um fluxo
que consiste de atendimento primario nas UBS (Unidades béasicas de saude) onde a
mulher é rastreada. Quando detectada a lesdo precursora ou cancer via rastreamento
pelo exame Papanicolaou a paciente segue, normalmente, um fluxo que a encaminha
para policlinicas com especialistas que realizam os procedimentos diagnésticos como
no caso de Manaus, biépsia.

A partir do recebimento do laudo e retorno médico dependendo da situagéo
clinica se lesdo precursora deveria realizar os procedimentos como coniza¢ao na
propria Policlinica. Aguarda cerca de dois meses no minimo como demonstrado neste
estudo. Cerca de 52 (26,8%) mulheres aguardaram mais de 60 dias para recebimento
dos seus laudos histopatologicos. Se foi diagnosticado cancer de colo de utero que
deveria ser encaminhada para o Fcecon. Contudo tudo isso, além da sobrecarga, e

negligéncia no rastreio ainda demoram para serem atendidas na primeira consulta.
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Este trabalho demonstrou que quando pesquisado o tempo de espera entre
emissao do laudo e entrada da mulher no sistema do FCECON para a primeira
consulta médica 149 (74,5%) mulheres demoraram mais 30 dias ou mais para serem
atendidas. E que cerca de 74 (37%) passaram do prazo estabelecido tomando como
referéncia o prazo de até 60 dias fixado pela Lei Federal n® 12.372/2012 para inicio
de tratamento do cancer no Ambito do Sistema Unico de Satde (SUS)(Viana et al.,
2019).

Um estudo realizado por Carvalho et al. (2018) no Rio de Janeiro demonstra
muito bem esta sobrecarga do atendimento de lesbes precursoras em hospital e
consequente migracao para setores de alta complexidade com constante demora de
60 dias ou mais para entrada no servigo. Outro trabalho retrata muito bem a realidade
dos atendimentos no Estado do Amazonas mostrando as diversas barreiras para um
atendimento eficaz. Isto reflete também nos diagnésticos demorados que leva a
evolucao das lesdes para cancer de colo de Gtero (Viana et al., 2019).

Quanto a situagao conjugal, a maioria das mulheres portadoras de lesao
precursora ou cancer de colo de Utero relatou ser casada ou viver em unido estavel,
0 que permite a deducao em se tratar de participantes com lesédo ou com cancer que
gue possuem comportamento de risco evidente ou seus companheiros. Este trabalho
mostrou que mais da metade das mulheres 51,4% nado terminaram o nivel médio e
53,2% estavam desempregadas. Num estudo de Jesmin et al., (2018) demonstra que
h& um grande percentual de lesBes cervicais em mulheres casadas. E que 64,6% néo
tinham terminado o ensino médio e 55,5% né&o tinham uma boa condi¢cdo econémica
dados que se aproximam muito deste estudo.

Um dado interessante do perfil das 218 mulheres € que de um total de 73
mulheres que ndo possuem renda e destas somente 39 recebiam o Bolsa Familia. E

guando analisados os dados de todas as participantes que possuem renda de 1 salario
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minimo até maior que 4 salarios minimos, das 145 mulheres analisadas 112
participantes (77,2%) recebem bolsa familia. Considerando que o programa do Bolsa
familia segundo Brasil, (2019) é um programa de transferéncia direta de renda em
que é direcionado as familias em situac@o de pobreza e de extrema pobreza em todo
o Brasil. A intencado deste programa € que estas pessoas consigam, com este recurso,
superar a situacao de vulnerabilidade e pobreza. Sendo, assim, pode-se analisar se
estas mulheres deveriam estar recebendo este beneficio ou ndo. Um estudo de
Barcelos et al., (2017) sobre mulheres que recebiam o bolsa familia mesmo tendo com
companheiros com renda mostrando que os dados sao bem parecidos com os dados
demonstrados neste estudo.

Quanto ao inicio da vida sexual 105 (48,1%) mulheres iniciaram sua vida sexual
até 15 anos de idade. E dessas 31 (29,5%) tiveram cancer cervical e (90) 85,7%
participantes nunca ou as vezes usavam camisinha demonstrando um grande
percentual de mulheres que além de ter inicio precoce da atividade sexual, pelo menos
uma vez na vida, se exp0ds a atividade sexual sem seguranca colocando-se no grupo
de riscos para as ISTs.

Dados do Pop-Brasil,(2017) e de Lobo et al., (2018) o inicio da vida sexual
precoce estd relacionada diretamente com o grau de escolaridade (baixa
escolaridade) e, consequentemente, baixa capacidade de conhecimento,
principalmente no que concerne aos cuidados béasicos de salde e acompanhamento
dos programas do Ministério da Saude. Este estudo avaliou a infec¢cdo pelo HPV em
jovens por todo Brasil e verificou que infec¢cdes em jovens esta relacionada a inicio da

atividade sexual precoce e 0 ndo uso do preservativo.

Em relacdo ao comportamento sexual o nidmero de parceiros determina a

possibilidade maior de exposicédo e, consequentemente um maior risco de infeccao
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pelo HPV. Neste estudo o numero de parceiros sexuais predominou na faixa de 2-5
parceiros em toda vida 140 (64%) mulheres afirmaram estar nesta faixa. Das que
tiveram acima de 10 parceiros, 87% possuem lesdo precursora NIC3 e Cancer,
demonstrando talvez que quanto maior a exposicao a diferentes parceiros maior a
probabilidade de adquirir um HPV de alto risco que podera evoluir para o cancer de
colo de utero. Este dado é demonstrado por Vale et al. (2019) e confirma quanto maior
0 numero de parceiros mais a probabilidade de infec¢do. Outro estudo comprovou que
mulheres com Unico parceiro seja por unido estavel ou casamento tém menor
probabilidade de infeccao pelo HPV (Lobo et al., 2018).

Outro fator importante e que contribui para o desenvolvimento do cancer de
colo de Utero é a utilizacdo de contraceptivos hormonais injetaveis ou comprimidos e
nas participantes do estudo pode-se observar que das 218 mulheres 155 (71%)
usaram pelo menos uma das formas farmacéuticas para contraceptivos hormonais.
Segundo um estudo que avaliou jovens em idade sexual ativa e que utilizaram
anticoncepcionais combinado, teriam mais chance de desenvolver leséo no colo do
Utero e os dados deste estudo sdo semelhantes aos obtidos por Volpato et al., (2018).
Também um estudo demonstra que apesar da utilizacdo de contraceptivos hormonais
oral e parenteral, o de uso oral ainda é frequentemente utilizado entre as jovens com
comportamento sexual de risco devido ao baixo custo, facil acesso e pouco
conhecimento sobre as diversas formas de prevengdo da infecgcdo pelo HPV e,
consequentemente, do cancer de colo de utero (Warzecha et al., 2019).

Quanto a paridade um numero expressivo de mulheres 48% teve entre 2-5
partos. 33% tiveram o primeiro parto até 15 anos e houve uma participante que teve
um parto com 12 anos. Todas estas relagbes corroboram com um recente estudo de
Viana et al., (2019) que demonstra a necessidade de reducdo das desigualdades

sociais no cancer de colo de utero e sobre assuntos como a quantidade de partos e a
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precocidade de gestacdo como fatores preponderantes para o desenvolvimento de
lesdes e cancer de colo de ltero.

Nas pacientes com cancer de colo de utero 91% correspondem a carcinoma
escamocelular, 6% a adenocarcinoma e somente 3% de adenoescamoso. Quanto ao
tratamento das lesdes precursoras todas as mulheres receberam um tratamento em
prontuario denominado conizacdo, tendo esse nome como padrdo na instituicao,
apesar das consideracdes de topografia e histologia que devem ser analisadas pelos
clinicos. Por isso, considerando que existem diferentes tipos de exérese das lesbes
precursoras tipo 1, 2 e 3 e que dependem do tamanho e profundidade da lesdo, h4
diferentes indicacbes de tratamentos que podem ser realizados em ambiente
ambulatorial com anestesia local ou em ambiente cirdrgico com anestesia geral.

Além destes procedimentos elevarem o custo dos tratamentos as mulheres séo
obrigadas, devido a gravidade da doenca, a sairem de suas casas e de seu ambiente
produtivos para se submeterem a internagfes e constantes retornos aos médicos que
também demanda um custo para a paciente sem contar com o impacto emocional de
estar tratando uma doenca grave. Também devido grande numero de evasdes de
mulheres que ndo retornam a proxima consulta no FCECON a conduta, muitas vezes,
€ tratar para que nao se torne uma lesado mais grave como o cancer. Diversos estudos
como os de Zhu et al. (2015); Chen et al. (2019); Zhang et al (2019) relatam sobre a
necessidade de conizacdo em lesfGes de alto grau e também, em contrapartida, da
possibilidade de margem positiva pos conizacdo. Estes dados deixam a conduta
clinica a melhor forma quando na observacdo da lesédo na colposcopia e critério
individual fato este que vem acontecendo no atendimento a lesdes precursoras no
FCECON. Portanto seria importante um estudo que verificasse a presenca de
margens sem lesdo em pacientes conizadas ap0s no minimo 6 meses de evolucao,

apos o procedimento, em pacientes da FCECON.
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Quanto ao estadiamento das 70 pacientes com CCU a maioria (30 mulheres —
43%) das mulheres estava em estagio 1I-B. Quando relacionado todas as pacientes
gue nao residiam em Manaus (30 mulheres do interior e outras localidades vizinhas)
(13) 56% das mulheres apresentavam estadiamento IlI-A ou mais avancado. Foi
observado 41% das mulheres com os estadiamentos de IlI-A ao IVB que s&o todos
lesbes mais avancadas e com pior prognéstico que demandam tratamento de
quimioterapia e radioterapia sem cirurgia com menor chance de sucesso terapéutico.
Neste contexto ha necessidade de deteccdo na fase de infeccdo inicial destas
localidades mais remotas. Portanto, é de conhecimento que estas mulheres chegam
aos servicos do FCECON além de demorarem para entrar no servigo, a partir do
resultado histopatolégico, j& chegam com situacdo avancada demais para
atendimento que obtenha um melhor prognoéstico. Além disso estas pacientes sao
jovens demais para o estadio em que se encontraram, pois das 27 pacientes com
cancer e com estadios avancados de IlI-A em diante verificados neste estudo 18
(66,7%) tem idade até 50 anos.

Nos estudos de Grochot et al. (2018) e Sakakibara et al.(2019) foram
diagnosticadas pacientes mais jovens e em estagios clinicos mais avancados quando
comparados aos dados da literatura e, também, maior mortalidade por serem mais
jovens em relagdo a pacientes mais idosas. Portanto, novamente a dificuldade do
acesso a saude, talvez, possa justificar a alta incidéncia, diagnéstico em estagios
avancados e elevadas taxas de mortalidade por cancer de colo uterino, tanto em

NOsso pais e no Amazonas, principalmente na cidade de Manaus.

Quanto a utilizacdo e desempenho de dispositivos de autocoleta de fabricacao
brasileira estudados Coari® (Kolplast) e SelfCervix® (Ziel Biosciences) utilizados em

mulheres com comprovacéao histopatolégica de lesGes precursoras ou cancer de colo
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de Gtero observou-se que amostragem de material cervical para analises moleculares
teve 100% de DNA humano. Significando que mesmo as pacientes doentes e sujeitas
a situacao atipica na realizagdo da autocoleta dentro do hospital conseguiram utilizar
bem os dispositivos e tiveram éxito nas coletas.

A forma com que a paciente recebeu a informacéo de autocoleta e ao realizar
pela primeira vez parece ndo ter influenciado na captacdo de células tanto do
dispositivo de iniciais denominados no estudo CK Coari® (Kolplast) quanto do
dispositivo SC SelfCervix® (Ziel Biosciences). Neste caso, 0 grau de instru¢cdo nao
influenciou na execug¢do como também a idade das pacientes que variavam de 20 a
71 anos. Um estudo realizado com mulheres idosas (Lindstrom et al., 2018) e outro
entre menopausadas (Bergengren et al., 2018) mostraram a compreensdo na
utilizacdo do dispositivo de autocoleta utilizado independente das idades que tinham.
Em contrapartida, outro estudo relatou a quantidade de n&o participantes e mulheres
gue evadiram-se do programa de rastreamento quando utilizados os dispositivos de
autocoleta realizado em El Salvador (Maza et al., 2018) devido as condi¢fes culturais
e religiosas que impediram a nao aceitacdo de participagdo no programa de
rastreamento daquele Pais.

No Amazonas um trabalho realizado em Coari por Torres et al. (2018) utilizou
dispositivo de autocoleta que foi aceito em 97,8% das mulheres entrevistadas e
considerada facil por 95,4% das participantes. Estes resultados em pacientes sem
sintomas de doenca aparentemente livres de lesdes precursoras e cancer de colo de
utero. Ainda neste estudo foi possivel analisar em 302 mulheres que ja haviam
realizado exame de Papanicolaou a aceitacdo da autocoleta que foi considerado que
76,5% preferiram a autocoleta, 18,2% consideraram indiferentes (sendo sem

preferéncia) e 5,3% a coleta por um profissional de saude.
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Estratégias de rastreio inovadores como autocoleta de material cervical tém
despertado bastante interesse, principalmente em paises subdesenvolvidos e
emergentes com 0 objetivo de facilitar a adesao de mulheres aos programas de
rastreio. Neste sentido, varios estudos tém sido conduzidos para analise destas
tecnologias, como também, do custo efetividade.

No Brasil, consideraveis esfor¢os tém sido feitos com relacao a implementacao
dessas tecnologias de autocoleta no sentido de demonstrar para os gestores de saude
0 que ja acontece em paises desenvolvidos. A autocoleta € um método para obter
amostras cervicais realizado pela propria paciente sem a necessidade de uma
assisténcia do profissional ou sem o deslocamento para unidade de saude. As
mulheres podem seguir as orienta¢des das bulas dos produtos e a assistente de saude
pode fornecer instru¢cdes verbais, porém todas as mulheres tém o conforto e
seguranca de coletarem em privacidade seja em casa ou em lugar reservado na
unidade de saude sem a obrigacdo de tempo para a coleta.

Este trabalho analisou a satisfagdo com a utilizacdo dos dispositivos Coari®
(Kolplast) e do dispositivo SelfCervix® (Ziel Biosciences) nas 218 participantes com
lesbes precursoras e cancer de colo de uUtero atendidas na FCECON. Quando
perguntado as pacientes sobre a facilidade, 95% afirmaram ser facil o uso de ambos
os dispositivos. Nesta variavel facilidade entende-se que quando as mulheres ouviram
a explicagéo da equipe tiveram a tranquilidade de executar as instru¢des das bulas e
demonstrados pela equipe de pesquisadores.

Somente 5 mulheres acharam dificil a utilizag&o do dispositivo SelfCervix® (Ziel
Biosciences) e também 5 mulheres acharam dificil utilizar o coletor Coari® (Kolplast).
O que pode ter sido devido as condicdes fisicas em que se encontravam no momento

das coletas. Das 10 mulheres que acharam dificil o uso dos dispositivos 3 mulheres
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estavam diagnosticadas com cancer invasor. Fator, talvez, que possa influenciar na
resposta sobre a utilizacdo ser facil ou néo.

Quanto a variavel dor, 89% afirmaram nao ter sentido dor, portanto, boa
aceitacdo neste requisito. Na pesquisa das 23 mulheres que sentiram dor 8 delas
tinham utilizado o dispositivo de autocoleta Coari® (Kolplast) e outras 15 mulheres o
dispositivo de autocoleta SelfCervix® (Ziel Biosciences). Analisando as 23 mulheres
gue sentiram dor foi verificado que 13 (56,5%) tinham cancer invasivo resultado que
podia ser esperado considerando a situagdo dessas mulheres que mesmo assim
aceitaram se submeter ao processo de autocoleta.

Quando foi perguntado sobre sentir algum constrangimento quando mostrado
o dispositivo e a possibilidade de autocoleta, 204 (93,6%) n&o sentiram
constrangimento. E das 14 mulheres que sentiram constrangimento 6 tinham
diagndstico de cancer invasor. Em relagéo aos dispositivos, 10 utilizaram o dispositivo
Coari® (Kolplast) e 4 o dispositivo SelfCervix® (Ziel Biosciences). O Constrangimento
percebido pela equipe de pesquisa deve-se ao fato da impressao visual que as
pacientes tiveram ao receber o dispositivo e as recomendacdes de como proceder.
Corresponde a uma variavel que ndo necessitava do uso propriamente dito de ambos
dispositivos.

Sobre o desconforto apés utilizar o dispositivo de autocoleta 187 (86%) das
mulheres sentiram-se confortaveis em usa-los. E 31 participantes que descreveram
desconforto, 14 utilizaram o dispositivo Coari® (Kolplast) e 17 o dispositivo
SelfCervix® (Ziel Biosciences).

O destaque neste trabalho foi observado quanto a pergunta se as participantes
recomendariam o uso de dispositivos para autocoleta a outras mulheres para
detecgcdo do HPV. E evidenciou-se 214 (98,2%) mulheres que recomendariam.

Considerando que todas as pacientes estavam numa condicdo de vulnerabilidade,

84



diante do exposto, considera-se muito promissor este resultado no sentido de
implantar este tipo de tecnologia para rastreio das lesdes precursoras e de cancer de
colo de utero (Torres et al., 2018; Viana et al., 2019).

Alguns estudos recentes como o de Brewer et al., (2019) sobre a aceitabilidade
do uso da autocoleta em mulheres que sé&o rastreadas rotineiramente e mulheres que
nunca foram rastreadas e que considera a variavel mais comum em todos os estudos
que é a aceitacao ou recomendacédo. Este estudo foi o primeiro estudo piloto da Nova
Zelandia a convidar mulheres, incluindo mulheres da etnia Maori deste pais (sub-
rastreadas) que demonstrou recomendacao da autocoleta para rastreio cancer de colo
de utero em 87,8% a uma amiga caso houvesse oportunidade.

Outro estudo de Brandt et al., (2019) demonstra a aceitabilidade de dispositivo
de autocoleta em lugares remotos ou rurais e que apesar das barreiras culturais e
religiosas e de surpreendentes constrangimentos mesmo assim a aceitagdo do
método de rastreio ainda é muito alto. Comprovando a eficiéncia da metodologia de
rastreio quando existem, mesmo assim, barreiras sociais, culturais e religiosas.

Um estudo recente nos Estados Unidos de (Bishop et al.,, 2019) envolveu
mulheres em todo o territdrio americano e concluiu que 72,7% das mulheres
americanas estavam dispostas (provavelmente ou definitivamente) a utilizar a
autocoleta recebida em casa. Estes dados tanto de paises que nunca foram
rastreados e comunidades distantes do rastreio como a comunidade do povo Maori
na Nova Zelandia, assim como um pais desenvolvido como os Estados Unidos nos
levam a crer que a autocoleta independe de fatores sociodemograficos e/ou
econdmicos devendo transpor barreiras para erradicacdo do cancer de colo de utero
no futuro.

Neste estudo conseguiu-se a partir de material autocoletado 100% de amostras

com adequabilidade para analises moleculares. Foram analisadas 218 amostras para
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metodologia PCR convencional e genérica PGMY9/11, PCR em tempo real para
HPV16 em que todas as amostras foram avaliadas nestas metodologias. Obteve-se
os resultados que foram PGMY positivo e HPV 16 negativo foram testados em tempo
real HPV18. Das 218 mulheres abordadas obteve-se 62,4% reagente para algum tipo
de HPV de alto risco, pois todas as pacientes estavam doentes com lesbes
precursoras ou cancer de colo de utero. Estd bem estabelecido que o HPV de alto
risco € a causa da evolucdo para cancer cervical e o HPV16 e o HPV18 séo
responsaveis por cerca de 70% de todos os canceres cervicais 0 que € demonstrado
neste trabalho. Observou-se a necessidade de uma metodologia mais sensivel e
especifica no sentido de analisar 37,6% de mulheres que nédo foram reagentes para
HPV16 e HPV18.

Pela metodologia realizada ndo se pode afirmar positividade pois das 70
pacientes com cancer de colo de utero 18 (25,7%) ndo foram detectados por esta
metodologia. E das 82 pacientes nao reagentes 27(33%) receberam o diagndstico
histopatolégico de NIC2 o que podendo considerar que no momento da autocoleta a
pacientes nao estivesse com niveis detectaveis do HPV um possivel clearence destas
pacientes nestas condi¢des clinicas. Sabe-se também que a maioria dessas infeccbes
€ transitdria em mulheres jovens até 45 anos. Verificando taxa de idade mais
prevalente destas mulheres que estavam com diagndstico NIC2 a faixa encontra-se
entre 35-44 anos e esta faixa etaria se repetiu para todas as lesdes, inclusive, para o
cancer de colo de atero.

As lesdes intraepiteliais por HPV podem curar sem tratamento dependendo de
varios fatores tais como a idade da mulher, o estado imunolégico da mesma, o
genotipo envolvido do HPV de alto risco entre outros fatores. A gravidade da leséo é
gue determina as taxas de cura. Importante lembrar também que a leséo de alto grau

NIC3 alta taxa de progressao para neoplasia maligna cervical (Li et al., 2019). Por
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isso, além de realizar futuramente genotipagem para verificar os tipos mais
prevalentes deve-se acompanhar o prognéstico destas mulheres, principalmente, com

lesbes precursoras que foram identificadas neste estudo.

6.1 LimitacOes e dificuldades do estudo

Foram comparadas metodologias diagndsticas iguais para 2 dispositivos de
autocoleta de fabricantes diferentes. Porém, foram analisadas mulheres com
caracteristicas e estadios da doenca distintos. Também néo foi possivel que as
mulheres realizassem a autocoleta com os dois dispositivos pois iria melhorar a
avaliacdo pessoal em cada situacdo em que se encontravam as mulheres. Além
disso, devido situagBes técnicas e financeiras diversas ndo foi possivel fazer a
genotipagem e consequentemente avaliar a coinfec¢cdo pelo HPV e o0s outros
possiveis genétipos de alto risco por uma metodologia mais sensivel e especifica em
todos nos resultados que deram tanto HPV néo reagente na PCR genérica PGMY

guanto os nao reagentes para PCR tempo real g°PCR HPV 16 e 18.
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7 CONCLUSAO

O perfil das mulheres com les6es precursoras ou cancer de colo de Utero que
utilizaram os dois dispositivos Coari® (Kolplast) e SelfCervix® (Ziel Biosciences)
produzidos no Brasil eram na maioria adultas jovens entre 20-50 anos e residentes
em Manaus. As mulheres que eram de outras localidades, como por exemplo, do
interior do Estado do Amazonas a maioria estava com cancer cervical, pardas e um
com unico parceiro, ndo tinham escolaridade concluida e recebiam o Bolsa familia
programa do governo do Brasil de transferéncia de renda direto aos pobres.

A aceitacdo foi acima do esperado pois as participantes eram mulheres que
estavam em condicao de vulnerabilidade devido o estado clinico. Porém 98,2% delas
recomendariam o uso do dispositivo como tecnologia alternativa de rastreio para o
Amazonas e acharam facil o uso de ambos dispositivos. Variaveis como dor,
constrangimento e desconforto a grande maioria responderam que ndo sentiram estas
condi¢cBes quando utilizaram os dispositivos.

Quanto ao risco de desenvolver o cancer apesar de situacdes clinicas diversas
a maioria realizou preventivo uma vez por ano e nao fumavam. Iniciaram atividade
sexual até os 15 anos, mantiveram relacdo sexual sem preservativo. Tiveram 2-5
parceiros em toda vida e 2-5 partos.

Os estagios das pacientes com cancer eram bem avancados para a idade das
mulheres e com prognosticos ruins. E os tratamentos eram quimioterapia e
radioterapia para a maioria das pacientes com cancer com estadios na grande parte
das participantes IIB e todas as lesdes precursoras realizaram conizacao.

Os métodos moleculares realizados foram PGMY9/11 genérico e PCR em
tempo real gPCR HPV16 e gPCR HPV 18. Com uma frequéncia de 62% de reatividade

pela metodologia para o HPV 16, HPV 18 e outros tipos de HPV. Sendo que todas as

88



amostras 100% foram positivas para beta globina em gel de agarose ou beta actina
por gPCR. Estes confirmam o bom desempenho do dispositivo na autocoleta cervical.

Estes resultados do presente estudo demonstram que independentemente de
situacdes sociodemograficas e econdmicas, de risco e clinicas as participantes do
estudo recomendam a utilizagdo dos primeiros dispositivos de autocoleta fabricados
no Brasil que podem ser um passo futuro para implementacdo de novas tecnologias
na rede publica buscando melhorar, em definitivo, o rastreio e erradicar a infeccao

pelo HPV.
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APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Nés, Katia Luz Torres Silva, Alysson Bastos Sena e Monica Bandeira de Melo, pesquisadores da Fundacao

Centro de Controle em Oncologia — FCECON convidamos a senhora para participar do estudo intitulado
“ANALISE DE TECNOLOGIAS ALTERNATIVAS PARA RASTREIO DE LESOES PRECURSORAS E DE

CANCER CERVICAL” que trar&o informacdes sobre o beneficio da técnica em que a propria mulher coleta

0 seu material de colo de Utero (autocoleta) para investigar lesdes de colo de Gtero e da presenca de HPV

em pacientes com lesfes de alto grau (NIC 2 E NIC 3) ou cancer cervical.

a)

b)

d)

f)

9)

O objetivo principal desse estudo € analisar a técnica de autocoleta para uso na prevencgao do cancer
cervical em pacientes que possuem biopsia (resultado histolégico) positiva para lesbes de alto grau

(HSIL) ou de céancer cervical.

Caso a senhora participe da pesquisa sera necessario responder a umas perguntas que serao feitas
por um membro da equipe deste estudo, também serd necessaria sua permissdo para que 0s
pesquisadores acessem 0 seu prontudrio para buscar informag6es sobre os dados médicos do seu
caso. A senhora sera orientada a realizar a autocoleta do material do colo de Utero e o material sera
encaminhado para realizacdo de testes laboratoriais cujos resultados serdo utilizados unicamente
para os objetivos da pesquisa. Os testes serdo 2 (dois) tipos de exames especializados para
pesquisa do tipo de HPV e um de deteccéo de indicador de alteragcdo na célula. Os resultados destes

testes serdo disponibilizados a senhora e ao seu médico.

A escolha de participar deste estudo depende de sua vontade. Qualquer que seja a sua deciséo, isso
nao ir4 afetar a qualidade de seu tratamento. Se a senhora ndo quiser participar deste estudo, ndo
havera nenhum problema para seu tratamento e nem para a relacdo com seu meédico. Caso a
senhora decidir depois sair do estudo, podera deixar o estudo a qualquer momento, bastando

informar a seu médico.

A pesquisa oferece riscos minimos e sao relativos ao acesso de dados pessoais da paciente. Para
minimizar este risco, todos os registros realizados pela pesquisa utilizardo as iniciais de seu nome e
0 numero de registro (prontudrio). Além disso, a autocoleta sera realizada em ambiente ambulatorial
(em local reservado) nédo oferecendo riscos especificos, ndo ira provocar dor, sendo apenas um

pequeno desconforto (semelhante a aplicacdo de creme vaginal).

Os beneficios gerados nessa pesquisa consistem no aumento do conhecimento a respeito de
alternativas de como detectar as lesdes que antecedem o cancer ou o préprio cancer de colo de

Gtero mais precocemente aumentando a chance de prevencao desta doenca.

Todos os voluntarios participantes deste trabalho terdo suas identidades preservadas e todo e

gualquer resultado da pesquisa sera publicado em anonimato de vossa participacao.

A senhora nao tera despesas pessoais em qualquer fase do estudo e também ndo havera pagamento

relacionado a sua participacdo. Este estudo ndo envolve avaliagdo de novos medicamentos nem
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h)

Eu,

nada que possa comprometer a sua saude, no entanto, os pesquisadores se responsabilizaréo por
prestar assisténcia integral a senhora no que se refere a qualquer efeito relacionado a pesquisa e

gue provoque eventual necessidade de indenizacao.

Os pesquisadores Alysson Bastos Sena e Katia Luz Torres Silva (nUmero disponivel para contato:
92-36554761) responsaveis pelo projeto estardo disponiveis nesse nimero de telefone ou no terceiro
andar da Fundacédo Centro de Controle de Oncologia — FCECON, na Diretoria de Ensino e pesquisa,
para esclarecimento de qualquer ddvida que a senhora possa ter ou para dar qualquer informacgéo
gue queira referente a sua participacdo no estudo, antes, durante ou depois do encerramento do
projeto. O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é formado por profissionais de diferentes areas, que
revisam os estudos que envolvem seres humanos, para garantir os direitos e a seguranca de todos
os participantes das pesquisas. A senhora também pode ligar para o CEP que aprovou a realiza¢ao

deste estudo nesta instituicdo através do telefone 92- 36554774.

li esse termo de consentimento

e compreendi a natureza e o objetivo do estudo do qual concordei em participar. A explicagdo que recebi

tratou de riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre para interromper minha participagdo a qualquer

momento sem justificar minha decisdo e sem que esta decisdo afete meu tratamento. Assino o presente

documento em duas vias de igual teor e forma, ficando uma em minha posse. Sendo assim, eu concordo

voluntariamente em participar deste estudo.

Manaus, de de

Nome e Assinatura do sujeito da pesquisa

Nome e Assinatura do pesquisador responsavel

Impresséo digital caso ndo saiba assinar
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APENDICE 2 - QUESTIONARIO DE AVALIACAO DO PACIENTE
ANALISE DE TECNOLOGIAS ALTERNATIVAS PARA RASTREIO DE LESOES PRECURSORAS E DE
CANCER CERVICAL

Identificacdo no Projeto

Dados do estudo

1. Data da abordagem para o estudo: / /

2. Responsavel pela coleta de dados:

Dados Relacionados a identificacdo do Individuo

3. Iniciais da paciente: 4. Namero do prontudrio:

5. Data de Nascimento: / / 6. Municipio de Nascimento: 7. Estado:
8. Endereco para contato: 9. Municipio:
10.Telefone (resid): 11. Celular:

12.Identificagc&o do Facebook: 13. Identificaco no Instagram:

14.Telefone de outra pessoa para contato:

15. Raga (auto denominada): ( ) Branca ( ) Parda ( ) Negra ( ) Indigena ( ) Oriental

16. Estado civil: ( ) Solteira ( ) Casada ( ) Viava ( ) Unido estével ( ) Divorciada ( ) Desquitada

Dados Sociodemograficos

17. Escolaridade: ( ) Analfabeto ( ) Fundamental incompleto ( ) Fundamental completo

( ) Médio incompleto ( ) Médio completo ( ) Superior incompleto ( ) Superior completo ( ) Pés-graduacao

18. Ocupacéo:

19. Renda familiar: ( ) sem renda ( ) 1 salario minimo ( ) 2 —3 salarios minimos ( ) = 4 salarios minimos
() Bolsa familia
Dados comportamentais e de risco

20. Com qual idade iniciou a atividade sexual:

21. Faz uso de camisinha na relacdo sexual: ( ) Nunca ( ) asvezes ( ) Sempre
22. Usa ou usou algum método anticoncepcional (exceto camisinha)? ( )Sim ( )N&o

( ) Pilula (anticoncepcional oral) ( ) Anticoncepcional injetavel () Dispositivo intrauterino (DIU) () Tabelinha

( ) Coito interrompido ( ) Outro Especificar: Quanto tempo?

23. NUmero de parceiros sexuais em um ano:

24. Quantos parceiros sexuais ja teve ao longo de sua vida:

25. Numero de filhos (paridade): ( ) Normal ( ) Cesaria 26. Idade do primeiro parto:
27. Teve algum aborto: () Sim ( )N&o  28. Quantos:

Dados epidemiolégicos

29. J4 é menopausada? ( )Sim ( )N&o 30. Se sim, ha quanto tempo?

31. Qual foi a data da sua Ultima menstruagao? / /
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32. Ja apresentou doengas sexualmente transmissiveis: ( ) Sim () Nao ( ) N&o sabe

33. Se sim, qual (is):

34. Ja apresentou:  Corrimento vaginal? ( ) Sim ( )N&o ( ) N&o sabe
Verruga? ()Sim ( )N&o () N&o sabe
Ferida vaginal? ()Sim ( )N& () N&o sabe
35. Tem algum familiar que ja apresentou cancer de colo de Utero?

( ) N&o ( ) Sim Qual arelagéo de parentesco?

36. Teve algum familiar que ja apresentou outro tipo de cancer?

( ) N&o ( ) Sim Qual tipo?

37. A senhora fuma ou ja fumou? ( ) Nao ( ) Sim

38. Se sim, por quanto tempo? 39. Qual a quantidade e frequéncia?

40. Realiza exame preventivo de cancer de colo de Gtero com que frequéncia?

( ) Nuncarealizou ( ) 6 em 6 meses ( ) 1xaoano ( )acada?2anos ( ) mais de 3 anos ( ) Nao sabe

41. Se nunca, quais 0s motivos pelos quais nao realizou o exame? () Inibicdo ( ) Medo

( ) Dificuldade de acesso ( ) Outros Especificar:

( ) Falta de tempo

42. J4 apresentou algum tipo de alteracao nos preventivos anteriores?

( )Nao ( ) Sim Quais? Data

/ /

Quanto ao resultado do ultimo exame histopatoldgico:

43. Em qual unidade fez a coleta da bidpsia (exame colposcopico):

44. Data da biépsia: / / 45. Data do laudo: /

46. Qual o resultado?

47. Tipo Histoldgico (indicado no laudo anatomopatolégico):

Dados Clinicos e Tratamento
48. Qual a conduta empregada?

( ) acompanhamento () tratamento cirlrgico. Se sim, que tipo de cirurgia

( ) quimioterapia ( ) radioterapia ( ) outros (especificar):

49. No caso de cancer cervical: Estadiamento FIGO :

Satisfacdo com a autocoleta

50. Este dispositivo de autocoleta é facil de usar: ( ) Sim ( ) N&o
51. A senhora sentiu dor? ( )sim ( ) néo

52. Sentiu constrangimento ao realizar o teste? () sim ( ) nao

53. Sentiu desconforto ao realizar o teste? ( ) sim ( ) nao

54. A senhora recomendaria este método de coleta para teste de triagem? ( )sim ( )nédo

55. O pesquisador devera indicar o dispositivo que foi aleatorizado a participante: () Coari () Self Cervix

109



APENDICE 3 - ORIENTACOES PARA USAR OS DISPOSITIVOS DE AUTOCOLETA

ESTE TESTEE SOMENTE PARA SEU USO PESSOAL
COM ESSE DISPOSITIVO VOCE MESMA PODE COLETAR SEU PREVENTIVO COM

SEGURANCA E FACIL
INSTRUCC")ES PARA AUTOCOLETA COM SELFCERVIX®

O coletor SelfCervix (Biosciences) serve para a mulher coletar sua prépria amostra de colo de
Utero e vagina. Este coletor é muito parecido com um aplicador de creme vaginal ou de
absorvente interno, é muito facil de usar.

Modo de usar:

1. Lave as maos.

2. Retire o coletor da embalagem plastica.

3. Fique de pé com uma das pernas levantadas. Com uma das maos, abra os labios
vaginais.

4. Com a outra mao, segure o coletor com o dedo indicador no émbolo, e introduza no

interior da vagina até o fundo, até encontrar resisténcia.

Aperte o émbolo 5x vezes.

Retire o coletor da vagina.

Cologue novamente na embalagem plastica

Entregue o coletor para o membro da pesquisa que esta lhe acompanhando.

Lave as maos.

LN,
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INSTRUCOES DE USO DO DISPOSITIVO DE AUTOCOLETA COARI (KOLPLAST®)

Coani

Dispositivo para Auto Coleta

Instrucdes de uso

Vocé tem em maos o Coani, dispositivo para auto coleta da Kolplast. Leia as instrucdes abaixe com
ateng@o ou siga as orientagdes prestadas pelo profissional de salde.

Tampa com dupla rosca
Elemento Coletor

A
PN .

—_ Coani
\‘/ 2 \‘/
Cerdas Haste Tubo para protegdo
coletoras hd das cerdas
Aba limitadora de
profundidade

Antes da coleta

-—'——- Coani

Depois da coleta

" S

" 1 2 el R

Passo 1 Passo 2

Higienize as maos. Abra a embalagem, conforme a
ilustragao.

Passo 3 Passo 4

Retire o dispositivo da embala- Segure o tubo, sem tocar nas

gem, conforme a ilustracao. cerdas coletoras.

Passo 5 Passo 6

Adote posigao confortavel para
coleta, conforme a ilustragao.

Passo 7

Gire o dispositivo por 5 voltas
completas para coletar o
maximo possivel de material.

Passo 8

Introduza cuidadosamente as
cerdas no tudo e rosqueie até o
fechamento firme e completo
do conjunto tubo-haste.

Insira as cerdas coletoras na
vagina, nao ultrapassando a aba
limitadora de profundidade.

Passo 8

Retire o dispositivo tomando
cuidado para nao tocar nas
cerdas.

Desrosqueie a tampa até
libera-la do tubo.

Passo 9

Entregue o Coari conforme as
orientagoes recebidas.
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APENDICE 4- APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CEP/ @\ FUNDACAO CENTRO DE

s ou \‘/ CONTROLE DE ONCOLOGIA
~ DO AMAZONAS - FCECON

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: VALIDACAO DE TECNOLOGIAS ALTERNATIVAS PARA RASTREIO DE LESOES
PRECURSORAS E DE CANCER INVASIVO DE COLO DE UTERO

Pesquisador: Katia Luz Torres Silva

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 70030617.8.0000.0004

Instituicao Proponente: Diretoria de Ensino e Pesquisa
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.291.689

Apresentacgao do Projeto:
Trata-se de segunda apresentagao de projeto que necessitou de ajusle de algumas pendéncias. Transcreve
-se a apresentagao do primeiro parecer emitido:

“Trata-se de um estudo transversal descritivo analitico que visa validar tecnologias alternativas para o
rastreio de lesdes precursoras e de cancer invasivo de colo de Gtero. As tecnologias alternativa:. baseiam-se
em autocoleta de material cervical e testes moleculares para HPV, além de um teste de ueteccao de
proteina originaria de virus HPV de alto risco. Serdo utilizados dois kits de autocoleta de material cervical. A
escolha de qual dispositivo cada mulher ira receber sera randomizada por sorteio.

A populag&o estudada devera incluir mulheres com diagnéstico histopatologico compativel com NIC2+ (isto
€, lesGes NIC2 ou mais avangadas incluindo NIC3 e cancer invasor), que se apresentarem para tratamento
na Fundagéo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON), durariie o periodo do
estudo.

Apresentou-se estimativa amostral baseada no ntimero de mutheres atendidas anualmente na FCECON ja
com diagnostico de NIC2+, prevendo-se também percentuais de ndo-adesao e impossibilidace de incluséo.

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

Bairro: S/N CEP: 69.040-010
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)3655-4774 E-mail: comite.etica.pesquisa@fcecon.am.gov.br

Péagina 01 de 05
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Continuagéo do Parecer: 2.291.689

asil

Declaracéo de anuencia_institucional.pdf 20/06/2017 |Katia Luz Torres Aceito

Instituicdo e 12:39:37 |Silva

Infraestrutura

Declaracéo de ANUENCIA_LABORAT pdf 20/06/2017 |Katia Luz Torres Aceito

Instituicdo e 12:38:47 |Silva

Infraestrutura

Declaragéo de ANUENCIA_AMBULAT.pdf 20/06/2017 |Katia Luz Torres Aceito

Instituicéo e 12:38:30 |[Silva

| Infraestrutura

Declaragéo do KOLPLAST .pdf 20/06/2017 |Katia Luz Torres Aceito

Patrocinador 12:37:09 _|Silva

Declaragéo do REUNIDOS . pdf 20/06/2017 |Katia Luz Torres Aceito

Patrocinador 12:36:53 | Silva

Declaragéo do ZIEL.pdf 20/06/2017 |Katia Luz Torres Aceito

Patrocinador 12:36:42 | Silva

Projeto Detalhado / PROJETO_Alysson_CEP_30_05_17.pdf| 20/06/2017 |Katia Luz Torres Aceito

Brochura 12:33:56 |Silva

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE_Alysson.docx 20/06/2017 | Katia Luz Torres Aceito

Assentimento / 12:32:33 |Silva

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha_de_rosto_assinada.pdf 20/06/2017 |Katia Luz Torres Aceito
12:24:31 _|Silva

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

MANAUS, 22 de Setembro de 2017

Assinado por:

Paulo José Benevides dos Santos

(Coordenador)

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

Bairro: S/IN
UF: AM

CEP: 69.040-010

Municipio: MANAUS
Telefone: (92)3655-4774

E-mail: comite.etica.pesquisa@fcecon.am.gov.br
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ANEXO 1 - DECLARAGAO DE PARCERIA ZIEL BIOSCIENCES

DECLARAGAO DE PARCERIA

Dedaramos para os devidos fins que a empresa 2e! Bicsciences serd parceira na
50 do do “Validacio de loglas sl o par io de les

e o

[ a3 @ de c& I ivo de colo de dtero” no sertido de fomecer 120

dizpositivos de autocoeta SellCervao® (Ziel Biosciences) e metade dos insumos
para detecgio da expressio da proteina EB (kits ONCOES),
Awenclosamente

Porto Alagre, 24 de Abril de 2017
/" /_/.' f/’ i {
~~—= == ==
7

%ﬂnhh Baumer;n Comeldo
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ANEXO 2 — DECLARAGAO DE PARCERIA KOLPLAST

DECLARAGAO DE PARCERIA

Declaramos para os devidos fins que 8 empresa KOLPLAST CI LTDA serd parceirs na
realizagSo do estudo "Valldagdo de tecnologias alternativas para rastrelo de lesdes
precursoras e de cancer Invasivo de colo de dtero™ no sentido de fomscer 120
dispositivos de autocoleta Coarl® (Kolplast) e insumos no valor de RS 1.500,00
para detecgdo da expressdo da proteina EG (kits ONCOEG).

Atenciosamente

Sio Paulo, 03 de Malo de 2017

Lhsg
s

C20 | Genercl Manager

/

P
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