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1. INTRODUGAO

O cancer de colo uterino € a segunda neoplasia maligna mais frequente entre
as mulheres, sendo superado somente pelo cancer de mama [1,2]. Ele também é o
mais prevenivel de todos os canceres [3,4]. Varios fatores foram associados ao
desenvolvimento de cancer de colo uterino, tais como posigcdo socio-econdmica
desfavoravel, tabagismo, promiscuidade sexual e infecgbes genitais.

A associacdo de infecgdo por tipos oncogénicos de papilomavirus humano
(HPV) com o desenvolvimento de céncer cervical esta muito bem documentada
[5,6,7,8]. O acido desoxirribonucleico (DNA) do HPV é encontrado em 99,7% dos
canceres cervicais [8].

No caso especifico do cancer de colo de utero, o processo de desenvolvimento
até um tumor invasor segue uma sequéncia longa e gradativa de transformacgdes. O
periodo pré-maligno, no qual algumas alteragdes ja podem ser detectadas
clinicamente, pode durar até cerca de 10 anos [9,10,11].

Este longo periodo entre o surgimento de lesbes precursoras detectaveis e o
desenvolvimento de carcinomas invasores faz com que estas lesdes sejam passiveis
de deteccdo através de programas de rastreio. Empregando-se métodos
diagnodsticos eficazes, as lesdes precursoras identificadas podem ser tratadas a
tempo.

De fato, nas ultimas décadas, a investigagdo do cancer de colo uterino através
de programas de rastreamento, tem tido um reflexo importante sobre a incidéncia de
cancer cervical invasor. Entretanto, embora o Brasil tenha sido um dos primeiros
paises do mundo a introduzir o rastreio através de exame citopatolégico para a

deteccdo precoce do céancer do colo uterino, esta doenga continua a ser entre nés
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um sério problema de saude publica. Estima-se que apenas 30% das mulheres
submetem-se ao exame citopatolégico pelo menos trés vezes na vida, o que
contribui significativamente para que o diagndstico seja feito ja em fase avancada da
doenca em cerca de 70% dos casos [12,13]. A verdade é que mesmo cerca de 40
anos depois dos primeiros relatos de impacto populacional favoravel sobre a
mortalidade através do rastreio, ainda ndo foi possivel eliminar os problemas
relacionados a cobertura populacional, a natureza subjetiva do teste e a qualidade
da amostra obtida para exame.

Os programas nacionais para triagem de cancer cervical permanecem ainda
hoje com problemas importantes. Estes incluem, na populagdo coberta pelo teste,
por um lado, os testes falso-positivos, que levam a execugao excessiva de exames
colposcopicos e de tratamentos desnecessarios; e, por outro, o subdiagndstico. A
taxa de subdiagnodsticos pode alcancgar 25 a 50% dos casos de pacientes portadoras
de lesdes cervicais pré-malignas em paises em desenvolvimento [14].

Varios motivos sdo apontados para a falha no rastreio da doenga. Entre os
principais esta a falta de informacao da populagédo com consequente falta de procura
pelo teste. Além disso, os resultados falso-negativos decorrentes de problemas na
coleta e na fixacdo do material, e da subjetividade do citologista também sao
apontados com veeméncia. Em determinadas regides podem haver dificuldades
adicionais relativas ao tratamento e seguimento dos casos identificados.

Cabe mencionar que a acessibilidade anatémica do colo uterino para a
realizacdo de exame clinico representa uma oportunidade impar na avaliacido da
doenca e da resposta as intervengdes terapéuticas. Os métodos rotineiramente
empregados na remocgao de lesdes cervicais pré-malignas incluem os tratamentos

destrutivos locais, como a vaporizacdo com laser [15] e a crioterapia [16], e os
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tratamentos excisionais. Estes ultimos tém a vantagem de fornecer material para a
confirmacéo histologica da lesdo e de suas margens. Compreendem: (1) a conizagao
a frio ou com bisturi, (2) a ressecg¢ao por cirurgia de alta frequéncia (CAF), que usa
alcas de LEEP (loop electrosurgical excision procedure) [17,18]; e (3) a
histerectomia.

As estratégias que combinam diagndstico e tratamento, como a ressecgao por
CAF, podem ser apropriadas, especialmente em casos cujo seguimento seja
problematico [19]. Na CAF a al¢ca de LEEP faz uma biépsia excisional, retirando toda
a lesdo, enviando uma pega adequada ao patologista, ao mesmo tempo em que
trata a lesao, eliminando-a.

Um estudo realizado por Soutter e colaboradores [20] comparou os resultados
do tratamento conservador das neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) em quatro
centros independentes de tratamento na Inglaterra. O objetivo era identificar a taxa
de desenvolvimento de invasao nas pacientes tratadas, assim como a duracédo do
risco aumentado para o surgimento de doenga invasora. Foi demonstrado que o
tratamento conservador das NIC reduz o risco de desenvolvimento de cancer invasor
de colo uterino em 95% durante os primeiros 8 anos de tratamento. Entretanto,
mesmo com a observagao cuidadosa e prolongada, o risco de desenvolvimento de
cancer invasor entre estas pacientes foi cerca de 5 vezes maior do que o encontrado
para a populagcdo em geral durante o0 mesmo periodo. Os autores concluiram que
um seguimento cuidadoso seria essencial por pelo menos 10 anos apos o
tratamento conservador de NIC.

A histerectomia total, por via abdominal ou por via vaginal é considerada
aceitavel para pacientes pés-menopausadas. Esta indicada especialmente quando o

processo neoplasico compromete tecidos que estdo além das margens do cone.
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Para pacientes cuja cirurgia esta contraindicada por motivos clinicos, braquiterapia
com 8000cGy também pode ser utilizada [21]. Quando o diagnéstico for de
carcinoma invasor, as opc¢bes de tratamento sao histerectomia radical com
linfadenectomia pélvica [22], quimioterapia e radioterapia [23,24,25], ou
combinagdes destas estratégias terapéuticas [26,27,28,29]. A escolha do tratamento
depende da avaliagdo do estadiamento, do tipo histolégico da doenca e das
condicdes clinicas da paciente.

Se adequadamente tratado, o controle do carcinoma in situ deve ficar préximo
de 100%. Tanto uma colposcopia com bidpsia dirigida, quanto uma conizagao
diagndstica, que eventualmente é terapéutica, podem ser necessarias para excluir
doenga invasora antes que qualquer tratamento mais agressivo seja feito. Também é
importante correlacionar os resultados do exame citologico com os da bidpsia
dirigida pela colposcopia para planejar o tratamento definitivo. Mesmo assim, caso
haja doencga invasora que ndo tenha sido identificada, um tratamento inadequado
pode se transformar na maior causa de falha terapéutica [30].

E sabido que as possibilidades de sobrevida para as pacientes portadoras de
carcinoma de colo uterino invasor dependem muito do seu estadiamento ao
diagnodstico. Assim, em paises desenvolvidos ou em desenvolvimento, quando o
diagnéstico é feito em estadios avangados do cancer, as pacientes podem acabar
tendo um prognostico desastroso. Existe, portanto, um grande esfor¢co mundial em

aumentar a eficacia das medidas de prevengao e diagnostico precoce.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Histoérico do rastreio:

A detecgao da doencga pré-maligna do colo uterino é atualmente feita através do
exame de Papanicolaou, também conhecido por citopatoldgico (CP) de células
esfoliadas da cérvice uterina. Por volta dos anos 60 foram desenvolvidos os
primeiros programas populacionais de rastreio de lesdes iniciais para cancer de colo
uterino empregando-se este exame [31]. Através dele é possivel efetuar o rastreio
de lesdes displasicas e malignas iniciais, cujo tratamento reduz comprovadamente a
incidéncia das lesdes invasoras. A consequéncia desta redugao na incidéncia de
lesdes invasoras € uma subsequente diminui¢cdo significativa da mortalidade
relacionada ao cancer de colo uterino [32].

Deste entdo, com a implementacdo dos programas de rastreamento em massa,
as taxas de mortalidade por cancer de colo do utero sofreram uma reducéo de 20 a
60% [33,34,35,36]. Estudos de caso-controle evidenciaram uma forte associagao
negativa entre o rastreamento e o cancer invasor, também sugerindo que o
rastreamento se constitui em fator protetor [33,37,38,39,40]. O teste de
Papanicolaou destaca-se devido a sua eficacia na deteccéo de lesdes pré-malignas

e carcinoma in situ, a sua facilidade de emprego e ao baixo custo [41].

2.2.Diagnostico de lesao pré-maligna ou maligna inicial

A American Cancer Society (ACS) dos Estados Unidos recomenda que o

exame Papanicolaou e o exame clinico pélvico sejam realizados anualmente em
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mulheres que ja tenham iniciado atividade sexual, ou que tenham atingido a idade de
18 anos. Apods trés exames anuais consecutivos negativos, o0 exame preventivo pode
ser realizado menos frequentemente. Ndo ha limite superior de idade para a
realizacao do exame [42,43,44].

As alteracbes detectaveis com o teste de Papanicolaou sao relativas a
morfologia e a coloragdo das células esfoliadas obtidas a partir do colo uterino. O
coildcito € a célula que se apresenta com clareamento perinuclear e anormalidades
na forma do nucleo. Esta célula é diagndstica de infecgdo por HPV.

A descricdo dos achados citoldgicos foi padronizada em uma reunido de
consenso realizada em dezembro de 1988 nos Estados Unidos [45], quando foi
criado o Sistema de Bethesda de descrigdo dos achados citopatologicos. Os termos
citologicos lesdo epitelial escamosa de baixo grau ou de alto grau (low- and high-
grade squamous intraepithelial lesions - LSIL e HSIL), correlacionam-se com os
diagnodsticos  hitopatologicos de NIC1, e NIC2 ou 3, respectivamente. As
anormalidades que ndo preenchem os critérios para lesao epitelial escamosa (SIL -
squamous intraepithelial lesions) sdo denominadas atipias de células escamosas de
significado incerto (atypical squamous cells of undetermined significance - ASCUS).
Os esfregagos que apresentam achados persistentes de atipias devem ser avaliados
com colposcopia [46,47].

A recomendacdo de repeticdo periddica do exame Papanicolaou (a cada 3
anos, apos 3 anos consecutivos de resultados normais) baseia-se no fato de que um
resultado falso-negativo tem sempre novas oportunidades de ser revisto nos testes
subsequentes, momento no qual o tratamento pode ser efetuado com iguais chances
de sucesso [48]. Para mulheres idosas cuja citologia é negativa, o esquema o6timo de

repeticao do teste ndo esta estabelecido.
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Em um estudo realizado com uma populacdo de mulheres pds-menopausadas,
a incidéncia de leituras anormais no primeiro ou segundo ano apds um exame
normal foi baixa. Entre 110 mulheres com achados anormais, mais frequentemente
atipias escamosas de significado incerto (ASCUS), um seguimento adicional de 2
anos revelou apenas 3 lesdes potencialmente importantes (uma NIC grau 1 a 2, uma
neoplasia intraepitelial vaginal grau 3 e uma hiperplasia uterina sem atipias) [49].
Como o valor preditivo positivo da citologia para diagnésticos potencialmente
importantes em doenga cervical foi baixo neste estudo (0,0% no primeiro ano apos
um CP normal e 0,9% no segundo ano), os investigadores concluiram que
esfregagos cervicais em mulheres pés-menopausadas ndo deveriam ser repetidos
antes de 2 anos ap6s um resultado normal, devido as consequéncias
desnecessarias de eventuais resultados falso-positivos.

Apesar de os esfregagos vaginais serem frequentemente feitos para
seguimento de mulheres que realizaram histerectomia devido a doenga maligna, um
estudo retrospectivo sugeriu pouco ou nenhum beneficio em realizar rastreio vaginal
de rotina em mulheres submetidas a histerectomia motivada por doengas benignas
[50]. Os pesquisadores encontraram uma prevaléncia baixa de displasia vaginal
(0,1%) e uma taxa alta de falsos-positivos para esfregagos vaginais no grupo de

pacientes que se submeteram a histerectomia por lesdes benignas.

2.3. Dificuldades na utilizagao do rastreio

Para o ano 2001, o Ministério da Saude estimou que, em todo o Brasil, terdo

sido registrados 305.330 casos novos de cancer. A analise por sexo mostra que as

maiores taxas de incidéncia entre mulheres decorrem das neoplasias malignas de
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mama (36,4/100.000), pele nao-melanoma (30,9/100.000), colo do utero

(18,8/100.000) e célon e reto (9,6/100.000) [51,52]. O cancer de colo de utero
representa cerca de 15% de todos os tumores malignos em mulheres no nosso pais
[53].

Infelizmente, ao contrario do que ocorre nos paises mais desenvolvidos, as
taxas de mortalidade por cancer do colo do utero continuam elevadas em todo Brasil
e, do ponto de vista temporal, seguem tendéncia ascendente: em 1979, a taxa era
de 3,4/100.000, enquanto em 1998 era de 4,4/100.000. Os numeros de o&bitos e
casos novos esperados para o ano 2001 em todo o pais sao, respectivamente, 3.725
e 16.270. Estes numeros correspondem as taxas brutas de mortalidade e incidéncia
esperadas de 4,3/100.000 e 18,8/100.000, respectivamente [51,52,54]. Ja nos
Estados Unidos, para o ano de 1999, eram esperados 12.800 casos novos de
céancer de colo uterino invasor, com um coeficiente bruto de incidéncia de 8/100.000
mulheres. A figura 1 mostra a representagdo espacial das taxas de incidéncia de
cancer de colo uterino por 100.000 mulheres estimadas para o ano 2001, por
estados do Brasil [53].

No Rio Grande do Sul, até o final dos anos 80, a mortalidade por cancer de colo
uterino ainda seguia uma tendéncia claramente ascendente [55]. Para o ano 2000,
foram estimados uma incidéncia de 23,5 e uma mortalidade de 6,9 por 100.000

mulheres (coeficientes brutos). Em 1997, a taxa era de 4,2/100.000 [53,56].
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Mulheres

Figura 1: Neoplasia maligna do colo do utero. Representacéo espacial
das taxas de incidéncia por 100.000 mulheres estimadas para o ano
2001, segundo a Unidade da Federagao (neoplasia maligna do colo do

utero). Fonte: Ministério da Saude, com permissao [53].

Mesmo que os meios de prevenir os tumores invasores sejam conhecidos,
infelizmente em varios paises como o Brasil ainda € necessario atender a inumeras
pacientes que ja se apresentam com tumores invasores. Muitas vezes estes tumores
ja estao tado avangados que prejudicam significativamente as possibilidades curativas
para as pacientes. A figura 2 mostra a distribui¢ado por estadios clinicos dos casos de
cancer de colo uterino que foram atendidos no Hospital do Cancer do INCA, em
1993. A exemplo do que ocorria naquele hospital, todo o pais tem se defrontado

diariamente com uma alta frequéncia de diagndsticos em estadios avangados.
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Figura 2: Distribuicdo por estadios clinicos dos casos de cancer do colo
uterino atendidos no Hospital do Cancer do INCA, em 1993. Fonte:

Ministério da Saude, com permissao [57].

2.4. Exame de Papanicolaou (CP)

Em outubro de 2001, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) manifestou-se
na sede das Nagdes Unidas relatando que ha grande preocupagé&o em relagdo ao
controle do cancer de colo uterino em paises em desenvolvimento. Foi destacado
que embora varios paises da Asia e da América Latina tenham introduzido o rastreio
em sua politica de saude publica ha mais de 30 anos, o sucesso da medida em
controlar o cancer cervical tem sido muito limitado. Além das falhas de cobertura
pelo teste, foi levantado que o rastreio por citologia estivesse sendo feito de forma

inadequada. Na mesma ocasido, foi relatado que, nos paises desenvolvidos, a
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incidéncia e a mortalidade por esta doenga diminuiram substancialmente gragas a
eficiéncia dos programas de rastreio envolvendo o CP de colo uterino, que pode
detectar as lesdes pré-malignas e malignas iniciais.

As informacdes sobre a sensibilidade e especificidade do CP para a detecgao
de cancer e displasia, que estdo disponiveis na literatura, variam em decorréncia de
determinantes metodoldgicas do estudo em questdo. Dependendo do delineamento
empregado, as taxas de resultados falso-negativos podem variar de 1 a 80%. Uma
média de 20 a 45% tem sido demonstrada mais freqientemente em estudos que
compararam resultados normais com o resultado de exames realizados
subsequentemente [35,58,59,60,61]. Os estudos que utilizaram a bidpsia por
conizagao como o padrao-ouro evidenciaram taxas de resultados falso-negativos de
até 10% [62].

Uma grande proporgao de erros diagndsticos pode ser atribuida a falhas de
laboratério. Yobs e colaboradores [63], em um estudo que incluiu mais de 300
clinicas, utilizando I&minas com diagndstico citolégico bem estabelecido, verificaram
que resultados falso-negativos ocorreram em 7,5% dos casos de displasia moderada
ou malignidade franca, enquanto diagnoésticos falso-positivos foram feitos em 8,9%
dos casos de atipia benigna ou outras alteragdes menos significativas.

Uma possivel causa para diagnosticos citologicos falso-negativos € a ma
técnica de coleta do material para o esfregago. Davey e colaboradores [64]
publicaram, em 1992, um estudo de 600 laboratérios que encontrou que 1 a 5% do
material recebido para exame citopatologico era insatisfatério ou sub-6timo,
usualmente devido a auséncia de células endocervicais na lamina. Em outro estudo,
Dodd e colaboradores [65], em 1993, evidenciaram que 64% dos resultados falso-

negativos eram consequéncia da ma técnica de coleta. Somente cerca da metade
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dos clinicos norte-americanos utiliza, para a coleta do exame de Papanicolaou,
espatula para obter material da ectocérvice e suabe de algoddao para amostra de
células endocervicais [66].

A taxa de falha do CP em diagnosticar tumores invasivos pode chegar a 50%.
Por isso é importante enfatizar a necessidade de biépsia de qualquer lesédo cervical

visivel, mesmo que associada a um CP considerado normal [67].

Uma das dificuldades mais importantes para o controle desta doencga no Brasil
parece ser a cobertura insuficiente pelo exame preventivo. Estima-se que haja no
Brasil cerca de 40.000.000 de mulheres em idade para rastreio. As dificuldades de
cobertura populacional pelo teste estdo presentes em qualquer lugar, sendo

obviamente maiores nos paises em desenvolvimento.

Existem inUmeras razdes que fazem com que certas mulheres resistam as
campanhas preventivas. Algumas mulheres preferem ndao se submeter
periodicamente ao rastreio, mesmo que ele esteja absolutamente disponivel,
conforme mostrou estudo realizado nos Estados Unidos recentemente [68]. A idéia
de detectar uma doenca considerada letal tanto fisicamente quanto socialmente
pode ser um problema importante. Ha mulheres que preferem esperar por sintomas,
tais como sangramento ou dor.

Em determinadas situacdes, devido as condi¢cbes envolvidas no momento de
uma coleta, certas mulheres podem ficar traumatizadas, o que representa uma
barreira muito importante para a realizagao de futuras coletas. O ambiente ideal para
coleta do material para rastreio deve ser acessivel. A técnica de coleta deve ser
confortavel e adequada para as mulheres que vao ser rastreadas. Também deve

assegurar privacidade, respeito e a natureza confidencial do exame.
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Um esforgo extraordinario pode vir a ser necessario para rastrear mulheres de
mais idade que ndo tenham sido examinadas. Em paises desenvolvidos, mais de
25% dos casos de cancer ocorrem em mulheres de mais de 65 anos e cerca de 40%
de todos os 6bitos causados por esta doenga atingem a faixa etaria que esta acima
dos 65 anos [69]. Uma proporc¢éao significativa de mulheres, especialmente as idosas
de posicdes soécio-econbmicas menos favorecidas nunca realizaram um exame
preventivo citologico [70]. Em algumas regides, cerca de 75% das mulheres acima
de 65 anos nao realizaram rastreio com citologia nos ultimos 5 anos [71]. Estes
achados salientam a importancia de realizar esforgcos especiais para alcancar estas
mulheres que ndo se submetem ao rastreio regularmente.

Existem efeitos adversos importantes associados a falta de acuracia de
interpretacdo do CP. Resultados falso-negativos sao significativos por permitirem
que neoplasias intra-epiteliais cervicais ou lesdes mais avangadas n&o sejam
detectadas e progridam para lesdes mais graves no intervalo entre os exames. Por
outro lado, os efeitos adversos potenciais dos resultados falso-positivos incluem a
geracédo de ansiedade para a paciente em relagdo ao risco de desenvolver cancer
[72,73], bem como a realizagdo de procedimentos diagnosticos complementares ou
de controle desnecessarios, inconvenientes, desconfortaveis e caros. Alguns
estudos tém demonstrado que a distribuicdo de material educativo que explique as
pacientes o significado de resultados anormais podem reduzir a ansiedade e permitir
uma melhor compreensao do relatorio do CP [63,74].

Segundo publicagdo da Organizagdo Mundial da Saude [75], a citologia cervical
€ aceita como um teste bastante especifico para lesdes pré-malignas de alto grau ou
cancer. Entretanto, mesmo que a qualidade da coleta e do esfregacgo, da fixagao e

da coloragdo do CP sejam boas, e que o resultado seja descrito por técnicos bem
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treinados e por citopatologistas experientes, a sensibilidade do teste é considerada
apenas moderada. Os resultados de duas meta-analises realizadas para esclarecer
as questdes referentes a acuracia da citologia em detectar cancer cervical e suas
lesdes precursoras sugerem que o rastreio pela citologia seja um teste de
sensibilidade muito variavel para detectar estas lesdes [76,77].

Uma destas meta-analises, realizada na Australia [76], estimou que a citologia
teria uma sensibilidade mediana de 58% e uma especificidade mediana de 69%. A
outra meta-andlise, realizada nos Estados Unidos [77], demonstrou que a
sensibilidade do CP convencional para lesdes de alto risco varia muito comparando-
se cada um dos diferentes estudos avaliados. Esta variacao foi descrita como sendo
de 30 a 87%, com uma média de 47%. Tanto erros na coleta quanto na leitura dos
exames devem contribuir para estes achados quanto a sensibilidade da citologia.

Assumindo que a citologia seja apenas moderadamente sensivel, o declinio no
risco de cancer invasor observado nos paises desenvolvidos pode ter ocorrido em
decorréncia de uma frequéncia de rastreio suficientemente alta [75]. A neoplasia
cervical € uma doenga de progressao lenta na maioria das vezes. E muitas lesbes
intra-epiteliais de baixo grau regridem espontaneamente ou permanecem estaveis,
sem progredir. As lesbes de alto grau que deixam de ser detectadas em uma
oportunidade em que o rastreio seja feito sera provavelmente detectada em um
momento subsequente, caso haja um programa de rastreio que assegure a repeticao
frequente da citologia.

Devido a todas estas dificuldades previamente levantadas, a idéia de
desenvolver um método que possa atingir niveis aceitaveis de sensibilidade e
especificidade diagnostica, idealmente em um unico ponto temporal, parece bastante

sensato. A propria OMS sugere que as doengas sexualmente transmissiveis tenham
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um algoritmo clinico simples, baseado em testes diagndsticos que possam

idealmente ser realizados em uma unica visita [78].

2.5.0 virus do papiloma humano - HPV

Ha& muitos anos os estudos epidemiolégicos que avaliavam os fatores de risco
para o desenvolvimento de lesdes intraepiteliais cervicais pré-malignas e malignas
concluiram que havia uma transmissao de carcinégeno por contato sexual [47]. Os
avangos em virologia e na pesquisa epidemiolégica tém contribuido para o
reconhecimento da importancia clinica da infeccéo genital pelo HPV no surgimento
do céncer de colo uterino.

Hoje em dia € aceito que o HPV (especialmente HPV tipos 16, 18, 31 e 45) seja
o agente etioldgico infeccioso primario do cancer de colo uterino [2,79,80,81]. Um
estudo multicéntrico revisou amostras de cancer de colo uterino em busca do DNA
do HPV, chegando a conclusdo de que este virus estava presente em 99,7% das
amostras [8], sendo portanto, considerado agente causal da doenga.

Historicamente, os HPVs tipos 16 e 18 eram encarados como virus de alto
risco para o desenvolvimento de cancer, enquanto os HPVs tipos 6 € 11, os de baixo
risco [82]. Subsequentemente, os HPVs tipos 31, 33 e 35 também foram associados
a um risco intermediario para cancer [83,84,85,86]. Estes tipos de HPV séao
responsaveis por apenas 70% das neoplasias cervicais [82,84,87]. Outros tipos de
HPV, incluindo 42, 43, 44, 45, 51, 52, 56, 58 e 68, foram implicados como principais
agentes detectados nas lesbes de alto risco remanecentes

[82,88,89,90,91,92,93,94,95,96,97].
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Os HPV podem ser categorizados como sendo grupos de risco baixo,
intermediario e alto, baseado na sua distribuicdo relativa nas varias categorias de
diagndsticos histologicos [5,88,94,95,96,97,98].

Um estudo realizado com 1518 mulheres [6] mostrou que o DNA de subtipos
oncogénicos de HPV, denominados de alto risco, pode ser detectado através da
técnica da captura hibrida em todos os casos de cancer invasor e na maior parte das
lesdes de alto risco (97,1%).

Mais de 100 tipos diferentes de HPV ja foram reconhecidos, sendo cerca de 35
tipos encontrados no trato genital. H4 estudos sugerindo que a infec¢gdo aguda pelos
subtipos 16 e 18 de HPV possa conferir um risco adicional de desenvolvimento
rapido para neoplasia intraepitelial cervical de alto grau que pode variar de 11 a 16,9
vezes [79,99].

A infeccéo pelo HPV é uma doenga sexualmente transmissivel muito comum. A
maior parte das infec¢des, incluindo aquelas com anormalidades citologicas,
resolvem-se espontaneamente, tornando a pesquisa do DNA do HPV novamente
negativa (frequentemente com soropositividade) [100,101].

Assim, a grande maioria das infec¢des por HPV s&o causadas por subtipos ndo
oncogénicos, tais como o 6 e o 11. Estas infeccbes ndo evoluem para cancer.
Mesmo quando houver infecgdo por um subtipo de HPV oncogénico, em 70 a 80%
dos casos a infecgdo € transitéria, sem o desenvolvimento de uma neoplasia
intraepitelial cervical (NIC). Esta infeccdo costuma ser eliminada em 6 a 8 meses
[14].

Varios estudos prospectivos demonstraram que uma infeccdo persistente por
HPV de alto risco precede a manifestacdo das NICs (a lesdo precursora para o

cancer de colo uterino). A persisténcia desta infeccdo € necessaria para o
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desenvolvimento, manutengcdo e progressdo das lesdes precursoras [14,102].
Somente 5% das pacientes infectadas por HPV oncogénicos evoluirdo para o
desenvolvimento de um cancer invasor. A infeccdo por HPV é portanto, muito mais
comum do que o cancer de colo uterino.

O DNA do HPV foi identificado em cerca de 10% das mulheres com epitélio
cervical normal. A prevaléncia do virus em determinados grupos de mulheres pode
sofrer grande influéncia da faixa etaria ou de outras variaveis demograficas
[5,82,103].

Ao contrario do que ocorre com outros tipos de virus, no caso do HPV nao é
possivel distinguir o tipo de HPV implicado com cada infeccdo com base em testes
sorolégicos, porque os anti-soros ndo estdo disponiveis. Como consequéncia, 0s
virus tém sido tipados por hibridizacdo de DNA. Os virus que diferem entre si por
mais de 50% de homologia de DNA em condi¢cbes estritas de testagem séao
considerados tipos diferentes [104].

O HPV é composto de uma particula viral icosaédrica (virion), contendo 8000
pares de bases em fita dupla de DNA circular, circundadas pelo capsideo proteico.
Logo apds a infecgdo das células epiteliais, o DNA viral se estabelece em toda
espessura do epitélio. Porém, virions intactos sdo encontrados somente nas
camadas mais superficiais do tecido. Até o presente momento nao é possivel manter
culturas in vitro de HPV.

O HPV tem um tropismo especial por células epiteliais escamosas
(queratinocitos). O funcionamento de suas atividades necessarias para a produgao
de virions infecciosos ocorrem somente no epitélio escamoso completamente

diferenciado. A sintese de proteinas do capsideo viral e a montagem dos virions
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ocorre somente nas células diferenciadas terminalmente das camadas mais
superficiais do epitélio.

O genoma viral estd presente nas células epiteliais de todas as camadas do
epitélio, incluindo a camada basal. Normalmente, num epitélio escamoso, conforme
as ceélulas migram em diregdo a superficie através das diferentes camadas, elas
obedecem a uma diferenciagdo programada. O controle da expressdo genética do
HPV esta intimamente relacionado ao estado de diferenciacdo das células epiteliais.
Mas as bases deste controle ndo estdo completamente esclarecidas.

Todos os HPV exibem uma organizacdo gendmica similar. Os genes
localizados na regido chamada “precoce” (early) do genoma sédo designados como
E1, E2 e assim por diante. Os genes localizados na regido “tardia” (late) sao
denominados L1 e L2 [105]. Na fase produtiva do virus, o mRNA viral é transcrito a
partir das regides “precoces” e “tardias” do genoma. O gene L1 & responsavel por
codificar a proteina principal do capsideo, enquanto o L2 é responsavel pela proteina
menor. A fase nao produtiva do ciclo infeccioso que ocorre nas camadas mais basais
do epitélio € acompanhada da transcricdo exclusiva da parte “precoce” do genoma
[106]. A expressao concomitante dos genes E6 e E7 é suficiente para provocar a
imortalizagdo de células humanas, especialmente queratinécitos, que sao o
hospedeiro natural do HPV [107,108].

Em tumores onde o DNA do HPV foi detectado, verifica-se que ha uma
integracdo randémica do DNA viral ao humano. Em alguns casos o DNA viral esta
integrado na vizinhanga de oncogenes conhecidos, tais como o locus do c-myc no
cromossoma 8, mas isto ndo é a regra [109]. E interessante observar que os genes
E6 e E7 costumam estar integrados ao DNA humano nas amostras de tumores

estudadas, estando invariavelmente expressos [110].
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A integragdo do genoma viral ao humano em geral provoca danos nos genes
E1e E2. O HPV EZ2 é um fator regulatério viral que, no caso do HPV 16 e 18 regula
negativamente a expressdo dos genes E6 e E7. Varias observagbes embasam a
nogéo de que a perda da expressao de E2 nas células do cancer cervical seja um
passo importante na carcinogénese associada ao HPV.

Entre estas observagdes esta um estudo que demonstra que a introducao de
E2 nas células tumorais originadas do colo uterino in vitro resulta na parada do
crescimento das linhagens celulares HPV-positivas, mas ndo das linhagens
negativas para o virus [111,112]. Esta parada no crescimento das células esta
relacionada a reducao dos niveis de transcricdo de E6/E7 e acompanha-se de um
aumento nos niveis de p53 e do inibidor de quinase dependente de ciclinas p21
[113]. Em contraste com as propriedades imortalizadoras das proteinas E6 e E7 dos
HPV de alto risco (HPV 16 e 18), as proteinas E6 e E7 dos HPV de baixo risco
costumam ser inativas ou apenas fracamente ativas nos mesmos experimentos.

As proteinas E7 codificadas pelos HPVs de alto risco tém regides que se ligam
especificamente a inumeras proteinas celulares regulatérias. Entre elas esta o
produto do gene supressor tumoral de retinoblastoma, pRB, e suas proteinas
relacionadas, p107 e p130 [114]. A ligagdo destas oncoproteinas virais a pRB, p107
e p130 leva a proliferacdo celular através da ativagdo de genes que estdo sob
controle de fatores de transcrigdo. No ciclo infeccioso normal do HPV, a ligagédo de
E7 ao pRB ¢é aparentemente essencial para a ativacdo da replicacdo de DNA para o
ciclo celular em queratindcitos diferenciados, que de outra forma ja teriam saido do
ciclo celular.

Virus DNA pequenos como o HPV dependem das polimerases e demais

componentes celulares envolvidos com a replicagdo da célula hospedeira para
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replicacédo de seu proprio genoma. Como estes componentes celulares sé estdo
expressos durante a fase S do ciclo celular, estes virus precisam estimular a
proliferagdo celular e dirigir a célula para fase S. No caso do HPV, isto acontece
através da ligacéo de E7 ao pRB.

As proteinas E6 dos HPV de alto risco podem formar um complexo com a p53
através de uma proteina celular chamada E6-associated protein (EGAP - proteina
associada a E6) [115]. Isto resulta numa diminuigcdo da meia vida da p53 em células
infectadas pelos HPV de alto risco. Assim, a célula perde as propriedades
repressoras da p53, perdendo portanto a capacidade de interromper o ciclo celular
em resposta a danos provocados no DNA [116]. Isto resulta em aumento da
instabilidade gendmica celular e acumulo de anormalidades de DNA nas células de
HPV de alto risco que expressam E6. De fato, E6 pode ser diretamente implicada no
estabelecimento e propagacgéo da instabilidade genémica, uma marca na patologia
da progressao maligna das lesdes cervicais [117]. Além disso, a expressdo das
proteinas E6 dos HPV de alto risco resulta na ativagado da atividade da telomerase
em células infectadas [118].

Esta claro que a infecgao pelo HPV sozinha néo é suficiente para desencadear
a progressao carcinogénica. A expressao dos oncogenes EG6 e E7 ndo é portanto
suficiente para o desenvolvimento de cancer. O surgimento de cancer € um
desfecho raro nas infecgbes, mesmo em pacientes com HPV de alto risco. Além do
mais, o periodo de tempo que vai desde a infeccdo até o desenvolvimento de
tumores invasores pode chegar a uma década. Estudos epidemiologicos tém
sugerido que o tabagismo seja um fator de risco para o desenvolvimento de

carcinoma de colo de utero [119]. Um dos principais fatores associados com as
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propriedades carcinogénicas do HPV é o sinergismo observado entre eles, assim

como com fatores carcinogénicos externos.

2.6. Esforcos atuais na prevencao do cancer de colo uterino

Qualquer medida que resulte na diminuicdo da prevaléncia de infecgao pelo
HPV ira beneficiar mulheres em todo o mundo. Atualmente ha uma série de estudos
em varios centros de pesquisa buscando vacinas, tanto para prevenir, quanto para
tratar o cancer de colo uterino ja instalado.

Como o cancer de colo uterino esta relacionado ao HPV, uma vacina voltada
contra este virus podera ser efetiva para o tratamento da doenga [120]. Algumas
vacinas que sao capazes de induzir a produgao de anticorpos contra o HPV ja estao
em fase clinica de testes, os quais deverdo gerar as respostas sobre sua eficacia e
seguranga, e entdo, poderao ser testadas em populagdes que se encontram sob alto
risco de desenvolvimento de infeccdo por HPV [121]. Além disso, ha uma busca
constante por melhores resultados no que se refere ao tratamento de lesdes
precursoras, através de estudos clinicos com grande amostragem de pacientes que
sdo acompanhadas por longos periodos de tempo.

Em 1999 foi realizado estudo que motivou a Tese de Doutorado da Dra.
Bernardete Nonnenmacher [122], realizada em Porto Alegre. Este estudo teve como
objetivos conhecer a resposta humoral ao HPV, as variaveis epidemioldgicas
relacionadas com a resposta sorolégica e sua relagdo com o risco de lesdes
precursoras de neoplasia cervical. Observou-se que as mulheres que buscam
livremente fazer a prevencédo do cancer do colo uterino em nosso meio sdo, na sua

maioria, mulheres n&o jovens, brancas, casadas, com dois ou mais filhos, com inicio
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da vida sexual entre os 17 e 21 anos e com poucos parceiros sexuais ao longo de
sua vida, ou seja, mulheres de baixo risco. A sorologia para o HPV demonstrou-se
um marco de infecgdo pregressa e nao atual, confirmando-se como um bom
marcador de atividade sexual para uma determinada populagdo. Observou-se
também que nado existe associagéo entre a positividade soroldgica e risco de lesdes

intra-epiteliais cervicais.

2.7.Captura hibrida de segunda geracéo (CH2) — teste de DNA de HPV

A FDA (Food and Drug Administration) aprovou a pesquisa de DNA através da
técnica de captura hibrida de segunda geracdo (CH2) para identificacdo dos
diferentes tipos do HPV. Este teste pode identificar tipos oncogénicos do HPV tais
como o 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68, que estado frequentemente
relacionados a patogénese de HSIL e cancer. Outras cinco sondas detectam tipos
de baixo risco, associados a LSIL: 6, 11, 42, 43 e 44.

A coleta do material para este exame é simples. Da mesma forma que a
obtencdo de material para o CP convencional, para coleta de células do colo do
utero a ser realizada por profissional da saude (médico ou enfermeira), a paciente é
colocada em mesa ginecoldgica. Num exame ginecoldgico de rotina, a coleta do
material para CH2 é feito antes da aplicagao de acido acético ou iodo.

A amostra é coletada com uma escova cervical (Digene Cervical Brush, Digene,
Estados Unidos) e é colocada em um tubo que contém o meio adequado (Specimen
Transport Medium — STM, Digene, Estados Unidos) para o seu transporte até o
laboratério. A amostra coletada pode ser conservada no STM por até duas semanas

em temperatura ambiente, sendo enviada ao laboratério sem necessidade de
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refrigeragcdo durante este prazo. O STM contém substancias preservativas que
retardam o crescimento bacteriano e conservam a integridade do DNA. Ndo ha
nenhuma intencdo de preservar a viabilidade de organismos ou de células para
realizacdo deste exame. No laboratério as amostras devem ser conservadas a uma
temperatura de 2 a 8°C, caso o teste venha a ser feito dentro de uma semana. Se o
teste for realizado apds uma semana, as amostras devem ser conservadas a uma
temperatura de 20°C negativos.

A CH2 também pode ser realizada para exame de material proveniente de
bidépsias. Neste caso, o fragmento deve ter no maximo 5 mm de espessura.
Imediatamente apds a realizacdo da bidpsia, o fragmento deve ser colocado
diretamente no STM e conservado congelado a menos 20°C. Os fragmentos
conservados em STM podem ser transportados para o laboratério a uma
temperatura de 2 a 30°C, por no maximo 12 horas, sendo conservados entdo a
menos 20°C até a realizagdo do teste. As bidpsias menores que 2 mm de diametro

nao devem ser utilizadas para este teste.

A CH2 para a detecgdo do DNA do microrganismo em estudo, no caso HPV,
consiste de cinco passos (figura 3): 1) desnaturagao; 2) hibridizagao; 3) captura de
hibridos; 4) reagdo dos hibridos com o conjugado; e 5) detecgdo dos hibridos por
quimioluminescéncia [123,124]. Para realizacado do teste da CH2 no laboratério, uma
aliquota da amostra congelada em STM ¢é desnaturada para produzir DNA em fitas
unicas. Estas fitas de DNA s&o expostas a sondas génicas especificas para

reconhecer os tipos de interesse de HPV.
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Figura 3: Etapas do processo de detecgdo do DNA do HPV por captura hibrida de segunda geracgao.

s

1. Desnaturacao dos acidos nucleicos

A amostra cervical € misturada a uma solugdo basica que rompe os
virus ou bactérias presentes, liberando o seu DNA, que é desnaturado.
N&o é necessaria nenhuma preparagdo prévia do material.

. -
A

2. Hibridizacao das sondas RNA com o DNA do virus ou
bactéria

O DNA do HPV combina-se com as sondas RNA especificas presentes no
kit de testagem, criando hibridos de RNA/DNA.

3. Captura de Hibridos

Inimeros hibridos de RNA/DNA sdo capturados por uma superficie
solida coberta de anticorpos especificos para captura universal de
hibridos RNA/DNA.

4. Reacao dos hibridos com o conjugado

P
Os hibridos RNA/DNA ligados sdo detectados por multiplos anticorpos
conjugados a fosfatase alcalina adicionados ao sistema. O sinal
resultante pode ser amplificado em pelo menos 3000 vezes
5. Deteccgao, leitura e interpretacao dos resultados
=
3

A fosfatase alcalina ligada é detectada através de um substrato
dioxetano quimioluminescente. Através da clivagem pela fosfatase
alcalina, o substrato produz luz que é entdo medida em um fotémetro
em RLUs (Relative Light Units).
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Reagindo com cada sonda génica especifica, o DNA do microrganismo
eventualmente presente no material que esta sendo analisado forma hibridos de
RNA/DNA. Estes hibridos sdo entdo capturados por anticorpos que revestem as
paredes dos tubos ou das placas de cultura. Estes anticorpos reconhecem hibridos
DNA/RNA. A seguir, um segundo anticorpo ligado a fosfatase alcalina é adicionado
ao sistema. Os hibridos imobilizados pelos anticorpos primarios reagem com o0s
anticorpos secundarios (conjugados a fosfatase alcalina), formando um substrato
estavel. Quando este substrato € clivado pela fosfatase alcalina ligada, ocorre
emissao de luz, a qual € medida em unidades relativas de luminescéncia (relative
light units - RLUs) por um fotbmetro. Este processo permite, portanto, a detec¢ao

dos hibridos DNA/RNA ligados.

A intensidade de luz emitida denota a presenca ou auséncia do DNA em
questao na amostra examinada. Uma medida de RLUs igual ou maior que o valor do
ponto de corte indica a presenca das sequéncias de DNA do HPV na amostra. Uma
medida de RLUs menor que o valor de ponto de corte indica a auséncia das
sequéncias de DNA especificas, ou niveis de DNA do HPV abaixo dos limites de
detecgao do ensaio. O calibrador para pesquisa de DNA de HPV de alto risco é 1
pg/mL de DNA de HPV 16. Todos os testes de CH2 sdo, ao mesmo tempo,

qualitativos e quantitativos.

Para interpretagédo dos resultados, as amostras cujo resultado for RLU maior ou
igual a 1,0 s&do consideradas positivas para um ou mais tipos de HPV 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68. As amostras com resultado de RLU < 1,0 s&o
consideradas negativas ou indetectaveis. Neste caso, o DNA do HPV pode estar

ausente ou ter niveis de deteccao abaixo dos limites do teste.
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Uma série de microrganismos frequentemente encontrados na regido
anogenital feminina foram testados quanto a possibilidade de reagdes cruzadas com
a CH2 para DNA de HPV, durante o desenvolvimento do teste. Entre estes
microrganismos estdo inumeras bactérias, fungos, protozoarios, virus e plasmidios
(Lactobacillus acidophilus, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria lactamica, Neisseria
meningitides, Neisseria sicca, Gardnerella vaginalis, Haemophilus ducreyi, Candida
albicans, Treponema pallidum, Trichomonas vaginalis, Chlamydia trachomatis,
Peptostreptococcus anaerobius, Enterobacter cloacae, Proteus vulgaris, Escherichia
coli, Serratia marcescens, Fusobacterium nucleatum, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus faecalis, Streptococcus pyogenes,
Klebsiella pneumoniae, Mobiluncus curtisii, Bacteroides fragilis, Bacteroides
melaninogenicus, Mobiluncus mulieris, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma
hominis, Mycoplasma hyorhinis, Acinetobacter anitratus, Acinetobacter Iwoffi,
Adenovirus 2, Cytomegalovirus, Herpes Simplex |, Herpes Simplex Il, Virus de
Epstein-Barr, soro positivo para antigeno de superficie do Virus da Hepatite B, Virus
da Imunodeficiéncia Humana, SV40 e pBR322). O resultado destes testes foi de que
nao ha evidéncias de que qualquer destes microrganismos possa causar confusao
nos resultados da CH2 para HPV de alto risco.

Além disso, o teste também foi avaliado quanto a presenca de hibridizagao
cruzada com tipos de baixo risco de HPV, assim como outros tipos de HPV
cutaneotrépicos. Assim como existe um coquetel de sondas para testagem de tipos
de HPV de alto risco, ha um coquetel para testagem dos tipos de baixo risco (HPV 6,
11, 42, 43 e 44). Foi feita entdo a comparagéo entre CH2 para HPVs de baixo e de

alto risco.
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Quando os diferentes tipos de HPV sao testados ha evidéncias de pequena
hibridizagdo cruzada entre os HPVs 6 e 42 (ambos de baixo risco) e o grupo de
HPVs de alto risco. As amostras que contém altos niveis de DNA de HPV 6 ou 42 (4
ng/mL ou mais) podem resultar positivas em ambos ensaios (teste para HPV de
baixo e de alto risco). A significancia clinica deste achado € que pacientes que
apresentem grandes quantidades de DNA de HPV 6 ou 42 podem acabar sendo
encaminhadas para colposcopia. Além disso, o coquetel que testa HPVs de alto
risco pode apresentar reagao cruzada com os HPVs tipos 40, 53 e 66. Entretanto,
estes tipos sdo raros e ha evidéncias insuficientes para estabelecer a correlacéo
exata entre infecgao por estes tipos e desenvolvimento de lesdes de alto grau.

O efeito de sangue e de outras substancias que poderiam ter a potencialidade
de interferir no resultado dos testes também foi avaliada. Entre as substancias
avaliadas estdo cremes anti-fungicos, geléia espermicida e duchas vaginais. Estas
substancias foram adicionadas ao STM de amostras cujo resultado positivo ou
negativo era conhecido, a uma variedade de concentragbes equivalentes as
encontradas clinicamente.

N&o foi observado nenhum resultado falso positivo com sangue ou qualquer
outra destas substancias em diferentes concentragdes. Entretanto, houve resultado
falso-negativo em amostras cujos niveis de DNA de HPV estavam préximas do ponto
de corte do teste (1 pg/mL), caso grandes quantidades de creme anti-fungico ou
geléia espermicida estivessem presentes. Entretanto, € muito pouco provavel que
uma amostra clinica consista quase exclusivemente de uma destas substancias,
uma vez que o colo uterino é rotineiramente limpo antes da coleta de amostras para

CP ou testagem de HPV.
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2.8.0 papel da testagem do DNA do HPV em pacientes estratificadas conforme

risco pela citologia

A testagem do tipo de HPV tem sido proposta como um teste secundario,
realizado apds um resultado de citologia anormal, equivoco ou com atipias de baixo
grau. A utilidade da testagem do HPV para determinar a triagem para colposcopia,
no contexto de uma citologia anormal parece ser diferente para mulheres portadoras
de lesbes intra-epiteliais escamosas de baixo grau (LSIL) em comparagdo com
aquelas cujo resultado for de atipias de células escamosas de significado incerto
(ASCUS).

Quatro centros em diferentes areas dos Estados Unidos participaram de um
ensaio clinico randomizado (The Atypical Squamous Cells of Undetermined
Significance/Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesions Triage Study (ALTS)
Group) utilizando a testagem do DNA do HPV em mulheres com evidéncias
citolégicas de ASCUS ou LSIL [125].

Neste estudo as mulheres portadoras de LSIL demonstraram uma percentagem
alta (quase 83%) de positividade para o DNA do HPV, limitando a utilidade deste
teste como triagem. Relativamente poucas mulheres seriam poupadas de realizar
uma colposcopia baseado em um resultado negativo de pesquisa de HPV. Portanto,

o custo da testagem neste grupo de pacientes nao estaria justificado.

Por outro lado, os resultados de colposcopia demonstraram que somente
cerca de 5 a 10% das mulheres portadoras de ASCUS tinham lesdes de alto grau ou
cancer. A testagem do DNA do HPV nestas pacientes identificou quase todas que

precisavam de tratamento (sendo positiva em cerca de 96,3% das vezes). Ainda,



35

cerca de 99,5% das mulheres com DNA HPV considerado negativo ndo tinham
nenhuma evidéncia de lesdes pré-malignas ou malignas. Portanto, a tipagem do
HPV em pacientes com diagndstico de ASCUS identificou um numero suficiente de
pacientes que nao precisou de colposcopia ou de seguimento imediato, o0 que em
ultima analise economizou uma quantia significativa de recursos destinados a saude
[126]. Um teste negativo neste contexto forneceu uma evidéncia muito forte de que

nao havia lesdes de alto risco.

Cerca de 55% das mulheres portadoras de ASCUS teriam sido encaminhadas
para colposcopia neste estudo se o teste de DNA do HPV tivesse sido utilizado na
triagem em todos os casos. Entdo, a testagem do HPV reduziu os encaminhamentos
para colposcopia em cerca da metade, quando comparada a citologia que utilizou o

diagnostico de ASCUS como ponto de corte.

Manos e colaboradores [127] realizaram um estudo para avaliar qual o papel da
testagem de DNA do HPV em pacientes com risco estratificado pela citologia. As
amostras foram testadas para DNA do HPV por CH2 somente quando a citologia era
classificada como ASCUS. Todas as pacientes foram encaminhadas para
colposcopia para diagnéstico definitivo. Devido ao excelente valor preditivo negativo
do teste de DNA para HPV, o rastreio através do DNA mostrou-se uma estratégia
custo-efetiva quando comparada a repeticdo do CP ou colposcopia em todas as
pacientes com ASCUS.

Ha estudos realizados também na regido de Guanacaste — Costa Rica, uma
area com alta incidéncia de carcinoma de colo de utero. Nao ha programa definido
de rastreio através da citologia nesta regido. Um projeto patrocinado pelo Instituto

Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI — National Cancer Institute) realizado
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em Guanacaste comparou o rastreio convencional feito pela citologia de
Papanicolaou com a citologia liquida (Cytyc ThinPrep Processor) e com a detecgéo
de DNA do HPV através da CH2, para deteccao de neoplasia intraepitelial cervical
ou de carcinoma invasor [128]. Os dois novos testes mostraram maior sensibilidade
e especificidade do que o teste de Papanicolaou realizado em uma unica vez. Este
estudo motivou o desenvolvimento de estudos adicionais, empregando novas
abordagens diagndsticas, incluindo o rastreio do tipo de HPV (pela tipagem de DNA
por CH2), como método potencial para uso em primeira linha no rastreio de cancer
de colo de utero em paises em desenvolvimento.

Um estudo realizado na provincia rural chinesa de Shanxi, 1997 mulheres de 35
a 45 anos foram examinadas [129]. O estudo foi delineado para auxiliar no
desenvolvimento de um algoritmo diagndstico apropriado para paises em
desenvolvimento. Varios métodos foram comparados, tais como exame de DNA de
HPV por CH2 em material coletado pela propria paciente ou pelo médico, citologia
liquida, inspegao visual e colposcopia com multiplas bidpsias cervicais.

A sensibilidade e a especificidade para deteccao de lesbes NIC2 ou mais
graves neste estudo foram respectivamente: 83 e 86% para o DNA do HPV coletado
pela paciente, 95 e 85% para o DNA do HPV coletado pelo médico, 94 e 78% para
citologia liquida utilizando ASCUS como ponto de corte, 77 e 98% utilizando HGSIL
como ponto de corte, 71 e 74% para inspec¢ao visual, e 81 e 77% para colposcopia.
Com base nestes achados e na estrutura de atencédo primaria a saude existente
nesta regido da China, foi concluido que o uso da testagem de DNA do HPV
centralizada em laboratérios deve ser indicada, e que o exame do material coletado

pela propria paciente podera vir a ser efetivo no rastreio da doenga em localidades
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especificas, desde que haja desenvolvimento do material e das técnicas envolvidas
com a testagem.

A rotina em varios paises da Europa é de encaminhar para bidpsia
colposcopica as mulheres que apresentarem dois CPs consecutivos com resultado
limitrofe ou com displasia leve, dentro de um periodo de 6 meses de observacgao.
Apenas cerca de 10% destas mulheres acaba tendo diagndstico anatomo-patolégico
de NIC.

Em um estudo muito interessante realizado na Vrije Universiteit de Amsterdam,
Holanda, 278 mulheres foram seguidas por um periodo mediano de um ano e meio
(de 0 a 4 anos) para verificar quais as mulheres com estes achados citolégicos
estariam mais sujeitas a ter um diagnéstico de NIC, tanto por ocasido do
encaminhamento para colposcopia, quanto apds, no seguimento [130]. Para este fim
foram verificados o desaparecimento do HPV de alto risco e a regressédo dos
achados citologicos anormais. Parte do grupo (n=172) realizou apenas um CP,
enquanto outro grupo (n=106) realizou dois CPs consecutivos. Todas as pacientes
tinham resultado limitrofe ou com displasia leve no CP. O material para a CH2 foi
coletado na visita que antecedeu a colposcopia e outra vez durante o seguimento.
Quando havia lesdes aparentes a colposcopia, eram realizadas biopsias. O DNA de
HPV de alto risco estava presente em esfregacos iniciais de 126 (45,0%) das
mulheres; 26 (20,6%) delas tiveram confirmagdo histoloégica de NIC2 ou 3 na
primeira visita e outras 14 (11,1%), durante o periodo de seguimento. Apenas uma
das 152 mulheres (0,7%) com um resultado de DNA negativo tinha uma leséo
classificada como NIC2 na primeria visita. Nenhuma NIC foi detectada durante o

seguimento destas pacientes.
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A sensibilidade e a especificidade da CH2 para HPV de alto risco para NIC2 ou
3 na primeira visita foi de 96,3 e 60.2%, respectivamente. O valor preditivo positivo
foi de 20,6% e o valor preditivo negativo foi de 99.3%. Estes valores ndo variaram
significativamente entre os dois grupos. Além disso, a regressao dos achados
citologicos em mulheres com HPV de alto risco identificado na primeira visita ocorreu
em média 4 meses mais tarde que o desaparecimento do virus. Este estudo
demonstrou a validade da CH2 em nao deixar passar casos de NIC2 ou NIC3. O uso
da testagem de DNA no rastreio poderia evitar 55% dos encaminhamentos para
colposcopia e/ou repetigdes de citologia.

O diagnéstico de ASCUS é muito frequente e seu manejo clinico ainda nao esta
bem estabelecido. A citologia e a CH2 para DNA do HPV podem ser obtidos em uma
Unica visita, o que pode representar uma vantagem quando a populagdo a ser
rastreada tem dificuldades de aderir as campanhas preventivas. Como mencionado,
a testagem do DNA aumenta a sensibilidade do diagndstico do HPV. Por outro lado,
a testagen excessiva de HPV deve ser evitada, pois esta infec¢do viral representa
um processo bastante comum. Existe uma necessidade clara de selecionar os casos
nos quais a pesquisa do DNA do virus pode ser util.

Espera-se que este teste venha futuramente a ser integrado no manejo clinico
da neoplasia cervical. Porém, a otimizacdo de seu uso depende da escolha entre
sua sensibilidade e sua especificidade, permitindo a identificacdo de casos com
significancia clinica, enquanto evita intervengdes clinicas que n&o beneficiem e
possivelmente venham a prejudicar as pacientes [124].

No momento, acredita-se que haja trés papéis potenciais para a testagem do
DNA do HPV: 1) estratificagdo de risco de pacientes cuja citologia apresenta atipias

de células escamosas de significado incerto (ASCUS); 2) como método de rastreio
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em paises em desenvolvimento; e 3) como método de seguimento para pacientes

pacientes portadoras de doenca relacionada ao HPV apds terem sido tratadas [124].

2.9. A Cidade de Campo Bom — RS

Campo Bom localiza-se no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Sua populagao
residente total € de 47.876 habitantes, sendo cerca de 97% na regido urbana e
somente 3% de populagao rural. Cerca de 96% dos domicilios tém agua canalizada
e 81% tém instalagdes sanitarias internas. Segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, a renda mensal média dos chefes de familia em ddlares
americanos é de US$ 293,48, sendo que apenas 2% deles tém mais de 15 anos de
estudo [54,131,132].

Este municipio foi escolhido para realizagdo deste estudo devido ao grande
interesse comunitario em realizar atividades que busquem a melhor qualidade de
vida e saude da populacdo. A Liga Feminina de Combate ao Cancer de Campo Bom

teve papel fundamental.

O tema dessa pesquisa, constitui-se no estudo da identificagdo de pacientes
infectadas pelo papilomavirus humano, lesbes pré-malignas do cancer do colo
uterino e, rastreamento do proprio cancer de colo de utero em mulheres adultas,
sexualmente ativas e ndo gestantes, que participaram do rastreamento para o
cancer do colo uterino realizado pela Liga Feminina de Combate ao Cancer de
Campo Bom, RS no periodo de agosto e setembro de 2000.

Este projeto visa melhorar os programas de rastreio para o cancer de colo

uterino no nosso pais. Pretende-se aumentar a sensibilidade do diagndstico das
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lesbes pré-malignas, curaveis, e desta forma diminuir o numero de casos novos de

cancer invasor em nosso pais.
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3. OBJETIVOS

Geral

Comparar o impacto da citologia convencional, da captura hibrida de segunda
geracéao e da utilizagdo dos dois métodos combinados no rastreamento de lesdes de

alto risco para o cancer de colo uterino.

Especificos

1) Determinar a sensibilidade, a especificidade e os valores preditivos positivo e

negativo na deteccao de lesdes de alto risco para cancer de colo uterino:

a) pela citologia convencional;

b) pela captura hibrida de segunda geragao;

c) pela citologia convencional combinada com a captura hibrida de segunda

geragao.

2) Determinar o percentual de mulheres da populagdo estudada encaminhadas a
colposcopia para diagnodstico definitivo de lesdes de alto grau nos diferentes

grupos.
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Hybrid Capture for HPV DNA Testing in Cervical
Cancer Screening

Abstract

Context Human papillomaviruses (HPVs) are known to cause most cervical cancer worldwide.
Thousands of women allover the world still presents with advanced disease with a high morbidity and
mortality. Efforts to improve the screening accuracy are indispensable. Effective colposcopy triage
strategies are also needed to identify the minority of women who have clinically significant disease
while avoiding excessive follow-up evaluation for others.

Objective To provide comprehensive data on the screening performance of HPV testing for the most
common carcinogenic types in a southern Brazilian city.

Design Laboratory analysis conducted during in 2000, using cytologic and hybrid capture techniques,
followed by colposcopic examination of women with any abnormal cervical finding, to detect all
intraepithelial lesions and cancer. The HPV testing was performed with masking regarding clinical
findings.

Setting Campo Bom, Brazil.

Participants 4,725 selected adult, nonpregnant, sexually active women without hysterectomies
underwent initial HPV conventional screening with Pap smears. At the same time samples were
collected for the second-generation Hybrid Capture test (HC2). Those with abnormal findings went to
colposcopy with biopsy when a lesion was found.

Results Overall, the HC2 test was positive only in 488 (11.7%) of the 4,169 analyzed results, and in
446 the Pap smear result was negative. Therefore, the overall triage to colposcopy, exclusively based
on a positive or a missing HC2 result, would be 11,7%. The majority of Pap smear specimens were
called negative (96.2%); 109 were classified as ASCUS (2.6%); 22 were LSIL (0.5%); and only 18
showed HSIL/+ (HSIL and carcinoma) (0.4%). Evaluation of results yielded the following prevalence
percentages: 98.5% - normal; 0.8% - cervical intraepithelial neoplasia grade 1 (CIN1); and 0.6% -
CIN2/+. In this population, we showed that HPV testing with HC2 at 1.0 pg/mL detected 24 (88.9%) of
the 27 testable high-grade lesions (CIN2/+). The combination of Pap smears and HC2 tests shown
better performance than each isolated test as screening for high-risk lesions.

Conclusions As HPV prevalence varies by population, HPV by HC2 testing performance for
detection of high-grade lesions and cancer will vary accordingly, with implications for utility relative to
other cervical cancer screening methods. In this study the cytologic screening in a threshold of
ASCUS/+ combined to HC2+ tests showed 100.0% sensitivity and negative predictive value. With
these procedures the percentage of colposcopy referral was 15.4%. In regions where cervical cancer
still have a high incidence and mortality, the combination of both methods in screening can be an
alternative to try to improve cervical cancer control.
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Cervical cancer is the second or third leading cause of cancer in women worldwide, with about
400,000 cases diagnosed per year [1]. Papanicolaou (Pap) smear screening is widely recognized as
an effective method for preventing cervical carcinoma, when often repeated. Since the late 50’s Pap

test reporting classifications have evolved, with the current standard being the Bethesda system [2].

Most of the deaths caused by cervical cancer occur in women who have never had a Pap test, but
some occur in women who recently received negative test results. Many false-negative results are
caused by sampling error, when abnormal cells are not collected or are not transferred to the Pap
slide. Other can occur by detection error. Sampling and detection errors are reduced when Pap test

screening is repeated frequently [3].

A primary goal of Pap screening and follow-up procedures is to prevent cervical cancer by identifying
and treating high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL). There is general consensus by health
care providers that cytological diagnosed HSIL should be evaluated by colposcopy and biopsy.
Nonetheless, low-grade cytologic results, or inaccurate and equivocal Pap smear diagnoses are a

serious concern, remaining a large and complex clinical and public health challenge.

The most common abnormal Pap smear result is one of the equivocal, atypical squamous cells of
undetermined significance (ASCUS) [4]. The majority of ASCUS Pap tests results reflect a benign
reactive process, but in until 10% of the cases it is related to underlined high-grade squamous
intraepithelial lesions (HSIL) [5]. It was also shown that the ASCUS cytology report is not reproducible,
even among expert cervical cytopathologists [6]. Given the relatively large proportion of HSIL cases
that are associated with ASCUS cytology, effective triage of ASCUS reports is essential. Although
routine colposcopic evaluation of all ASCUS cases would provide the greatest patient protection, the

frequency of ASCUS makes it impractical, even in developed countries.

During the past 20 years, it has been shown that the same carcinogenic, genital human
papillomaviruses (HPV) cause nearly all cases of cervical cancer [7]. Human papillomavirus infection
is a very common sexually transmitted infection, with more than 35 genital types; however, only 10 to
15 types cause cancer [8,9]. Most infections, including those with cytological abnormalities, resolve
spontaneously, returning to HPV DNA negativity (often with seropositivity) [10,11]. Uncommonly, an
HPV infection will progress to a high-grade preinvasive lesion [12]. High-grade lesions typically contain
carcinogenic types of HPV. Once established, these lesions tend to persist. Many high-grade lesions

become invasive cervical cancers.

Due to this strong association between HPV and cervical cancer, added to the difficulties of Pap test
screening, accurate methods to diagnose HPV infection were needed. Current HPV infection is now
measured most sensitively by DNA detection. Several HPV DNA detection methods have been
described during the last decade, each of which allows the detection of a wide spectrum of HPV types,

but none had fulfilled all expectations [13]. Amplification-based methods, mainly PCR (polymerase
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chain reaction), are currently the most sensitive methods for detection of HPV DNA. They allow the
detection of low-viral-load infections and also minimize the risk of misclassification of HPV infectious
status. However, due to frequent contamination problems and consequent false-positive results and
the present unacceptably high costs of amplification technology, they are not currently readily

applicable to diagnostic laboratories for the routine detection of HPV infection [14].

Several studies suggest that the Hybrid Capture test (Digene Diagnostic, Silver Spring, United States)
for cancer-associated HPV types is useful for identifying patients with ASCUS Pap results who have
underlying HSIL [15,16]. The HPV DNA testing can be made from residual specimens collected for
routine cervical cytology. The majority of high-risk cases could be identified and referred for
colposcopy based on a single screening [17].

The analytic sensitivity level that optimizes clinical effectiveness of HPV testing by Second-generation
Hybrid Capture was studied and the cut point chosen at 1pg/mL [18]. Because HPV prevalence varies
by population, HPV testing positive predictive value for detection of high-grade lesions and cancer can
vary accordingly, with implications for utility relative to other cervical cancer screening methods [19].
The improvements in screening sensivity with newer methods or their combinations are expected to

provide increased clinical sensitivity in the detection of CIN2, CIN3 and cervical cancers.

This study was conducted to provide comprehensive data on HPV testing performance for
carcinogenic types in a population from the south of Brazil. We evaluated HPV testing in screening for
high-grade lesions and cancer, and estimated HPV test sensitivity and specificity and resultant rates of
referral to colposcopy over a possibly useful range of thresholds used previously for screening.
Patients in this study were screened once by conventional cytology (Pap smears) as well as by
second-generation Hybrid Capture (HC2). If any screening results were abnormal they were examined
with colposcopy and histological studies. The “gold standard” diagnosis for each patient is based on

histology results.

METHODS

Study Population

Women were selected for recruitment from a special 2-months community-based screening campaign
carried on in Campo Bom, south of Brazil. This is a 48,000-habitants city. It was chosen because a
well-committed public plan and community support, aimed to improve cervical disease control. By 6
months all the cytologic and colposcopic studies, as well as Hybrid Captures were done. A follow-up

phase is under way, but enrollment data only are presented here.

All sexually active women with age > 18 years who presented for the screening were eligible for the

study. The exclusion criteria were previous hysterectomy, present pregnancy, mental incapacity and
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refusal to participate. All subjects provided written informed consent. Signed informed consent
included a discussion of risks and benefits of participation and the possibility of being called back for

new appointments.
Clinical Specimens

For the conventional Pap test, all exfoliated cervical cells were collected by a group of ten people
(nurses and physicians). A Digene Cervical Brush (Digene Corporation, Silver Spring, MD) was used
and the samples were prepared as conventional smears. This specimen was placed in Specimen
Transport Medium (Digene Corporation, Silver Spring, MD) and shipped frozen to Sado Paulo, Brazil,
for HPV DNA testing using the Hybrid Capture 2 (HC2, Digene Corporation).

Clinical Evaluation

Conventional smears were screened in Brazil by an expert cytopathologist (C.G.Z.) The cytological
diagnose was made as per the Bethesda system [2] as within normal limits or reactive cellular
changes (negative), atypical squamous cells of undetermined significance (ASCUS), low-grade
squamous intraepithelial lesion (LSIL), high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL), or

carcinoma. Specimens of 8 women were considered insufficient.
Colposcopic Referral

As screening results became known, patients with any of the following conditions were referred for
colposcopy: (1) cytologic diagnosis of ASCUS (or AGUS - atypical glandular cells of undetermined
significance) or more severe abnormality rendered on conventional smear, or (2) Hybrid Capture

considered positive as above 1 pg/ml (RLU/CO > 1.0).

An experienced gynecologist (B.N.) performed all colposcopically directed biopsies of visible lesions.
Biopsy specimens, obtained for any colposcopically suspected cervical intraepithelial neoplasia (CIN),
were placed in separate prelabeled vials containing 10% buffered formalin. Endocervical curettage
was performed according to clinician judgment in cases where the entire transformation zone or extent
of a lesion was not visualized adequately. Material was collected by punch-biopsies and prepared as
hematoxylin-eosin stained sections. The local diagnosys was considered for clinical purposes.
Histological interpretation of biopsy specimens was conducted using a combination of the Bethesda
System [2,20] and CIN [21] terminologies.

Patients with a cytological diagnosis of high-grade lesion, and those with a high-grade histological
diagnosis (CIN2 or CIN3) or carcinoma, were referred for standard treatment. The Social Security
System responsible physicians in Campo Bom — Brazil, rendered all follow-up and final treatment

decisions. Of the 4,725 women in study, 610 were referred to colposcopy and 77.5% participated.

As a quality control measure, a 5% random sample of study subjects was referred to colposcopy to

test the screening protocol sensivity. No low- or high-grade lesions were found in women in the
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random sample having normal screening results (n = 207), suggesting that the combined screening

protocol was sensitive in identifying abnormalities.

The colposcopist was blinded about the indication for the procedure (altered Pap smear, altered HC2

or control sample with both screenings negative).

Final Diagnoses

Final case diagnoses were based on combining screening diagnoses and review (C.G.Z.) of
pathologic biopsy material from colposcopic and treatment visits. Glandular diagnoses were rare (15
cases) and subsumed under the appropriate squamous diagnosis. “Normal” was conferred on women
with negative screening tests, women referred to colposcopy for ASCUS cytology in whom a lesion
was excluded, and occasionally women downgraded to negative by final review after histology despite
initially positive cytological findings. “CIN1” included biopsy-confirmed low-grade lesions as CIN1.
"Disease" was defined as high-grade lesions (CIN2 and 3) and cancer. Of the 28 cases classified as

“disease”, 4 were histological confirmed of cancer.

The majority (4,658 women) had completely negative screening results without further needs for
colposcopy or biopsy, and were classified as “normal”. From 644 performed colposcopies, 472 had

normal colposcopic findings on exam and 111 had normal histology (from 178 performed biopsies).

HPV Testing

All testing was rigorously masked by the principal investigator.

The HC2 assay includes a mixture of probes for the following cervical cancer-associated HPV types:
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, and 68. The U.S. Food and Drug Administration-
approved threshold of 1 pg of HPV DNA/mL of test solution was used for a positive result [19]. The
low-risk probe set (types 6, 11, 42, 43, and 44) was not used in this study, because it would not give

additional information for clinical based decisions in this setting.

An aliquot of Specimen Transport Medium was denatured to produce single-stranded DNA and
reacted with a cocktail of the 13 full-length RNA probes recognizing oncogenic HPV types. Hybrids
consisting of target HPV bound to RNA probes were bound or "captured" on sides of tubes coated with
antibodies recognizing DNA:RNA hybrids. Adding a second antibody tagged with alkaline phosphatase
permitted detection of bound hybrid by a chemiluminescent readout. Test specimens in which light
emission (expressed as relative light units [RLUs]) equaled or exceeded the mean of positive controls
(PCs) consisting of 10 pg/mL HPV 16 DNA run in triplicate were categorized as positive (RLU/CO >
1.0). Higher viral levels could be estimated as the ratio of test signal over positive control, but

estimation of much lower levels was not possible because of nonlinear downward extrapolation [19].
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CO means cutoff, which is 1pg/mL level. In this study, the assay was qualitative so every sample with

RLU/CO ratio 1 or above was considered positive.

Data Analysis

The primary study endpoint case definition was established as a histological diagnosis of CIN2/+
(CIN2, CIN3, carcinoma in situ, and invasive cancer). It was based on current clinical practice in Brazil,

as in other countries, by which these considered high-risk lesions require treatment.

The binomial distribution was used to compute exact confidence intervals (Cl) for proportions (e.g.,
sensitivity). Pearson's chi-square tests for contingency tables were used to assess the associations
between categorical variables (e.g., cytological diagnoses versus HPV test results). Yates'chi-square
was used for 2x2 tables. Chi-square statistics for trend were calculated to test the significance of data
with evident ordering (such as increasing severity of cytological diagnoses related to HPV positivity).
All statistical tests were two-sided and were considered to be statistically significant at p<0.05.

RESULTS

A total of 4,806 women were identified, of whom 4,725 were eligible for the study and were
interviewed. The table 1 shows the population characteristics. About the ethnicity, 99.5% were of
Caucasian origin. Age range was 18 to 78 years, with a median age of 37 years. About 70% of the
population was younger than 45-years old. Median age at first intercourse was 18 years, with 61.5%
reporting only one lifetime sexual partner and 5.3% women with 5 or more. Of the women, 23.6 % had
three or four pregnancies with about only 10% reporting at least 5 pregnancies. The main
contraceptive method was hormonal, as mentioned by 45.2% of women. Condom was used only by

8%. Few women (18%) had ever smoked.
HC2 Results

HC2 was performed in 4,286 (90.7%) from the 4,725 elegible women. Studying the 439 lost cases for
this exam, 435 (99.1%) had normal cytology, 3 (0.7%) had ASCUS and 1 (0.2%) had HSIL/+. From
these four cytological altered results, two biopsies results were altered. The HSIL/+ had confirmatory
biopsy of “disease” (CIN2/+) and one ASCUS had CIN1 hystology.

The HC2 test positivity at the 1.0 pg/mL cut point was strongly associated with screening results from
conventional cytology and final histological diagnoses. Overall, the HC2 test was positive only in 488
(11.7%) of the 4,169 analyzed results. Percentages of HPV positivity in subgroups were 11.1% in
women with negative Pap smear, 16.5% with initial unconfirmed atypical cytologic (ASCUS) diagnoses
alone, 36.4% with low-grade lesions (LSIL), and 72.2% of high-grade lesions (HSIL/+) — Table 2 —
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p<0.001. The overall triage to colposcopy, exclusively based on a positive or a missing HC2 result,
would be 11.7%.

Cytology Results

Pap smears specimens were collected from 4,608 (97.5%) of the 4,725 enrolled women. There were 8

unsatisfactory samples (0.2%).

Table 2 shows the cytology results compared with the HPV test results (HC2). The majority of Pap
smear specimens were called negative (4,012 cases - 96.2%); 109 were classified as ASCUS (2.6%);
22 were LSIL (0.5%); and only 18 showed HSIL/+ (HSIL and carcinoma) (0.4%). There was a trend
toward increasing HPV positivity with increasing severity of cytology diagnoses: 11.1% of the negative
cytology results, 16.5% of ASCUS, 36.4% of LSIL, and 72.2% of HSIL/carcinoma cytologies were HPV
positive. From the 4,012 women with a normal cytology result, in 3,566 (88.9%) the HC2 was negative
(p<0.001). The overall triage to colposcopy, exclusively based on a cytologic result of ASCUS/+ or a

missing case, would be 3.7%.

Histology Results

Based on enroliment test results and the protocol algorithm, of 4,169 analyzed patients, 110 were
triaged to colposcopy (3.7%) by abnormal Pap smear (ASCUS/+), 449 (10.7%) by a positive result in
HC2, and 39 (0.9%) by both findings together. Only in 181 cases a lesion was found and so biopsied
(29.6% of indicated colposcopies). There was no high-grade lesion identified in colposcopies

performed in the negative control group (with both screenings negative).

Directed biopsy was performed if any CIN lesion was suspected by colposcopic examination. If the

biopsy results showed CIN2/+, the patients were referred for treatment.

Results obtained by the histology are shown in Table 3 and 4. The worse the histological diagnosis,
more often the HC2 results was positive (p<0.001). There were only 3 cases of negative HC2 with a
high-grade histology. The results from cytology vs. histology cross tabulation also showed there is a
concordance between both diagnostic methods, but in a lesser extent than with the HC2. From 17
cases of HSIL/+ cytology, 11 (64.7%) had confirmation of histological diagnosis of disease. However,
from 28 cases with histological diagnosis of disease, there were 14 (50.0%) cases of normal Pap
smear (p<0.001).

Prevalence of Disease

We assume that a colposcopically directed biopsy provides virtually complete ascertainment of disease
as previously done by other groups [22]. Evaluation of 176 biopsies, yielded the following prevalence
percentages based on histological diagnoses: 62.5% - no pathologic lesion on biopsy; 21.6% - CIN1

(low-grade histologic lesion); 15.9% - Disease (CIN2, CIN3, and carcinoma). Considering the whole
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group of women in study, the prevalence percentages were 98.5% normal, 0.8% CIN1 and 0.6%

disease.

With the single use of HC2, 11.7% of women would be referred to colposcopy compared with only
0.6% for HSIL/+ cytology. As mentioned, at the lowest cytology threshold of ASCUS/+, 3.7% of women
would be referred to colposcopy. For a combination of ASCUS cytology and positive HC2, the referral

to colposcopy would be 15.4%.

Test Sensitivity

Test sensitivity varies, depending on the threshold established for a positive test as well as on the
definition of the disease to be detected. In this protocol, ASCUS/+ was used as the threshold for
cytologic triage to colposcopy as well as the positive result in the HPV triage (HC2). Table 5 shows the
different predicted outcomes of triage strategies considering cases with diagnosis of “disease”
(CIN2/+). For calculations the following test thresholds were used: HC2 positive at 1 pg/mL and/or
cytology at ASCUS/+, LSIL/+, or HSIL/+. The values calculated for different age groups are also

shown. The percentage of women who would be referred to colposcopy in all groups is mentioned.

The HC2 test for HPV was positive in 488, resulting in a total triage sensitivity of 88.9% (95% CI =
69.7% to 97.1%) cases. Cytology was less sensitive; with 39.3% (95% CIl = 22.1% to 59.3%) of
sensivity showed by HSIL/+. From the three cases of CIN2/+ histology with a negative HC2 test result,
two had a cytologic diagnosis of HSIL/+ and one had ASCUS.

With the use of HC2, 11.7% of women would be referred to colposcopy compared to only 0.6% for
HSIL/+ cytology. Cytologies at a threshold of HSIL/+ or LSIL/+ were much less sensitive than HC2
(cytology sensivity of 39.3 and 42.8% vs. 88.8%, respectively) and referred far fewer women to
colposcopy. They were also slightly more specific (98.1% for HC2, 99.8% for HSIL/+, 99.3% for LSIL/+
and 98.9% for ASCUS/+). At the lowest cytology threshold of ASCUS/+, the sensitivity for CIN2/+
improved to 50.0% (95% CIl = 31.1% to 68.9%), with 3.7% of women referred to colposcopy.

When combining both screening methods (HC2 and cytology), the sensivity increases significantly (to
96.3 to 100%), with small losses in specificity (range of 97.4 to 97.9%, depending on the cytology
threshold). The colposcopic referral when considering both screenings together is higher, reaching
percentages around 12 to 15%. It is remarkable that the percentage prevalence for “disease” in this

population was 0.6%.

The negative predictive value was very high in all categories (99.6 to 100%). As expected, the positive
predictive value was higher in HSIL/+ group and lower in the ASCUS/+ and HC2+ group: 64.7% (95%
Cl = 38.6 to 84.7%) and 20.0% (95% CI = 13.8 to 27.9%), respectively.

We repeated the calculations for age groups because HPV infection is sexually transmitted and thus

the acute and transient infections (unrelated to prevalent high-grade lesions and cancer) peak at
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young ages [19]. Interestingly, the high-risk lesions (CIN2/+) were more prevalent in younger women,

with 0.8% in 18 to 40-y group, 0.6% in older than 30-y group and 0.3% in older than 40-y group.

As shown in table 6, HPV testing performance combined to cytology tend to show slightly better results
in the group of women above 30-years old. Unfortunately, the small number of cases diagnosed as
“disease” in each age group limited subgroup analysis. The colposcopic referral for women above 40
years old ranged from 6.3 to 8.5%, depending on cytology threshold; 4.4 to 5.4%, for women above 30
years old; and 13.1 to 15.3% in 18 to 40y age group.

COMMENT

This study was undertaken in a small countryside Brazilian city. This city has a good quality of
life pattern and is localized in the south of the country. Its immigration was mainly from Germany, what
can justify the ethnicity findings. The majority of women had only one lifetime sexual partner and only
5.3% had more than five. The first sexual intercourse median age was 18 years. Only 18% had ever
smoked. This pattern of low-risk behavior of women must be considered when discussing the findings

in this study.

The screening tests used to elect women for colposcopy were HC2 and conventional cytology.
In this study there was no external Cytopathology Quality Control Group [22] to re-review the cytology
results. The Pap smears were aimed to be just as in the normal routine procedure to avoid better
results due to optimized screening, which would not be representative of reality for this population. So
the cytology results can be seen as standard methods for this geographic area, even if potentially less
sensitive then described in similar studies. Precise estimates of cytologic test sensitivity and specificity
as it is normally done are important because they may be used to determine policy decisions, such as
recommendations for optimal frequency of screening, management of mild abnormalities, and use of
newer methods [3].

The positive and negative predictive values of HC2 for detection of high-grade lesions and
cancer, depends largely on age-specific societal sexual practices. The selected population was
relatively young, with more than 70% of women being younger than 45-y old. This could be explained

by the way women were selected. The community-based screening campaign carried on in Campo
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Bom, involved advertising at schools for children to invite their mothers, as well as at regional
industries, directed to female workers. These younger women may have had higher chances to be

reached by campaign and so selected for study.

False-positive HPV DNA results obtained with the HC2 method usually represent true infections
without serious neoplasia in young, sexually active women. The persistent infections with high-risk
HPV convey a greatly elevated risk of future high-grade neoplasia [12,23]. The addition of HPV DNA
testing to cervical cytologic screening has the potentiality to be most effective in older woman past the

peak incidence of acute infections, or in programs of repeat testing that assess viral persistence [18].

Overall, HPV testing by HC2 was more sensitive than conventional Pap testing at ASCUS/+
(88.8% vs. 50.0%) for high-grade lesions and cancer. The combined sensitivity/specificity of our
Brazilian cytopathologist collaborator (C.G.Z.) was at the high end of these values in reported literature
for conventional Pap tests [19,24]. In a methanalysis conducted to evaluate accuracy of screening to
detect cervical cancer [3], the few studies of Pap screening that were conducted in low-prevalence
samples provided the best estimates of sensitivity and specificity. Although specificity was high, the
sensitivity estimates are much lower than generally believed.
When the HC2 was added to Pap in the present study, the sensivity increased significantly,
without important losses in specificity. The negative predictive value was near by 100% in all groups

and the positive predictive value was higher in the more severe cytologic diagnosis (HSIL/+).

As expected, a negative DNA test did provide reassurance that precancer or cancer is not
present. But also did cytology. Then main advantage feature of HC2 could rest at the lower examinator

subjective interferences than conventional cytology.

HPV DNA testing should be the most sensitive screening tool for the detection of serious
cervical neoplasia, especially if adequate for local virus prevalence. This high sensivity is critical,
because the predictive value of a negative HPV test results extremely high. HPV DNA testing should
not be used alone for general screening of women, specially younger, because of the high prevalence
of infection in this age group. In this study 47% of the HC2 positive results occured in women younger
than 30-years old (data not shown). The complementary strengths of HPV testing and Pap screening

can improve cervical cancer prevention in this and other groups.
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Any application of general testing will require careful planning, to avoid excessive referrals to
colposcopy based on detection of HPV infection in its usually benign state. Using Pap smear
ASCUS/+ diagnosis as cut point for colposcopy referrals, only 3.7% of women should be directed to
the exam. When referring patients with LSIL/+ diagnosis 1.1% would have a colposcopy. As
mentioned, the referral rate for positive HC2 alone would be 11.7%. For a combination of ASCUS/+
cytology and positive HC2, the referral to colposcopy would be 15.4%, which still lower than other
studies [17,22].

The failure of cytologic screening programs to eliminate cervical cancer in regions where they
are widely available is due to many factors including the inherent false-negative results rate of the
Papanicolaou (Pap) smear, failure of both clinicians and patients to act on abnormal test results, and,
perhaps most importantly, underscreening of the population at risk [25]. In the present study only the
screening tests are being evaluated. They can be done only when the woman has decided to visit the

physician.

The potential role of HPV DNA testing in cervical screening is highly dependent on the existing
infrastructure. For settings in which screening is nonexistent, or is ineffective because of poor-quality
cytology or inherent limitations due to a high rate of inflammatory smears, the more basic questions of
sensivity, specificity, and simplicity of testing procedures become paramount. In places like Campo
Bom, where there is a low incidence of high-risk cervical lesions comparing to other regions in Brazil,
the improvement of sensivity should be discussed with a special interest, in the broad range of

activities must be done to achieve better cervical cancer control.



Table 1: Characteristics of participating women
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Variable

No. - %

Age

Age groups

Ethnicity

Age at first sexual intercourse

Entire life number of sexual partners

Parity

Contraceptive methods

Had ever smoked

range 18 — 78 years
(Median 37 years)

18-24y = 13.8%
25-34y = 27.0%
35-44y = 31.4%
45-54y = 17.9%
55-64y = 7.0%

65y or more = 2.2%
not known = 2.2%

caucasian = 99.5%

median 18 years

1 partner = 61.5%

2 partners = 19.1%

3 or 4 partners = 14.1%

5 or more partners = 5.3%

none = 15.2%

1-2 pregnancies = 50.9%

3-4 pregnancies = 23.6%

5 or more pregnancies = 10.2%

hormonal methods = 45.2%
condom = 8.0%

18.0%




Table 2: The cytology (Pap smears) results compared with the HPV test (HC2) results.
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HC2 Negative Positive Pap smear Unsatisfactory Total
results Pap smear
ASCUS LSIL HSIL/+
POSITIVE 446 18 8 13 3 488
11.1% 16.5% 36.4% 72.2% 37.5% 11.7%
NEGATIVE 3566 91 14 5 5 3681
88.9% 83.5% 63.6% 27.8% 62.5% 88.3%
Total 4012 109 22 18 8 4169
96.2% 2.6% 0.5% 0.4% 0.2% 100%

Pearson Chi-Square Test

Value 85,660

p < 0.001

Legends for table 2

HC2  — Hybrid capture (second generation assay)

ASCUS — atypical squamous cells of undetermined significance

LSIL  — low-grade squamous intraepithelial lesion

HSIL/+ — high-grade squamous intraepithelial lesion or worse (carcinoma)
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Table 3: Second-generation hybrid capture results obtained by the histology of 176 biopsied

patients irrespective the Pap smear.

HISTOLOGY
HC2 results Total
NORMAL CIN1 DISEASE

POSITIVE 55 27 24 106
49.5% 71.1% 88.9% 60.2%

NEGATIVE 56 11 3 70
50.5% 28.9% 11.1% 39.8%

Total 111 38 27 176
63.1% 21.6% 15.3% 100%

Pearson Chi-square test

Value 16,402

p<0.001

Legends for table 3

HC2 — Hybrid capture (second generation assay)

NORMAL — Negative histologic result

CIN1 — Low-grade histologic lesion (CIN1)

DISEASE — High-grade histologic lesion (CIN2, CIN3, carcinoma in situ, invasive carcinoma)



Table 4: Histology results of 176 biopsied patients considering the Pap smear.

Pap smear HISTOLOGY
results Total
NORMAL CIN1 DISEASE

NORMAL 80 23 14 117
72.7% 60.5% 50.0% 66.5%

ASCUS 15 8 2 25
13.6% 21.1% 7.1% 14.2%

LSIL 11 5 1 17
10.0% 13.2% 3.6% 9.7%

HSIL/+ 4 2 11 17
3.6% 5.3% 39.3% 9.7%

Total 110 38 28 176
62.5% 21.6% 15.9% 100%

Pearson Chi-square test
Value 36,159
p<0.001

Legends for table 4

HC2 — Hybrid capture (second generation assay)

NORMAL — Negative histologic result

CIN1 — Low-grade histologic lesion (CIN1)

DISEASE — High-grade histologic lesion (CIN2, CIN3, carcinoma in situ, invasive carcinoma)
ASCUS — atypical squamous cells of undetermined significance

LSIL — low-grade squamous intraepithelial lesion

HSIL/+ — high-grade squamous intraepithelial lesion or worse (carcinoma)
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Table 5: Predicted outcomes of triage strategies considering cases with diagnosis of “disease”

(CIN2/+). Data presented as percentage (95% confidence intervals).

Test cutt-off: Pap Positive Negative Colposc.
result with or without  Sensivity = Specificity predictive  predictive referral
HC2 value value
Only HC2 + 88.8 98.1 22.6 99.9 11.7
(69.7-97.1) (97.6-98.4) (15.3-31.9)  (99.8-99.9)
HSIL/+ 39.3 99.8 64.7 99.6 0.6
(22.1-59.3)  (99.7-99.9) (38.6-84.7)  (99.4-99.8)
HSIL/+ and/or HC2+ 96.3 97.9 23.6 99.9 12.3
(79.1-99.8)  (97.5-98.3) (16.3-32.9)  (99.8-99.9)
LSIL/+ 42.8 99.3 27.9 99.6 1.1
(25.0-62.5)  (98.9-99.5) (15.8-43.9) (99.4-99.8)
LSIL/+ and/or HC2+ 96.3 97.7 21.3 99.9 12.8
(79.1-99.8)  (97.1-98.1) (14.6-29.8)  (99.8-99.9)
ASCUS/+ 50.0 98.9 23.7 99.7 3.7
(31.0-68.9) (98.6-99.2) (14.0-36.9) (99.4-99.8)
ASCUS/+ and/or HC2+ 100.0 97.4 20.0 100.0 15.4
(84.5-100) (96.8-97.8) (13.8-27.9)  (99.8-100)

* Disease prevalence for the whole group = 0.6%

Legends of table 5
CIN2/+

— CIN2, CIN3, carcinoma

— high-grade squamous intraepithelial lesion or more severe cut-off

Pap — Conventional cytology by Pap smear

HC2 — Hybrid capture

Neg — negative result

Pos — positive result

Only HC2 +  — calculations for all positive HC2 women, irrespective cytology
HSIL/+

LSIL/+

— low-grade squamous intraepithelial lesion or more severe cytologic cut-off
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ASCUS/+ — atypical squamous cells of undetermined significance or more severe cytologic cut-
off
Test cutt-off for cytology and HC2 combinations — if each of the tests or both together were positive,

test was considered positive; if both negative, test was considered negative.
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Table 6: Predicted outcomes of triage strategies considering cases with diagnosis of “disease”

+), according age roups. bata presentea as percentages o conftidence intervail).
CIN2/ ding age g Dat ted tages (95% confid interval

Test cutt-off Positive Negative Colposc.
Population Sensivity  Specificity predictive predictive referral
value value
Pap HC2
HSIL/+ POS 90.1 99.0 25.0 100 6.3
(51.7-98.4) (98.4-99.4) (10.6-47.0) (99.7-100)
Age > 40y
(*0.3%) LSIL/+ POS 90.1 98.8 21.4 100 6.5
(51.7-98.4) (98.2-99.2) (9.0-41.4)  (99.7-100)
ASCUS/+  POS 90.1 98.6 19.3 100 8.5
(51.7-98.4) (97.9-99.1) (8.1-38.0)  (99.7-100)
HSIL/+ POS 94.7 98.6 28.6 99.9 4.4
(71.9-99.7) (98.2-99.0) (18.2-41.5) (99.8-99.9)
Age > 30y
(*0.6%) LSIL/+ POS 94.7 98.5 26.5 99.9 4.5
(71.9-99.7) (98.0-98.8) (16.8-38.8) (99.8-99.9)
ASCUS/+  POS 96.6 98.3 23.7 100 5.4
(78.1-99.5) (97.7-98.7) (14.9-35.1)  (99.8-100)
HSIL/+ POS 92.3 98.8 26.1 99.9 13.1
(62.1-99.6) (98.3-99.2) (14.7-41.4) (99.7-99.9)
Age
18 - 40y
LSIL/+ POS 92.3 99.1 31.6 99.9 13.4
(*0.8%) (62.1-99.6) (98.6-99.4) (18.1-48.8) (99.7-99.9)
ASCUS/+  POS 94.1 97.8 16.2 100 15.3
(69.9-99.2) (97.2-98.3) (9.0-27.0)  (99.8-100)

* Group prevalence of disease.

Legends of table 6

CIN2/+
Pap
HC2
Neg

Pos

— CIN2, CIN3, carcinoma

— Conventional cytology by Pap smear

— Hybrid capture

— negative result

— positive result
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HSIL/+ — high-grade squamous intraepithelial lesion or more severe cut-off

LSIL/+ — low-grade squamous intraepithelial lesion or more severe cytologic cut-off

ASCUS/+ — atypical squamous cells of undetermined significance or more severe cytologic cut-
off

Test cutt-off for cytology and HC2 combinations — if each of the tests, or both together, were positive,

test was considered positive; if both negative, test was considered negative.
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Captura hibrida para pesquisa de DNA de HPV no
rastreamento do cancer de colo uterino

Resumo

Contexto Sabe-se que o Papiloma Virus Humano (HPV) é agente causador do céncer de colo
uterino. Milhares de mulheres em todo mundo continuam apresentando-se em estagios avangados
desta doenga, com alta morbimortalidade associada. O empenho em melhorar a validade do rastreio
para este tipo de cancer € indispensavel. Sdo necessarias estratégias de triagem para colposcopia
efetivas, para identificar uma minoria de mulheres que tém doencga clinicamente significativa, evitando
seguimento excessivo para as outras.

Objectivo Determinar sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e negativo do
rastreio através da testagem do DNA do HPV para os tipos carcinogénicos mais comuns em uma
cidade do sul do Brasil.

Planejamento As analises laboratoriais foram conduzidas em 2000, utilizando-se técnicas citologicas
e a captura hibrida, seguidas de colposcopia para mulheres com qualquer achado cervical anormal,
para detectar todas as lesbes intraepiteliais e cancer. A testagem de HPV foi realizada com
mascaramento em relagdo aos achados clinicos.

Cenario Campo Bom, Rio Grande do Sul.

Participantes 4.725 mulheres adultas, ndo gestantes e sexualmente ativas, sem historia de
histerectomia, foram submetidas ao rastreio convencional inicial através da citologia pelo método de
Papanicolaou. Ao mesmo tempo, amostras foram coletadas para o teste da captura hibrida de
segunda geracao (CH2). Aquelas mulheres que tiveram achados anormais foram encaminhadas para
colposcopia, com biépsia quando fosse identificada lesao.

Resultados Em geral a CH2 foi positiva em 488 (11,7%) de 4.169 resultados analisados, e em 446, a
citologia convencional foi negativa. Portanto, o percentual de triagem para colposcopia,
exclusivamente baseado em um caso positivo de CH2, seria de 11,7%. A maior parte das amostras
da citologia convencional foi considerada negativa (96,2%); 109 foram classificadas como ASCUS
(2,6%); 22 foram LSIL (0,5%); e apenas 18 mostraram HSIL/+ (HSIL e carcinoma) (0,4%). A avaliagcao
dos resultados dos testes mostrou as seguintes prevaléncias percentuais: 98,5% - normais; 0,8% -
neoplasia intraepitelial cervical grau 1 (NIC1); e 0.6% - doentes (NIC2/+). Nesta populacéo, foi
demonstrado que o teste de HPV com CH2 1,0 pg/mL detectou 24 (88,9%) de 27 casos de lesdes de
alto grau (NIC2/+). A combinagdo da citologia convencional e do teste de CH2 mostrou melhores
resultados do que cada um dos dois testes utilizados isoladamente como rastreio para lesbes
cervicais de alto risco.

Conclusées Como a prevaléncia de infeccdo por HPV varia na populagdo, o rendimento da CH2
para deteccéo de lesbes de alto grau e cancer pode variar substancialmente, com implicacbes para
sua utilidade relativa aos outros métodos de rastreio para cancer de colo de utero. Neste estudo, o
rastreio através da citologia, considerando-se resultados de ASCUS/+ combinados com teste de CH2
positivo, demonstrou sensibilidade e valor preditivo negativo de 100%. Com esta combinacdo o
percntual de encaminhamentos para colposcopia foi de 15,4%. Nas regides nas quais o cancer de
colo uterino persiste com incidéncia e mortalidade elevados, a combinagdo da citologia e da CH2
pode ser uma alternativa para tentar melhorar o controle desta doenca.
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O céancer de colo uterino é a segunda ou terceira causa de mortalidade por cancer em mulheres do
mundo inteiro, com cerca de 400.000 casos diagnosticados por ano [1]. O rastreio efetuado pela
citologia de Papanicolaou (CP) é universalmente reconhecido como um método efetivo para a
prevengdo do cancer de colo de utero, quando realizado repetidamente. Desde o final da década de
50, a classificagdo dos achados do CP evoluiu muito, sendo atualmente empregada rotineiramente a

classificagéo pelo sistema de Bethesda [2].

A maior parte dos 6bitos por cancer de colo uterino ocorrem em mulheres que nunca realizaram um
CP. Porém, alguns o6bitos acometem mulheres que haviam tido rastreio recente com resultado
negativo. Muitos resultados falso-negativos ocorrem por erros na coleta do material, quando as
células anormais ndo chegam a ser coletadas ou néo séo transferidas para a lamina de vidro. Outros
resultados falso-negativos estéo relacionados a erros de detecgio. Os erros de coleta e de deteccao

estdo reduzidos quando o rastreio é repetido freqientemente [3].

O objetivo principal do rastreio com CP e dos procedimentos de seguimento € evitar o cancer de colo
de utero pela identificagdo e tratamento das lesdes intraepiteliais de alto-grau (HSIL). Existe um
consenso geral por parte dos responsaveis pela promogédo de saude das diferentes populagdes de
que um diagnostico citolégico de HSIL deva ser avaliado através de colposcopia e bidpsia. Entretanto,
CPs com resultado invalido ou equivoco sdo um problema sério, persistindo um grande desafio de

saude publica.

O resultado anormal mais comum do CP é um dos equivocos: atipias de células escamosas de
significado incerto (ASCUS) [4]. A maioria dos CPs com ASCUS refletem um processo reativo e
benigno, mas em até 10% dos casos, pode estar relacionado a uma lesdo de alto grau subjacente
(HSIL/+) [5]. Também foi demonstrado que o diagnéstico de ASCUS pode ser pouco reprodutivel,
mesmo entre citopatologistas experientes [6]. O principal objetivo do rastreio com CP e das medidas
de seguimento € o de prevenir o cancer cervical através da identificagdo e do tratamento de lesbes
intra-epiteliais de alto-grau (pré-malignas). Considerando a propor¢ao relativamente alta de casos de
HSIL que estdo associados com um CP lido como ASCUS, a triagem efetiva dos casos assim
diagnosticados é essencial. Apesar de a avaliagdo colposcopica de todos os casos de ASCUS
fornecer o maior indice de protegédo as pacientes, a freqiiéncia do diagnostico de ASCUS torna esta

opgao inviavel, mesmo em paises desenvolvidos.

Durante os ultimos 20 anos, demonstrou-se que os mesmos papilomavirus humanos (HPVs) genitais
carcinogénicos causam quase todos os casos de cancer de colo de utero [7]. A infec¢do por HPV é
uma doenca sexualmente transmitida muito comum, com mais de 35 tipos genitais descritos; porém
apenas 10 ou 15 tipos causam cancer [8,9]. A maior parte das infecgbes, incluindo aquelas com
anormalidades citoldgicas, resolvem-se espontaneamente, retornando o teste de DNA de HPV para

negatividade (freqiientemente com soroconversao) [10,11]. Mais raramente, uma infecgao por HPV
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progride até uma lesdo epitelial de alto grau [12]. As lesdes de alto grau tipicamente contém tipos
carcinogénicos de HPV. Uma vez estabelecidas, estas lesbes tendem a persistir. Muitas lesdes de

alto grau se tornam tumores cervicais invasores.

Devido a esta forte associagédo entre HPV e cancer, adicionada as dificuldades inerentes ao rastreio
com CP, verifica-se a necessidade de se desenvolver métodos validos para o diagnéstico da infecgéo
por HPV. A infecdo por HPV é, atualmente, medida mais sensivelmente por detec¢cao de DNA. Varios
métodos para detecgdo do DNA viral foram descritos durante a ultima década, cada um dos quais
permitindo a detecgdo de um amplo espectro de tipos de HPV, mas nenhum preenchera totalmente
as expectativas [13]. Métodos de amplificacao, principalmente PCR (polymerase chain reaction) , sao
o0s métodos mais sensiveis para detectar o DNA de HPV. Eles permitem a detecg¢ao de infecgbes com
baixa carga viral e ainda minimizam o risco de classificagdo errbnea das etapas de infec¢cdo do HPV.
Entretanto, devido aos problemas de contaminacgéo freqiientes, com conseqlientes resultados falso-
positivos, e ao custo inaceitavelmente alto da tecnologia de amplificagéo, esta técnica nao tem sido

aplicada de forma rotineira para a pesquisa de DNA de HPV nos laboratérios diagndsticos [14].

Inumeros estudos sugeriram que o teste da Captura Hibrida (Digene Diagnostic, Silver Spring, MD,
Estados Unidos) de segunda geragcédo (CH2) para tipos de HPV associados a cancer seja util para
identificagdo de pacientes com diagnéstico citopatoldgico de ASCUS que tenham uma les&o de alto
grau subjacente [15,16]. A testagem do DNA de HPV pode ser realizada a partir do material residual
da coleta de citologia cervical de rotina. A maioria dos casos de alto-risco poderia ser encaminhado

para colposcopia baseado em um rastreio Unico [17].

O nivel de sensibilidade analitica 6timo para a testagem do HPV através da Captura Hibrida de
segunda geragao foi estudado. O ponto de corte escolhido para positividade do teste foi de 1 pg/mL
[18]. Devido ao fato de a prevaléncia de HPV variar conforme a populagao estudada, o valor preditivo
positivo de um teste de HPV para a detecgdo de HSIL/+ pode variar substancialmente, com
implicacbes para a sua utilidade relativa aos outros métodos de rastreio [19]. As melhoras na
sensibilidade do rastreio através do uso de métodos mais novos ou combinagbes devem melhorar a
sensibilidade clinica na detecgédo de neoplasias intraepiteliais cervicais graus 2 e 3 (NIC2 e NIC3), e

de cancer de colo uterino.

Este estudo foi realizado para fornecer dados relativos ao desempenho da testagem do DNA de tipos
oncogénicos do HPV em uma populagédo da cidade de Campo Bom, localizada ao sul do Brasil. A
testagem do HPV foi avaliada como rastreio de lesdes de alto-risco e cancer, com estimativas de
sensibilidade e especificidade, assim como taxas finais de encaminhamentos para colposcopia,
tomando-se como base diferentes pontos de corte em cada método de rastreio. As pacientes
participantes deste estudo foram rastreadas através de uma coleta Unica de material para a citologia
convencional pelo método de Papanicolaou (CP) e da Captura Hibrida de segunda geragéo (CH2), e

entdo examinadas com colposcopia e bidpsia, caso algum resultado dos exames de rastreio fosse
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considerado anormal. O teste diagnostico considerado “padrao-ouro” para cada paciente foi baseado

nos resultados de histologia.

MATERIAIS E METODOS

Populagao estudada

As mulheres foram selecionadas para o estudo a partir de uma campanha publica especial, com
duracao de 2 meses, realizada em Campo Bom — RS, Brasil. Esta cidade tem 48.000 habitantes e foi
escolhida devido ao interesse de governantes e habitantes em melhorar o controle do cancer de colo
uterino no municipio. Em seis meses todos os exames de citologia e colposcopia, assim como CH2
haviam sido concluidos. O periodo de seguimento esta em andamento, mas os dados de inclusao na

coorte sdo aqui apresentados.

Todas as mulheres sexualmente ativas com idade > 18 anos que se apresentaram para o rastreio
foram elegiveis para o estudo. Os critérios de exclusao foram histerectomia prévia, gestagéo atual,
incapacidade mental e recusa em consentir a participagdo. Todas as pacientes forneceram
consentimento pds-informagédo escrito. A assinatura do consentimento pés-informacgao incluia uma
discussao sobre os riscos e beneficios da participacdo e a possibilidade de ser chamada no futuro

para novos encontros.
Coleta das amostras

Para o CP convencional, todas as amostras de células exfoliadas do colo uterino foram coletadas por
um grupo de dez pessoas (médicos e enfermeiras). Foi utilizada uma escova chamada Digene
Cervical Brush (Digene Corporation, Silver Spring, MD, Estados Unidos) e o material foi preparado de
forma convencional. A mesma escova era entdo colocada em um recipiente especial que continha o
meio apropriado para congelamento e transporte da amostra: STM (Specimen Transport Medium -
Digene Corporation, Silver Spring, MD). A amostra era enviada congelada para S&o Paulo — Brasil,

para a testagem do DNA do HPV através da técnica da CH2 (Hybrid Capture 2, Digene Corporation).

Avaliacgao Clinica

Os CPs foram examinados no Brasil por um citopatologista experiente (C.G.Z.). O diagnéstico
citologico foi descrito conforme a classificagdo de Bethesda entdo vigente (publicada em 1989) [2],
como negativo (dentro dos limites de normalidade ou alteragdes celulares reativas), atipias de células

escamosas de significado incerto (ASCUS), lesao intraepitelial escamosa de baixo-grau (LSIL), leséo
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intraepitelial escamosa de alto-grau (HSIL), ou carcinoma. As amostras de 8 pacientes foram

consideradas insuficientes para o exame.

Indicacao de colposcopia

Conforme os resultados do rastreio tornavam-se disponiveis, as seguintes pacientes eram
encaminhadas para colposcopia: (1) diagnostico citopatolégico de ASCUS (ou AGUS — células
glandulares atipicas de significado incerto) ou anormalidade mais grave; ou (2) CH2 considerada

positiva como superior a 1pg/mL (RLU/CO = 1,0).

Um ginecologista experiente (B.N.) realizou todas as colposcopias e bidpsias dirigidas para lesdes
visiveis. O material coletado nas bidpsias, obtido por qualquer neoplasia intraepitelial suspeita na
colposcopia, era colocado em frascos separados e pré-identificados, contendo formalina 10%. Foi
realizada curetagem endocervical de acordo com o juizo clinico nos casos em que nao era possivel
visualizar adequadamente toda a zona de transformagéo ou toda a extensdo da lesdo. As biopsias
foram feitas por punch-biopsy e subseqliientemente preparadas e coradas com hematoxilina-eosina.
As condutas clinicas foram indicadas pelo diagnéstico patolégico feito no local. A interpretacao
histoldgica da bidpsia foi conduzida utilizando-se a combinacao do sistema de Bethesda [2,20] e a

terminologia de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) [21].

As pacientes com citologia de HSIL ou anormalidades mais severas e aquelas com um diagndstico
histolégico de lesdao de alto grau (NIC2 ou 3) ou carcinoma foram referidas para tratamento
convencional. Os médicos responsaveis pela assisténcia a populagdo de Campo Bom tomaram as
decisbGes terapéuticas finais e de seguimento. Das 4.725 mulheres estudadas, 610 foram

encaminhadas a colposcopia, e 77,5% efetivaram o exame.

Como uma medida de controle de qualidade, uma amostra randémica de cerca de 5% das pacientes
foram encaminhadas a colposcopia a fim de testar a sensibilidade do protocolo de rastreio. Nenhuma
lesdo de baixo ou de alto-grau foi encontrada nestas mulheres (n=207), sugerindo que o protocolo de

rastreio combinado era sensivel em detectar anormalidades.

Houve cegamento do colposcopista no que diz respeito a indicagdo do procedimento (CP alterado,

CH2 alterada, ou amostra de controles com ambos negativos).

Diagnéstico Final

O diagnéstico final dos casos foi baseado na combinagéo dos diagndsticos do rastreio e na revisdo
das bidpsias colposcoépicas por patologista (C.G.Z.). As lesdes glandulares foram raras (15 casos),
tendo sido portanto somadas ao diagnostico de lesdo escamosa equivalente (ASCUS/AGUS). Os

casos “normais” foram considerados todas as mulheres com rastreio negativo, mulheres
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encaminhadas a colposcopia por ASCUS nas quais qualquer lesdo tenha sido excluida, e
ocasionalmente mulheres foram rebaixadas a “resultado negativo” apés revisdo histoldégica de um
diagndstico citolégico positivo inicial. “NIC1”incluiu as lesdes de baixo grau confirmadas por histologia.
“Doenga” foi definida como lesdes de alto grau (NIC2 e NIC3) e cancer. Dos 28 casos classificados
como “doencga”, 4 tiveram confirmacgéao histolégica de cancer.

A maioria (4.658 mulheres) tinha rastreio com resultados totalmente negativos, sem necessidade
subsequiente de colposcopia ou bidpsia, e foi classificada como “normal”’. De 644 colposcopias
realizadas, 472 apresentaram achados colposcépicos classificados como normais durante o exame e,

de 178 bidpsias realizadas, 111 tiveram histologia normal.

Testagem do DNA do HPV

Houve cegamento do principal investigador quanto a todas as testagens realizadas.

O ensaio utilizado na CH2 inclui uma mistura de sondas génicas para os seguintes tipos de HPV
associados a cancer de colo uterino: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68. A FDA (Food
and Drug Administration) dos Estados Unidos aprovou o valor de 1 pg de DNA de HPV por mililitro de
solucdo como ponto de corte para um resultado positivo [19]. O kit para deteccdo de HPV de baixo-
risco nao foi utilizado neste estudo (tipos 6, 11, 42, 43 e 44), porque nao acrescentaria informagdes

adicionais para decisdes clinicas sobre como tratar lesdes consideradas de alto risco.

Uma aliquota do material conservado no STM foi desnaturada para produzir DNA em fitas Unicas.
Estas fitas de DNA s&o expostas a sondas génicas especificas para reconhecer os tipos de interesse
de HPV (no teste em questao séo testados 13 tipos de HPV oncogénicos). Reagindo com cada sonda
génica especifica, o DNA do microrganismo eventualmente presente no material que esta sendo
analisado forma hibridos de RNA:DNA. Estes hibridos sdo entdo capturados por anticorpos
especificos que revestem as paredes dos tubos. A seguir, um segundo anticorpo ligado a fosfatase
alcalina é adicionado ao sistema. Os hibridos imobilizados pelos anticorpos primarios reagem com 0s
anticorpos secundarios (conjugados a fosfatase alcalina), formando um substrato estavel. Este
processo permite a detecgdo dos hibridos DNA:RNA ligados por quimioluminescéncia ultra-sensivel.
Sao consideradas positivas (RLU/PC > 1,0) as amostras cuja emissdo de fétons (expressa como
unidades relativas de luz — RLU) é igual ou superior a média dos controles positivos (PCs), que
consistem de 10 pg/mL de DNA de HPV 16 testado em ftriplicas. Niveis virais mais altos podem ser
estimados na raz&o do sinal do teste sobre seu controle positivo, mas a estimativa de valores muto
mais baixos nao costuma ser possivel devido a falta de linearidade na extrapolagdo de valores
menores [19]. O ponto de corte é entdo 1 pg/mL. Neste estudo, o ensaio foi usado como informagéo
qualitativa, assim toda amostra que apresentou razao de RLU/CO igual a 1 ou superior foi

considerada positiva.
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Analise dos dados

O principal desfecho deste estudo foi a definigdo histolégica de casos de NIC2/+ (NIC2, NIC3,
carcinoma in situ ou invasor). Esta decisdo baseou-se na pratica clinica nacional, a exemplo do que

ocorre em outros paises, pela qual estas lesdes consideradas de alto risco requerem tratamento.

A distribuicdo binomial foi utilizada para computar os intervalos de confianga para proporgdes (por ex.
sensibilidade). O teste de qui-quadrado de Pearson para tabelas de contingéncia foi utilizado para
examinar as associagdes entre as variaveis categoéricas (por exemplo, resultados de CP versus
resultados de CH2). O teste de qui-quadrado de Yates foi utilizado para tabelas 2x2. A estatistica de
qui-quadrado para as tendéncias foram calculadas para testar a significancia dos dados com
ordenagdo evidente (como o aumento da severidade do diagndstico citolégico relacionado a
positividade do HPV). Todos os testes estatisticos sdo de duas caudas e foram considerados

estatisticamente significativos se o p < 0,05.

RESULTADOS

Um total de 4.806 mulheres compareceram para o estudo, das quais 4.725 foram consideradas
elegiveis. A tabela 1 mostra as caracteristicas da populagédo. Quanto a etnia, 96,5% eram de origem
caucasiana. A variacao de idade foi de 18 a 78 anos, com uma mediana de 37 anos de idade. Cerca
de 70% da populagao tinha até 45 anos de idade. A idade mediana da primeira relagdo sexual foi de
18 anos, com 61,5% das mulheres relatando apenas um parceiro sexual ao longo da vida e 5,3% das
mulheres relatando cinco ou mais parceiros. Das mulheres estudadas, 23,6% tiveram trés ou quatro
gestacdes e apenas 10% tiveram pelo menos cinco. O método contraceptivo principal foi hormonal,
com 45,2% das mulheres. Preservativos masculinos foram usados para contracepgdo somente por

8% delas. Poucas mulheres (18%) foram alguma vez fumantes.

Resultados da captura hibrida de segunda geragéo (CH2)

A CH2 foi realizada em 4.286 (90,7%) das 4.725 mulheres consideradas elegiveis. Estudando as 439
perdas para este exame, 435 (99,1%) tinham citologia normal, 3 (0.7%) tinham ASCUS e 1 (0.2%)
tinha HSIL/+. Destes quatro resultados de citologia anormal, duas biopsias estavam alteradas. O caso
de HSIL/+ teve bidpsia confirmatdria de “doencga” (NIC2/+) e um dos ASCUS teve histologia de NIC1.

A positividade da CH2, considerando-se como ponto de corte 1,0 pg/mL, esteve fortemente associada
aos resultados do rastreio realizado através da citologia convencional (CP) e ao diagndstico
histoldgico final. Em geral, o teste de CH2 foi positivo apenas em 488 (11,7%) dos 4169 resultados
analisados. Os percentuais de CH2 positiva foram 11,1% nas mulheres com CP negativo, 16,5% com

resultado do CP inicial de ASCUS (antes da confirmagao histoldgica), 36,4% nas lesdes de baixo grau
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(LSIL), e 72,2% nas lesdes consideradas de alto grau (HSIL ou mais grave) — Tabela 2 — p<0,001. A
triagem para colposcopia exclusivamente baseada em resultados positivos de CH2 teria sido 11,7%.

Resultados da citologia

As amostras para o CP foram coletadas de 4608 (97,5%) das 4725 mulheres estudadas. Houve

apenas 8 amostras consideradas insatisfatérias (0,2%).

A tabela 2 mostra os resultados citolégicos comparados aos da CH2 para HPV. A maioria dos CP
foram negativos (4012 casos - 96,2%); 109 foram classificados como ASCUS (2.6%); 22 foram LSILs
(0.5%); e apenas 18 mostraram HSILs/+ (HSIL e carcinoma) (0.4%). Houve uma relagéo crescente
entre o aumento da positividade do HPV na CH2 e o aumento da severidade do diagnéstico do CP:
11,1% dos resultados citologicos negativos, 16,5% de ASCUS, 36,4% de LSIL, e 72,2% de CP com
HSIL/carcinoma eram positivos para HPV de alto-risco. Das 4012 mulheres que apresentaram
resultado de CP nomal, 3566 (88,9%) tinham CH2 negativa (p<0,001). A triagem de mulheres para a

colposcopia, baseada exclusivamente em um resultado de citologia de ASCUS/+ teria sido 3,7%.

Resultados da histologia

Baseado nos resultados dos testes de rastreio efetuados na primeira visita e no algoritmo do
protocolo, das 4169 pacientes analisadas, 110 foram triadas para colposcopia (3,7%) por CP anormal
(ASCUS/+), 449 (10,7%) por CH2 com resultado positivo, e 39 (0,9%) pelos resultados dos dois
exames combinados. Em apenas 181 casos a colposcopia evidenciou a presenga de lesdo, a qual foi
entdo biopsiada (29,6% de todas as colposcopias indicadas). Nao houve lesbes de alto grau
identificadas nas colposcopias realizadas no grupo controle randémico negativo (ambos exames de

rastreio negativos).

Bidpsias dirigidas foram realizadas caso qualquer leséo intraepitelial fosse identificada durante o
exame colposcopico. Se a bidpsia demonstrasse a presenga de NIC2/+ a paciente era encaminhada

a tratamento.

Os resultados obtidos pela histologia estdo representados nas tabelas 3 e 4. Quanto mais grave o
diagnostico histologico, mais freqlientemente a CH2 foi positiva (p<0,001). Houve apenas trés casos
em que a CH2 foi negativa e o diagndstico histolégico de lesdo de alto grau. A comparagao entre a
citologia e a histologia também mostra certa concordancia entre ambas, porém menos clara do que
com a CH2. De 17 casos de CP com HSIL/+, 11 (64,7%) tiveram confirmacéo histolégica de doenga.
Entretanto, de 28 casos de diagnéstico histolégico de doenga, 14 (50,0%) apresentavam CP normal
(p<0,001).
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Prevaléncia da doenga

Ficou estabelecido que as bidpsias dirigidas por colposcopia forneceriam o diagndstico de certeza,
conforme sugerido em estudos prévios [22]. A avaliacdo de 176 bidpsias produziram as seguintes
prevaléncias percentuais baseadas no diagnéstico histoldgico: 62,5% - sem lesdo patoldgica na
biopsia; 21,6% - NIC1 (leséo histolégica de baixo grau); 15,9% - Doenga (NIC2, NIC3 e carcinoma).
Considerando-se o grupo geral de mulheres participantes do estudo, as prevaléncias percentuais
foram 98.5% normal, 0,8% NIC1 e 0,6% doenga.

Com o uso da CH2, 11,7% das mulheres teriam sido encaminhadas a colposcopia quando
comparadas a apenas 0,6% para citologia de HSIL/+. Utilizando-se um ponto de corte mais baixo na
citologia, o diagnéstico de ASCUS/+, 3,7% das mulheres seriam encaminhadas a colposcopia. Para a

combinagéo de ASCUS no CP e CH2 positiva, a taxa de referéncia para colposcopia seria de 15,4%.

Sensibilidade dos testes

A sensibilidade dos testes varia na dependéncia do ponto de corte para um resultado ser considerado
positivo, assim como na definicdo de doenca a ser detectada. Neste protocolo, o resultado de
ASCUS/+ e a CH2 positiva foram utilizados como ponto de corte para a triagem citolégica para
colposcopia. A tabela 5 mostra os efeitos das diferentes estratégias de triagem, considerando os
casos classificados histologicamente como “doenga” (NIC2/+). Para os calculos foram utilizados os
seguintes pontos de corte: CH2 positiva em 1 pg/mL e/ou citologia de ASCUS/+, LSIL/+ ou HSIL/+.
Os valores calculados para os diferentes grupos etarios estdo apresentados. O percentual de
mulheres que teriam sido encaminhadas para colposcopia em cada um dos subgrupos também é
mencionado.

O teste de CH2 para HPV foi positivo em 488 mulheres, resultando em uma sensibilidade de 88,9%
para este método de triagem (IC 95% = 69,7 a 97,1%). A citologia foi menos sensivel: 39,3% (IC 95%
= 22,1 a 59,3%) apresentaram diagnéstico de HSIL/+. Dos trés casos de NIC2/+ com resultado de

CH2 negativo, dois tinham diagnéstico citolégico de HSIL/+ e um de ASCUS.

Com o uso da CH2, 11,7% das mulheres teriam sido encaminhadas para colposcopia, comparado
com apenas 0,6% para citologia de HSIL/+. A citologia avaliada nos pontos de corte de HSIL/+ ou
LSIL/+ foi muito menos sensivel do que a CH2 (sensibilidade da citologia de 39,3 e 42,8%, versus
88,8%, respectivamente) e encaminhou um numero bem menor de mulheres para colposcopia. A
citologia também foi um pouco mais especifica que a CH2 (98,1% para CH2, 99,8% para HSIL/+,
99,3% para LSIL/+ e 98,9% para ASCUS/+). No ponto de corte mais baixo da citologia, ASCUS/+, a
sensibilidade para NIC2/+ foi de 50,0% (IC 95% = 31,1 a 68,9%), com 3,7% das mulheres sendo

encaminhadas para colposcopia.
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Quando utilizada a combinagdo dos dois métodos de rastreio (CH2 e citologia), a sensibilidade
aumentou significativamente (para 96,3 a 100%), com uma pequena perda na especificidade (que
variou de 97,4 a 97,9%, dependendo do ponto de corte da citologia). O encaminhamento para
colposcopia quando os dois testes de rastreio sdo utilizados em combinacdo foi maior, atingindo
percentuais em torno de 12 a 15%. Salienta-se que a prevaléncia percentual de “doenga” nesta

populagéo foi de 0,6%.

O valor preditivo negativo foi bastante alto em todas as categorias (99,6 a 100%). Conforme
esperado, o valor preditivo positivo foi mais alto no grupo HSIL/+ e mais baixo no ASCUS/+, quando
combinados a CH2+: 64,7% (IC 95% = 38,6 a 84,7%) e 20,0% (IC 95% = 13,8 a 27,9%),

respectivamente.

Os calculos foram repetidos para diferentes grupos etarios, uma vez que a infecgao por HPV é
transmitida sexualmente. Sendo assim, infecgcbes agudas e ftransitérias (ndo relacionadas a
prevaléncia de lesbes de alto grau e cancer) tendem a ter pico de freqiéncia em mulheres mais
jovens [19]. E interessante observar que as lesdes de alto risco nesta populagéo (NIC2/+) foram mais
prevalentes entre as mulheres mais jovens, com 0,8% no grupo etario de 18 a 40 anos, 0,6% nas

mulheres com idade maior que 30 anos e 0.3% em mulheres com idade maior que 40 anos.

Conforme demonstrado na tabela 6, 0 desempenho do teste de HPV combinado com a citologia tende
a ser um pouco melhor nas mulheres com mais de 30 anos de idade. Infelizmente, o pequeno numero
de casos diagnosticados como “doenga” em cada grupo etario limitou a analise de subgrupos. Os
encaminhamentos para colposcopia para mulheres de mais de 40 anos variou de 6,3 a 8,5%,
dependendo do ponto de corte utilizado para a citologia; de 4,4 a 5,4% para mulheres de mais de 30

anos; e de 13,1 a 15,3% no grupo de 18 a 40 anos.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Este estudo foi realizado em uma cidade pequena do interior do Brasil — Campo Bom. Esta
cidade tem um padréo de qualidade de vida relativamente bom e esta localizada ao sul do pais. Sua
imigracdo mais importante foi a alem&, o que pode justificar os achados étnicos. A maioria das
mulheres referiu ter tido apenas um parceiro sexual durante toda a vida e apenas 5,3% referiu mais
de cinco. A idade mediana para a primeira relagcdo sexual foi de 18 anos. Apenas 18% tinham sido
alguma vez fumantes. Este padrao de comportamento de baixo-risco na populagao estudada deve ser

considerado ao discutir-se os achados deste estudo.
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Os testes de rastreio utilizados para eleger mulheres para colposcopia foram a CH2 e a
citologia convencional de Papanicolaou. Neste estudo n&o houve revisédo repetida da citologia, por
grupos especialmente criados com esta finalidade [22]. Os citopatolégicos foram realizados da
maneira que o séo rotineiramente, para evitar resultados melhores devido a otimizacdo do exame, os
quais nao seriam entdo representativos da realidade do método realizado habitualmente nesta
populacdo. Assim, os resultados de citologia podem ser encarados como padrdo para esta area
geografica, mesmo que pudessem ser potencialmente menos sensiveis do que o descrito em
estudos similares. As estimativas verdadeiras de sensibilidade e especificidade dos testes sao
importantes porque devem ser utilizadas para determinar as recomendagdes clinicas, tais como

frequéncia 6tima de rastreio, manejo de anormalidades leves e uso de métodos mais novos [3].

Os valores preditivos positivo e negativo da CH2 para a detecgdo de lesdes de alto grau e
cancer dependem muito das praticas sexuais especificas para idade dentro de cada comunidade. A
populagéo selecionada para o estudo foi relativamente jovem, com mais de 70% das mulheres tendo
até 44 anos de idade. Isto pode ser explicado pela forma pela qual as mulheres foram selecionadas. A
campanha comunitaria realizada em Campo Bom, RS, contou com anincios nas escolas, para
estimular as criangas a convidarem suas maes, assim como nas industrias regionais, dirigidos para as
trabalhadoras. As mulheres mais jovens da comunidade podem ter tido maiores chances de terem

sido atingidas pela campanha e consequentemente serem selecionadas para a pesquisa.

Os resultados falso positivos da pesquisa de DNA do HPV obtidos pelo método da CH2
geralmente representam infecgbes verdadeiras sem neoplasia séria em mulheres jovens e
sexualmente ativas. As infecgbes persistentes por HPV de alto risco acarretam risco elevado para
desenvolvimento futuro de neoplasias de alto grau [12,23]. A adigdo da pesquisa de DNA de HPV a
citologia no rastreio tem a potencialidade de ser mais efetiva em mulheres mais idosas, nas quais o
pico de incidéncia de infec¢gdes agudas tenha passado, ou em programas de testagem repetitiva que

verifiguem a persisténcia viral [18].

De forma geral, o teste de HPV por CH2 foi mais sensivel do que a citologia convencional,
utilizando-se o diagndstico de ASCUS como ponto de corte para o diagnéstico de lesbes de alto grau
e céancer (88,8% versus 50,0%). Os resultados de sensibilidade e especificidade de nosso
citopatologista colaborador (C.G.Z.) foram relativamente altos, comparando-se com os resultados na
literatura descrita para citologia convencional. Em uma metanalise conduzida para avaliar a validade
do rastreio em detectar o cancer cervical e lesdes associadas [3], os poucos estudos que avaliaram a
citologia convencional e foram conduzidos em amostras de baixa prevaléncia forneceram as melhores
estimativas de sensibilidade e especificidade. Nestes estudos, apesar de a especificidade ter sido

alta, as estimativas de sensibilidade foram muito mais baixas do que se acreditava.

Quando a CH2 foi adicionada a citologia no presente estudo, a sensibilidade aumentou

significativamente, sem perdas importantes em termos de especificidade. O valor preditivo negativo
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esteve proximo aos 100% em todos os grupos e o valor preditivo positivo foi mais alto nas pacientes

com diagndsticos citologicos mais severos (HSIL/+).

Conforme esperado, um teste de CH2 negativo forneceu seguranga de que lesdes pré-malignas
ou malignas ndo estavam presentes; mas a citologia também. O principal fator de vantagem para a
CH2 pode estar em uma menor interferéncia da subjetividade do observador do que a citologia

convencional.

A pesquisa de DNA de HPV por CH2 deve ser uma das ferramentas de rastreio mais sensiveis
para a detecgao de neoplasia cervical severa, especialmente se for adequada para a prevaléncia viral
local. Esta sensibilidade alta é critica, porque o valor preditivo de um teste negativo resultante é
extremamente alto. A CH2 ndo devera ser utilizada sozinha para rastreio geral de mulheres,
especialmente das mais jovens, devido a alta prevaléncia de infecgdo neste grupo. Neste estudo,
47% dos resultados de CH2 positiva ocorreram em mulheres de até 30 anos (dados nao
apresentados). As forcas complementares da pesquisa do DNA do HPV por CH2 e citologia podem

melhorar a prevengéo do cancer de colo uterino.

Qualquer aplicacao genérica da testagem ira requerer um planejamento cuidadoso, para evitar
encaminhamentos excessivos para colposcopia, baseados na detecgéo de infecgao por HPV em seu
estado benigno, que é tdo comum. Utilizando-se o diagndstico citolégico de ASCUS/+ como ponto de
corte para os encaminhamentos a colposcopia, apenas 3,7% das mulheres deveriam ter sido
referidas para o exame. Quanto ao encaminhamento de pacientes com diagnéstico de LSIL/+, 1,1%
teriam a colposcopia indicada. Conforme mencionado, a taxa de encaminhamentos para a CH2
positiva sozinha teria sido de 11,7%. Para a combinacdo de ASCUS/+ e CH2+, a referéncia para

colposcopia foi de 15,4%, o que ainda € mais baixo do que o observado em outros estudos [17,22].

As falhas dos programas de rastreio citolégico em eliminar a mortalidade provocada pelo cancer
de colo uterino em regiées onde os métodos de prevengao estdo disponiveis podem ser devidas a
inumeros fatores. Entre eles, estdo a taxa de resultados falso-negativos da citologia pelo método de
Papanicolaou, as falhas tanto de médicos quanto de pacientes em agir frente a um resultado anormal
e talvez, mais importante, a falta de cobertura da populagao sob risco pelo rastreio [25]. No presente
estudo, apenas os testes de rastreio foram avaliados. Eles podem ser efetuados somente quando a

mulher tiver decidido visitar o servigo de saude.

O papel potencial da testagem de DNA de HPV por CH2 no rastreio de lesbées de colo uterino
depende fundamentalmente da infraestrutura existente no local. Para situagbes nas quais ndo ha
rastreio, ou em que este é inefetivo devido a baixa qualidade da citologia ou a limitagdes resultantes
da alta taxa de esfregacos inflamatoérios, questdes mais basicas tais como sensibilidade,
especificidade e a simplicidade dos testes de rastreio se tornam fundamentais. Em localidades como
Campo Bom, RS, onde ha uma incidéncia relativamente baixa de lesdes de alto grau, quando

comparada a outras regides do Brasil, uma melhora potencial na sensibilidade do rastreio deve ser
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discutida com muito interesse, dentro do amplo conjunto de medidas que devem ser debatidas e

desenvolvidas para atingir melhor controle do cancer de colo uterino.



Tabela 1: Caracteristicas da populagcao estudada

99

Variavel

No. - %

Idade

Grupos etarios

Etnia

Idade da primeira relagédo sexual

Numero de parceiros sexuais (por toda vida)

Numero de gestagdes

Métodos de contracepgao

Foram alguma vez fumantes

variagdo 18 — 78 anos de idade
(Mediana 37 anos)

18-24 anos = 13,8%
25-34 anos = 27,0%
35-44 anos = 31,4%
45-54 anos = 17,9%
55-64 anos = 7,0%

65 anos ou mais = 2,2%
nao conhecida = 2,2%

caucasianas = 99,5%

mediana 18 anos de idade

1 parceiro = 61,5%

2 parceiros = 19,1%

3 ou 4 parceiros = 14,1%

5 ou mais parceiros = 5,3%

nenhuma = 15,2%

1-2 gestagodes = 50,9%

3-4 gestagdes = 23,6%

5 ou mais gestagdes = 10,2%

métodos hormonais = 45,2%
condom = 8,0%

18,0%
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Tabela 2: Resultados da citologia (CP) comparados com os resultados da captura hibrida

(CH2).
Resultados CP CP Positivo Nao Total
da CH2 Negativo satisfatorio
ASCUS LSIL HSIL/+
POSITIVO 446 18 8 13 3 488
11,1% 16,5% 36,4% 72,2% 37,5% 11,7%
NEGATIVO 3566 91 14 5 5 3681
88,9% 83,5% 63,6% 27,8% 62,5% 88,3%
Total 4012 109 22 18 8 4169
96,2% 2,6% 0,5% 0,4% 0,2% 100%

Teste qui-quadrado de Pearson

Valor 85,660
p < 0,001

Legendas para a tabela 2

CH2 — Captura Hibrida (ensaio de segunda geragao)

ASCUS — atipias de células escamosas de significado incerto

LSIL  — lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau

HSIL/+ — leséao intraepitelial escamosa de alto grau ou mais severa (carcinoma)
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Tabela 3: Resultados da captura hibrida (CH2) conforme a histologia em 176 pacientes

submetidas a bidpsia, independente do resultado do CP.

HISTOLOGIA
Resultados Total
da CH2 NORMAL NIC1 DOENCA
POSITIVO 55 27 24 106
49,5% 71,1% 88,9% 60,2%
NEGATIVO 56 11 3 70
50,5% 28,9% 11,1% 39,8%
Total 111 38 27 176
63,1% 21,6% 15,3% 100%
Teste qui-quadrado de Pearson
Valor 16,402
p<0,001
Legendas para a tabela 3
CH2 — Captura Hibrida (ensaio de segunda geragéo)

NORMAL — Resultado histolégico negativo
NIC1 — Lesao histolégica de baixo grau (Neoplasia Intraepitelial Cervical 1)

DOENCA — Lesao histoldgica de alto-grau (NIC2, NIC3, carcinoma in situ, carcinoma invasor)



Tabela 4: Resultados da histologia em 176 pacientes biopsiadas, considerando-se o

resultado da citologia (CP).
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Resultado HISTOLOGIA
do CP Total
NORMAL NIC1 DOENCA

NORMAL 80 23 14 117
72,7% 60,5% 50,0% 66,5%

ASCUS 15 8 2 25
13,6% 21,1% 7,1% 14,2%

LSIL 11 5 1 17
10,0% 13,2% 3,6% 9,7%

HSIL/+ 4 2 11 17
3,6% 5,3% 39,3% 9,7%

Total 110 38 28 176
62,5% 21,6% 15,9% 100%

Teste qui-quadrado de Pearson

Valor 36,159

p<0,001

Legendas para a tabela 4

CH2 — Captura Hibrida (ensaio de segunda geragao)

NORMAL — Resultado histolégico negativo

NIC1 — Leséo histolégica de baixo grau (Neoplasia Intraepitelial Cervical 1)

DOENCA — Lesao histolégica de alto-grau (NIC2, NIC3, carcinoma in situ, carcinoma invasor)

ASCUS — atipias de células escamosas de significado incerto

LSIL — leséo intraepitelial escamosa de baixo grau

HSIL/+ — leséo intraepitelial escamosa de alto grau ou mais severa (carcinoma)
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Tabela 5: Sensibilidade, especificidade, valores preditivos e percentual de encaminhamentos

para colposcopia nos diferentes grupos (todas mulheres, resultados de CP e de CH2), para

diagnéstico quando doenga (NIC2/+) estiver presente. Dados apresentados em percentuais

(Intervalos de Confianga para 95%)

Ponto de corte Valor Valor Encaminha-
para cada teste: Sensibili- Especifici- preditivo preditivo mentos a
CP e/ou CH2 dade dade positivo negativo colposcopia
Apenas CH2 + 88,8 98,1 22,6 99,9 11,7
(69,7-97,1) (97,6-9,84) (15,3-31,9)  (99,8-99,9)
HSIL/+ 39,3 99,8 64,7 99,6 0,6
(22,1-59,3)  (99,7-99,9) (38,6-84,7) (99,4-99,8)
HSIL/+ e/ou CH2+ 96,3 97,9 23,6 99,9 12,3
(79,1-99,8)  (97,5-98,3) (16,3-32,9)  (99,8-99,9)
LSIL/+ 42,8 99,3 27,9 99,6 1,1
(25,0-62,5)  (98,9-99,5) (15,8-43,9) (99,4-99,8)
LSIL/+ e/ou CH2+ 96,3 97,7 21,3 99,9 12,8
(79,1-99,8)  (97,1-98,1)  (14,6-29,8)  (99,8-99,9)
ASCUS/+ 50,0 98,9 23,7 99,7 3,7
(31,0-68,9) (98,6-99,2) (14,0-36,9) (99,4-99,8)
ASCUS/+ e/ou CH2+ 100,0 97,4 20,0 100,0 15,4
(84,5-100) (96,8-97,8) (13,8-27,9)  (99,8-100)

* Prevaléncia de doencga para todo o grupo = 0,6%

Legendas da tabela 5

NIC2/+ — NIC2, NIC3, carcinoma
CP — Citologia convencional de Papanicolaou
CH2 — Captura hibrida de segunda geracao

Apenas CH2 + — calculos para todas as mulheres CH2+, independente da citologia
HSIL/+
LSIL/+
ASCUS/+

— leséo intraepitelial de alto grau ou mais severa

— les&o intraepitelial de baixo grau ou mais severa

— células escamosas com atipias de significado incerto ou mais severo

Ponto de corte para combinagdes entre a citologia e a CH2 — se um dos dois testes ou ambos fosse

positivo, teste considerado positivo; se ambos negativos, teste considerado negativo.
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Table 6: Sensibilidade, especificidade, valores preditivos e percentual de encaminhamentos

para colposcopias nos diferentes grupos etarios, considerando casos com diagndstico de

“doenga” (NIC2/+). Dados percentuais (95% confidence interval).

Ponto de corte Valor Valor Encam.
Populagéao Sensibili- Especifi- preditivo preditivo para
dade cidade positivo negativo colposco-
CP CH2 pia
HSIL/+ POS 90,1 99,0 25,0 100 6,3
(51,7-98,4) (98,4-99.4) (10,6-47,0) (99,7-100)
Idade
> 40 anos
LSIL/+ POS 90,1 98,8 21,4 100 6,5
(*0,3%) (51,7-98,4) (98,2-99,2) (9,0-41,4) (99,7-100)
ASCUS/+ POS 90,1 98,6 19,3 100 8,5
(51,7-98,4) (97,9-99,1) (8,1-38,0) (99,7-100)
HSIL/+ POS 94,7 98,6 28,6 99,9 4.4
(71,9-99,7) (98,2-99,0) (18,2-41,5) (99,8-99,9)
Idade
> 30 anos
LSIL/+ POS 94,7 98,5 26,5 99,9 4,5
(*0,6%) (71,9-99,7) (98,0-98,8) (16,8-38,8) (99,8-99,9)
ASCUS/+ POS 96,6 98,3 23,7 100 54
(78,1-99,5) (97,7-98,7) (14,9-35,1)  (99,8-100)
HSIL/+ POS 92,3 98,8 26,1 99,9 13,1
(62,1-99,6) (98,3-99,2) (14,7-41,4) (99,7-99,9)
Idade de
18 a 40
anos LSIL/+ POS 92,3 99,1 31,6 99,9 13,4
(62,1-99,6) (98,6-99,4) (18,1-48,8) (99,7-99,9)
(*0,8%)
ASCUS/+ POS 94,1 97,8 16,2 100 15,3
(69,9-99,2) (97,2-98,3) (9,0-27,0) (99,8-100)

* Prevaléncia de doenga no grupo.

Legendas da tabela 6

NIC2/+
CP
CH2
Neg

— NIC2, NIC3, carcinoma

— Citologia convencional de Papanicolaou

— Captura hibrida de segunda geragao

— Resultado negativo
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Pos — Resultado positivo

HSIL/+ — lesao intraepitelial de alto grau ou mais severa

LSIL/+ — leséo intraepitelial de baixo grau ou mais severa

ASCUS/+ — células escamosas com atipias de significado incerto ou mais severo

Ponto de corte para combinag¢des entre a citologia e a CH2 — se um dos dois testes ou ambos fosse

positivo, teste considerado positivo; se ambos negativos, teste considerado negativo.
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7. CONCLUSOES

Conclusdo geral

A combinagdo da citologia convencional e da captura hibrida de segunda
geracéao foi superior ao uso isolado de cada um destes métodos como instrumento

de deteccdo de lesbes de alto risco para o cancer de colo uterino.

Conclusodes especificas

1. Com relagao a deteccao de lesdes de alto risco:

a. A citologia convencional teve uma sensibilidade de 39,3 a 50%, uma
especificidade de 98,9 a 99.8%, um valor preditivo positivo de 23.7 a

64.7% e um valor preditivo negativo de 99,6%.

b. A captura hibrida de segunda geragao teve sensibilidade de 88,8%,
especificidade de 98,1%, valor preditivo positivo de 22,6% e valor

preditivo negativo de 99,9%.

c. O uso combinado da citologia convencional e da captura hibrida de
segunda geragao apresentou uma sensibilidade de 96,3 a 100%, uma
especificidade de 97,4 a 97,9%, um valor preditivo positivo de 20,0 a

23,6% e um valor preditivo negativo de 99,9%.
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2. O percentual de referéncias para colposcopia a partir do rastreio € baixo
quando se utiliza a citologia isoladamente (de 0.6 a 3.7%), podendo ser mais
elevado quando se utiliza a CH2 (11.7%), ou quando ambos métodos sao

empregados em combinacao (de 12,3 a 15,4%).
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ANEXO | — Consentimento livre e esclarecido

Consentimento Livre e Esclarecido

RASTREAMENTO DA CANCER DO COLO UTERINO POR CAPTURA HIBRIDA DE SEGUNDA
GERACAO (CH2)

(Nome completo do paciente — preencher em letra de forma) Idade

Prezada Senhora,

Estou Ihe consultando e convidando a participar de um estudo de pesquisa intitulado “Uma
nova era no rastreamento do cancer do colo uterino e doengas sexualmente transmissiveis por
captura hibrida de segunda geragéo”. Este Estudo faz parte de uma colaboragéo entre a Universidade
Federal do Rio Grande do Sul e a Liga Feminina de Combate ao Cancer de Campo Bom. Este estudo
estd sendo coordenado por mim, pela Prof. Mary Clarisse Bozzetti e pelo Prof. Gilberto

Schwartsmann.

Objetivo do Estudo: Rastrear o maior numero possivel de lesdes pré-malignas no colo uterino,
através do rastreamento convencional com o exame Papanicolaou associado ao teste de DNA para o
HPV.

Procedimentos: Se a senhora concordar em participar deste estudo, em primeiro lugar ira
responder a um questionario. A seguir ira coletar o exame Papanicolaou da mesma forma com que ja
vem coletando: uma escova sera introduzida em seu colo uterino e estas células ai coletadas seréao
enviadas para exame. Pela mesma coleta sera obtido material para pesquisa de DNA para HPV,

Clamidia e Gonococo.

Numero de Participantes: Neste estudo participarao cerca de 4000 mulheres.
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Beneficios do estudo : A senhora nao recebera dinheiro para participar deste estudo. Estara
realizando os exames Papanicolaou e DNA gratuitamente. Estara igualmente recebendo tratamento
adequado, caso venha a ser necessario, pela detecgdo de uma lesdo em seu colo uterino, ou mesmo
cancer; ou seja, caso seus exames de citologia convencional, ou exame de DNA para HPV estiverem
alterados, Ihe chamaremos para retornar para uma colposcopia e, se apresentar lesdo em seu colo do
utero, sera submetida a bidpsia. Caso a senhora apresente lesdo de alto grau (lesdo pré-maligna
mais séria e ainda curavel), sera convidada a realizar um pequeno procedimento cirurgico chamado
conizagcao do seu colo uterino. Este € o procedimento convencional para mulheres com estas

alteragdes, mesmo que fora do presente Estudo.

Neste estudo, a senhora estara igualmente recebendo tratamento para doengas sexualmente
transmissiveis, como Clamidia ou Gonococo, caso seu exame seja positivo para tal. A senhora
também podera contar com qualquer esclarecimento que necessite sobre seus exames pelo meu
telefone 051 3113846.

Riscos de participar: O seu risco potencial na participagdo neste estudo é a possibilidade de
ter sangramento leve apés a coleta do exame Papanicolaou. No momento da coleta inicial (citologia e
DNA) podera sentir um leve desconforto como uma cdlica, e pode também apresentar um leve
sangramento que costuma durar nao mais do que 2 dias (quando ocorrer).
Caso a senhora venha a realizar uma biépsia, podera ter sangramento, ainda leve, por quase 15 dias,
que é o tempo que leva para o colo uterino cicatrizar. Estes riscos serdo controlados através da

realizagcao da coleta por pessoal experiente.

Gostaria ainda que a senhora lesse com cuidado os itens abaixo, e caso concorde com todos, assine

o presente documento:

1. Neste estudo estamos oferecendo o procedimento tradicional de coleta de células para a
prevengao do cancer do colo uterino, apenas acrescentando, na mesma forma de coleta, novos

métodos diagndsticos, aumentando sua chance de encontrar lesées que devam ser tratadas.

2. Estamos |he dando a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer duvida a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados

com a pesquisa e o seu tratamento.

3. Vocé tém a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar

do Estudo, sem que isto traga prejuizo a continuagdo do seu cuidado e tratamento.

4. E dada a garantia de que a senhora ndo sera identificada e sera mantido o carater confidencial

de informagao em relagao a sua privacidade.
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5. Foi assumido o compromisso de proporcionar-lhe informagao atualizada obtida durante o

estudo, ainda que esta possa afetar sua vontade em continuar participando.

6. Foi garantido que gastos adicionais serao absorvidos pelo orcamento da pesquisa.

Assino o presente documento em duas vias de igual teor, ficando uma em minha posse. A minha
assinatura neste Consentimento Livre e Esclarecido dara autorizagao ao corrdenador do estudo, ao
Comité de Etica, e a organizagdo governamental de saude de utilizarem os dados obtidos quando se

fizer necessario, incluindo a divulgagédo dos mesmos, sempre preservando a minha privacidade.

Data: de de 2000.

Assinatura do paciente:

Assinatura do pesquisador responsavel:

Nome do pesquisador responsavel: Dra. Bernadete Nonnenmacher.

Conselho Regional N° : 16166 (CRM)

Declaro que este formulario foi lido para em |/ |/ pela Dra. Bernadete

Nonnenmacher ou sua equipe, quando eu estava presente.

Assinatura da Testemunha Assinatura de Testemunha
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ANEXO Il - Declaracao de Helsinque VI

Associacao Médica Mundial - 1964 - 2000

Adotada na 182 Assembléia Médica Mundial, Helsinque, Finlandia (1964), alterada
na 292 Assembléia, em Toéquio, Japdo (1975), 352 em Veneza, Italia (1983), 412 em
Hong Kong (1989), 482 Sommerset West/Africa do Sul (1996) e 522

Edimburgo/Escécia (out/2000).

Texto da Declaragao

A . INTRODUCAO

1. A Associagdo Médica Mundial promulgou a Declaragdo de Helsinque como uma
proposta de principios éticos que sirvam para orientar os médicos e outras pessoas
que realizam pesquisa médica. A pesquisa médica inclui a investigacdo do material

humano ou de informacdes identificaveis.

2. O dever do médico é promover e velar pela saude das pessoas. Os

conhecimentos e a consciéncia hao de se subordinar ao cumprimento desse dever.

3. A Declaragdo de Genebra da Associagdo Médica Mundial vincula o médico com a
férmula “A saude de meu paciente sera minha principal considera¢ao”, e o Cdodigo

Internacional de Etica Médica afirma que: “Qualquer ato ou conselho que possa vir a
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reduzir a resisténcia fisica ou mental de um ser humano s6 podera ser usado em seu

interesse”.

4. O progresso da medicina se baseia na investigacdo, a qual, em ultima instancia,

tem que recorrer, muitas vezes, a experimentacdo em seres humanos.

5. Na pesquisa biomédica, a preocupacao pelo bem-estar dos seres humanos deve

ter sempre primazia sobre os interesses da ciéncia e da sociedade.

6. O propdsito principal da pesquisa biomédica em seres humanos é o
aperfeigoamento dos procedimentos preventivos, diagnésticos e terapéuticos, e
também compreender a etiologia e patogenia das enfermidades. Inclusive, os
melhores métodos preventivos, diagndsticos e terapéuticos disponiveis devem ser
postos a prova continuamente através da investigacdo para que sejam eficazes,

efetivos, acessiveis e de qualidade.

7. Na pratica médica atual, a maioria dos procedimentos preventivos, diagndsticos e

terapéuticos envolvem riscos e custos. Isto se aplica a pesquisa biomédica.

8. A pesquisa biomédica esta sujeita a normas éticas que servem para promover 0
respeito a todos os seres humanos e para proteger sua saude e seus direitos
individuais. Algumas populagdes submetidas a pesquisa biomédica sao vulneraveis
e necessitam protecéo especial. Devem-se reconhecer as necessidades particulares
dos que tém desvantagens econOmicas e medicas. Também se deve prestar

atencao especial aos que nao podem outorgar ou recusar o consentimento por si
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mesmos, aos que podem outorgar o consentimento sob pressdo, aos que nao se
beneficiardo pessoalmente com a pesquisa e aos que tém a investigacdo combinada

com a atencdo médica.

9. Os investigadores devem conhecer os requisitos éticos, legais e juridicos para a
pesquisa biomédica em seus proprios paises, da mesma forma que os requisitos
internacionais vigentes. Nao se deve permitir que um requisito ético, legal ou juridico
diminua ou elimine qualquer medida de protecdo para os seres humanos

estabelecida nesta Declaragéo.

B. PRINCIiPIOS BASICOS PARA TODA PESQUISA BIOMEDICA

10. Na pesquisa biomédica é dever do médico proteger a vida, a saude, a intimidade

e a dignidade do ser humano.

11. A pesquisa biomédica que envolve seres humanos deve estar de acordo com os
principios cientificos geralmente aceitos e deve se apoiar em um profundo
conhecimento da bibliografia cientifica, em outras fontes de informacgao pertinentes,
assim como na experimentacdo adequadamente conduzida com animais ou em

laboratorio, quando seja oportuno.
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12. Ao pesquisar, ha que se prestar atencdo adequada aos fatores que possam
prejudicar o meio ambiente. Deve-se cuidar também do bem-estar dos animais

utilizados nos experimentos.

13. O projeto e o método de todo procedimento experimental em seres humanos
deve ser formulado claramente em um protocolo experimental (projeto de pesquisa).
Este deve ser enviado para consideragédo, comentarios, orientagcdo, e, quando seja
oportuno, aprovagado por um comité de avaliacdo ética especialmente designado,
que deve ser independente do investigador, do patrocinador ou de qualquer tipo de
influéncia indevida. Subentende-se que esse comité independente deve atuar em
conformidade com as leis e regulamentos vigentes no pais onde se realiza a
pesquisa. O comité tem o direito de controlar o experimento em curso. O
investigador tem a obrigagao de proporcionar informagéo do controle ao comité, em
especial sobre todo incidente adverso grave. O investigador também deve
apresentar ao comité, para que a revise, toda informagdo sobre financiamento,
patrocinadores, filiagdes institucionais, outros possiveis conflitos de interesse e

incentivos para as pessoas envolvidas com o estudo.

14. O projeto de pesquisa deve sempre fazer referéncia as consideragdes éticas
pertinentes, e deve indicar que tenham sido observados os principios enunciados

nesta Declaracao.

15. A pesquisa biomédica que envolve seres humanos deve ser desenvolvida
somente por pessoas cientificamente qualificadas e sob supervisdo de um meédico

clinicamente competente. A responsabilidade pelos seres humanos deve recair
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sempre em uma pessoa com capacitagdo meédica, nunca nos participantes da

investigacdo, mesmo que tenham outorgado seu consentimento.

16. Todo projeto de pesquisa biomédica que envolve seres humanos deve ser
precedido de uma cuidadosa comparacao dos riscos calculados com os beneficios
previsiveis para o individuo ou para outros. Isto ndo impede a participacdo de
voluntarios sdos na investigagdo. Os projetos de todos os estudos devem estar

disponiveis para o publico.

17. Os médicos devem se abster de participar de projetos de investigacdo em seres
humanos a menos que estejam seguros de que os riscos inerentes tenham sido
adequadamente avaliados e de que seja possivel enfrenta-los de maneira
satisfatoria. Devem interromper o experimento em andamento se observarem que os
riscos implicados sdo mais importantes que os beneficios esperados, ou se existem

provas conclusivas de resultados positivos ou proveitosos.

18. A pesquisa biomédica envolvendo seres humanos s6 deve ser realizada quando
a importancia de seu objetivo for maior que o risco inerente e os custos para o
individuo. Isto é especialmente importante quando os seres humanos sao voluntarios

saudaveis.

19. A pesquisa biomédica so se justifica se existirem possibilidades razoaveis de que
a populagao, sobre a qual a investigagdo se realiza, podera se beneficiar de seus

resultados.
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20. Para tomar parte em um projeto de pesquisa, os individuos devem ser

participantes voluntarios e informados.

21. Sempre deve ser respeitado o direito de protecdo a integridade dos participantes
da investigagcdo. Devem ser tomadas todas as formas de precaugao para resguardar
a privacidade dos individuos, a confidencialidade da informacao do paciente e para
reduzir ao minimo as consequéncias da pesquisa sobre sua integridade fisica e

mental, e sua personalidade.

22. Em toda investigagdo em seres humanos, cada individuo potencial deve receber
informagdo adequada sobre os objetivos, métodos, fontes de financiamento,
possiveis conflitos de interesses, filiagdes institucionais do investigador, beneficios
esperados, possiveis riscos e sobre o desconforto que a pesquisa possa trazer. O
participante em potencial deve ser informada de que tem plena liberdade para se
abster de participacdo na pesquisa e de que € livre para suspender o consentimento
sobre sua participagdo a qualquer momento, sem expor-se a represalias. Depois de
estar assegurado que o individuo compreendeu a informagao, o médico deve obter
entdo, de preferéncia por escrito, o consentimento informado e voluntario da pessoa.
Se o consentimento ndo pode ser obtido por escrito, o processo para obté-lo deve

ser documentado formalmente perante testemunhas.

23. Ao obter o consentimento informado para o projeto de pesquisa, 0 médico deve
ter especial cuidado com o individuo que, de alguma forma, esta vinculado por uma
relacdo de dependéncia ou possa ter concordado sob pressdo. Neste caso, o

consentimento informado deve ser obtido por um médico bem informado que nao
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participe da investigagdo e que seja completamente independente nesse

relacionamento oficial.

24. No caso de incapacidade legal, o investigador deve obter o consentimento
informado do representante legal e de acordo com a legislagdo do pais. Se o
potencial participante for inabilitado fisica ou mentalmente para outorgar
consentimento, ou menor de idade, ndo deveria ser incluido na investigagao, a
menos que esta seja necessaria para promover a saude da populagao representada

e este estudo ndo possa ser realizado em pessoas legalmente capazes.

25. Se um potencial participante, considerado legalmente incapaz, como o caso de
um menor de idade, é capaz de dar seu assentimento para participar ou ndo da
pesquisa, o investigador deve obté-lo, além do consentimento do representante

legal.

26. A pesquisa em individuos dos quais ndao se pode obter consentimento, inclusive
por representante ou com antecedéncia, deve-se realizar somente se a condi¢cao
fisica e mental que impede a obtengcdo do consentimento informado seja uma
caracteristica necessaria da populagdo investigada. As razdes especificas pelas
quais se utilizam participantes na investigagdo que n&o podem outorgar seu
consentimento informado devem ser estipuladas no protocolo experimental que se
apresenta para consideracéo e aprovacao do comité de avaliagdo. O protocolo deve
estabelecer que o consentimento para se manter na investigagdo deve ser obtido,

com a brevidade possivel, do individuo ou de um representante legal.
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27. Tanto os autores como os editores tém obrigagdes éticas. Ao publicar os
resultados de sua investigacdo, o médico esta obrigado a manter a exatiddo dos
dados e resultados. Devem-se publicar tanto os resultados negativos como os
positivos ou entdo, de alguma maneira, devem estar a disposi¢do do publico. Na
publicacdo deve ser citada a fonte de financiamento, filiacdes institucionais e
qualquer possivel conflito de interesses. As informagdes sobre investigagdes que
nao se cinjam aos principios descritos nesta Declaragao, ndo devem ser aceitos para

publicagao.

C. PRINCIPIOS APLICAVEIS QUANDO A PESQUISA BIOMEDICA SE COMBINA

COM A ATENGAO MEDICA.

28. O médico pode combinar a pesquisa biomédica com a atencido médica, sé na
medida em que tal investigagdo estabeleca um crédito justificado no seu valor
potencial preventivo, diagndstico ou terapéutico. Quando a pesquisa biomédica se
combina com a atengdo médica, as normas adicionais se aplicam para proteger os

pacientes que participam da investigagao.

29. Os possiveis beneficios, riscos, custos e eficacia de todo procedimento novo
devem ser avaliados mediante sua comparagdo com os melhores métodos
preventivos, diagnosticos e terapéuticos disponiveis. Isso ndo exclui o uso de um
placebo, ou nenhum tratamento em estudos para os quais ndo se dispde de

procedimentos preventivos, diagnosticos ou terapéuticos comprovados.
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30. Ao final da investigagao, todos os pacientes que participam do estudo devem ter
a certeza de que contardo com os melhores métodos preventivos, diagnosticos e

terapéuticos disponiveis, identificados pelo estudo.

31. O médico deve informar cabalmente ao paciente sobre os aspectos da atencao
que tém relagdo com a pesquisa. A negativa de um paciente a participar de uma

investigacdo nunca deve perturbar a relagdo meédico-paciente.

32. Quando os métodos preventivos, diagndsticos ou terapéuticos disponiveis
resultaram ineficazes na atencdo de um enfermo, o médico, com o consentimento
informado do paciente, pode se permitir usar procedimentos preventivos,
diagndsticos e terapéuticos novos ou nao experimentados, se a seu juizo, isso da
alguma esperancga de salvar a vida, restituir a saude ou aliviar o sofrimento. Sempre
que seja possivel, tais medidas devem ser investigadas a fim de avaliar a sua
seguranga e eficacia. Em todos os casos essa informagao nova deve ser registrada
e, quando seja oportuno, publicada. Devem-se seguir todas as outras normas

pertinentes desta Declaragéo.
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