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RESUMO

Introdugdo: O céncer de colo uterino, apesar de ser uma das patologias
malignas de facil rastreio e prevengdo, ainda é um importante problema na
salde coletiva. E responsavel por uma elevada taxa de mortalidade no
mundo, com cerca de 265 mil dbitos/ano principalmente em paises menos
desenvolvidos, nos quais ocorrem em 80% dos casos. Objetivo: Avaliar a
acurécia do teste de RNAm HPV como preditor para a recorréncia de LesGes
Intraepiteliais Escamosas de Alto Grau ou cancer em pacientes submetidas a
tratamento excisional. Materias e Métodos: A revisdo sistemética foi
realizada fazendo-se uma busca nas bases de dados Medical Literature
Analysis and Retrieval System Online (Medline) via Pubmed, Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), Cancer
Literature (Cancerlit), SciVerse Scopus (Scopus), Indice Bibliografico
Espanhol em Ciéncias da Salde (IBECS) e Excerpta Medical Database
(Embase), Cochrane Library, Web of Science e Literatura Cinza por
publicacdes relevantes do ano de 1990 a janeiro de 2018. Foram incluidos
estudos longitudinais nos quais as pacientes foram submetidas a conizacéo
por leséo precursora de alto grau de cancer de colo uterino, nas quais durante
0 seguimento semestral foi coletado um teste de RNAm HPV no esfregago
cervical. Todas as pacientes apresentaram o teste padrdo-ouro, 0
histopatolégico na linha de base e no seguimento, caso fosse identificada
lesdo e foram seguidas por um periodo minimo de 6 meses. Resultados: Um
total de 3735 estudos foram identificados. Apés a triagem, cinco estudos com
1.148 pacientes preencheram os critérios de inclusdo. Os testes de RNAmM
HPV com o desfecho Neoplasia Intra-epitelial Cervical (NIC2+),
apresentaram uma sensibilidade combinada de 62,2% (1C 95% 54,5 — 69,5),
especificidade combinada de 91,9 (IC 95% 90,0 — 93,5), Odds Rattio
Diagnostic (DOR) de 30,2 (IC 95% 9,3 — 98,7) e Area sob a Curva (AUC) de
0,598. Os testes DNA HPV HR utilizando o mesmo desfecho, apresentaram
uma sensibilidade combinada de 86,8% (IC 95% 88,5 —91,6), especificidade
combinada de 72,4% (IC 95%: 69,4 — 75,2), DOR de 33,9 (IC 95% 69,0 —
166,5) e AUC de 0,6486. Ja a citologia oncotica com o mesmo desfecho
anterior apresentou uma sensibilidade agrupada de 71,1% (IC 95% 63,4 —
78,0), especificidade combinada de 87,2% (IC 95%: 84,9-89,3), DOR de
19,5 (IC 95% 9,0 — 42,1) e AUC 0,9292. Concluséo: Este estudo sustenta a
hip6tese atual de que os ensaios de RNAmM-HPV sdo uma ferramenta
adequada na triagem secundaria do cancer de colo uterino apés a conizagéo,
principalmente por sua alta especificidade.

Palavras-chave: Teste RNAmM HPV. HPV. Leséo Intraepitelial de Alto Grau.
Cancer cervical.



ABSTRACT

Introduction: Cervical cancer, despite being one of the malignant
pathologies of easy screening and prevention, is still an important collective
health problem. It is responsible for a high mortality rate in the world, with
about 265 thousand deaths/year, mainly in less developed countries, where
they occur in 80% of cases. Objective: To evaluate the accuracy of the HPV
mRNA test as a predictor for the recurrence of High-Grade Squamous
Intraepithelial Lesion or cancer in patients undergoing excisional treatment.
Methods: The systematic review was conducted by searching the databases
of Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (Medline) by
Pubmed, Latin American and Caribbean Literature in Health Sciences
(LILACS), Cancer Literature (Cancerlit), SciVerse Scopus (Scopus), Spanish
Bibliographical Index in Health Sciences (IBECS) and Excerpta Medical
Database (Embase), Cochrane Library, Web of Science and Gray Literature
by relevant publications from 1990 to January 2018. We included
longitudinal studies in which patients were submitted to conization for
precursor High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion, in which during a
semestral follow-up an HPV mRNA test was collected in the cervical smear.
All patients presented the gold standard, baseline histopathological and
follow-up if lesion was identified and followed for a minimum period of 6
months. Results: A total of 3.735 studies were identified. After screening,
five studies with 1.148 patients met the inclusion criteria. HPV mRNA tests
with Cervical Intraepithelial Neoplasia 2+ (CIN 2+), showed a combined
sensitivity of 62.2% (95% CI 54.5-69.5), combined specificity of 91.9 (95%
Cl 95%, 0 - 93.5), Odds Rattio Diagnostic (DOR) of 30.2 (95% CI 9.3 - 98.7)
and Area Under the Curve (AUC) of 0.598. PV HR DNA tests using the same
outcome showed a combined sensitivity of 86.8% (IC 95% 88.5 - 91.6),
combined specificity of 72.4% (95% CI: 69.4 - 75, 2), DOR of 33.9 (95% CI
69.0 - 166.5) and AUC of 0.6486. HPV HR DNA tests using the same
outcome showed a combined sensitivity of 86.8% (IC 95% 88.5 - 91.6),
combined specificity of 72.4% (95% CI: 69.4-75, 2), DOR of 33.9 (95% CI
69.0 - 166.5) and AUC of 0.6486. Already, oncotic cytology with the same
prior outcome had a pooled sensitivity of 71.1% (95% CI 63.4 - 78.0),
combined specificity of 87.2% (95% CI: 84.9-89.3), DOR of 19.5 (95% ClI
9.0 - 42.1) and AUC 0.9292.

Keywords: HPV mRNA test. HPV. High-Grade Squamous Intraepithelial
Lesion. Cervical cancer.
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1 INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, na tentativa de combater o cancer, novos
métodos de diagndstico e terapias foram implementados. Entre os fatores
etiolégicos associados ao cancer, identificou-se que 23% dos casos de
cancer estdo associados a agentes infecciosos e o Papilomavirus Humano
(HPV) é responsavel por aproximadamente 30% de todos 0s hovos casos
de cancer no mundot.

O céancer de colo uterino estd associado a infecgdo persistente
pelo HPV oncogénico, especialmente o do tipo 16 e 18 e a expressdo das
oncoproteinas E6 e E7. Observa-se que o risco da associacao entre HPV
e cancer cervical em alguns estudos ¢ maior do que 100, sendo que
nenhum outro fator de risco para neoplasia cervical tem magnitude
comparavel 2.

No entanto, a presenca do HPV é um fator necessario, mas nao
suficiente para o desenvolvimento do cancer de colo uterino. Na maioria
das vezes a infeccdo cervical pelo HPV regride espontaneamente (em
média entre seis meses a dois anos) e nos casos nos quais a infeccédo
persiste pode ocorrer o desenvolvimento de lesBes precursoras cujas
identificagdo e tratamento adequado possibilitam a prevencdo da
progressdo para o cancer cervical invasivo®.

O diagnéstico morfoldgico da infeccdo pelo HPV, por meio de
citologia oncotica, é a estratégia de deteccdo das lesGes precursoras €
neoplésicas cervicais mais utilizada. Por ser a citologia um método de
baixa sensibilidade, tem-se proposto testes moleculares para detectar o
DNA ou o0 RNAm do HPV como novas estratégias de triagem e uma
alternativa na prevencdo do cancer de colo uterino*>6.7,

1.1 O VIRUS PAPILOMA VIRUS HUMANO — HPV

O HPV é um virus pequeno, ndo envelopado, de formato
icosaédrico com particulas de diametro de 52 a 55nm, pertencente a
familia Papillomaviridae. O seu genoma estd dividido em regibes
denominadas Open Reading Frames (ORF), as quais se localizam em
uma Unica molécula de DNA circular de dupla hélice, com
aproximadamente 8 mil pares de bases, contida numa proteina esférica, o
capsideo (composto por 72 capsdémeros). Os trés fragmentos
subgendmicos na organizagdo do genoma do HPV sdo: regido reguladora
ndo codificada (LCR) e duas regiGes codificadoras. As regides
codificadoras compreendem a regido precoce (E —“early” com seis genes
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(E1, E2, E4, E5, E6 e E7) e a regido tardia (L-“late”), que codifica dois
genes (L1 e L2)8910111213 (Fijgura 1).

HPV - 16

L2

E5
Figura 1 — Representagdo esquematica do genoma do HPV 16
Fonte: Adaptado de ARALDI et al., 2017*

Nos humanos os tipos de HPV podem ser divididos clinicamente
em 3 grupos, sendo o género alfa-papilomavirus considerado
clinicamente o mais importante por estar associado ao cancer cervical e
suas lesbes precursoras. Dos mais de 200 tipos diferentes de HPV
identificados, aproximadamente 40 sdo capazes de infectar o trato genital.
A Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer classificou 12 tipos
de HPV como oncogénicos por estarem associados ao cancer de colo
uterino: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59'*. A classificacdo
dentro de uma mesma espécie de HPV é baseada na homologia de seu
genoma. A variagdo do potencial oncogénico esta relacionada em parte
pela expresséo dos genes E6 e E7*°.

O HPV infecta a camada basal do epitélio escamoso do colo do
Utero em decorréncia da abrasao e micro lesdes da pele ou mucosa. Apds
a entrada nos queratindcitos, o genoma de HPV se estabelece como
epissomo em aproximadamente 50 copias por célula, mantendo seu
genoma com um baixo nimero de cdpias. Nesta fase, hd um baixo nivel
de expressdo dos genes E1, E2, E6 e E7, suficiente para a manutengdo
gendmica do virus, que se replicam em sincronia com a replicacdo de
DNA celular®167,
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Nos casos de progressdo da infeccdo para lesGes pré-malignas e
malignas (que ndo faz parte da histéria natural do HPV) ha integracdo ao
DNA da célula hospedeira, ocorrendo a quebra da regido onde encontram-
se 0s genes E1 e E2, levando a perda de sua funcdo. Com a perda da
funcdo da regido E2 altos niveis de oncoproteinas E6 e E7 sdo alcancados
impedindo a progresséo do ciclo celular e a diferenciacdo celular normal
é retardada819.20,

Apenas 0s genes E6 e E7 dos HPV de alto risco sdo capazes de
imortalizar os Queratindcitos Humanos Primarios (HFKs) através da
interacdo com os genes p53 e pRb, removendo o controle do ciclo celular,
impedindo o reparo do DNA, surgindo assim genes mutantes 0s quais ndo
sofrem apoptose e séo perpetuados, levando a proliferacdo desordenada
das células transformadas'®2.

A E6 é um dos primeiros genes expressados durante a infec¢do por
HPV e é incapaz de sozinho imortalizar HFKSs, necessitando assim de agir
em conjunto com o E7?2. A oncoproteina E6 liga-se a uma ubiquitina-
ligase celular, formando um complexo com a proteina E6-AP (E6-
associated protein ligase), que somente assim é capaz de se ligar a
proteina p53. O complexo E6/E6-AP leva p53 a degradacéo proteolitica
através da via da ubiquitina, diminuindo os niveis de p53 nas células
infectadas?®?*. A degradacdo do p53 pela oncoproteina E6 resulta em
ignorar os sinais normais de parada do crescimento nos pontos de
controle G1/ S e G2/M levando a numerosas alteracdes genéticas que
contribuem para a transformagéo maligna®®-24.

Além de direcionar a p53 para a degradacéo, as E6 ativam de forma
independente, a telomerase nas células epiteliais (enzima que expande a
regido telomérica dos cromossomos) perpetuando a divisdo celular e
imortalizando a célula?®.

Nas divisdes celulares o0 DNA celular perde nucleotideos em suas
extremidades cromossdmicas e com o intuito de ndo perder informagdes
genéticas importantes a regido terminal dos cromossomos é protegido por
uma sequéncia de DNA ndo codificante, os telémeros. A regido do
telomero quando encurtada sinaliza a célula entrar em senescéncia?>26:27,

Nas células infectadas pelo HPV, a oncoproteina E7 liga-se & pRb
impedindo a formacdo do complexo E2F-pRB, levando a célula entrar na
fase S na auséncia de sinais mitéticos e sem passar pela checagem celular.
Na tentativa de estimular a formag&o do complexo E2F-pRB é aumentada
a producdo de p16 acumulando-se dentro das células?®2°30:31, O aumento
da pl16 ndo esta relacionado ao processo proliferativo celular e sim a
desregulagdo do ciclo e do processo de senescéncia, desse modo pode ser
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usado como marcador de lesbes precursoras de cancer e como indicador
de progresséo da doenca 3>% (Figura 2)

As oncoproteinas E7 de HPV de alto risco ainda sdo capazes de
promover a instabilidade genémica, induzindo o aumento das alteracdes
nos centrossomos de queratindcitos®. Atribui-se ainda ao gene E7 a
capacidade de reduzir a expressao dos antigenos de histocompatibilidade,
situados na superficie celular, o que pode explicar, pelo menos em parte,
o retardo da resposta imunolégica do hospedeiro .

Une-se ao fator de transcrigdo E,F

Gap 2- na G,. Quando ciclo normal a Prot
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Figura 2 - Representacédo do ciclo celular e acdo da p53 e pRb
Fonte: DOORBAR et al., 2005°

1.2 CANCER DE COLO UTERINO

O céncer de colo uterino, apesar de ser passivo de prevencéo,
apresenta alta mortalidade, com cerca de 265 mil dbitos/ano, tornando-se
um importante problema para a satde coletiva®®:37:38,

Anualmente, surgem cerca de 530 mil novos casos de colo uterino
no mundo. No Brasil hé estimativa de 16.370 novos casos de cancer de
colo uterino para cada ano do biénio 2018-2019, com um risco estimado
de 15,43 casos a cada 100 mil mulheres. E a terceira localizagio primaria
de incidéncia e a quarta de mortalidade por cancer em mulheres no pais,
excluido pele ndo melanoma340,

A historia natural do cancer de colo uterino esta relacionada a
presenga persistente da infeccdo de HPV oncogénicos que podem levar a
anomalias celulares do epitélio, lesdes conhecidas como Neoplasias
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Intraepiteliais Cervicais (NIC) ou Lesfes Intraepiteliais Escamosas
(LIE)*L. As NIC ndo sdo um processo continuo, mas sim um sistema de
duas doengas descontinuas, criando o conceito de Lesdo Intraepitelial
Escamosa de Baixo Grau (LSIL - do inglés Low Grade Intraepithelial
Lesions) e Lesdo Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIL - do inglés
High Grade Intraepithelial Lesions).

O cancer cervical ¢ uma doenca de evolucdo lenta, que se estende
por um periodo de 10 a 15 anos em individuos imunocompetentes*
incluindo a infeccdo pelo HPV, a persisténcia da infeccdo, a progressdo
para lesdo precursora e finalmente o desenvolvimento do cancer invasor.
Em individuos imunocompetentes, a infec¢do por HPV e as LSIL séo
frequentemente reversiveis, e geralmente ocorrem o clearance da
infeccdo viral e a regressdo das lesdes precursoras (fenémeno conhecido
por infecgdo transitéria)* (Figura 3).
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Figura 3 - Histdria Natural da carcinogénese de colo uterino
Fonte: SCHIFFMAN; KJAER, 2003%

A graduacdo das lesGes precursoras esta embasada na intensidade
dos distarbios morfolégicos celulares, relacionados, principalmente, com
a proliferacdo, a atipia celular e a mitose. Esses critérios morfoldgicos séo
avaliados também em relacéo ao nivel que alcangam na verticalidade do
epitélio. Utiliza-se, universalmente, o sistema de divisdo do epitélio em
trés tercos: inferior, mediano e superficial. Deste modo, as LSIL, as
alteragdes celulares e a perda de diferenciagdo ficam restritas ao tergo
inferior do epitélio (NIC I) e nas HSIL ocorrem nos 2/3 inferiores ou mais
do epitélio (NICII e NICIII). No carcinoma in situ existe o envolvimento
de toda a espessura do epitélio, sem qualquer evidéncia de diferencia¢do
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celular, estando a membrana basal integra, e no carcinoma invasor a lesao
progride além da membrana basal**.

Mulheres com testes positivos para DNA de certos tipos de HPV
tém quatro vezes mais chance de desenvolverem LSIL e treze vezes mais
chances de HSIL. No decorrer de trés anos, ao considerar os trés dltimos
testes para HPV de alto risco positivos, o risco de desenvolverem cancer
de colo uterino € quatorze vezes maior quando comparadas as mulheres
qgue apresentam resultados negativos. Entretanto, alguns estudos
longitudinais, 60% das LSIL regridem espontaneamente e raramente
progridem ao cancer, enquanto nas HSIL o indice de eliminagdo diminui
para 30% a 40% e cerca de 10% a 20% progridem a carcinoma invasor+546
(Figura 4).

A persisténcia e a progressao das infecgdes por HPV variam de
acordo com o genétipo do virus, mesmo entre 0s de alto risco
oncogénico*’. Mais de 70% dos canceres de colo uterino no mundo sdo
decorrentes do HPV 16 ou 18, sendo o HPV 16 responsavel por 55% dos
casos e 0 HPV 18 por 15% dos casos. Essa propor¢ao é mantida em todos
0s continentes, inclusive na América do Sul, onde os HPV 16 e 18 séo
responsaveis por 65 a 70% dos casos de cancer de colo uterino®.

Progressido cancer 1% Progressdo cancer 5% Progressdo cancer 12% ou +
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Regresséo 60% Regressio 40% Regressao 33%

Figura 4 — Chances de regressdo espontanea ou progressdo para cancer das NIC
Fonte: Adaptado de OSTOR, 1993''7; PARASKEVAIDIS et al., 20012

Além de aspectos relacionados a prépria infeccdo pelo HPV como:
subtipo e carga viral, infeccdo Unica ou multipla, outros fatores ligados a
imunidade, a genética e ao comportamento sexual parecem influenciar os
mecanismos que determinam a regressdo ou a persisténcia da infeccao e
também a progresséo para lesdes precursoras ou cancer de colo uterino.
Desta forma, a multiparidade, o uso de contraceptivo oral, tabagismo,
principalmente relatado em mulheres com HIV, historia de infeccbes
sexualmente transmissiveis (principalmente Chlamydia e Herpes genital)
e deficiéncia nutricional, idade da coitarca, nimero de parceiros sexuais
(durante toda a vida e recentes), histérico de infeccBGes sexualmente
transmissiveis (ISTs) estdo ligados ao processo de aquisicdo do HPV e
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ndo sdo considerados cofatores para a progressdao da infeccdo pelo
Virus*249.:50,

1.3 DIAGNOSTICO

A necessidade de se fazer a detecgéo e o tratamento precoce sem
lesGes precursoras do cancer de colo uterino causadas por HPV podem
prevenir a progressao ao cancer!’. O diagndstico inicia-se com a avalia¢do
clinica da paciente. A queixa mais frequente é o sangramento espontaneo
ou o provocado pela atividade sexual. O diagndstico é confirmado pela
biopsia de qualquer lesdo visivel no colo, com ou sem o auxilio da
colposcopia. A citologia oncoética (Papanicolau) é importante método de
orientagdo, mas ele ndo detecta o virus e sim as alteraces que ele pode
causar nas células®-52,

O diagnostico do HPV restringiu-se primeiramente a citopatologia
e a histopatologia, até que foram desenvolvidos os métodos de biologia
molecular capazes de detectar as sequéncias do DNA do HPV no material
clinico®.

O diagnostico de cancer ou de lesdo precursora de colo uterino é
realizado no Brasil, pelo Sistema Unico de Satde (SUS), por 3 exames:
citologia, colposcopia e histologia. No entanto a infeccéo por HPV pode
também ser confirmada através de testes moleculares como: a
hibridizagdo molecular com sondas de &cidos nucleicos (Southern blot,
dot blot, hibridizac&o in situ (ISH), captura hibrida 1l (HC2), Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), NASBA (Nucleic Acid sequence Based
Amplification)) que detecta o RNAm viral das oncoproteinas E6 e
E7535455 Nenhum método dos testes moleculares é ofertado pelo SUS.

1.3.1 Diagnostico morfolégico do HPV

As lesBes oriundas de infeccdo pelo HPV provocam, geralmente,
alteracdes morfoldgicas caracteristicas, como a presenca de coilécitos
detectaveis em citologia de raspados cervicovaginais e bidpsias®®. A
Coloicitose é uma alteracdo que acomete células intermediérias ou
superficiais e que se manifesta pela presenca de citoplasma claro,
vacualizado, que circula ndcleo pequeno, irregular e hipercromatico.
Outras alteracBes descritas sdo: presenca de disqueratose, anomalias
celulares compativeis com a infeccdo pelo HPV definida em graus
variados 57:58:59.60,
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1.3.1.1 Citologia oncotica

Apesar da citologia oncética apresentar nimero elevado de
resultados falso-negativos (variando em torno de 15% a 50%) e de
resultados falso-positivos (em média 10%) continua sendo uma
alternativa muito adotada para a triagem do cancer de colo uterino*®
devido a sua simplicidade, facil execucdo e baixo custo 1.

A Citologia em Meio Liquido (LBC) é um método onde as células
cervicais sdo imersas em um liquido conservante antes da fixacdo da
lamina®2. Este método, comparado a citologia convencional, possui taxas
mais reduzida de exames insatisfatorios e isto se deve ao fato de que com
a LBC evita-se o possivel ressecamento provocado pelo ar e reduzem
elementos que dificultam o diagnostico, como por exemplo a presenca de
sangue, muco e/ou células inflamatérias®®. Outras vantagens da LBC é de
que além de representar 0 desenvolvimento técnico do preparo
convencional, oferece um Unico meio de coleta de amostras que
preservam os acidos nucleicos, permitindo o transporte e armazenamento
das amostras a temperatura ambiente e triagem em algoritmos que
incluem o teste de HPV6465, O material residual pode ser utilizado para o
diagndstico, por meio de métodos biomoleculares, de infecgdes
sexualmente transmissiveis como clamidia, gonocdcicas e HP\V/6.

A terminologia utilizada para descrever o resultado da citologia
oncotica é realizada através da classificagdo do Sistema de Bethesda,
submetida a varias revisbes desde sua formulacdo sendo a ultima
realizada em 2014°L, No Brasil, a partir de 2001, com a atualizagdo do
Sistema de Bethesda, o Instituto Nacional de Céncer (INCA) e a
Sociedade Brasileira de Citopatologia apds 0 Seminario para Discusséo
da Nomenclatura Brasileira de Laudos de Exames Citopatoldgicos —
CITO 2001 propdem uma nova nomenclatura para os laudos
citopatolégicos. Em 2002, durante o XVII Congresso Brasileiro de
Citopatologia, a nova proposta que tem semelhancgas com a Nomenclatura
de Bethesda, foi oficializada e esta em vigéncia até o presente momento,
sendo a Unica no SUS e nos laboratdrios conveniados na sua rede®’:8,

1.3.1.2 Colposcopia

A colposcopia é o método propedéutico de visualizacdo direta do
colo uterino com auxilio de um microscépio de campo estereoscopico,
binocular, de baixa poténcia que amplia de 4 a 40 vezes o epitélio e com
reacOes tinturiais’*. A nomenclatura utilizada para descricéo dos achados
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colposcopicos foi primeiramente unificada em 1975 pela Federacdo
Internacional de Patologia Cervical e Colposcopia e teve sua Ultima
alteracdo em 2002. A terminologia colposcopica recomendada ratificada
pelo Comité de Nomenclatura da Federacdo Internacional de Patologia
Cervical e Colposcopia no Congresso de Barcelona de 200257:°,

A citologia oncoética ndo é capaz de delimitar a area cervical
alterada. Para tanto nos casos de alteracdes do padrdo normal do epitélio
cervical, encaminha-se a mulher para avaliacdo colposcépica. Este exame
tem sido utilizado como exame intermediario para investigacao nos casos
de citologia positiva, estabelecendo se a lesdo € visivel na ectocérvice e
orientando o local para bi6psia®.

1.3.1.3 Histopatoldgico

Caso haja lesbes encontradas durante a colposcopia, procede-se a
biopsia incisional para diagndstico histolégico™. O histopatoldgico é
aceito como procedimento definitivo, considerado padrdo-ouro, para o
diagndstico de lesdes precursoras e neoplasicas cervical®. E através da
histopatologia que, atualmente, baseiam-se as decisGes terapéuticas®?.

Estudos anatomopatolégicos mostraram alteracdes semelhantes as
encontradas na citologia, acrescidos de papilomatose, da hiperplasia da
camada basal e da acantose, critérios arquiteturais inerentes ao estudo de
preparados histopatoldgicos. Também de ser consideradas suspeita as
células endocervicais com atipias nucleares®.

A terminologia uniforme recomendada para descrever a histologia
de doencas humanas associadas ao papilomavirus em todos os tecidos do
trato anogenital: lesbes intraepiteliais escamosas (LIE) de baixo grau
(LSIL) ou de alto grau (HSIL). Podem ainda ser classificadas de modo
mais especifico em Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) I, Il ou 11172,

1.3.2 Diagnostico molecular do HPV

Como consequéncia do conhecimento da relagdo causal entre
infeccdo pelo HPV e neoplasia cervical os avangos nas metodologias para
deteccdo destes surgiu a possibilidade de utilizar o HPV para deteccéo
das lesBes cervicais, assim identificando mulheres em risco de
desenvolver neoplasia cervical’.

Os diagndsticos moleculares sdo métodos que se baseiam na
detecgdo de DNA e RNA virais por técnicas de biologia molecular e
apresentam elevada sensibilidade e moderada especificidade’.
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1.3.2.1 Teste de amplificacdo de Sinal: Captura Hibrida

A Captura Hibrida (HC) é uma técnica que fornece a tipagem viral
por grupos e a estimativa da carga viral. Baseia-se em uma reacdo de
hibridizacdo molecular que utiliza sondas ndo radioativas de RNA,
complementares a sequéncia gendmica de 18 tipos de HPV, os que mais
frequentemente infectam trato anogenital. O teste de CH pesquisa 0s tipos
de HPV oncogénicos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ¢ 68 e
os de baixo risco 6, 11, 42, 43 e 44,

Na presenca de particulas virais, formam-se os hibridos que séo
constituidos pelo DNA viral e as sondas especificas. Estes sdo capturados
na parede do tubo de reacdo recoberta com anticorpos anti-hibridos
RNA/DNA, marcados com fosfatase alcalina. Em seguida é feita a leitura
do material com técnicas de quimioluminescéncia. Quanto maior o
ntmero de hibridos maior a luminosidade a qual é captada e quantificada
por um luminémetro”.

1.3.2.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Este método é uma reagdo enzimatica que resulta na amplificacéo
de material genético “in vitro” 7°, Para a pesquisa do HPV, o DNA,
material clinico a ser estudado, pode ser coletado por escova
endocervical, lavado vaginal e por fragmento de biopsia a fresco ou
blocado em parafina®.

A reacdo faz-se a partir de uma primeira etapa de aquecimento em
temperaturas elevadas, provocando a desnaturacdo do DNA, seguida de
resfriamento, levando ao pareamento especifico de dois segmentos
pequenos de DNA (primers) ao gene de interesse, permitindo que uma
enzima (DNA polimerase) sintetize novos fragmentos de DNA.
Quantidades muito pequenas de DNA podem ser amplificadas de forma
sensivel e especifica a partir de incubacdo na presenca de reagentes até
obter o produto final amplificado. A visualizacdo do material amplificado
é realizada por eletroforese em gel de agarose e a comparagdo com
controles adequados e marcadores de tamanho permite sua identificacdo
precisa’.

Os primers MY09/1, PGMY09/11 e GP+5/+6 sdo o0s mais
utilizados na maioria dos trabalhos que objetivam a deteccdo molecular
do virus e sdo capazes de detectar um grande nimero de tipos de HPV
simultaneamente’ 7778,
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1.3.2.3 PCR em tempo real

A reacdo de amplificacdo em tempo real, uma variante da reacdo
de PCR convencional, detecta e quantifica o HPV e outros agentes
infecciosos sem a necessidade da etapa pos amplificagdo como
eletroforeses ou hibridizagdes. E uma técnica capaz de monitorar a
amplificacdo do material genético enquanto a reacdo acontece’.

A técnica se baseia na emissdo de sinais fluorescentes constantes
qgue ocorrem dentro dos pocos de reacdo na medida que ocorre
amplificacdo especifica do DNA de HPV. Os resultados séo expressos em
forma de gréficos e a andlise de positividade momento do ciclo da reagéo
no qual a amplificagdo de um alvo ultrapassa um limite
(cuttoff/thereshold) ou negatividade ocorrem em tempo real na tela do
computador®®7°,

1.3.2.4 Hibridizac&o in situ (HIS)

E uma técnica pela qual se identificam sequéncias especificas
de DNA ou RNA por meio de sondas marcadas com moléculas
sinalizadoras nado isotépicas e os sitios de ligacdo podem ser
localizados por reagdes histoquimicas ou imuno-histoquimicas®.

Quando em condicdes ideais a técnica de HIS traz a possibilidade
de detectar o tipo viral, a localizag&o das areas infectadas e o estado fisico
do virus (epissomal ou incorporado ao genoma da célula hospedeira®®.

1.3.2.5 Microarrays

Os ensaios de microarranjos de DNA (microarrays) séo
amplamente utilizados em pesquisa cientifica e também no diagndstico e
genotipagem do HPV&L,

O teste PapilloCheck HPV Screening da empresa Greiner Bio-
One, detecta 6 tipos de HPV de baixo risco (6,11,40,43, e 44) e 18 de alto
risco (16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59 ,66, 68, 70, 73 e
82)7982, O teste que se baseia na amplificacdo por PCR de um fragmento
de 350bp da regido E1 do HPV e possui controles internos individuais
gue permitem avaliar a qualidade de todas as etapas do processo da
amostra da qualidade do material do DNA&,

As amostras de células cervicais podem ser colhidas em Solugédo
PresevCyt® (CytycCorp.), Fluido Conservante SurePath® (BD
Diagnostics-TriPath) e Meio de Conservacdo da captura de Hibridos

(Quiagen)®°.
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1.3.2.6 Deteccdo de RNA mensageiro viral para oncoproteina E6 e E7

Trata-se de uma abordagem diagnostica que detecta RNA
mensageiros que codificam oncoproteina virais E6 e E7, as quais
interferem nos sistemas de reparo do DNA (conforme ja descrito
anteriormente). O teste utiliza-se de técnica chamada Real Time onde
utiliza a amplificacdo de forma isotérmica, a 41°C de maneira a evitar
amplificacdo de DNA gendmico viral®®.

As amostras de células cervicais podem ser colhidas em Solucdo
PresevCyt® (CytycCorp) e Solucdo Conservacdo da Captura hibrida
(Quiagen)®°.

A deteccdo da positividade é obtida por emissdo luminosa que
ocorre dentro dos pocos de reacdo a medida em que acontece a transcricéo
in vitro, sendo os resultados expressos na forma de graficos, podendo ser
visualizados em tempo real pelo operador®.

1.4 TRATAMENTO DA NEOPLASIA INTRAEPITELIAL DE ALTO
GRAU

Existem variedades de procedimentos que visam tratar as lesbes de
alto grau e a escolha do tratamento depende de critérios como idade,
paridade, desejo reprodutivo, risco de perda de seguimento, a gravidade,
a extensdo e localizacdo das lesBes, concomitancia com outras doencas
ou gestacdo®*. Existe um consenso mundial que deve existir material
histologico para analise e exclusdo de foco de cancer microinvasor ou
invasor. As diretrizes brasileiras reforcam que mulheres com NIC 1l ou
111 devem ser submetidas a procedimento excisional, exceto em gestantes
e alguns casos especificos em adolescentes®’.

Os métodos utilizados para tratamento podem ser divididos em
ablativos e excisionais. Os métodos ablativos (que destroem tecido
afetado) incluem a crioterapia, ablacdo a Light amplification by
stimulated emission of radiation (LASER), a eletrofulguracdo e a
cauterizacdo quimica®. Os métodos ablativos ndo geram avaliagdes do
ponto de vista anatomopatoldgica, sendo assim impossibilitando o
diagndstico em casos de carcinoma microinvasor®,

Os métodos excisionais (que removem o tecido afetado) sdo a
exérese da zona de transformagéo e a conizagdo®®. A exérese da zona de
transformacéo pode ser realizada nas situagdes em que a lesdo esta restrita
ao colo do Utero, nos casos de colposcopia satisfatoria com Jungéo
Escamocolunar (JEC) no méaximo até o primeiro centimetro do canal
endocervical e nos casos de auséncia de suspeita de invasdo ou doenga
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glandular®’. Quando objetiva-se abordar a doenca no canal endocervical,
0 método e excisional de preferéncia deve ser a conizacdo em qualquer
um dos métodos (realizada com bisturi a frio, laser ou eletrocirirgica com
bisturi de alta frequéncia e eletrodos)®8, A escolha do método excisional
dependera de varios fatores como aspecto anatdmicos (colo plano),
tamanho e localizacdo da lesdo, experiéncia do médico e recursos
disponiveis®,

Figura 5 -Tratamento excisionais: A: Conizagdo com bisturi a frio e B:
Conizag&o com bisturi de alta frequéncia
Fonte: LIMA et al., 2011%

1.5 RECORRENCIA DAS LESOES INTRAEPITELIAIS DO COLO
UTERINO APOS TRATAMENTO

A falha de tratamento ablativo ou excisional de NIC ocorre entre 1
a 25% dos casos. Para tratamento de uma NIC 2 ou 3 recorrentes 0 método
excisional ou a histerectomia é aceitavel. A maioria das recorréncias se
manifestara dentro dos dois primeiros anos apds o tratamento e com
aumento do risco de desenvolvimento de neoplasia invasora®.

A recorréncia das lesBes de colo uterino ocorre por uma
persisténcia da lesdo apds o tratamento, pela manutengéo da infeccdo de
HPV oncogénico ou por uma reinfeccdo. Como o momento da
identificacdo da recorréncia da lesdo intraepitelial depende da
sensibilidade dos exames de seguimento e na rotina este seguimento
ocorre entre quatro a seis meses apds o tratamento cirdrgico, a
diferenciacdo entre persisténcia e recorréncia da lesdo intraepitelial é de
dificil conceito®!.

A recorréncia de lesdes precursoras apds o tratamento varia muito
na literatura, com frequéncia de 5,3% a 53%. Esta variacao se deve muito
a falta de padronizacdo nos critérios utilizados para a definicdo de
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recorréncia (citopatoldgicos ou histopatoldgicos). O que se tem utilizado
com maior frequéncia como fator de risco para recorréncia é o
envelhecimento (a idade a cima de 50 anos de idade), a carga viral, grau
da lesdo com a presenca de extensdo glandulares o status das margens
cirdrgicas da conizacdo (margens de resseccao positivas)!290.92:93,94,9596
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1.6 JUSTIFICATIVA

O cancer de colo uterino é um problema na salde publica e
corresponde a terceira localizacdo de incidéncia e a quarta de mortalidade
por cancer em mulheres no Brasil; com cerca de 265 mil 6bitos/ano no
mundo.

Atualmente o método diagndstico de cancer de colo uterino ou de
suas lesdes precursoras mais utilizado é por meio de citologia oncotica,
porém este método ndo apresenta uma boa acurécia, principalmente
tratando-se de uma técnica isolada e aplicada em seguimento de cancer
de colo uterino pds tratamento excisional. Buscam-se hoje por métodos
mais acurados de rastreio, assim como no seguimento. Muitos paises
desenvolvidos ja utilizam o citopatoldgico associado ao PCR-DNA de
HPV como método de rastreio, no entanto fazem-se necessarios testes
acurados que possam servir de rastreio de lesGes precursoras apés o
tratamento como o teste RNAmM.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acuracia do teste de RNAm HPV como preditor para a
recorréncia de lesdes intraepiteliais de alto grau cervical ou cancer em
pacientes submetidas a tratamento excisional.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a acuracia do teste de RNAm HPV como preditor para a
recorréncia de lesbes intraepiteliais de alto grau cervical ou céncer em
pacientes submetidas a tratamento excisional, dividindo por técnica de
diagnostico que utiliza RNAm HPV;

- Comparar a acuracia do teste de RNAmM HPV de alto risco com a
da citologia, DNA HPV de alto risco e margens comprometidas, como
preditor para a recorréncia de lesdes intraepiteliais de alto grau cervical
ou cancer em pacientes submetidas a tratamento excisional, dividindo por
técnica de diagndstico que utiliza RNAmM HPV.
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3 METODOS
3.1 DESENHO DO ESTUDO

O estudo caracteriza-se por Revisdo Sistematica segundo as
diretrizes de reviséo sistematica e metanalise PRISMA®:%8,

3.2 LOCAL DO ESTUDO

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade do Extremo Sul
Catarinense no Laboratério de Biomedicina Translacional associada ao
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da Saude e Salde Coletiva.

3.3 CRITERIOS PARA SELECAO DOS ESTUDOS
3.3.1 Critérios para inclusdo dos estudos e participantes

Foram incluidos nesta Revisdo Sistemética estudos de coortes
prospectivas e retrospectivas nos quais foram realizados testes de
detecgdo de RNA mensageiro viral para oncoproteinas E6 e E7 com ou
sem citologia oncética e biomarcadores DNA HPV de alto risco,
coletados na linha de base (momento da conizacdo) e no seguimento
semestral. O histopatol6gico do colo uterino e teste referéncia devem ter
sido realizados na peca da conizagdo e durante o seguimento, na presenga
de leséo suspeita a colposcopia. Todos 0s estudos tiveram seguimento por
periodo minimo de 6 meses. Nenhuma restricdo de idioma foi imposta na
selecdo de estudos.

3.3.2 Critérios para exclusdo dos estudos e participantes

Foram excluidos os estudos em que a testagem de RNAm foi
realizada a partir de mulheres diagnosticadas com céancer cervical ou em
tecido e ndo a partir do esfregago cervical.
3.3.3 Desfechos mensurados

O desfecho foi recorréncia ou ndo das lesdes precursoras do cancer

de colo uterino apds conizagdo. Os desfechos foram NIC2+ (NIC 2, NIC3
ou cancer) e NIC3+ (NIC3 ou cancer).
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3.4 METODOS DE BUSCA PARA IDENTIFICACAO DOS ESTUDOS

Antes de iniciar a pesquisa, foi realizado o registro do projeto da
revisdo sistematica no PROSPERO (International prospective register of
systematic reviews, www.crd.york.ac.uk/prospero). Apds aprovado, o
projeto recebeu o codigo CRD42017074404 e posteriormente, foi
iniciada uma busca exaustiva das bases de dados Medical Literature
Analysisand Retrieval System Online (Medline) via Pubmed, Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), Cancer
Literature (Cancerlit), SciVerse Scopus (Scopus), indice Bibliogréfico
Espanhol em Ciéncias da Saude (IBECS) e Excerpta Medical Database
(Embase), Cochrane Library, Web of Science e Literatura Cinza (que
inclui o Google Académico, trabalhos publicados em congressos,
relatorios técnicos governamentais, € outros materiais ndo controlados
por editoras cientificas) por publicacdes relevantes de 1990 a janeiro
2018. Os bancos de dados foram pesquisados utilizando os seguintes
termos: “Cancer of Cervix”, “HSIL”, “HPV-mRNA test” e “Conization”.
A pesquisa foi limitada em humanos, mas nao houve restri¢ao de idioma.
As listas de referéncias de todos os estudos de diagnostico primario
recuperados foram verificadas.

3.4.1. Estratégia de busca no Medline (Pubmed)

. “Cancer of Cervix”

. “Cancer of the Cervix”

. “Cervical Cancer”

. “Cervical Neoplasms”

“Cervix Cancer”

. “Uterine Cervical Cancer”

. “Uterine Cervical Neoplasm”

. “HSIL”

9. “High-Grade Squamous Intraepithelial Lesions”
10. “LSIL”

11. “ASCUS”

12. “atypical squamous cells of undetermined significance”
13. “ASC-H”

14. “Atypical Squamous Cells Cannot Exclude HSIL”
15. “Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesions”
16. “Cervical Intraepithelial Neoplasia”
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17. “Cervical Intraepithelial Neoplasms”

18. “cin”

19. “CIN1”

20. “CIN2”

21. “CIN3”

22.“CKC”

23. “Conization of the cervix”

24. “Cold knife cone”

25. “LEEP”

26. “Loop Electrosurgical Excision Procedure”

27. #1 OR #2 OR #3 OR #4 OR #5 OR #6 OR #7 OR #38 OR #9
OR #10 OR #11 OR #12 OR #13 OR #14 OR #15 OR #16 OR #17 OR
#18 OR #19 OR #20 OR #21 OR #22 OR #23 OR #24 OR #25 OR #26

28. “HPV-mRNA test”

29. “mRNA”

30. “Messenger RNA”

31. #28 OR #29 OR #30

32. #27 AND #31

3.5 SELECOES DOS ESTUDOS

Dois revisores, Ana Cristina L. Macedo (ACLM) e Cristini da Luz
Moretti Borba (CLMB) analisaram de forma independente os titulos e os
resumos dos estudos adquiridos pelas estratégias de busca, com o auxilio
do Covidence (www.covidence.org). Os artigos potenciais para inclusdo
foram separados para leitura na integra.

As discordancias foram resolvidas por um terceiro revisor, Maria
Inés Rosa (MIR), tanto para artigos em inglés como em outro idioma.

3.6 EXTRACAO DE DADOS

A extracdo de dados foi realizada mediante formulario de coleta
relacionando, no objetivo principal, a positividade ou ndo do teste de
RNAmM HPV no seguimento e a presenca ou ndo de lesdo precursora ou
cancer no mesmo momento.

3.7 AVALIACAO DA QUALIDADE DOS ESTUDOS
Todos os artigos adquiridos pelo critério de elegibilidade, foram

avaliados quanto as suas qualidades metodoldgicas através do QUADAS-
2 (Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies 2)%°. Essa
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avaliacdo envolve analisar o desenho clinico do estudo e dados relevantes
sobre a sele¢do da populagcdo em estudo, teste diagndstico, teste de
referéncia e fluxo entre a coleta do teste em avaliacédo e referéncia. Cada
dominio é avaliado em termos de risco de viés e 0s trés primeiros também
sdo avaliados em termos de preocupacdes em relagdo a aplicabilidade do
estudo®1%, Para ajudar no julgamento do risco de viés, questdes de
sinalizacdo estdo incluidas e sdo respondidas com “sim” “ndo” e “ndo
claro” e sdo formuladas de modo que o “sim” represente baixo risco de
viés. Os itens foram classificados como positivos (baixo risco de viés),
negativos (potencial risco de viés), ou informagdo insuficiente quando
“ndo claro” foi utilizado por haver poucos critérios para julgamento € S840
considerados incertos.

Os quesitos avaliados foram os seguintes:

Selecdo de Pacientes:

1. Foi uma amostra consecutiva ou aleatéria de pacientes
inscritos?
O design de caso controle foi evitado?
O estudo evitou exclusdes inapropriadas?
A selecdo de pacientes poderia ter introduzido viés?
PreocupacOes em relacdo a aplicabilidade: Ha preocupagdes de
que os pacientes incluidos e a configuracdo ndo correspondam
a pergunta de revisao?
Teste Estudado:
1. Os resultados do padrdo de referéncia foram interpretados sem

0 conhecimento dos resultados do padrdo ouro/referéncia?
2. Se um limite foi usado, ele foi pré-especificado?
3. A conduta ou interpretacdo do teste de indice poderia ter
introduzido viés?

Preocupac6es em relacdo a aplicabilidade: Existem preocupacdes
de que o teste do indice, sua conduta ou interpretacdo difiram da
pergunta de revisao?
Padrdo-Ouro
1. Os padroes de referéncia sdo capazes de classificar
corretamente a condi¢do-alvo?
2. Os resultados padréo de referéncia foram interpretados sem o
conhecimento dos resultados do padréo ouro/referéncia?
3. O padrdo de referéncia, sua conduta ou sua interpretago
poderiam ter introduzido viés?
Preocupacfes em relacdo a aplicabilidade: Ha& preocupacdes de
que a condigdo de destino, conforme definido pelo padrdo de
referéncia, ndo coincidam com a pergunta critica?

akrwn
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Fluxo e Tempo

1. Houve um intervalo apropriado entre o teste estudado e o
padrao de referéncia?

2. Todos os pacientes atendem ao padrao de referéncia?

3. Todos os pacientes foram incluidos na analise?

4. O fluxo do paciente poderia ter introduzido viés?

3.8 SINTESE DE DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Esta revisdo sistematica de acurdcia diagnostica apresenta 0s
resultados da metanadlise por meio das medidas: sensibilidade,
especificidade, Diagnostic Odds Ratio (DOR) e AUC.

A sensibilidade representa o poder do teste em classificar como
doentes aqueles que realmente sdo doentes, a especificidade representa o
poder do teste em classificar como ndo doentes aqueles que realmente ndo
sdo doentes!??192, O Odds Ratio, que em estudos de acurécia diagndstica
¢ denominado Odds Ratio Diagnoéstica (DOR), expressa a chance de ter
um resultado positivo pelo teste em avaliacdo nos doentes se comparado
com um teste negativo'®?. O valor de DOR quanto mais alto maior é o
grau de relevancia para o teste diagndstico e resultados um (1) revela um
teste sem poder discriminatério®>1%, Quando uma das células da tabela
de contingéncia 2 x 2 apresentou valor zero, este foi substituido pelo 0,5
e acrescentado o mesmo valor nas outras, com intuito de viabilizar os
calculos. No entanto, naqueles em que o valor zero ocorreu em mais de
duas células o estudo foi excluido da metanalise!®.

Para identificar a heterogeneidade nos estudos causada por
diferencas estatistica, clinicas ou metodoldgicas dos estudos primarios foi
utilizado o teste do qui quadrado (x2), Q de Cochran. A inconsisténcia
encontrada entre os estudos foi avaliada por meio do célculo do indice I2.

O teste do qui-quadrado é convencionado um nivel de significancia
de p<0,05. O teste Q de Cochran parte do pressuposto que os achados dos
estudos primarios sdo iguais (hipotese nula) e verifica se os dados
encontrados refutam esta hipétese. Se a hip6tese nula for confirmada, os
estudos sdo considerados homogéneos (p > 0,05). Como ja foi
supramencionado, o valor p calculado indica se a heterogeneidade é
significativamente, ou néo, diferente de zero® 104,

A magnitude da heterogeneidade é averiguada principalmente pela
estatistica 12, proposta por Higgins e Thompson, que é obtida a partir da
estatistica Q do teste de Cochran e do nimero J de estudos envolvidos na
metanalise. A estatistica 1> pode variar de valores negativos até 100%.
Quando o valor for negativo ele é igualado a 0. O valor p de I? é
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equivalente ao valor p de Q. Interpretativamente, uma escala com um
valor 12 préximo a 0% indica ndo heterogeneidade entre os estudos,
préximo a 25% indica baixa heterogeneidade, préximo a 50% indica
heterogeneidade moderada e proximo a 75% indica alta heterogeneidade
substancial entre os estudos 8% 105:106,107,

A variabilidade entre o resultado de cada estudo foi primeiro
avaliada pelo grafico de floresta da sensibilidade e especificidade. Neste
tipo de figura cada linha representa um estudo e sua medida de efeito (que
pode ser representada pela figura geométrica) incluindo o intervalo de
confianca, sendo o tamanho deste simbolo proporcional ao peso do estudo
na metanalise (quanto maior o peso maior é 0 tamanho da medida de
efeito). Ao lado do estudo também é exibida uma linha horizontal que
representa seu intervalo de confianga (quanto maior a linha maior sera a
variabilidade dentro do estudo) e na ultima linha é ilustrado a combinacéo
dos resultados, pela figura geométrica de um losango ou diamante, que
inclui o efeito sumarizado e a largura representa o intervalo de
confianga®® 108,

Para produzir uma estimativa combinada da sensibilidade e
especificidade, juntamente com Intervalos de Confianca (IC) de 95%, foi
gerada a curva ROC (Receiver Operating Characteristic Curve — SROC),
utilizando o método DerSimonian e Laird (REM)%, Além disso, a area
sob a curva (AUC) pode resumir a capacidade intrinseca de um teste para
discriminar um doente de um ndo doente. Um teste diagnéstico acurado
deve posicionar os pontos associados a sensibilidade e especificidade de
cada estudo no canto superior esquerdo do grafico onde a sensibilidade e
especificidade sdo proximas de 1102103,105,106,109,

A analise estatistica foi realizada com o software Meta-DISC ®
(Unidade de Bioestatistica Clinica, Hospital Ramén y Cajal, Madrid,
Espanha) (versdo 1.4).

4 RESULTADOS
4.1 SELECAO DOS ESTUDOS

A pesquisa identificou um total de 3735 estudos, que foram
avaliados de acordo com titulo e resumo. No primeiro momento destes
estudos 438 eram duplicados e foram identificados pelo Covidence,
restando 3297 estudos a serem avaliados. Este grande ndmero de titulos
duplicados deve-se ao fato do programa reunir a busca de diferentes
bancos de dados. Destes 3297, 187 eram potencialmente relevantes e
foram lidos na integra. A partir desses 182 artigos foram excluidos, por
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ndo cumprirem os critérios de excluséo: ndo ser possivel realizar a tabela
de contigéncia 2 x 2, ndo se tratar teste RNAM HPV de seguimento pds
tratamento excisional para lesGes de alto grau ou por ser estudos de
revisdo, restando cinco estudos incluidos na metanalise (Figura 6).

—
o
'§ Estudos identificados nas bases
2 de dados
b= (n=3.735)
3 Duplicados
= (n =438)
)
—
E Leitura de titulos e Excluidos
o resumos (n =3.110)
£ (n =3.297)
v Excluidos:
2 Leitura de artigos na 3 duplicados,
g integrag 121 diferentes desenhos
& (n =187) de estudos,
= 42 diferentes
populagdes,
16 outros
— 5
biomarcadores ou sem
9 Estudos incluidos na histopatologia
'E metanalise (n =182)
2 (n =5)
S

Figura 6 - Fluxograma da estratégia de busca e sele¢do dos estudos.
Fonte: Do Autor, 2018

Cinco estudos envolvendo 1.148 pacientes preencheram 0s
critérios de inclusdo: Frega et al, 201410, Persson et al, 2012'%1, Tropé et
al, 2011*2, Zappacosta et al, 2013*3 e Zhao e Shao,2016*4,

4.2 CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS

As caracteristicas de todos os estudos incluidos estdo resumidas na
Tabela 1. Um mil e cento e quarenta e oito mulheres (1.148) dos cinco
estudos observacionais inclusos na revisdo sistematica foram
acompanhadas por coortes desenvolvidas na Italia, Suécia, Noruega e
China. Quinhentas e trinta e trés (533) dessas mulheres foram estudadas
na Italia por dois (2) grupos de estudos diferentes (Frega et al, 2014'%
Zappacosta et al, 2013'%3). Os demais estudos foram desenvolvidos:
Suécia (Persson et al, 2012*1), Noruega (Tropé et al, 2011'*2) e China
(Zhao e Shao,2016'!4). A idade média das participantes foi encontrada em
quatro (4) dos estudos sendo que em um dos estudos, Zhao e
Shao,2016%4, descrevem como uma variavel categérica ordinal sendo
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distribuida a amostra em mulheres com menos de quarenta (40) anos ou
mais. Frega et al, 20140 e Tropé et al, 20112 utilizaram 0 mesmo teste
RNAm HPV E6/7 durante o seguimento pés tratamento cirdrgico das
lesGes de alto grau e/ou cancer de colo do Utero: PreTect HPV Proofer.
Persson et al, 2012, utilizaram o teste RNAmM HPV E6/7 APTIMA,
Zappacosta et al, 20132 o Nuclisens EasyQ HPV e Zhao e Shao, 20164
0 Quantivirus.

Comparando o RNAm de HPV a citologia e ao DNA de HPV- HR
quatro estudos aplicaram dois ensaios & mesma amostra, possibilitando
compara-los.Os testes de DNA aplicado por Frega et al, 201410, Persson
et al, 20121, Tropé et al, 20112 e Zhao e Shao, 20164, foi 0o PCR e
Zappacosta et al, 20133, utilizam a HC2.

Todas as mulheres dos estudos foram acompanhadas apds o
tratamento cirargico por pelo menos 6 meses, sendo aplicado o teste
RNAmM HPV em seguimento: Frega et al, 2014%0 aplicam o teste em 6,
12, 24 e 36 meses pés conizacdo, Zhao e Shao'#, 2016, em 3, 6 e 12
meses ap6s conizacdo, Zappacosta et al, 20132 com 6 meses e apds 24
meses da conizacdo e Tropé et al*'?, 2011 aplica o teste uma Unica vez:
apdés 6 meses da conizacdo. Persson et al, 2012'*2, ndo especifica o
momento exato da aplicacdo do teste, relata que é realizado na primeira
consulta pdés conizagdo e complementa relatando que o
acompanhamento/seguimento das mulheres pds conizacdo se da em
tempo médio de 1.333 dias ou 3,6 anos.



Tabela 1 - Caracteristicas dos estudos incluidos na Revisdo Sistematica
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AUTOR/ANO PAIS IDADE N N N TESTE TESTE INTERVALO DO
MEDIA TOTAL BENIGNO CIN2+ DNA HPV RNAM HPV SEGUIMENTO
HR
Frega et al, 2014110 Italia 37,8+9,7 475 376 99 PCR PreTect HPV 6,12, 24 e 36
Proofer meses
Persson et al, 2012111 Suécia 31.3 117 110 7 PCR APTIMA 12 visita pos
conizagdo
Tropé et al, 2011112 Noruega 37.6 344 283 61 PCR PreTect HPV 6 meses
Proofer
Zappacosta et al, 201313 Italia 375+10 58 45 13 HC2 Nuclisens 6 meses
EasyQ HPV
China 39%>40
Zhao e Shao, 201614 61%<40 154 123 31 PCR Quantivirus 3,6e12 meses

Fonte: Do autor, 2018.
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4.3 AVALIACAO DA QUALIDADE DOS ESTUDOS

O resultado da avaliacdo da qualidade metodol6gica dos estudos,
realizada de acordo com o QUADAS-2%1% encontra-se ilustrado na
Figura 6. De modo geral, os estudos sdo considerados de alta qualidade,
0 risco de viés e as suas aplicabilidades possuem avaliagfes positivas,
sendo que em dois (2) dos cincos (5) estudos, o de Tropé, 20112 e de
Zhao e Shao'!4, 2016 tiveram todos os itens bem esclarecidos e descritos
em seus estudos. Em relacdo ao teste estudado, 3 coorte, as dos autores
Frega et al., 2014°, Perssonet al.,'** 2012 e Zapaccostaet al.,''3, 2013,
ndao mencionamo cegamento dos patologistasem seus textos, deixando
assim esta avaliacdo duvidosa. Todavia todos os estudos incluidos
utilizaram o teste histopatolégico como referéncia, e os testes do indice
foram claramente citados, portanto, o fator ndo claro deixado pelos
autores Frega, 201410, Persson!!! 2012 e Zapaccostal?, 2013 foi pouco
preocupante, reforcando assim o baixo risco de viéis dos estudos.

Risco de Viés Aplicabilidade
w 4
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8 & 5 & s 5 5
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Frega et al. 2014 ® 2 @@ ® O e
Persson et al. 2012 ® 72 9O ® O e
Tropé et al. 2011 ® S e ® O e
Zappacostaetal.2013 (@ |2 | @ | @ ® o e
Zhao e Shao. 2016 ‘ . . . . . .
I @ AltoRisco ?  Incerto @ BaixoRisco I

Figura 7- Resultado da avaliacio de cada estudo de acordo com 0 QUADAS-2
Fonte: Do Autor, 2018.
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4.4 DESEMPENHO DO TESTE DIAGNOSTICO

O desempenho dos testes RNAm apresentaram uma sensibilidade
combinada de 62,2% (1C95% 54,5 - 69,5), especificidade combinada de
91,9% (1C95% 90,0-93,5), DOR de 30,2 (IC 95% 9,3 — 98,7) e AUC
0,5978 visualizado nas figuras 8, 9, 10 e 11. Para esta analise foram
utilizados os 5 estudos. Os testes DNA HPV-HR, mostrando o mesmo
resultado, apresentaram uma sensibilidade agrupada de 86,8 (IC 95%
80,5-91,6), especificidade combinada de 72,4 (IC 95% 69,4 — 75,2), DOR
de 33,9 (IC 95% 69,0 — 166,5) e AUC 0,6486 visualizados nas diguras
12, 13, 14 e 15. A citologia oncética apresentaram uma sensibilidade
agrupada de 71,1% (IC 95% 63,4 — 78,0), especificidade combinada de
87,2% (IC 95%: 84,9-89,3), DOR de 19,5 (IC 95% 9,0 - 42,1) e AUC
0,9292, ilustrada nas figuras 16, 17, 18 e 19. Na tabela 2 encontra-se
contigénica agrupada do teste de RNAm HPV, a tabela 3 encontra-se
contigénica agrupada do teste de DNA HPV-HR e a tabela 4 a contigénica
agrupada da citologia oncotica. A tabela 5 compara todos o teste RNAm
HPV para deteccdo de NIC em histopatoldgico, aplicado a mesma
amostra, em comparacdo com teste de DNA e citologia (utilizando 4
estudos, pois Zappacosta'® ndo separou os resultados da citologia ao
DNA HPV HR). Todos os testes utilizaram o0 Meta-DISC ® .

Tabela 2 - Tabela de contingéncia agrupada do teste RNAm HPV.

Estudo/Ano Verdadeiros Falsos Falsos Verdadeiros
Positivos Positivos  Negativos Negativos
Frega et al, 2014 59 54 40 322
Persson et al, 2012 4 7 3 103
Tropé et al, 2011 10 16 12 306
Zappacosta et al, 2013 10 0 3 45
Zhao e Shao, 2016 24 2 7 121

Fonte: Do Autor, 2018
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O grafico da sensibilidade apresentado na Figura 8 ilustra a
sensibilidade que foi de 62,4% (1C95%: 54,5 - 69,5) e a inconsisténcia

apresentada (12=46,4%) foi moderada.

Sensibilidade (95% IC)

g i Frega et al. 2014 0,60 (0,49-0,69)
—— T Persson et al. 2012 0,57 (0,18-0,90)
—_—T®— Tropé et al. 2011 0,45 (0,24-0,68)
P — @ Zappacosta et al. 2013 0,77 (0,46-0,95)
: Zhao e Shao. 2016 0,77 (0,59 - 0,90)
> Sensibilidade Combinada = 0,62 (0,55 to 0,69)

Q de Cochrane = 7,47; df = 4 (p=0,1131)

Inconsisténcia (F) = 46,4 %
0 0,2 0.4 0,6 0,8 1
Sensibilidade

Figura 8- Grafico Floresta da Sensibilidade dos estudos do teste RNAmM HPV.

Fonte: Do Autor, 2018

O gréfico de floresta apresentado na Figura 9 corresponde a
especificidade que foi de 91,9% (IC 95%: 90,0 - 93,5) e a inconsisténcia

apresentada (1°=89,8%) foi alta.

Especificida
@ | | Fregaetal 2014 0,86
Persson et al. 2012 0,94
Tropé et al. 2011 0,95
Zappacosta et al. 2013 1,00
Zhao e Shao. 2016 0,98

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 Inconsisténcia (F)= 89,8 %
Especificidade

Figura 9 - Gréfico Floresta da Especificidade dos estudos do teste RN
Fonte: Do Autor, 2018

de (95% IC)

Especificidade Combinada = 0,92 (0,90 to 0,94)
Q de Cochrane =39 40: df = 4 (p = 0,0000)

Am HPV.

A DOR global, ilustrada na Figura 10, foi de 30,2 (IC 95%: 9,27 —
98, 66), portanto, a chance de um resultado positivo diagnosticado pelo
teste RNAmM HPV entre sujeitos com NIC2+ foi 30,2 vezes maior do que
a chance de um resultado positivo em individuos sem estes desfechos.
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Odds Ratio Diagnéstica (95% IC)

880 (537-1442)

1962 (3.65-105,41)
1594 (5,99 - 42.39)
273,00 (13,08 -5.697,01)
207,43 (40,59 - 1.060,13)

Odds Ratio Diagnéstica Combinada = 30,25 (9,27 — 98,66)

0,01

0Odds Ratio Diagnostica

1 1000 QdeCochrane = 17,94 df = 4 (p =0.0013)

Inconsisténcia (F) = 77.7 %

Figura 10 - Gréafico Floresta da Sensibilidade dos estudos do teste RNAmM HPV
Fonte: Do Autor, 2018

Na analise do teste RNAmM HPV, a area sob a curva SROC ilustrada
na Figura 11 foi baixa®, (AUC = 0,5978), e o ponto Q* foi de 0,5737
considerando o teste RNAmM HPV.

Sensibilidade Curva SROC
; -
{ AUC =0,5978
09 | SE(AUC)=0,3310
Q*=0,5737
SE(Q*)=0,2515
0.8 +
*
-
07
06
05
04 |
03 | |
|
0.2+ {
0.1
° 9 oz o0& 08 08 1

Figura 11 - Curva SROC do teste RNAmM HPV nos estudos.

Especificidade

Fonte: Do Autor, 2018.
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Tabela 3 - Tabela de contingéncia agrupada do teste DNA HPV nos estudos.

Estudo/Ano Verdadeiros Falsos Falsos Verdadeiramente
Positivos Positivos  Negativos Negativos

Frega et al, 2014 80 124 19 252

Persson et al, 2012 7 21 0 89

Tropé et al, 2011 21 85 1 237

Zhao e Shao, 2016 30 27 1 96

Fonte: Do Autor, 2018

O gréafico da sensibilidade para o teste de DNA HPV HR
apresentado na Figura 12 ilustra a sensibilidade que foi de 86,8% (1C95%:
80,5% - 91,6%) e a inconsisténcia apresentada (12 = 71,0%) foi moderada.

Sensibilidade (95% IC)

‘ Frega et al. 2014 081 (0,72-0,88)
P Persson et al. 2012 1,00 (0,59 -1,00)
e Tropé et al. 2011 0,95 (0,77 -1,00)
@ Zhao e Shao. 2016 0,97 (0,83-1,00)
<& Sensibilidade Combinada = 0,87 (0,81 t0 0,92)
Q de Cochrane = 10.33df = 3 (p = 0,0160)
( isté itl R) = o
0 02 04 06 08 fne )= 711.0%

Sensibilidade

Figura 12 - Gréfico Floresta da Sensibilidade dos estudos do teste DNA HPV
HR.
Fonte: Do Autor, 2018.

O gréfico de floresta apresentado na Figura 13 corresponde a
especificidade do teste de DNA HPVHR que foi de 72, 4% (IC 95%:
69,4% - 75,2%) e a inconsisténcia apresentada (1>=7470%) foi moderada.
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Especificidade (95% IC)

(<) Frega etal. 2014 067 (0,62-0,72)

—@— Persson et al. 2012 0,81 (0,72-0,88)

T Tropé et al. 2011 0,74 (0,68-0,78)

—@ Zhao e Shao. 2016 0,78 (0,70-0,85)
* Especificidade Combinada = 0.72 (06940 0.75)

Q de Cochrane =11.84; df = 3 (p = 0,0079)
0 02 0.4 06 08 1 Inconsisténcia (F)= 74,7 %
Especificidade

Figura 13 - Gréfico floresta da especificidade dos estudos do teste DNA HPV
HR.
Fonte: Do Autor, 2018.

A DOR global do teste de DNA HPV HR, ilustrada na Figura 14,
foi de 33,9(1C 95%: 69,0% - 166,5%), portanto, a chance de um resultado
positivo diagnosticado pelo teste DNA HPV entre sujeitos com NIC2+
foi 33,9 vezes maior do que a chance de um resultado positivo em
individuos sem estes desfechos.

Odds Ratio Diagnodstica (95% IC)

@ Frega et al. 201496 8,56 (4,96 - 14,75)
—— @) Persson et al. 201298 62,44 (3,43-1.136,15)
— @ Tropé et al. 201199 58,55 (7,76 - 441,98)
—| Zhao e Jiang. 2016100 106,67 (13,90 - 818,37)

i Modelo de Efeito Fixo
0Odds Ratio Diagndstica Combinada = 33,88 (6,90 to 166,46)
Q de Cochrane = 10,24; df = 3 (p = 0,0166)
0,01 1. 100,C Inconsisténcia (F)= 70,7 % .7 %
0Odds Ratio Diagnostica

Figura 14 - Gréfico floresta da DOR dos estudos do teste DNA HPV HR.
Fonte: Do Autor, 2018.

Na anélise do teste DNA HPV HR, a &rea sob a curva SROC
ilustrada na Figura 15 foi baixa, (AUC = 0,6486), e 0 ponto Q* foi de
0,0690.
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Figura 15 - Curva SROC dos estudos do teste DNA HPV HR.

Fonte: Do Autor, 2018.

Tabela 4 - Tabela de contingéncia agrupada citologia oncética nos estudos.

Verdadeiros

Estudo/Ano Verdadeiros Falsos Falsos
Positivos Positivos  Negativos Negativos

Fregaet al, 2014 66 59 28 317
Persson et al,

2012 6 14 1 96
Tropé et al, 2011 14 32 ) 290
Zhao e Shao,

2016 27 14 4 109

Fonte: Do Autor, 2018.
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O gréfico da sensibilidade para a citologia oncética apresentado na

Figura 16 ilustra a sensibilidade que foi de 71,1% (1C95%: 63,4% -
78,0%) e a inconsisténcia apresentada (1° = 56,1%) foi moderada.

Sensibilidade (95% IC)

— ‘ -} Frega et al. 2014 067 (0,56 -0,76)
Persson et al. 2012 0,86 (0,42-1,00)
S S Tropé et al. 2011 0,64 (0,41-083)
— Y Zhao e Shao. 2016 0,87 (0,70-0,96)
. Sensibilidade Combinada = 0,71 (0,63 to 0.78)

Q de Cochrane = 6,83;df = 3 (p=0,0774)

0 0,2 04 06 08 1 Inconsisténcia (F) = 56,1 %
Sensibilidade

Figura 16 - Gréfico floresta da sensibilidade dos estudos da citologia oncética.
Fonte: Do Autor, 2018.

O grafico de floresta apresentado na Figura 17 corresponde a
especificidade citologia oncética que foi de 87, 2% (IC 95%: 84,9% -
89,3%) e a inconsisténcia apresentada (1°=44,6%) foi moderada.

Especificidade (95% IC)

‘ Frega et al. 2014 084 (0,80-0,88)
—@— Persson et al. 2012 087 (0,80-0,93)
@ | Tropéetal 2011 090 (0,86 -0,93)
@ Zhao e Shao. 2016 089 (0,82-0,94)

. Especificidade Combinada =0,87 (0,85 to 0,89)
Q de Cochrane =5 42; df = 3 (p = 0,1437)
0 02 04 06 08 1 Inconsisténcia (F) = 44,6 %

Especificidade

Figura 17 - Gréfico floresta da especificidade dos estudos da citologia oncética.
Fonte: Do Autor, 2018.

A DOR global da citologia oncotica, ilustrada na Figura 18, foi de
19,5 (IC 95%: 9,0 — 42,1), portanto, a chance de um resultado positivo
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diagnosticado pela citologia oncotica entre sujeitos com NIC2+ foi 19,5
vezes maior do que a chance de um resultado positivo em individuos sem
estes desfechos.

Diagnostic OR (95% CI)
IS Frega et al. 2014 8,56 (4,96 - 14,75)
- @) Perssonetal. 2012 6244 (343-1.136,15)
— @ Tropé etal. 2011 58,55 (7,76 -441,98)
{{ Zhao e Shao. 2016 106,67 (13,90-818,37)

Modelo de Efeito Fixo
0Odds Ratio Diagnostica Combinada =: 33 88 (6,90 to 166,46)
Q de Cochrane =10,24; df = 3 (p = 0,0166)
0,01 1 100.0 |nconsisténcia ()= 70,7 %
0dds Ratio Diagndstica

Figura 18 — Gréfico de floresta da DOR dos estudos da citologia oncotica.
Fonte: Do Autor, 2018.

Na andlise da citologia oncética, ilustrada na Figura 19, a area sob
a curva SROC foi baixa, (AUC =0, 9292), e o ponto Q* foi de 0, 0400.

Sensibilidade Curva SROC
T - I - T ] AUC=0,9292
. SE(AUC) = 0,0334
> Q*=0,8642
° 1 SE(Q*) = 0,0400
° [ ]

06

05

04/

03|

02 -

0.1 -

o [X3

04 06
1-Especificidade

Figura 19 - Curva SROC da citologia dos estudos da citologia oncética.
Fonte: Do Autor, 2018
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Tabela 5- Acurécia do teste RNAm HPV para detec¢do de NIC em histopatoldgico,comparada com teste de DNA e citologia.

Cinco Estudos Quatro Estudos
RNAmM HPV RNAmM HPV DNA HPVHR Citologia
% (95%Cl) % (95%Cl) % (95%Cl) % (95%Cl)
Sensibilidade 62.4 (54.8-69.7) 61.3 (53.2-68.8) 86.8 (80.5-91.6) 71.1 (63.4-78.0)
Especificidade 91.9 (90.0-93.5) 91.5 (89.5-93.2) 72.4 (69.4-75.2) 87.2 (84,9- 89,3)
DOR 30.2 (9.50-100.52) 23.7 (7.45-75.67) 33.9 (6.89-166.46) 19.5(9.0-42.1)
AUC 0.5685 0.6343 0.6486 0.9292
VP 107 97 138 113
FP 79 79 257 119
FN 65 62 21 46
VN 897 852 674 812
N total 1,148 1,090 1,090 1,090

Fonte: Do autor, 2018
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5 DISCUSSAO

A Neoplasia Intraepitelial Cervical é um precursor de carcinoma
invasivo do colo do Utero tendo o HPV em 99,7% dos canceres cervicais,
como descrito anteriormentg?341:49115116 O gbjetivo desta revisdo
sistemética foi avaliar a acurécia do biomarcador RNAm HPV como um
meio de identificar NIC e cancer do colo uterino, uma doenca com alta
prevaléncia, principalmente em paises de baixa renda, no seguimento p6s-
conizagéo.

A infeccdo pelo HPV é transitoria e apenas 10% das infeccGes sdo
persistentes e podem desenvolver-se a uma lesdo maligna, através da
expressdo das oncoproteinas E6 / E7* 1920, A conizagdo representa uma
técnica de diagndstico e terapéutico necessaria para o tratamento de
mulheres afetadas por lesdes de alto grau ou cancer microinvasivo®®
84,86,88.89 Se deixada sem tratamento, mais de 30% das lesdes NIC2 + sdo
estimados para progredir para carcinoma cervical®®93107,

A persisténcia do HPV apds a conizacdo é amplamente variavel
17118119 Hoffman e colaboradores (2017) em uma revisdo sistematica,
com 45 estudos e entre 6.106 mulheres, identificaram que que a mediana
de persisténcia apds o tratamento foi de 13% aos 12 meses e 4% aos 24
meses'?t, QOutra revisdo sistematica com 25 estudos, relatando a
incidéncia de HPV apds o tratamento em cerca de 2.000 mulheres,
apontou que variou de 0 a 47% (intervalo interquartilico: 0% -15%) em
até 3 anos de acompanhamento ap0s o tratamento . Neste estudo, Rositch
e seus colegas (2014) concluiram que a menor incidéncia de HPV foi
observada entre os estudos que incluiram mulheres relativamente mais
jovens e que usaram a conizagdo a laser'??,

Mulheres tratadas para lesdes de alto grau séo consideradas de alto
risco para desenvolver cancer de colo uterino durante muitos anos apés o
tratamento, principalmente nos dois primeiros anos!? % 123 ¢, por esta
razdo, o acompanhamento regular dessas mulheres representa atualmente
a melhor estratégia para a deteccdo precoce de lesdes cervicais residuais
ou recorrentes (NIC 2+). Ndo existe consenso mundial sobre a melhor
estratégia de vigilancia para as mulheres tratadas lesdo de alto grau'?,
porém alguns protocolos de acompanhamento europeus sdo baseados em
citologia, apesar da baixa especificidade do exame de Papanicolaut?>1%,
A colposcopia é geralmente realizada durante 6 meses de seguimento'?’
mesmo que isso acrescente pouco em termos de taxa de deteccdo.
Nemosbritdnicos e nem as Sociedades Americana de Colposcopia e
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Patologia Cervical recomendam colposcopia obrigatéria em
seguimento!?®,

Estudos tém demonstrado taxas elevadas de falsos negativos para
exames de citologia oncética de seguimento, de 50%!231%%, No entanto,
uma combinacdo de testes de citologia e o DNA HPV HR apos tratamento
tem mostrado uma sensibilidade maior 30131 Em uma metandlise
realizada com 11 estudos por Zielinski et al. (2004)!3 o valor preditivo
negativo (VPN) do teste de HPV DNA HR para doenca
residual/recorrente durante o seguimento foi de 98%, 91% para margens
de resseccdo e 93% para citologia, mostrando assim alta sensibilidade
para detectar CIN2 + apds conizagao.

A presente revisdo sistematica tem como fragilidade o nimero
limitado de estudos incluidos e a heterogeneidade dos parametros
disponiveis. As referéncias foram os estudos que aplicaram os testes de
RNAm HPV no seguimento das mulheres pds-conizacdo, além dessas
informacg0es, buscou-se outros marcadores progndsticos e diagndsticos
de recorréncia. Além dos testes de DNA HPV HR, a citologia (por quatro
estudos, menos Zappacostal'®) e as margens cirlirgicas também foram
analisadas, no entanto desta vez, dois estudos contemplaram estes dados
(Persson'*! e Tropé!*?), limitando as possibilidade de analise. A analise
de sensibilidade por ensaio do teste de RNAm ndo foi possivel de ser
realizada devido o fato de que quase cada estudo ter usado um ensaio
diferente, com apenas dois estudos que realizaram o rastreio utilizando o
mesmo kit (Frega et al'® e Tropé et al 1*2). Tais dificuldadesja havia sido
enfrentada por outros pesquisadores, como por van der Heijden e colegas
e publicada pela Cochrane Database em 2015, quando pesquisou ensaios
controlados randomizados que compararam as estratégias de
gerenciamento de acompanhamento apds LLETZ (Large Loop Excision
da Transformation Zone, técnica semelhante a conizacdo). Estes
concluiram que “ndo ha estudos relevantes comparando HPV HR e teste
de citologia com teste de citologia sozinho para detectar doenca residual
ou recorrente durante o seguimento do tratamento LLETZ de mulheres
adultas com NIC”133,

Estudos anteriores focados em ensaios de RNAm HPV na triagem
de lesdes cervicais mostraram um melhor desempenho em outras
situacBes. Burger et al., em 2011, realizaram uma revisdo sistematica
incluindo  predominantemente estudos de triagem secundéaria
inespecifical®, e Verdoodt et al., em 2013, incluiram estudos com
citologia cervical com lesdes menores (ASC-US e LSIL)*5.0 primeiro
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incluiu 11 estudos e concluiu que as sensibilidades variaram de 41,0% a
86,0% e de 90,0% a 95,0% para o teste PreTect Proofer / NucliSENS Easy
Q e Aptima, respectivamente. As especificidades variaram de 63,0% a
97,0% e de 42,0% a 61,0% para 0s mesmos ensaios, respectivamente. Em
um estudo realizado por Verdoodt et al., que incluiu 10 estudos utilizando
0 PreTect Proofer / NucliSENS Easy Q, eles concluiram que a
sensibilidade agrupada foi de 75,4% e 76,2% e a especificidade
combinada foi de 77,9% e 74,2%, para a triagem de ASC-US e LSIL,
respectivamente.

Comparando-se 0s ensaios de RNAmMHPY, DNA HPV HR e
citologia nesta revisao sistematica, amostra composta por 1.090 mulheres,
identifica-se que os ensaios de RNAmMHPV apresentaram a melhor
especificidade agrupada, de 91,5% (1C95% 89,5-93,2); Teste de DNA
HPV (PCR), melhor sensibilidade agrupada, de 86,8% (1C95% 80,5-
91,6); e citologia o melhor equilibrio entre eles, traduzido na melhor
AUC, de 0,9292.

Estudos prospectivos focados na aplicagdo desses ensaios apds a
conizacdo ndo estdo disponiveis e sdo necessarios, incluindo pardmetros
de custo-efetividade. Em outro cenario, um estudo americano
comparando citologia com testes e DNA HPV HR (n = 1.856) ou RNAm
de HPV (n = 1.651) em amostras de citologia ASC-US concluiu que a
alteracdo na metodologia de deteccdo de HPV HR de HC2 para Aptima
levou a uma reducédo de 21% nos encaminhamentos de colposcopia e é
mais rentavel para o atendimento ao paciente’3.

Um estudo multicéntrico com 5.006 mulheres submetidas a
triagem de rotina na Franca comparando um teste de HPV RNAm
(Aptima), um teste DNA HPV HR (HC2), genotipagem por PCR e
citologia (LBC) ja ilustram que o Aptima detecta de 5% a 15% mais
lesGes CIN2 do que a citologia. Em comparagdo com o ensaio de HC2, o
risco relativo de Aptima foi 24% a 29% superior, com uma diferenca
significativa na detecgdo de CIN2 +, concluindo que o Aptima é uma
opcao adequada para o rastreio do cancer do colo uterino primario’.

Levando em consideracdo etiopatologia oncogenética do HPV na
ocorréncia de cancer do colo uterino e da elevada sensibilidade do teste
de diagndstico do DNA HPV na deteccéo de infeccdo residual/recorrente,
tem se exames positivos com lesdo cervical residual regredindo, sem
progressao para o cancer. Desta forma, nos testes de DNA-HPV HR os
valores preditivos positivos e especificidades tendem a ser menores,
criando um desafio de discriminar entre infeccBes transitorias e
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persistentes!®, Por outro lado, infeccdo persistentes expressdo
oncoproteinas E6 / E7 de HPV de forma continua, causando a
transformacdo e manutencdo do estado neopldsico podem ser
monitorizados através de teste de RNAm E6 / E7 tendo maior
diferenciacdo do que é infeccédo transitorio ou persistente3%140, Diante
dos fatos apresentados do teste DNA HPV HR (alta sensibilidade e baixa
especificidade), pode-se facilmente conduzir a exames falsos positivos,
resultando em testes excessivos e tratamentos desnecessarios fazendo
com que incessantemente busque uma técnica mais precisa e confidvel*4!,

Enquanto os testes de RNAm, os valores de sensibilidade
apresentam-se mais baixo do que o teste de DNA ( analise utilizando
quatro estudos) 61.3% (1C95%: 53.2 - 68.8)a especificidade combinada é
maior do que a do que o proéprio teste de DNA apresentado na Revisdo de
Zielinski et al. (2004)1#2, de 91,5% (IC95%: 89;5 - 93,2). Na coorte
realizada por Frega et al (2014)*°, a maior coorte realizada e comparada
nesta revisdo que analisa os testes de DNA e RNAmM HPV em mulheres
tratadas para NIC 2/3, mostra que durante o seguimento as mulheres que
tiveram recidiva de NIC o testte RNAmM de HPV apresentou menor
sensibilidade e Valor Preditivo Negativo (VPN) que o teste de DNA HPV
dos que os demais estudos até entdo apresentados na literatura.
Atribuiram esta diferenca por focarem em seus estudos a anélise
diferencial entre a doenca residual da recorrente. Nesta Otica
apresentaram valores de sensibilidade para o teste de DNA de 81%
(IC95%: 76,9 — 84,2) para as doencas recidivas, de 100% (1C95%: 98,9
—100,0) para a doenca residual e para doenca recorrente de 44%(1C95%:
39,3 — 49,1). Para o teste de RNAmM HPV os valores da sensibilidade
foram: 59.6% (1C95%: 59,6 — 64,0) para as doencas recidivas, 52%
(IC95%: 47,5- 57,0) para a doenga residual e de 73% (1C95%: 68,9
77,7) para doenca recorrente. A especificidade entre as doencas nédo
apresentou diferenciacdo nos valores se tratando de residual ou
recorremte, sendo que para o teste de DNA foram de 67% e para RNAm
foram de 85.6%.

Na coorte de Tropé et al (2011)*? o teste RNAm HPV surpreende-
0s com baixos valores de sensibilidades (45,5%) e Valor Preditivo
Positivo VPP (38,5%), mesmo depois de restringir as analises as mulheres
que tinham o teste RNAmM positivo antes da conizacao (a sensibilidade foi
de 57,1%). Zhao e Shao (2016)*#assim como nos estudos de Zappacosta
et al (2013)*2 apesar de encontrarem valores de sensibilidade para o teste
de RNAmM maiores que os demais estudos, também atribuem a baixa
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sensibilidade ao fato de que é dificil diferenciar com certeza entre doenga
residual e recorrente, sendo que a sensibilidade relativamente baixa do
teste RNAmM pode ser devido a baixa expressdo das oncoproteinas em
infeccOes novas e transitorias.

A incidéncia residual e de recorréncia de HSIL ap6s a conizacao
depende de fatores de risco definidos.Os fatores de risco identificados
para recidivas de NIC apds tratamento excisionais sdo o envelhecimento,
a carga viral, grau da lesdo, e margens de resseccéo positivast?0.13L. 143, 144,
145 Uma revisdo sistematica e metanalise para avaliar o risco de falha
terapéutica associada ao estado histolégico das margens do tecido
excisado para o tratamento do pré-cancer cervical, incluindo 44.446
mulheres, estimou que o risco de NIC residual ou recorrente aumentou
com a positividade comparada com negativa margens de resseccao (risco
relativo 4,8, IC 95% 3,2-7,2). Para Park et al., a alta carga de HPV HR
pré-cone foi o Unico fator de risco para a persisténcia de HPV1#6, Liu et
al., revelaram que entre 1.502 casos, 3,2% sofriam de doenga residual
HSIL apds a conizagdo erammulheres com idade maio ou igual a 50 anos
e margem endocervical positiva foram apontados como fatores de alto
risco para a lesdo residual de HSIL apds a conizacéo 147.

Tropé et a al (2011)*?, em sua coorte mostra que as mulheres
submetidas a conizacdo por NIC2 +e que apresentaram doenga residual
eram mais velhas (idade média: 43,2 anosque as mulheres que nédo
apresentaram (idade média: 37,2 anos).O achado esta em consonancia
com a literatura, que demostra que mulheres com mais de 30 anos tem
maior risco de doenca residual devido a alteragdo da imunidade e a
selecdo positiva ao longo do tempo e, portanto, uma maior probabilidade
de doenca multifocal persistente no canal cervical.

De forma paradoxal, nos estudos de Zappacosta et al (2013)2 as
mulheres com lesdo, durante o seguimento, eram mais jovens do que as
mulheres sem recorréncia, tendo uma possivel razdo para este achado a
alta incidéncia de reinfec¢des, habitualmente associados a probabilidade
de maior nimero de parceiros sexuais e ao uso irregular do preservativo
durante as relagcdes. O mesmo achado se deu para Frega et al (2014)0,
gue concluiram que a idade jovem aumentava o risco de recaida e
recorréncia, e que os testes de citologia, de DNA e 0 RNAm alcancaram
o0 papel de preditores independentes tanto de recidiva quanto de doenca
recorrente, no entanto apenas citologia e teste de HPV DNA foram
preditores independentes de doenca residual. No estudo de Zhao e
Shao''4(2016) ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as
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taxas de recorréncia ou doenca residual em relacdo a idade maior ou
menor que 40 anos, indicando que a idade da mulher ndo estava associada
a lesdo residual.

Assim como no estudo de Tropé de 2011'%e no estudo de Frega
et al. (2014) 0 o teste de RNAm HPV néo foi positivo em todos os
pacientes que tiveram uma doenca recorrente. Frega et al (2014)1°
encontraram diferentes gendtipos do HPV detectados por diferentes testes
de RNAm (NorChip e APTIMA), sendo que neste caso, a menor
sensibilidade e a maior especificidade do teste de Norchip pode ser devido
a deteccdo do teste de 5 genoétipos, em vez de 14 tipos de alto risco
detectados pelo ensaio APTIMA. Também é uma hipétese o fato de que
mulheres dos estudos com testes negativos de RNAm, mas diagnosticada
com um tipo de HPV podem ter tido lesGes sem expressao oncogénica e,
portanto, mais propensas a regrecdo espontaneamente das lesdes, sem
tratamento (no entanto, isso ndo pode ser investigado pois as diretrizes
recomendam o tratamento de todas as mulheres diagnosticadas com
lesbes NIC2 +).

Apesar da descrigéo das margens de resseccao positivas como fator
de rico para recidiva de leséo de alto grau pds tratamento, as coortes de
Tropé et al (2011)*2 e Persson et al (2012)*! foram os Unicos estudos
desta Revisdo Sistematica que a incluiram em suas observagdes. O status
da margem de resseccdo ndo discerniu quais mulheres estavam em risco
no seguimento de curto prazo. Tropé et al (2012)'*2 relataram que quando
as margens de ressec¢do ndo sdo livres, a neoplasia remanescente muitas
vezes é destruida pela caoterizacdo das margens de resseccdo apds a
conizagéo.

Mediante os achados apresentados neste estudo, onde o teste
RNAmM HPV tem elevada especificidade 91,5%, permite-se avaliar que a
deteccdo do nivel de expressdo das oncoproteinas E6 / E7 é mais
especifico e um melhor indicador de risco de recidiva de lesdes de alto
grau do colo do utero do que o teste de DNA HPV (que possui a
especificidade de 72,4%) e da citologia (especificidade de 87,2%). A
elevada especificidade e uma baixa taxa de positividade permitem sugerir
gue o teste RNAmM HPV sdo uma ferramenta adequada no rastreamento
do céncer do colo uterino e no seguimento de mulheres submetidas a
conizacdo, podendo prever o risco de lesGes residuais / recorrentes apés
o0 tratamento excisional (DOR: 30,2 vezes maior de chance de um
resultado positivo entre sujeitos com NIC2+ do que em pessoas sem este
desfecho, enquanto o teste de DNA HPV a DOR foi de 33,9 e a citologia
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a DOR de 19,5). Desta forma diminui resultados falsos positivos (FP nos
testes de RNAm foram de 79), exames excessivos e
tratamento/intervencdes agressivas. Além disso, devido ao seu valor
preditivo positivo ser maior que do teste de DNA e da citologia (VPP
RNAmM: 0,575; DNA: 0,361 e citologia oncotica = 0,463) pode permitir a
reducdo da frequéncia de acompanhamento, controlando assim os custos,
reduzindo o grau de ansiedade e de estresse das mulheres acompanhadas
e, guem sabe, at¢é mesmo diminuindo as perda/abandonos dos
acompanhamentos/seguimentos.

Pode-se ainda considerar que em paises em desenvolvimento,
como o caso do Brasil, onde apesar dos rastreamentos e dos seguimentos
de mulheres atendidas no Sistema Unico de Sadde (SUS) estar bem
definido pelas diretrizes, a citologia e a colposcopia sdo o0s principais
manejos. Sendo assim dependemos de uma triagem fortemente atribuida
ao desempenho, treinamento e habilidades humanas, muitas vezes
limitadas por falta de méao de obra especifica e bem treinada, carentes de
exames de maior especificidade e que em custo beneficio sinalizem maior
grau de evidéncia para demais intervengdes.
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6 CONCLUSAO

Ao comparar os ensaios de RNAmM HPV, os ensaios de DNA HPV
HR e citologia na amostra composta por 1090 mulheres, foi identificado
gue os ensaios de RNAm HPV apresentaram uma melhor especificidade
combinada de 91,5%, o teste DNA HPV por PCR teve uma melhor
sensibilidade agrupada de 86,8% e a citologia teve um melhor equilibrio
entre eles, traduzido na melhor AUC de 0,9292.

Os testes de RNAmM podem permitir a reducdo da frequéncia de
acompanhamento, controlando assim os custos, reduzindo o grau de
ansiedade e de estresse das mulheres acompanhadas e até mesmo
diminuindo as perdas dos seguimentos.

Em conclusdo, este estudo sugere que o teste de RNAm do HPV
é uma ferramenta adequada no rastreamento do cancer do colo do uterino
e no seguimento de mulheres submetidas & conizacdo, principalmente
guando uma alta especificidade é prioridade.
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