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RESUMO

O cancer do colo do utero € um importante problema de saude publica no Brasil,
sendo o terceiro tipo de cancer mais incidente entre as mulheres. A persisténcia
do HPV de alto risco € a principal causa do cancer cervical e estratégias para
melhorar a adeséo ao rastreamento, como a autocoleta para analise molecular,
tém sido investigadas. Objetivos: descrever a prevaléncia dos tipos de HPV e
avaliar o impacto da autocoleta de amostra cervicovaginal como método de
rastreamento populacional do cancer do colo do utero. Metodologia: Trata-se de
um estudo prospectivo, observacional, transversal e quantitativo, realizado com
200 mulheres em idade preconizada para rastreamento do cancer do colo do
utero, atendidas em unidades basicas de saude ou um consultério particular,
entre outubro de 2023 e junho de 2024. Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa e as voluntarias assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). As amostras cervicais foram coletadas para exame
citopatoldgico e a autocoleta foi realizada para testes moleculares de deteccao
de HPV oncogénico por PCR em tempo real. Resultados: Aproximadamente
6%das mulheres apresentaram alteracbes no exame citopatoldgico, sendo
66,7% leséao intraepitelial de baixo grau e 16,7% células escamosas atipicas. A
prevaléncia da infecgéo por HPV de alto risco foi 17,4%, sendo o HPV 39/68 o
mais prevalente (26,47%), seguido do HPV 16 (14,71%). A sensibilidade do teste
molecular para todos os tipos de HPV foi de 50%, e a especificidade de 82,70%.
A acurécia diagnéstica do teste molecular de 82,01%. Discusséo: a prevaléncia
de alteracdes nos testes de HPV é maior que a porcentagem de alteragdes
celulares observados no teste citopatologico, indicando que o teste molecular
importante para verificar a infecgao por HPV de alto risco. A autocoleta € uma
possibilidade viavel para prevencdo do cancer do colo do utero e identifica
corretamente pacientes infectados por HPV, apresentando alta especificidade e
acuracia diagnostica. Conclusdo: Conclui-se que a autocoleta é efetiva para
detectar HPV por teste molecular e em conjunto com o exame citopatologico
pode melhorar a abrangéncia dos exames de rastreamento para o cancer do
colo do utero. A identificacao da prevaléncia de diferentes tipos de HPV de alto
risco em diferentes populacdes é necessaria para que politicas de saude publica
mais efetivas possam ser implantadas.

Palavras-chave: Cancer do colo do Utero; Cancer Cervical; HPV; Autocoleta;
Exame de rastreamento.



ABSTRACT

Cervical cancer is a significant public health issue in Brazil, ranking as the third
most common type of cancer among women. The persistence of high-risk HPV
is the main cause of cervical cancer, and strategies to improve screening
adherence, such as self-sampling for molecular analysis, have been investigated.
Objectives: To describe the prevalence of HPV types and assess the impact of
self-sampling of cervicovaginal specimens as a method for population-based
cervical cancer screening. Methodology: This is a prospective, observational,
cross-sectional, and quantitative study conducted with 200 women of the
recommended age for cervical cancer screening, attended at primary healthcare
units or a private clinic between October 2023 and June 2024. This study was
approved by the Research Ethics Committee, and the volunteers signed the
informed consent form (ICF). Cervical samples were collected for cytological
examination, and self-sampling was performed for molecular testing to detect
oncogenic HPV by real-time PCR. Results: Approximately 6% of the women
showed abnormalities in the cytological examination, with 66.7% having low-
grade squamous intraepithelial lesions and 16.7% atypical squamous cells. The
prevalence of high-risk HPV infection was 17.4%, with HPV 39/68 being the most
prevalent (26.47%), followed by HPV 16 (14.71%). The sensitivity of the
molecular test for all HPV types was 50%, and its specificity was 82.70%. The
diagnostic accuracy of the molecular test was 82.01%. Discussion: The
prevalence of HPV abnormalities is higher than the percentage of cellular
abnormalities observed in the cytological test, indicating that the molecular test
is essential to detect high-risk HPV infections. Self-sampling is a feasible option
for cervical cancer prevention and correctly identifies HPV-infected patients,
showing high specificity and diagnostic accuracy. Conclusion: It is concluded
that self-sampling is effective in detecting HPV through molecular testing and,
combined with cytological examination, can improve the coverage of cervical
cancer screening tests. ldentifying the prevalence of different high-risk HPV types
in different populations is necessary for the implementation of more effective
public health policies.

Keywords: Cervical cancer; HPV; Self-collection; Screening test.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, o cancer do colo do utero ainda € uma importante questao de
salde publica. E o terceiro tipo de cancer mais incidente entre mulheres e o
quarto tipo de cancer que mais mata. Embora a incidéncia e a mortalidade
tenham diminuido nas ultimas décadas devido a implantacdo de programas de
rastreamento e preveng¢ao, como o exame do Papanicolaou e a vacinagao contra
0 papilomavirus humano - HPV, o cancer do colo do utero ainda € uma das
principais causas de morte por cancer entre as mulheres (INCA, 2023).

A maior parte dos casos de cancer do colo do utero tem como origem a
infeccado pelo HPV. Este é transmitido pelo contato direto com a pele e mucosa
infectadas, principalmente durante o contato sexual. Atualmente, sdo conhecidos
mais de 218 tipos de HPV, sendo que alguns deles estdo relacionados ao
desenvolvimento de cancer, em especial os tipos 16 e 18. Em geral, a infeccéo
€ assintomatica, mas também pode causar lesdes verrucosas ou microlesdes de
carater transitorio e que irdo regredir espontaneamente (FEBRASGO, 2017;
GOMES et al., 2022; GUEDES et al., 2021).

As lesdes precursoras podem ser totalmente curaveis quando
identificadas e tratadas precocemente. Estas lesdes, assim como as neoplasias
em estagio inicial, ndo costumam apresentar sintomas, tornando indispensavel
o rastreamento populacional, independentemente da presenga ou nao de sinais
e sintomas. Estas lesdes precursoras podem ser diagnosticadas de forma
precoce por meio do exame citopatolégico, também conhecido como exame
Papanicolaou. Quando nédo ha a presencga de lesdes, a infecgao pelo HPV pode
ser confirmada através de testes moleculares que detectam a presenca do DNA
viral (MUKHERJEE et al., 2023; MUNOZ-BELLO et al., 2022; OBEID et al.,
2020). O cancer do colo do utero, por sua vez, esta associado aos casos de
infeccao persistente pelos tipos oncogénicos, sendo que em mulheres com
sistema imunolégico funcional, sdo necessarios entre 15 a 20 anos para
progressao das lesdes para um tumor maligno (BRASIL, 2022; OPAS, 2024).

No Brasil, a recomendacao do Ministério da Saude é que o rastreamento
seja realizado por meio do exame citopatoldogico com inicio aos 25 anos,
mantendo-se até 64 anos. Estes exames devem ser realizados anualmente e,

apos dois resultados negativos, a cada trés anos (INCA, 2016). Apesar de ser o
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exame de referéncia para o rastreamento deste tipo de cancer, sdo encontradas
limitagdes que reduzem a cobertura populacional, influenciando nas taxas de
incidéncia e de mortalidade da doenca. Por ser considerado um método mais
invasivo, pode gerar receio na populagdo alvo, por diversos fatores como
constrangimento, ansiedade e medo antes e durante o procedimento, o que
resulta na redugdo da aceitabilidade. Ademais, grupos minoritarios, como em
mulheres trans masculinos (TM), que requerem conhecimento especializado ndo
sdo usualmente abrangidos nas diretrizes nem nas campanhas, o que os afasta
dos servicos de saude (FLORIDO, 2020; TAVARES DA MOTA et al., 2021).

Na pratica, a estratégia nacional de rastreamento é reconhecida como
oportunistica, uma vez que a maioria das pessoas acabam realizando o exame
apo6s procurar os servigos de saude por outros motivos. Esse quadro, associado
a auséncia de um sistema de informacdo em saude nacional unificado, resulta
em uma parcela da populagdo que acaba sendo super rastreada, enquanto a
outra segue sem nenhum acompanhamento, ndo sendo possivel nem identificar
(INCA, 2016; SERRANO et al., 2022).

Nesse sentido, tém sido estudados métodos alternativos de rastreio para
suprir algumas lacunas apresentadas pelo exame citopatoldgico. A autocoleta
para analise molecular de amostra cervicovaginal, procurando por material
genético de HPV oncogénico, por exemplo, apresenta vantagens para pacientes
com dificuldade de acesso as unidades de saude, além de fornecer maior
privacidade e menor constrangimento (MADZIMA et al., 2017; OLIVEIRA, 2022;
MIRANDA et al., 2022). Logo, é primaz a investigacdo de alternativas para
maximizar a cobertura de rastreamento, visando a redugdo do impacto do
diagnéstico e do tratamento tardio, relacionados ao cancer do colo do utero na
saude publica (PEREIRA, 2021).

Em marco de 2024, o Ministério da Saude tornou publica a decisao de
incorporar, no ambito do Sistema Unico de Saude - SUS, os testes moleculares
para deteccdo de HPV oncogénico. Para tanto é utilizada a técnica de
amplificagdo de acidos nucleicos baseada em PCR (reacédo em cadeia da
polimerase), com genotipagem parcial ou estendida do HPV. De acordo com as
Diretrizes do Ministério da Saude, através da Portaria SECTICS/MS n° 3
(BRASIL, 2024). Este foco de prevengéao primaria e secundaria do cancer do colo
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do utero com base em testes moleculares, vem se consolidando em varios
paises (CONITEC, 2024).

Estudos mostram novas tecnologias que tém sido somadas ao arsenal
diagnostico disponivel para detecgdo precoce desse tipo de neoplasia
(MELNIKOV, 2018; BOUVARD et al., 2021; GODOQY et al., 2022; SILVEIRA et
al.,, 2023). Dentre estas, estdo a citologia em meio liquido, os testes para
deteccdo do HPV por meio da autocoleta, os testes rapidos e os testes
moleculares (PANTANO, 2021; WHO, 2021; ARBYN et al., 2022).

A autocoleta também tem se mostrado uma alternativa que permite
aumentar a cobertura do exame em regides de dificil acesso, pois ndo demanda
o deslocamento das pacientes e nem o enfrentamento de condicionamentos
sociais e culturais que impede a obtencado de amostra cervical (LORENZI et al.,
2013). No entanto, ainda séo poucos estudos que aplicam a autocoleta, como
meio de rastreamento do cancer do colo do utero na populagao preconizada pelo

Ministério da Saude.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:
Descrever a prevaléncia dos tipos de HPV e avaliar o impacto da
aplicagcdo da autocoleta de amostra cervicovaginal como método de

rastreamento populacional do cancer do colo do utero.

2.2 Objetivos especificos:

e Descrever a prevaléncia da infecgcao do colo do utero por HPV em um
grupo de mulheres em idade preconizada para rastreamento do cancer
do colo do utero;

e Determinar o tipo de HPV diagnosticado por autocoleta aos achados
citopatoldgicos do exame do Papanicolaovu;

e Determinar o valor preditivo positivo e valor preditivo negativo do teste
molecular,;

e Avaliar a eficacia do diagnostico molecular de HPV por autocoleta em
relacdo ao exame citopatoldgico convencional para rastreamento de

cancer do colo do utero.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CANCER DO COLO DO UTERO: EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE
RISCO

O cancer do colo do utero pode ser evitavel, quando aplicadas medidas
de rastreamento e prevencao da doencga a nivel populacional. Contudo, ele
continua sendo a terceira neoplasia mais diagnosticada no mundo, com cerca de
662.000 novos casos e 350.000 mortes por ano (INCA, 2023; BRAY et al., 2024).
As taxas mais elevadas de incidéncia e mortalidade do céancer do colo do utero
no mundo registram-se em paises subdesenvolvidos. Isso reflete fatores como
a falta de acesso a vacinacao contra HPV, aos servicos de rastreio e tratamento
inadequados, além de determinantes sociais e econdmicos destas populagdes
(WHO, 2024). Todavia, nos Estados Unidos, o cancer do colo do utero é o
terceiro tipo de cancer ginecoldégico mais comum entre o0s canceres
ginecologicos (SIEGEL et al., 2024).

As estimativas publicadas pelo INCA para novos casos de cancer no
Brasil no ano de 2023, apontavam o cancer do colo do utero como o terceiro
mais comum entre as mulheres, ficando atras apenas do cancer de mama e do
cancer de célon e reto (Figura 1) (INCA, 2023).

FIGURA 1 - ESTIMATIVA DE CASOS DE CANCER NO BRASIL

Distribuigao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023 por género exceto
pele ndo melanoma

Localizagdo Primaria Localizagao Primaria Casos %
Préstata Mama feminina 73.610 30,1%
Codlon e reto Colon e reto 23.660 9,7%
Traqueia, brénquio e pulmao Colo do utero 17.010 7,0%
Estdmago Traqueia, brénquio e pulmdo  14.540  6,0%
Cavidade oral Glandula tirecide 14.160 5,8%
Eséfago Estémago 8.140 3,3%
Bexiga Corpo do utero 7.840 3,2%
Laringe Ovério 7.310 3,0%
Linfoma nao Hodgkin Péncreas 5.690 2,3%
Figado Linfoma néao Hodgkin 5.620 2,3%

Nimeros arredondados para miltiplos de 10."

Homens Mulheres

RISCO ESTIMADO EM 13,25 CASOS DE CANCER DE COLO DE UTERO A CADA 100 MIL MULHERES
FONTE: Adaptado de INCA, 2023.

No Brasil, a mortalidade do cancer do colo do utero representa 6,1% entre
todos os casos de cancer. Para o ano de 2025, o pais devera ter 17 mil novos
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casos de cancer do colo do utero, o que representa uma taxa bruta de incidéncia
de 15,38 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2023). Ademais, observou-se
uma variagao regional nas taxas de mortalidade, sendo 4,37 mortes a cada 100
mil mulheres nos estados da regido Sul, ao passo que, ao Norte, foram 9,52
mortes a cada 100 mil mulheres (GOMES et al., 2022).

Apesar de altamente evitavel, a doenga mata 35,7 mil mulheres a cada
ano nas Ameéricas, sendo que a maioria (80%) desses casos ocorre na América
Latina e no Caribe. As taxas de mortalidade sao trés vezes mais altas na América
Latina e no Caribe, do que na América do Norte. Esses dados destacam as
desigualdades existentes em termos de renda, género e acesso aos servigos de
saude nestas regides. Se essas tendéncias atuais continuarem, estima-se que
as mortes por cancer do colo do utero nas Américas aumentarao para 51,5 mil
em 2030 devido ao crescimento da populagao e ganhos na expectativa de vida
(OPAS, 2024).

Pesquisas tém buscado estabelecer uma associagao entre os fatores de
risco, para desenvolver o cancer do colo do utero. Além da infeccéo por HPV,
fatores como: idade, historico reprodutivo e conjugal, nivel educacional, crengas
religiosas, ocupacéao e padrdes de comportamento sexual. Dentre os fatores de
risco conhecidos estao o tabagismo, multiplos parceiros sexuais, multiparidade,
uso prolongado de contraceptivos orais, relagdes sexuais desprotegidas e
fatores genéticos (APPLEBY, 2007; FEBRASGO, 2017; LI et al., 2023; SUNG et
al., 2021).

Um dos fatores de risco ambientais estabelecido é o habito de fumar. Ele
aumenta significativamente a probabilidade de desenvolvimento de cancer
cervical, reduzindo tanto a quantidade, quanto a eficacia das células de
Langerhans, que desempenham um papel crucial na ativacdo da resposta
imunoldgica local contra o HPV (SZYMONOWICZ & CHEN, 2020). Esse risco
esta diretamente relacionado ao numero diario de cigarros consumidos, e € mais
pronunciado quando o tabagismo é iniciado em idade precoce (MALEVOLTI et
al., 2023).

O elevado numero de gestacdes, também é um fator constantemente
associado ao cancer do colo do utero em mulheres infectadas por HPV. Esse

risco € duplicado nas mulheres que deram a luz quatro vezes, quando
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comparadas com aquelas que tiveram apenas uma ou nenhuma gestacao
(SHARMA & PATTANSHETTY, 2018).

Por outro lado, no que diz respeito aos contraceptivos orais, varios
estudos populacionais tém sugerido um aumento na incidéncia de cancer
cervical para mulheres que usaram contraceptivos orais por mais de 5 anos, mas
outros estudos disponiveis chegam a resultados controversos e contraditérios
quanto a agao dos contraceptivos combinados orais no desenvolvimento do
céancer do colo do utero (BOVO et al., 2023).

Da mesma forma, pacientes imunossuprimidos e que recebem tratamento
com imunossupressores apresentam um risco aumentado de desenvolvimento
de cancer, assim como pacientes acima de 30 anos, uma vez que ocorre
regressao espontanea da maioria das lesées abaixo dessa idade (FEBRASGO,
2017; IARC, 2007; TAVARES DA MOTA et al., 2021).

3.2 ETIOPATOGENIA DO CANCER DO COLO DO UTERO

A infecgao por HPV é fundamental para o desenvolvimento da neoplasia
cervical e pode ser detectada em 99,7% dos canceres do colo do utero. Estudos
demonstraram que as infecgdes pelos HPVs oncogénicos sao majoritariamente
responsaveis pela progressao de lesdes malignas no colo uterino, tornando
primordial a compreensao da patogénese desse virus no organismo do individuo
infectado (DE MARTEL et al., 2020; HARIRI et al., 2011; HARTWIG et al., 2017,
PATEL et al., 2013; WALBOOMERS et al., 1999).

A transmiss&o do HPV ocorre principalmente através do contato humano,
nao se limitando apenas a relagao sexual. O uso correto de preservativos pode
reduzir significativamente o risco de transmissdo do virus. E crucial notar que a
transmissdo genital pode ocorrer mesmo na auséncia de penetragao,
simplesmente pelo contato direto de pele com pele entre os érgéaos genitais dos
parceiros, pode permitir a troca de fluidos corporais, facilitando a disseminagcao
do virus (MANINI & MONTOMOLI, 2018; SHEW et al., 2013).

O HPV é um virus ndo envelopado de DNA pertencente a familia
Papillomaviridae. Tal familia compreende um grupo heterogéneo de virus
espécie-especificos, que apresentam tropismo por células epiteliais escamosas
e glandulares. Apos a infecgao, podem causar lesdes como verrugas, papilomas
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e condilomas no local. Suas particulas virais tém diametro de aproximadamente
55 nm, apresentando-se sob a forma icosaédrica de simetria pentagonal (Figura
2) (VAN REGENMORTEL, 2002; DA SILVA et al., 2023).

FIGURA 2 - CAPSIDEO DO HPV DERIVADO DE UMA RECONSTRUGAO DE IMAGEM DE
MICROSCOPIA CRIOELETRONICA DO HPV TIPO 16

FONTE: Adaptado por Van Doorslaer et al, 2018.

O seu genoma é formado por dupla hélice de DNA circular, sendo dividido
em trés regides principais: uma regidao que codifica os oncogenes virais, outra
regiao que codifica as proteinas que formam o capsideo do virus e a regiao

relacionada a replicagao e transcricao do virus (Figura 3).
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FIGURA 3 - REPRESENTACAO ESTRUTURAL DO GENOMA DO HPV 16
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FONTE: Adaptado por Van Doorslaer et al., 2018.

Ao todo, sdo expressas sete proteinas especificas do virus: PRECOCE
(EARLY = genes E) dividida em E1, E2, E3, E4, E5, E6 e E7; TARDIA (LATE =
genes L) divididaem L1 e L2; e REGIAO REGULATORIA CONTRACORRENTE
(LCR = long control region), regiao que regula a replicagao viral e a expressao
de genes (DE VILLIERS et al., 2004). Os gente L codificam as proteinas do
capsideo viral e os genes E codificam as proteinas com fun¢des reguladoras da
atividade celular, destacando-se as oncoproteinas E6 e E7, que interferem com
a funcdo dos genes celulares supressores de tumores p53 e pRB (VAN
DOORSLAER et al., 2018).

Nessa perspectiva, € importante dar énfase aos principais genes que
auxiliam no desenvolvimento desta patogénese, sendo seis da regido inicial (E1,
E2, E4, E5, E6 e E7) e dois da tardia (L1 e L2). Apds a infecgao viral, € por meio
da proteina de superficie L1 que o HPV se liga na membrana basal da célula e
expbe a proteina L2, favorecendo a colonizagdo no epitélio. Além disso, as
proteinas E6 e E7 dos tipos altamente carcinogénicos podem regular o
crescimento celular e favorecer a progresséo de lesées pré-malignas, uma vez

que inativam proteinas supressoras de tumor como pRB e p53 (RODEN &
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STERN, 2018). Essas proteinas pRB e p53 desempenham um papel na
regulagao da divisdo celular, sendo responsaveis pelo controle do ciclo celular e
reparo do DNA. Quando inativadas pelas oncoproteinas virais, a progressao
tumoral é acelerada. (BALASUBRAMANIAM et al., 2019; EVRIARTI & YASMON,
2019; HAREZA, WILCZYNSKI & PARADOWSKA, 2022; LEUNG et al., 2014;
LONGWORTH & LAIMINS, 2004; VIEIRA et al., 2022).

A fisiopatogenia comega com a transmissédo do HPV por meio do contato
sexual, o que propicia a ocorréncia de microlesdes na mucosa e pequenos
traumas nas camadas superiores do epitélio, com consequente invasao viral as
células da camada basal do endo e ectocérvice (Figura 4). Os achados
citopatoldgicos esta descrito no item 4.6. A maioria das infecgbes por HPV é
transitoria e é eliminada pelo sistema imunolégico do individuo entre de 1 a 2
anos. No entanto, em alguns casos, a infecgdo persiste e pode levar a
transformacdo maligna da célula ao longo de décadas. Durante a infeccéo
persistente, os genes virais E6 e E7 sao expressos. Essas proteinas sao
oncogénicas e desempenham um papel crucial na carcinogénese cervical (FAN
etal., 2023). A proteina E6 inativa a proteina supressora de tumor p53, enquanto
a proteina E7 inativa a proteina supressora de tumor Rb, promovendo a
proliferagao celular descontrolada e a resisténcia a apoptose. A progressao para
0 cancer cervical invasivo geralmente ocorre apds um longo periodo, durante o
qual as células infectadas passam por alteragdes genéticas adicionais que
resultam na transformacdo maligna (DE SAN JOSE, BROTONS & PAVON,
2018).
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FIGURA 4 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA INFECGCAO PELO HPV NA MUCOSA
CERVICAL E SUAS DIFERENTES LESOES ESCAMOSAS INTRAEPITELIAIS

Cérvixnormal Lesdo escamosa intraepitelial Cancer invasivo
Baixo grau Alto grau

Neoplasia intraepitelial cervical (NIC)
Grau | . Grau ll Graulll

Epitélio escamoso

Células superficiais Lo

Células intermediarias

Células parabasais

Membrana basal
Derme

Epissoma 2 jo"? (o)

FONTE: Adaptado de San José et al., 2018.

Uma vez estabelecida a infecgéo, pode ocorrer a progressao de células
displasicas para um carcinoma com potencial invasivo. Contudo, a histéria
natural da doenca revela um desenvolvimento lento e gradual, possibilitando
uma longa janela de oportunidade, tanto para prevencdo, quanto para a
identificacéo de leses pré-malignas, como diagndstico precoce (MAGALHAES
etal., 2021).

Atualmente, foram descritos cerca de 218 tipos de HPV como causadores
de infeccdes em humanos (MAGALHAES et al., 2021). Metade desses,
apresenta potencial oncogénico, provendo transformacdo celular e
desenvolvimento de lesdes precursoras ao cancer. Os HPVs sao divididos em
dois grupos, de acordo com o potencial oncogénico: os de baixo risco, sdo os
tipos 6, 11, 40, 42, 43, 54, 61, 70, 72, 81, CP6 108, os quais desenvolvem os
condilomas e lesdes de baixo grau; e os de alto risco que s&o os tipos 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82 (BALMAGAMBETOVA et al.,
2019; GEBREGZABHER et al., 2021; INDARTI et al., 2019; TEKKESIN et al.,
2022).

Sao reconhecidos 40 tipos que apresentam potencial oncogénico ao
cancer do colo do utero, anogenital e orofaringeo (CHOI et al., 2023; PRATI,
MARANGONI & BOCCARDO, 2018). Nota-se a associagédo entre a presenga
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dos tipos HPV 16 e 18 com progresséo para cancer cervical, uma vez que sao
encontrados em 70% das lesdes de alto grau (SUNG et al., 2021). As infecgdes
persistentes com gendétipos de HPV de alto risco 16 e 18 sdo a principal causa
de cancer e podem resultar na integragdo do HPV no genoma do hospedeiro
(MOLINA et al., 2024). O teste de genotipagem ampliado € uma metodologia
diagndstica que possibilita uma melhor estratificagdo do risco e a detecgéo de
infecgbes multiplas por HPV. Na ltalia, foi detectado 14 tipos de HPV de alto
risco, nomeadamente 12 oncogénicos (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59) e 2 gendtipos provavelmente oncogénicos (66, 68) (CENCI, 2023).

A maioria dos canceres e doencas relacionadas ao HPV é causada por 9
tipos de HPV. Os tipos 16 e 18 do HPV sao responsaveis pela maioria dos
canceres anogenitais e aproximadamente 52% das lesdes cervicais de alto grau.
As lesdes cervicais sdo denominadas neoplasias intraepiteliais cervicais - NIC,
e sao categorizadas de acordo com a proporgéo de cada tipo de células e da
espessura do epitélio. Tais parametros servem de referéncia para as
recomendagdes de seguimento apos o resultado do exame citopatologico, usado
para rastreamento. As NIC de grau | sdo mais leves, uma vez que a maioria sofre
regressao em até 2 anos, nao progredindo para graus mais avangados. Por outro
lado, as NIC de grau Il e Illl indicam uma maior gravidade do quadro, ja que
evidenciam uma possivel evolugdo para cancer na auséncia de tratamento
precoce (INCA, 2016). Dos tipos de HPV de alto risco, os tipos 31, 33, 45, 52 e
58 estdo associados a 18% de cancer do colo do utero e 40% dos casos de
displasia cervical de alto grau (NIC Il e NIC IIl) (BRUN et al., 2021).

3.3 PREVENGCAO E RASTREAMENTO DO CANCER DO COLO DO UTERO

3.3.1 Vacinagéo

A vacinagao contra o HPV é altamente recomendada e pode prevenir de
70% a 90% das neoplasias relacionadas a esta infeccdo. O ideal é que tanto
homens quanto mulheres sejam vacinados antes do inicio da atividade sexual,
garantindo assim uma protecdo de 100% contra os tipos de HPV incluidos na
vacina. Atualmente existem trés tipos de vacinas profilaticas para o HPV, sendo

elas: a vacina nonavalente, a quadrivalente e a bivalente (ROSALIK, TARNEY &
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HAN, 2021; WANG et al., 2020). Acredita-se que ao menos 118 milhdes de
mulheres pelo mundo ja receberam uma dose da vacina contra o HPV. Destas,
apenas 1% é de paises de baixa e média renda (BRUNI et al., 2016).

Um estudo publicado no ano de 2021, investigou os impactos do programa
nacional de vacinagédo contra o HPV na Inglaterra e no Reino Unido, sobre a
incidéncia de cancer cervical e lesbes NIC Ill. Este programa nacional de
vacinacao contra o HPV foi implantado em 2008 para meninas adolescentes, de
12 a 13 anos, visando prevenir infecgbes por tipos de HPV oncogénicos,
especialmente HPV-16 e HPV-18 (vacina bivalente). Os resultados indicaram
uma significativa reducao na incidéncia de NIC Ill em mulheres vacinadas, em
comparacao com aquelas nao vacinadas. Além disso, houve uma diminui¢ao na
prevaléncia de infec¢gdes por HPV de alto risco entre as mulheres vacinadas.
Sugerem assim, impacto positivo e direto da vacinagdo na redugao das lesdes
cervicais pré-cancerigenas, que sao precursoras do cancer cervical invasivo. Os
autores concluem que o programa nacional de vacinagao contra o HPV na
Inglaterra e no Reino Unido, tem sido eficaz na prevengao do cancer cervical,
destacando a importancia continua da vacinagdo e do monitoramento
epidemioldgico para melhorar os resultados da saude das mulheres. O programa
praticamente eliminou o cancer do colo do utero em mulheres nascidas a partir
de 1° de setembro de 1995. Estimou-se que a vacina, nesse periodo, tenha
prevenido cerca de 450 casos do cancer do colo do utero e 17,2 mil casos de
alteragoes celulares (FALCARO et al., 2021).

O Ministério da Saude brasileiro, preconiza a vacinagdo de meninas e
meninos de 9 a 14 anos de idade, além do grupo prioritario que inclui pessoas
com sistema imune comprometimento, vitimas de violéncia sexual e outras
condigbes especificas conforme dispde o Programa Nacional de Imunizagbes
(PNI), podendo receber a vacina até os 45 anos. O Brasil, por meio do SUS,
disponibiliza a vacina tetravalente que protege as infeccoes e HPV dos tipos mais
frequentes: 6, 11, 16 e 18 (MINISTERIO DA SAUDE, NOTA TECNICA N° 41,
2024). Embora a administragao da vacina seja recomendada aos individuos que
ainda nao iniciaram sua vida sexual, acredita-se que a vacinagao daqueles que
contrairam a infeccdo e a eliminaram espontaneamente, também seja
importante, uma vez que poderia reduzir as chances de recorréncia (ROSALIK,
TARNEY & HAN, 2021).
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Um estudo multicéntrico, denominado como “POP Brasil”, analisou dados
de 5.945 mulheres vacinadas, comparando a incidéncia de infecgdes por HPV e
de lesbBes cervicais pré-cancerigenas, antes e depois da implementacdo do
programa de vacinagao. Foi observada a efetividade da vacina quadrivalente do
HPV na redugéo significativa da incidéncia de infec¢des por HPV de alto risco e
de lesdes cervicais pré-cancerigenas, entre as mulheres vacinadas em
comparagao com as nao vacinadas (Figura 5). Estes dados reforcam que a
vacinagao universal pode desempenhar um papel importante na redugao do
6nus do cancer cervical e de outras doencas associadas ao HPV entre as
mulheres jovens no Brasil (WENDLAND et al., 2021).

FIGURA 5 - ESTUDO POP BRASIL: DADOS DE EFETIVIDADE DA VACINAGAO COM A
VACINA QUADRIVALENTE

Tipos de HPV em mulheres vacinadas e néo vacinadas HPV 16 em mulheres vacinadas e néo vacinadas
no Estudo POP-Brasil (%) por idade

W Vacinados
P<0,01 M Nio vacinados W Vacinados
M Ndo vacinados

Prevaléncia (%)

HPV 6* HPV 11 HPY 16* HPV 18 *16-17 *18-19 20-21 2-3
Vacina Idade

#
*Alteragio significativa p < 0,01.

U425

FONTE: Adaptado por Wendland et al., 2021

Um recente estudo de revisdo sistematica e meta-analise avaliou 21
estudos observacionais que avaliaram a efetividade da vacina de HPV. A revisao
demonstrou que a vacina para o HPV é mais efetiva quando aplicada em idades

jovens, reduzindo em até 90% a chance de desenvolver cancer do colo do utero
(ELLINGSON et al., 2023).

3.3.2 Rastreamento do Cancer do Colo do Utero

Adicionalmente a prevengao do cancer cervical, temos a deteccao
precoce da doenca através do rastreamento do cancer do colo do utero. Este é

um mecanismo de identificacdo de mulheres que apresentam um risco
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aumentado de desenvolver ou que ja possuem a doengca, mas sao
assintomaticas. Esse processo tem como base o emprego de exames como o
citopatoldgico de Papanicolaou. Através deste exame é possivel identificar casos
considerados positivos, por apresentarem lesdes pré-malignas ou até mesmo o
cancer (INCA, 2016).

Georgios Papanicolaou (1883-1962) foi um médico grego e pesquisador,
que apos anos de pesquisa identificou células cancerigenas no esfregago
cervical, tornando-se, portanto, fidedigna a técnica que faz diagndsticos de
diversas patologias que acometem o colo do utero, principalmente o cancer por
infeccao persistente do HPV (PRA et al., 2021). Ele é conhecido por criar o “Pap
test”, teste de Papanicolaou ou coloragdo de Papanicolaou, comumente
conhecido como Papanicolaou, que revolucionou a detecgéo precoce do cancer
cervical (TAN & TATSUMURA, 2015).

O exame do Papanicolaou € o método mais utilizado para o diagnostico
precoce de lesdes cervicais, incluindo lesdes precursoras do cancer cervical e a
propria doenca em estagios iniciais, mesmo em mulheres assintomaticas. E um
exame reconhecido por sua rapidez, baixo custo e eficacia na detecgao precoce.
Segundo o Ministério da Saude, o exame citopatolégico deve ser feito
anualmente, a partir dos 25 anos, em mulheres com vida sexual ativa. Caso a
paciente tenha pelo menos dois exames negativos consecutivos, o rastreamento
pode ocorrer a cada trés anos. O rastreamento deve seguir até os 64 anos de
idade quando, se houver no minimo dois exames negativos, a coleta do
citopatologico pode ser suspensa. Para manter o custo-beneficio do
rastreamento de cancer no Brasil, deve-se seguir as recomendagdes de
periodicidade, de acordo com a faixa etarias e as demais especificagbes
descritas nas Diretrizes de Rastreamento de Cancer de Colo de Utero do
Ministério da Saude (INCA, 2016).

O exame, baseia-se na analise citolégica de uma amostra cervicovaginal,
na qual sdo coletadas células da ectocérvice e endoceérvice do colo de utero,
tendo em vista que as principais manifestagbes do virus sdo encontradas na
juncao escamo colunar. O objetivo é classificar as células encontradas e detectar
as que indicam potencial de malignidade, como, por exemplo, células com
apresentacao nuclear com morfologias e tamanhos atipicos e figuras mitéticas

anormais, além da perda da maturacgao citoplasmatica (FEBRASGO, 2017).
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Para a obtencdo de uma amostra adequada, recomenda-se a realizacao
da coleta com instrumentos apropriados. O espéculo garante a visualizagdo do
colo uterino e do canal vaginal, ja a espatula de Ayres e a escova cervical tem a
funcdo de realizar a descamacao celular do cérvix, coletando material para
analise. E essencial que seja realizado uma boa distribuicdo das células na
lamina possibilitando a visualizagdo microscopica delas. Caso haja escassez
celular, presenga de contaminantes, sangue, piécitos ou sobreposi¢ao celular,
essa leitura é prejudicada, sendo necessaria a repeticdo do exame em 6 a 12
semanas — tempo para a renovagao do epitélio (INCA, 2016).

O exame citolégico de Papanicolaou apresenta eficacia de 80% para
deteccao de lesbes do colo do utero, mas com suas limitagdes. As limitacdes
técnicas incluem o processo de coleta e preparacdo das amostras para analise,
além da interpretagao dos resultados que pode ser subjetiva. Outras limitagdes,
sdo associadas a aplicagdo de um método mais invasivo, que pode gerar receio
na populagao alvo por constrangimento, ansiedade e medo antes e durante o
procedimento, reduzindo sua aceitabilidade. Ademais, grupos minoritarios que
requerem conhecimento especializado nao sao usualmente abrangidos nas
diretrizes nem nas campanhas, o que os afasta dos servigos de saude
(FLORIDO & ELIAN, 2020; TAVARES DA MOTA et al., 2021). Adiciona-se a isto
outros fatores limitantes como, por exemplo, as barreiras geograficas, os
horarios inconvenientes e esquecimentos, tendo em vista que a paciente precisa
se deslocar até o servigo de saude de referéncia para realizar a coleta, questdes
religiosas e culturais, que levam ao sentimento de constrangimento e de
desconforto perante a coleta (PEREIRA, 2021).

A nivel nacional, a cobertura de rastreamento varia de acordo com a
regiao. Segundo dados da Pesquisa Nacional de Saude - PNS, realizada entre
o Ministério da Saude e o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE.
Em 2019, estados do Sul e do Sudeste apresentaram uma média acima de 84%,
enquanto o Nordeste alcangou 76,4% da populacao indicada, o que os mantém
abaixo da média nacional de 81,3% de cobertura de rastreamento (IBGE 2021;
GUEDES et al., 2021).

Nas ultimas décadas, apesar do elevado numero de obitos por cancer do
colo do utero, as taxas de incidéncia e mortalidade por cancer cervical

apresentaram reducao em paises desenvolvidos. Tal fator € fortemente atribuido
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a melhoria do acesso a saude e a implementagao de programas de rastreamento
e prevencao da doenca. Entretanto, em paises de baixa e média renda, ainda
pode ser encontrada uma cobertura de rastreamento de apenas 44%. No Brasil,
as projegdes apontam que até 2030, as taxas de mortalidade se manterdo
maiores nas regides norte e nordeste, o que pode ser correlacionado as
condigdes socioecondmicas inferiores nessa parte do pais (SUNG et al., 2021;
GOMES et al., 2022).

Além do exame citopatoldgico, os testes baseados em biologia molecular
podem auxiliar no rastreamento do cancer cervical. Estes visam facilitar a
triagem de resultados citolégicos com atipias e auxiliar na indicagdo de
seguimento de mulheres em tratamento para NIC Il e NIC Ill. Esses testes séo
utilizados para deteccao de material genético DNA de HPV oncogénico em
amostras cervicovaginais (INCA, 2016; FEBRASGO, 2017).

A associacao entre a coleta do citopatolégico e o exame molecular em
mulheres acima de 30 anos tém apresentado alta sensibilidade e,
consequentemente, alto valor preditivo negativo. Isto pode influenciar tanto no
aumento do intervalo de seguranga entre as coletas para trés anos, quanto na
reducao de seguimento invasivo desnecessario apds um falso positivo. Caso
seja detectado material genético do HPV e alguma alteragao citopatoldgica, a
mulher € encaminhada para a colposcopia, apresentando um desempenho
diagnostico mais sensivel (GRAVITT et al., 2008; INCA, 2024; LEINONEN et al.,
2009; QIAQO et al., 2008).

Com o aprimoramento nas técnicas de diagndstico molecular, em margo
de 2024, o Ministério da Saude incorporou ao SUS o diagndstico de HPV a partir
de teste molecular. O objetivo € aumentar a eficacia na prevencao do cancer do
colo do utero, para oferecer resultados mais especificos e acurados. O uso de
testes primarios de HPV provou ser mais eficaz na identificagao de lesdes pré-
cancerosas de alto grau, levando a melhores resultados clinicos em mulheres
(MOLINA et al., 2024). Quando comparado ao exame de Papanicolaou, o teste
molecular apresentou maior sensibilidade, o que torna essencial para
rastreamento e deteccao precoce de forma eficaz do cancer cervical. Além disso,
sua implementacao é facilitada devido a sua facil padronizacdo, o que o torna
escolha pratica e eficaz para melhorar a prevencédo e o diagnostico precoce
(INCA, 2024).
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Segundo as ultimas diretrizes da Organizagdo Mundial da Saude - OMS
sobre triagem e gerenciamento de mulheres com exames positivos para o HPV,
existem evidéncias convincentes de que os testes sdo superiores ao
Papanicolaou ou a inspecgao visual do colo do utero com acido acético na
deteccao de lesbes pré-cancerosas de detecgao precoce do cancer cervical
(WHO, 2021). A OMS e Human Reproduction Programme - HRP ja recomendam
a substituicdo gradual da citologia oncoética de Papanicolaou ou a inspegéo visual
com acido acético pelo teste molecular do HPV. Essa mudanga de abordagem é
considerada uma estratégia importante para aprimorar os programas de
rastreamento e prevencao em nivel global (OPAS, 2021).

O teste molecular para o HPV identifica os gendtipos de alto risco
responsaveis por praticamente todos os casos de cancer do colo do utero. De
acordo com dados do Pathology Outlines, existe relagao direta entre o HPV e o
cancer do colo do utero, que mostram que o virus esta presente no DNA de
99,7% dos tumores malignos no colo do utero (TURASHVILI, 2023).
Diferentemente dos métodos que requerem uma inspeg¢ao visual, essa
ferramenta fornece um diagnéstico objetivo, eliminando qualquer margem para
interpretacdes duvidosas dos resultados. Essa abordagem direta e precisa torna
o processo de deteccdo do HPV mais confiavel e claro, proporcionando uma
base sélida para decisdes clinicas e intervengdes preventivas (CONITEC, 2024).

Os testes moleculares de HPV tem sido proposto como teste de triagem
alternativos devido a maior reprodutividade e sensibilidade (GODQY, 2022).
Estudos ja demonstraram que a triagem baseada em HPV fornece maior
protegcdo contra o cancer do colo do utero invasivo em comparagdo com a
citologia e que, devido a sua alta capacidade preditiva negativa, ha a
possibilidade de estender os intervalos de triagem para 5 anos (BOUVARD et
al., 2021; FONTHAM et al., 2020); (KYRGIOU et al., 2020).

3.3.3 Autocoleta de Amostra Cervicovaginal
Uma alternativa para o rastreamento de cancer do colo do utero é a

autocoleta de amostra cervicovaginal. O objetivo da utilizagdo desta técnica &
superar as limitagdes atuais da coleta do citopatoldgico, indo ao encontro da
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proposta da OMS de aumentar a cobertura mundial do rastreamento do cancer
do colo do utero para 70% até 2030 (MIRANDA et al.; 2022; WHO, 2020).

Um estudo realizado na Holanda, investigou o desempenho clinico do
teste de HPV de alto risco em amostras de autocoleta versus amostras coletadas
por profissionais de saude, no rastreamento primario os resultados mostraram
que as amostras de autocoleta foram tao eficazes, tanto quanto as amostras
coletadas por profissionais para a detecgdo de HPV de alto risco. Além disso, a
autocoleta foi bem aceita pelas mulheres, que relataram niveis significativamente
menores de vergonha, nervosismo, desconforto ou dor. No entanto, a confianga
na amostragem correta foi significativamente maior durante a coleta por
profissional da area da saude. Os achados sugerem que a autocoleta de
amostras de HPV pode ser uma estratégia eficaz para melhorar a cobertura dos
programas de saude publica, aumentando a detegao precoce de lesbes cervicais
e reduzindo a incidéncia de cancer cervical (CAMARA et al., 2021; POLMAN et
al., 2019).

O desenvolvimento de técnicas para a autocoleta objetiva abranger
pessoas e lhes viabilizar o direito a saude de forma universal e igualitaria. A
implementacao desse instrumento transpassaria barreiras fisicas, possibilitando
nao so o rastreamento em regides remotas, comunidades rurais irregulares, com
déficit de profissionais da saude e de infraestrutura, como também resultaria na
maior flexibilizagdo em relacdo a horarios e locomogao aos servigos de saude
(MADZIMA et al., 2017; PEREIRA, 2021; SUNG et al., 2021).

Para a realizacao do teste de identificagdo de DNA do HPV por meio da
autocoleta, é necessaria a distribuicdo de kits individuais com o material
adequado, além do fornecimento de instrugdes precisas as pacientes,
pormenorizando cada passo com linguagem pratica e acessivel. O kit, apos
validacao pelas agéncias reguladoras, podera ser retirado no servico de saude
ou encaminhado para a residéncia da usuaria, permitindo a escolha do ambiente
onde a coleta sera realizada e flexibilizando o processo (MADZIMA et al., 2017,
WHO, 2020).

Contudo, a literatura indica que o impacto seria ainda mais significativo na
superagao de barreiras emocionais e psicossociais, tendo em vista que esse
método dispensa a agao direta de um segundo individuo no momento da coleta.
E esse diferencial que amplia e oportuniza a assisténcia para populacdes
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vulneraveis pelo sub rastreamento. Ademais, a autocoleta como alternativa de
rastreamento sem a intervencao médica direta seria primaz em situagdes que
demandam isolamento social, como foi evidenciado durante a pandemia de
Covid-19 (GOK et al., 2010; MIRANDA et al., 2022; OLIVEIRA, 2008; SUNG et
al., 2021).

No Brasil, o desempenho da autocoleta de material cervical para a
pesquisa de material genético de HPV foi observado em um estudo realizado
com mulheres de uma cidade do estado do Amazonas. Essa populacdo
encontra-se mais vulneravel ao agravamento da doenga, em situagbes de
isolamento e de baixo ou henhum acesso ao servigo de saude, ja que, na maioria
das vezes, depende do transporte fluvial. Apds a autocoleta, foi analisada a
experiéncia das participantes que apresentaram resultados confirmados para
NIC II, NIC lll e cancer. Foi possivel concluir que a autocoleta para triagem
cervical baseada em HPV é uma alternativa viavel e promissora ao método
convencional de coleta realizada por profissionais de saude. A pesquisa
demonstrou que a autocoleta é bem aceita pelas mulheres, proporcionando
maior privacidade e conforto. Embora tenha sido identificada uma sensibilidade
ligeiramente inferior em comparagdo com as amostras coletadas por
profissionais, o0s resultados ainda sado considerados satisfatérios para
identificacdo de infecgbes por HPV e rastreamento de cancer cervical. A
implementacao da autocoleta poderia potencialmente aumentar a cobertura de
triagem e reduzir as barreiras associadas a adesdo aos exames ginecoldgicos
tradicionais (SENA, 2019).

Em 2022, 48 paises ja tinham programas de rastreamento baseados em
deteccao do HPV. Deste, 35% reportaram ter introduzido a autocoleta em seus
programas, sendo a maioria deles aplicados para populagdes sub rastreadas
(Argentina, Australia, Dinamarca, Equador, Finlandia, Franga e Suiga) ou como
parte do rastreamento disponivel na atengdo primaria (Albania, Kénia,
Guatemala, Honduras, Malasia, Noruega, Peru, Ruanda e Uganda) (SERRANO
et al., 2022).

A preferéncia por métodos de autocoleta para detecgdo do HPV em
mulheres trans masculinos (TM), ou seja, s&o pessoas que tém identidade de
género do espectro masculino, mas foram designadas como femininas ao

nascer, tem sido cada vez mais discutida devido a preocupacdes sobre a
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acessibilidade e o conforto dos exames tradicionais, como o Papanicolaou.
Estudos sugerem que a autocoleta pode oferecer uma alternativa viavel e menos
invasiva, aumentando a adesado ao rastreamento e respeitando o corpo e a
identidade de mulheres transexuais (MCDOWELL et al., 2017; TAVARES DA
MOTA et al., 2021). No estudo de Goldstein (2020), o autor avaliou a taxa de
rastreamento do cancer cervical entre individuos transexuais apos a introdug¢ao
do swab autocoletado para o teste de DNA HPV mostrou que o teste de
esfregaco por autocoleta pode aumentar as taxas de adeséo as recomendagdes
de rastreio entre uma populacdo que de outra forma seria pouco rastreada
(GOLDSTEIN et al., 2020).
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4. MATERIAL E METODO

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo prospectivo, observacional, transversal,
quantitativo e descritivo de mulheres voluntarias em idade para rastreamento
populacional de cancer de colo de utero, atendidas em Unidades Basicas de

Saude - UBS e um consultério particular no municipio de Toledo.

4.2 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Parana (CEP/SD), com numero de aprovagao
6.328.270 do Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE:
73989823.0.0000.0102). Durante o atendimento nas unidades de saude e no
consultério privado, as mulheres elegiveis foram informadas sobre os objetivos
do estudo e aquelas que concordaram em participar, assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (ANEXO C).

4.3 AMOSTRA

Foram incluidas neste estudo mulheres em idade preconizada pelo
Ministério da Saude para rastreamento do cancer do colo do utero, que
procuraram UBS do Municipio de Toledo ou um consultério particular da cidade
para fazer a coleta do exame do Papanicolaou. O recrutamento de voluntarias
ocorreu entre o periodo de outubro de 2023 a junho de 2024.

Foram recrutadas 200 mulheres. O tamanho amostral minimo foi definido
com base em estudos brasileiros publicados anteriormente (LORENZI, 2019;
PANTANO et al., 2021). Os critérios de inclusédo da amostra foram: pessoas com
utero, na faixa etaria propicia para o rastreamento de cancer de colo de utero
segundo as recomendagdes do Ministério da Saude (25 - 64 anos), falantes da
lingua portuguesa, com condi¢des fisicas e mentais para realizar a autocoleta e
que realizaram no mesmo dia a coleta do citopatolégico na UBS ou na clinica

particular de ginecologia. Os critérios de exclusao foram: ter realizado
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histerectomia por causas que nao sejam malignidade ou lesdes pré-malignas,
gestante, estar fora da faixa etaria preconizada para coleta de citopatolégico e

pacientes que nunca tiveram relagdes sexuais.

4.4 COLETA DE DADOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS

As pacientes foram convidadas para participar como voluntarias do
projeto de pesquisa na sala de espera da UBS ou consultorio particular. Estas
pacientes tiveram consultas marcadas para realizar o exame Papanicolaou na
presenga de um médico ginecologista ou profissional de saude da familia, como
exame de rotina. As pacientes que aceitaram participar deste estudo
responderam a um questionario clinico e epidemiolégico (ANEXO A). O
questionario foi impresso e continha 40 perguntas divididas em seis topicos, tais
como: informacbdes relacionadas a identificacdo do individuo, dados
sociodemograficos, informagdes sobre habitos e saude da mulher.

Apods a aplicagao do questionario, a participante recebeu um folder com
um material explicativo sobre o procedimento a ser realizado para a autocoleta
cervicovaginal (ANEXO B). Recebeu também um kit contendo um tubo tipo
Falcon fechado, contendo meio de transporte liquido para células (solugao salina
equilibrada de Hanks e soro bovino fetal), além de uma escova cervical.

As participantes foram entdo encaminhadas ao consultério médico e
preparadas para a realizagao da coleta de amostra endocervical para o exame
Papanicolaou. As amostras relacionadas a realizacdo do Papanicolaou foram
encaminhadas para analise citopatologica em laboratorio especializado.

Logo apds, as pacientes foram direcionadas ao banheiro do consultério
ou a um espacgo reservado na propria sala de exame para a realizacdo da
autocoleta. Elas realizaram todo o procedimento sozinhas e foram orientadas a
introduzir a escova cervical na vagina, conforme material de apoio (ANEXO B),
girando a escova por cinco vezes no mesmo sentido. ApOs retirar a escova de
dentro da vagina, a participante colocou a escova em tubo Falcon identificado
contendo 10 mL de liquido de preservacéao celular.

Apos a autocoleta, os tubos foram devolvidos aos pesquisadores que
codificaram as amostras, identificaram os tubos e os armazenaram no

congelador da geladeira local a -20°C até o fim do turno da coleta.
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Posteriormente, os tubos foram transportados em caixa térmica contendo gelo
reciclavel até o Laboratério de Genética da Universidade Federal do Parana -

UFPR Campus Toledo e armazenados em ultra-freezer a -80°C.

4.5 EXTRACAO DE DNA E GENOTIPAGEM DO HPV

As amostras provenientes da autocoleta foram retiradas do ultra-freezer a
-80°C e deixadas em temperatura ambiente até o completo descongelamento.
Uma aliquota de 1 mL foi transferida para um microtubo para posterior
centrifugagcéo a 14.000 RPM por 5 minutos. O sobrenadante foi removido com
uma pipeta Pasteur de plastico, mantendo-se o pellet residual. Foi adicionado ao
pellet 500 yL de Tampao Fosfato Salina (PHOSPHATE-BUFFERED SALINE) 1X
PH 7,2 com cddigo: 13-30259-05, 500 mL (PBS) 1x e homogeneizado. A amostra
foi novamente centrifugada a 14.000 RPM por 5 minutos e o sobrenadante
descartado. O pellet foi entdo ressuspendido em 500 pL de PBS.

Para a extracdo do DNA foi utilizado o kit de extragao rapida de DNA/RNA
da marca Nova Biotecnologia. Para a extragdo, 100 yL da amostra foi
ressuspendida e adicionado 100 yL do reagente do kit de extragao rapida a
amostra. A mistura foi incubada a 56°C por 10 minutos, seguida de 95°C por 10
minutos. Apos a incubacgéao, o sobrenadante foi cuidadosamente transferido para
um novo microtubo.

A genotipagem do HPV foi realizada através da técnica de PCR em tempo
real, utilizando o kit comercial HPV-RNASE P-96 da empresa Nova
Biotecnologia. O kit apresenta um conjunto de primers (forward e reverse) e
sondas fluorescentes marcadas na extremidade 5 e NFQ (non-fluorescent
quencher) na extremidade 3’ para os subtipos de HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68). No Controle interno da reacdo, o conjunto
apresenta primers e sonda marcado com o fluoréforo Cy5 para a RNASE P. A
metodologia foi realizada conforme protocolo da empresa. Brevemente, foi
preparado 3 mix da reagcdao em tubo de 1,5mL. Cada mix continha 12,5 uL de
Master Mix 2X, 5 yL de primers e sondas, 0,2 yL de Taq DNA Polimerase, 2,3
ML de agua ultrapura. Apos, foi adicionado 20 yL de cada Mix em tubos de 0,2mL,
além de 5 pL dos controles positivos em pocos diferentes e 5 uyL de DNA viral
extraido. O volume total da reagdo foi de 25 pL. As configuragdes do
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equipamento para a PCR foram: um ciclo de 95°C por 2 minutos; seguidos de 40
ciclos: 95°C por 15 segundos, 56°C por 30 segundos e 68°C por 30 segundos.
Cada MIX é composto por diferentes fluoréforos, sendo eles: MIX 1- HPV16
(FAM), HPV 39,68 (HEX) e HPV 31,52 (ROX); MIX 2- HPV 51, 59, 66 (FAM),
HPV18 (HEX), HPV 56 (ROX); e MIX 3- HPV45, 58, HPV 33 (HEX), HPV 35
(ROX) e RNAseP (Cy5). As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas
utilizando o termociclador (Bioer, Real-Time PCR Detection Systerm Line Gene
9600 Plus).

4.6 EXAMES CITOPATOLOGICOS

Os resultados dos exames citopatologicos foram obtidos via prontuario
eletrbnico de cada paciente. Os dados dos resultados citopatolégicos foram
estruturados de acordo com a seguinte classificagdo: NORMAL: negativo para
lesdo precursora ou cancer no anatomopatolégico, ALTERACOES
CELULARES BENIGNAS: INFLAMACAO (CERVICITE): Pode ser causada por
infeccgodes, irritacdes ou inflamagdes, por fungos ou bactérias, como candidiase
ou Gardnerella vaginallis e atrofia com inflamagao, metaplasia escamosa imatura
ou reparacgdo. ATIPIAS CELULARES: CELULAS ATIPICAS DE SIGNIFICADO
INDETERMINADO DE CELULAS ESCAMOSAS (ASC) OU CELULAS
ATIPICAS DE SIGNIFICADO INDETERMINADO DE CELULAS
GLANDULARES (AGC). Em células escamosas: LESAO INTRAEPITELIAL DE
BAIXO GRAU - LSIL, compreendendo o efeito citopatico pelo HPV e NIC 1),
LESAO INTRAEPITELIAL DE ALTO GRAU - HSIL, compreendendo NIC Il e
NIC 1, LESAO INTRAEPITELIAL DE ALTO GRAU, nio podendo excluir
microinvasao ou CARCINOMA EPIDERMOIDE INVASOR. E para células
glandulares: ADENOCARCINOMA IN SITU (AIS), ADENOCARCINOMA
INVASOR, podendo ser cervical, endometrial ou sem outras especificacbes
(INCA, 2024; UFRGS, 2024).

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

As informacgdes obtidas a partir do questionario, foram tabuladas com
auxilio do Microsoft Office Excel e R Studio. Para a analise descritiva foram
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usados determinadas a frequéncia absoluta e relativa para cada variavel. Para
avaliar o desempenho do teste molecular em comparacdo com o teste
Papanicolaou (considerado o padrao ouro), foi utilizada uma matriz de confuséo.
Esta matriz permitiu a categorizagdo dos resultados em quatro grupos:
verdadeiros positivos, verdadeiros negativos, falsos positivos e falsos negativos.
Com base nesses grupos, foram calculadas as medidas de acuracia diagndéstica,
incluindo sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo
negativo, além das prevaléncias aparente e verdadeira. Para cada uma dessas
medidas, foi determinado o intervalo de confianca de 95%. Estas analises foram
realizadas tanto para todos os tipos de HPV de alto risco oncogénico quanto para
os tipos de HPV 16 e 18. Isto se deve ao fato de os gendtipos dos HPVs 16 e 18
estarem mais frequentemente associados a evolugao do processo carcinogénico

em cancer cervical pela persisténcia da infecao (BONDE et al., 2020).
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5. RESULTADOS

Um total de 200 mulheres foram recrutadas para participar deste estudo,
o entanto, apenas 196 mulheres se enquadraram nos critérios de elegibilidade.
A Tabela 1 apresenta o perfil clinico-epidemiolégico das pacientes atendidas
para o exame de rastreamento de cancer do colo do utero. A idade média das
participantes foi de 45,4 anos (DP +/- 10,2 anos). Dentre as faixas etarias
avaliadas, a maioria das pacientes esta na faixa de 45 a 54 anos (33,1%),
seguida pela de 35 a 44 anos (27,0%). Mulheres entre 55 e 64 anos
representaram 21% da amostra e aquelas entre 25 e 34 anos 18,9% da amostra.
A maioria das participantes realizou atendimento pelo SUS (71,9%). A maioria
delas era casada (59,2%) e catdlica (75,0%). O nivel de escolaridade das
pacientes variou, com a maior parte tendo completado o ensino superior (37,8%),
seguido por ensino médio completo (28,1%). Quanto as caracteristicas clinicas
das pacientes, a maioria das pacientes nunca fumou (81,1%), enquanto 14,8%
sdo ex-tabagistas. Apenas 4% da amostra continua fumando, com consumo
variando entre 2 ou mais cigarros por dia. Em relagdo aos antecedentes
obstétricos, 35,7% relatou ter 2 filhos e 22,4% apenas 1 filho.

Em relagdo a prevencao do cancer do colo do utero, 73,5% das pacientes
relataram nao ter realizado a vacina para HPV. Quanto a frequéncia de
realizagdo dos exames preventivos citopatoldgicos, a maioria (60,51%) das
pacientes faz o exame anualmente. No entanto, 17,44% realiza a cada dois anos

e 16,92% mais de trés anos. Apenas 2,56% nunca haviam realizado o exame.



TABELA 1 - PERFIL CLiNICO-EPIDEMIQLOGICO DE PACIENTES ATENDIDAS PARA
EXAME DE RASTREAMENTO DE CANCER DO COLO DO UTERO EM IDADE
PRECONIZADA PELO MS

N %
Idade
Entre 25 e 34 anos 37 18,9
Entre 35 e 44 anos 53 27,0
Entre 45 e 54 anos 65 33,1
Entre 55 e 64 anos 41 21,0
Atendimento
SUS 141 71,9
Particular 55 28,1
Estado civil
Casada 116 59,2
Divorciada 18 9,20
Solteira 34 17,3
Unido estavel 21 10,7
Vilva 7 3,6
Religiao
Catodlica 147 75,0
Espirita 2 1,0
Evangélica/Protestante 38 19,4
Sem religidao 2 1,0
Agnostica/Ateista 1 0,5
Outro 6 3,1
Nivel de escolaridade
E. Basico Completo 9 4,6
E. Basico Incompleto 27 13,8
E. Médio Completo 55 28,1
E. Médio Incompleto 20 10,2
E. Superior Completo 74 37,8
E. Superior Incompleto 11 5,6
Tabagismo
Nunca 159 81,1
Ex-tabagista 29 14,8
Sim, 2 a 5 cigarros/dia 2 1,0
Sim, 6 a 9 cigarros/dia 2 1,0
Sim, > 9 cigarros/dia 4 2,0
Antecedentes obstétricos
Sim, 1 filho(a) 44 22,4
Sim, 2 filhos(as) 70 35,7
Sim, 3 filhos(as) 30 15,3
Sim, 4 filhos(as) 14 71
Sim, mais que 4 filhos(as) 7 3,6
Nao 31 15,8
Vacina do HPV
Nao 144 73,5
N&o sabe informar 30 15,3

Sim 22 11,2
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Frequéncia do preventivo

6 em 6 meses 4 2,05
1vez ao ano 118 60,51
A cada 2 anos 34 17,44
Mais de 3 anos 33 16,92
Nunca realizou 5 2,56
Nao sabe 1 0,51

Todas as amostras coletadas para o exame citopatologico foram
consideradas adequadas (satisfatérias). Os resultados dos exames
citopatoldgicos foram categorizados por faixas etarias e estdo apresentados na
Tabela 2. Aproximadamente 94% das mulheres apresentaram resultados
normais para o exame Papanicolaou no momento do estudo. Dentre os casos
considerados anormais (6,1%) dentro da faixa etaria de 25 a 34 anos, as
alteragdes encontradas foram principalmente células escamosas atipicas
(16,7%) e leséo intraepitelial de baixo grau (LSIL) (66,7%). Para a faixa etaria de
35 a 44 anos, a prevaléncia de resultados normais foi de 26,6%, enquanto 33,3%
das amostras apresentaram células escamosas atipicas. Para a faixa etaria de
45 a 54 anos, a maior parte das amostras foi classificada como normal (33,7%).
No entanto, 25% mostraram células escamosas atipicas e 33,3% apresentaram
LSIL. No ultimo intervalo de faixa etaria avaliado, de 55 a 64 anos, a proporgao
de resultados normais foi de 20,7%, sendo que 25% das amostras apresentaram
células escamosas atipicas. Também foi identificado um caso de leséo

intraepitelial de alto grau para esta faixa etaria.
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TABELA 2 - RESULTADO DOS EXAMES C!TOPATOLOGICOS EM MULHERES EM
RASTREAMENTO POPULACIONAL PARA CANCER DO COLO DO UTERO POR FAIXA

ETARIA
25-34 35-44 45 - 54 55 - 64 Total
CITOPATOLOGICO anos anos anos anos
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Normal 35 19% 49 26,6% 62 33,7% 38 20,7% 184 93,9%
Anormal com células
escamosas atipicas 2 16,7% 4 33,3% 3 25% 3 25% 12 6,1%
(ASC)
Leséo intraepitelial de o o o
P 2 667% - - - - 17 333% 3 25%
Significado
indeterminado / Na? i i i i 2 66.7% 1 333% 3 259%
se pode afastar lesao
de alto grau (ASC-H)
Significado
mdetgrmmado / ) ) ) 4 80% 1 20% ) i 5 41.7%
Possivelmente nédo
neoplasica (ASC-US)
Les&o intraepitelial de o o
alto grau (H-SIL) ) ) ) ) ) IO

Total 37 189% 53 27% 65 33% 41 21% 196 100%

A prevaléncia dos tipos de HPV de alto risco detectados nas amostras,
também representados no Grafico 1, para o HPV 39/68 foi o tipo mais prevalente
de 26,47% detectados. A maior prevaléncia foi observada na faixa etaria de 25-
34 anos (11,76%), seguida pelas faixas de 45-54 e 55-64 anos, cada uma com
5,88%; para o HPV 16, segundo tipo mais prevalente 14,71%. Este tipo foi
encontrado principalmente nas faixas etarias de 35-44 anos e 45-54 anos (5,88%
cada), com um caso na faixa de 55-64 anos (2,94%); para HPV 56 em 8,82%.
Os casos estavam distribuidos nas faixas etérias de 25-34, 35-44 e 55-64 anos,
cada uma com 2,94; para o HPV 45/48 também foi detectado em 8,82%. Sendo
que 5,88% estao na faixa etaria de 35-44 anos e 2,94% na faixa de 25-34 anos;
para o HPV 51/59/66, também foi detectado em 8,82%, todos na faixa etaria de
35-44 anos.
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GRAFICO 1 - PREVALENCIA DOS TIPOS DE ALTO RISCO DE HPV NAS AMOSTRAS DE

HPV 39/68

HPV 16

HPV 56

HPV 51/59/66

HPV 45/48

HPV 35

HPV 31/52

HPV 45/48/51/59/66
HPV 33/51/59/66
HPV 33/45/48

HPV 33

HPV 18

HPV 16/39/68

HPV 16/31/39/52/68

Tipos de HPV

0,00% 10,00% 20,00%

Total (%)

Os gendtipos de HPV detectados, separados por idade das pacientes,
estdo apresentados na Tabela 3, que apresenta os resultados dos exames
moleculares para genotipagem de HPV, realizados por meio de autocoleta de
amostras cervicais em diferentes faixas etarias. A prevaléncia geral da infecgéo
por HPV de alto risco (16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 59, 66 e 68) nestas
amostras foi de 17,4%. Destas, 4,6% das pacientes encontravam-se na faixa
etaria entre 25 e 34 anos, 5,1% na faixa de 35 a 44 anos, 4,1% na faixa de 45 a
54 anos e 3,6% na faixa de 55 a 64 anos.

A Tabela 3 apresenta os resultados dos exames moleculares para
genotipagem de HPV, realizados através da autocoleta de amostras cervicais,
distribuidos por diferentes faixas etarias. A prevaléncia dos tipos de HPV
detectados foram: HPV 39/68 foi o gendtipo mais prevalente correspondendo a
26,47% do total. A maior incidéncia foi observada na faixa etaria de 25-34 anos
(11,76%), e nas faixas de 45-54 e 55-64 anos, cada uma com correspondendo
a 5,88%; HPV 16, o segundo gendtipo mais prevalente 14,71%, sendo que os
casos foram distribuidos principalmente nas faixas de 35-44 e 45-54 anos,
correspondendo a 5,88% em cada e 2,94% na faixa de 55-64 anos; O HPV 56,
HPV 45/48 e HPV 51/59/66, foram detectados em 8,82% do total, sendo que o
HPV 56 foi encontrado nas faixas de 25-34, 35-44 e 55-64 anos (2,94% em
cada), o HPV 45/48 foi mais prevalente na faixa etaria de 35-44 anos (5,88%) e
na faixa de 25-34 anos (2,94%) e para o HPV 51/59/66 foi detectado
exclusivamente na faixa etaria de 35-44 anos (8,82%); para os HPV 35, HPV
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31/52 e HPV 16/39/68, cada um desses genotipos foi identificado em 5,88% do
total da amostra, sendo que o HPV 35 foi encontrado nas faixas etarias de 25-
34 e 45-54 anos e o HPV 31/52 na faixa etaria de 55-64 anos.

Algumas das pacientes apresentaram diferentes gendtipos combinados,
com prevaléncia de 23,52% sendo eles: HPV 51/59/66 na faixa etaria de 35-44
anos; HPV 16/39/68 na faixa etaria de 25 a 34 anos; HPV 33/45/48 na faixa etaria
de 55 a 64 anos; HPV 33/51/59/66 na faixa etaria de 45 a 54 anos; HPV
45/48/51/59/66 na faixa etaria de 45 a 54 anos; HPV 16/31/39/52/68 na faixa
etaria de 45 a 54 anos. A presenca de varios tipos de HPV nestas diferentes
combinacdes foi observada em apenas uma amostra para cada combinacao de

gendtipos.
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TABELA 3 - RESULTADO DOS EXAMES MOLECULARES PARA GENOTIPAGEM DE HPV

POR AUTOCOLETA DE AMOSTRAS CERVICAIS'

25-34

35-44

45 - 54

55 - 64

HPV Total
anos anos anos anos
n % n % n % n % n %
Nzo . ., 5 292 17,5 .
detectado 28 143% 42 21.5% o 34 o 161 82,5%
Detectado 9 46% 10 51% 8 41% 7 3.6% 34 17,4%
HPV 16 - - 2 588% 2 S A 14,71%
% %
HPV 18 - - 1 2,94% - - - - 1 2,94%
2,94
HPV56 1 294% 1 294% - - [ 3 8,82%
0
HPV33 1 294% - - - - - - 1 2,94%
HPV35 1 294% - - 1 2;54 - - 2  5,88%
0
HPV 45/48 1 294% 2 5,88% - - - - 3 8,82%
HPV 39/68 4 11%76 1 2,94% 2 5;/808 2 5;/808 9 26,47%
HPV 31/52 - - - - - -2 5;;38 2 5,88%
0
HPV 51/59/66 - - 3 882% - - - - 3 8,82%
HPV 16/39/68 1 294% - - - - - - 1 2,94%
HPV 33/45/48 - - - - - - 1 2;,/94 1 2,94%
0
HPV 2,94 .
33/51/59/66 ) ) ) Ty - ) |z
HPV
45/48/51/59/6 - - - - 1 2;94 - - 1 2,94%
%
6
HPV
16/31/39/52/6 - - - - 1 2;94 - - 1 2,94%
- %

! Detalhamento de resultados moleculares com 2 e 3 tipos de HPV: (*): HPV 16 e HPV
39/68; (**): HPV 51,59,66 e HPV 45/48; HPV 51,59,66 e HPV 33; (***): HPV 45/48 e HPV
33; (***): HPV 16, HPV 39/68 e HPV 31/52.
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A Tabela 4 apresenta os resultados positivos e negativos dos testes
citopatolégicos e moleculares em pacientes em idade para rastreamento
populacional para cancer do colo do utero. Dentre as amostras com resultado do
exame citopatoldgico positivo (6,1%), apenas 1,5% também obteve resultado
positivo para algum tipo de HPV. Destas, 4,6% obteve resultado negativo para
algum tipo de HPV. Entre as amostras com resultado citopatolégico negativo
(93,9%), 15,8% apresentaram a presencga de algum tipo de HPV de alto risco na
amostra. Quando avaliada a distribui¢cao especifica para os HPVs dos tipos 16 e
18, foi observado que 0,5% da amostra apresentaram resultado positivo para os
dois exames de rastreamento. Ja para as amostras com resultado citopatolégico
negativo 90,4% apresentou também resultado negativo para o HPV 16 e 18 para

autocoleta.

TABELA 4 - RESULTADO DOS EXAMES CITOPATOLOGICOS E TESTES MOLECULARES
PARA HPV EM PACIENTES RASTREADAS PARA O CANCER DO COLO DO UTERO

CITOPATOLOGICO

MOLECULAR Positivo Negativo Total

Resultado HPV - todos os tipos n % n % n %
Positivo 3 1,5% 31 158% 34 17,3%
Negativo 9 46% 152 781% 162 82,7%
Total 12 6,1% 184 93,9% 196 100%

Resultado HPV - Tipo 16 e 18 n % n % n %
Positivo 1 0,5% 7 3,5% 8 4,0%
Negativo 11 56% 177 90,4% 188  96%
Total 12 6,1% 184 93,9% 196 100%

A Tabela 5 apresenta a acuracia diagndéstica do teste molecular utilizado
para a deteccao de todos os tipos de HPV e especificamente para os tipos de
HPV 16 e 18. A prevaléncia geral da infecgao por todos os HPVs na amostra de
autocoleta foi de 17,99% (IC 95%: 12,79% - 24,22%). Em relagéo aos tipos HPV
16 e 18, a prevaléncia geral foi de 4,23% (IC 95%: 1,84% - 8,17%). Para a
prevaléncia verdadeira, aproximadamente 2% (IC 95%: 0,58% - 5,33%) da
populagao realmente tem a condicdo, conforme determinado pelo padrdo ouro

(Papanicolaou).
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A sensibilidade do teste molecular para todos os tipos de HPV foi de
50,00% (IC 95%: 6,76% - 93,24%) enquanto que a especificidade do teste
molecular foi de 82,70% (IC 95%: 76,47% - 87,86%). Quando avaliada a
especificidade para os tipos de HPV 16 e 18, ela aumenta para 95,68% (IC 95%:
91,66% - 98,11%). O valor preditivo positivo para todos os HPVs foi de 5,88%
(IC 95%: 0,72% - 19,68%). O valor preditivo negativo do teste molecular para
todos os tipos de HPV foi de 98,71% (IC 95%: 95,42% - 99,84%). Considerando
os tipos de HPV 16 e 18, o valor preditivo negativo foi de 97,79% (IC 95%:
94,44% - 99,39%). A acuracia diagndstica do teste molecular quando comparado
ao citopatolégico foi de 82,01% (IC 95%: 75,78% - 87,21%) para todos os tipos
de HPV e de 93,65% (IC 95%: 89,17% - 96,68%) para os tipos HPV 16 e 18. A
propor¢do de individuos corretamente classificados foi considerada alta

(93.65%), indicando que a maioria dos casos foram classificados corretamente.

TABELA 5 - ACURACIA DIAGNOSTICA DO TESTE MOLECULAR

Medida TODOS HPVs HPV 16 e 18
Valor IC 95% Valor IC 95%

Prevaléncia Aparente 0,1799 (0,1279 - 0,2422) 0,0423 (0,0184 - 0,0817)
Verdadeira Prevaléncia  0,0212 (0,0058 - 0,0533) 0,0212 (0,0058 - 0,0533)
Sensibilidade 0,5000 (0.0676 - 0,9324) 0,0000 (0,0000 - 0,6024)
Especificidade 0,8270 (0,7647 - 0,8786) 0,9568 (0,9166 - 0,9811)
Valor Preditivo Positivo ~ 0,0588 (0,0072 - 0,1968) 0,0000 (0,0000 - 0,3694)
Valor Preditivo Negativo  0,9871 (0,9542 - 0,9984) 0,9779 (0,9444 - 0,9939)

Acuracia 0,8201 (0,7578 - 0,8721) 0,9365 (0,8917 - 0,9668)
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6. DISCUSSAO

O exame de rastreamento para deteccao precoce do cancer do colo do
utero, preconizado pelo MS, é o exame citopatolégico ou Papanicolaou (BRASIL,
2022). Um dos pontos fortes deste estudo é aplicar, em um estudo de mundo
real, o método da autocoleta em pacientes da atencdo primaria de saude.
Poucos sdo os estudos que aplicam a autocoleta nestas pacientes. No Brasil, a
maioria dos estudos é realizada em populagdes vulneraveis, como pacientes
com doengas infectocontagiosas ou pacientes em localizagdo geografica isolada
(PANTANO, et al., 2021; PEREIRA et al., 2023; TORRES, et al., 2018).

No presente estudo, a maioria dos exames citopatolégicos (93,9%)
tiveram resultados normais. Entre os exames moleculares, a prevaléncia da
infeccao foi maior (18%) que a de alteracdes citopatoldgicas. Esses achados sao
semelhantes aos relatados em outros estudos que mostram que a autocoleta
pode detectar uma proporcao substancial de infec¢gdes por HPV, enquanto
exames citopatologicos frequentemente mostram alteragcbes menores ou
normais, sugerindo que a combinagado de ambos pode melhorar a preciséo do
rastreamento (YEH et al., 2019).

A maior prevaléncia de alteragao de células escamosas atipicas anormais
foi observada em mulheres acima dos 30 anos, nas faixas etarias de 35-44 anos,
45-54 anos, e 55-64 anos, com 33,3%, 25%, e 25%, respectivamente. Segundo
Gravdal (et al., 2021) uma propor¢gdo menor de mulheres mais jovens foi
diagnosticada em estagios mais avangados e uma proporc¢ao ligeiramente maior
foi diagnosticada com adenocarcinoma e carcinoma adenoescamoso
comparando mulheres acima de 30 anos. O risco cumulativo de morte por cancer
cervical foi menor para pacientes com menos de 30 anos. As anormalidades
observadas, principalmente em mulheres de acima de 30 anos, indicam a
necessidade de um acompanhamento mais atento nessa faixa etaria,
especialmente para detectar lesbes que podem progredir para cancer do colo do
utero (GRAVDAL, 2021).

As lesdes de baixo grau (LSIL) sdo mais prevalentes em mulheres mais
jovens (25-34 anos), enquanto lesbes de alto grau sdo mais raras, mas
preocupantes quando encontradas, sugerindo um risco maior de progressao

para neoplasia. E relevante notar que a maioria das alteracdes observadas nesta
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faixa etaria sdo lesbes de baixo grau, o que pode ser indicativo de uma fase
inicial do processo patologico. Para estas pacientes € necessario
acompanhamento adicional com a evolugéo da idade. O cancer do colo do utero
estd associado aos casos de infecgdo persistente pelos tipos oncogénicos,
levando entre 15 a 20 anos para progressao das lesdes iniciais para um tumor
maligno (BRASIL, 2022; OPAS, 2024). Para pacientes com resultados de LSIL
ou ASC - US e um teste de HPV positivo, a colposcopia € recomendada
(PERKINS, 2023).

Nas faixas etarias de 45 a 54 anos, a prevaléncia de alteracées do exame
citopatoldgico foi maior (33,7%). Esses dados sao consistentes com o perfil de
risco para cancer do colo do utero, onde a incidéncia aumenta com a idade,
especialmente apoés os 30 anos (DE SAN JOSE et al., 2018; ZANINE, 2018).
Estas pacientes requerem um monitoramento adicional, como a colposcopia,
devido a faixa etaria avancada. Para as pacientes com resultados de citologia de
HSIL, com resultados positivos no teste de HPV, o tratamento consiste em
colposcopia com bidpsia ou tratamento excisional (BURNESS et al., 2020).

A analise dos resultados citopatolégicos por faixa etaria revela uma
predominancia de resultados normais, mas também destaca a importancia de
identificar e monitorar alteragdes citopatoldgicas, especialmente em faixas
etarias mais avancadas. A deteccdo de lesdes LSIL e HSIL sugere a
necessidade de acompanhamento continuo para garantir a detecgao precoce e
o tratamento de potenciais lesdes precoces ou progressivas (MONTEIRO, 2022).
Estes dados sao fundamentais para otimizar os programas de rastreamento e
melhorar as estratégias de prevengdao do cancer cervical, ajustando as
abordagens as caracteristicas especificas de cada faixa etaria.

No presente estudo, a prevaléncia da infecgao por HPVs de alto risco foi
de aproximadamente 18%. Outros estudos similares a estes observaram uma
prevaléncia similar ao avaliar mulheres em rastreamento para cancer do colo do
utero em outras regides do Brasil (LEVI et al., 2019; SILVEIRA et al., 2023;
TRAORE et al., 2024).

Esta bem estabelecido que o HPV 16 é o gendtipo de HPV de alto risco
mais frequentemente relacionado ao cancer cervical. Isso provavelmente se
deve a maior persisténcia da infeccdo com HPV 16 quando comparado a outros
tipos de HPV (BONDE et al., 2020). No entanto, o presente estudo demonstrou
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que os tipos mais prevalentes foram os relacionados ao HPV 39/68,
representando 26,47% das deteccdes. Este resultado pode estar associado ao
fato de que o teste molecular utilizado ndo permite distinguir entre os dois tipos
de HPV. Desta maneira, as prevaléncias registradas ficaram agrupadas dentro
da mesma classe 39/68. Outro fator que pode estar relacionado a menor
prevaléncia dos tipos 16 e 18 € a possibilidade de haver cada vez mais mulheres
vacinadas para o HPV. Uma meta-analise revelou que a prevaléncia dos tipos
HPV 16 e 18 decaiu significativamente de 83% para 66% depois que 0s
programas de vacinagao foram implementados por pelo menos 5 anos (DROLET
et al., 2019).

No presente estudo, 73,5% das mulheres referiram nao ser vacinadas
para o HPV. A vacina quadrivalente, oferecida pelo SUS, é eficaz contra os tipos
HPV 6, 11, 16 e 18 (KAMOLRATANAKUL et al., 2021), que também pode
contribuir para diminuir a prevaléncia destes tipos ao longo dos anos. A alta
prevaléncia dos gendtipos de HPV 39/68 traz uma importante informacéo para a
melhora das politicas de saude publica em nossa populagdo. A vacina
nonavalente, disponivel na rede particular, cobre os tipos de HPV 6, 11, 18. 31,
33, 45, 52 e 58 (EUROPEAN, 2023). Embora gendtipos adicionais tenham sido
incorporados a nova vacina, os tipos 39 e 68 nao estao cobertos. Paz-Zulueta e
colaboradores investigaram a prevaléncia dos gendtipos de HPV de alto risco,
com foco no efeito protetor das vacinas quadrivalente e nonavalente, bem como
sua associagao com lesdes de alto grau. O estudo destacou que, apesar da
ampla cobertura da vacina nonavalente, alguns gendtipos de alto risco, como o
39 e 68, ainda ndo sao cobertos por essa vacina. Esses genotipos estéo
associados a lesdes intraepiteliais de alto grau, o que ressalta a necessidade
continua de vigilancia epidemiologica e desenvolvimento de vacinas que cubram
uma gama maior de genotipos de HPV (PAZ ZULUETA et al., 2018).

A OMS recomendou em 2021 a substituicado do exame citopatolégico pelo
teste molecular para o HPV quando os recursos financeiros forem suficientes.
Esta recomendagdo tem suporte no conhecimento cientifico acerca da
persisténcia das infecgdes de HPVs de alto risco, principalmente pelos tipos 16
e 18 (WHO, 2021). Estudos populacionais que confirmem a prevaléncia destes
tipos oncogénicos de HPV em diferentes regides do Brasil sdo necessarios para
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que medidas efetivas de prevencédo possam ser estabelecidas (BRUNI et al.,
2023).

Em algumas amostras, foi possivel observar a presenga de genotipos
combinados de HPV, confirmando a infeccéo de 23,52% das pacientes para mais
de um tipo de HPV oncogénico na mesma amostra. Quanto a prevaléncia de
tipos de HPVs combinados em amostras provenientes de autocoleta, estudos
observaram que a infecgao por multiplos tipos de HPV é comum (LI et al., 2024;
OUH et al., 2018; SONG et al., 2020). No entanto, a prevaléncia observada em
estudos populacionais pode variar amplamente, dependendo da metodologia
utilizada e do tipo de populacdo estudada (BRUNI et al., 2022). A presenga de
multiplas infec¢gdes pode complicar a interpretagéo dos resultados e inflacionar
as taxas de prevaléncia, especialmente em ambientes onde o rastreamento de
multiplos gendtipos € realizado de maneira sistematica.

Quando observou-se o0s resultados negativos para o exame
citopatologico, quase 16% da amostra obteve o resultado positivo para qualquer
tipo de HPV de alto risco. Se levarmos em consideragao que os resultados
positivos para o teste molecular sdo mais prevalentes que o teste citopatoldgico,
0 numero de colposcopias indicadas também deveria ser maior, especialmente
entre a faixa etaria maior que 45 anos. Um estudo brasileiro publicado em 2022
demonstrou que, quando utilizado o teste molecular para HPV, o numero de
colposcopias indicadas aumenta 3,7 vezes quando comparado aos resultados
dos exames citopatolégicos convencionais. Da mesma forma, a associagao do
teste molecular foi capaz de identificar cancer em estagio micro invasivo (estagio
IA), comparado a 9% em teste citopatoldgico. Isto resulta em uma possibilidade
de realizar o diagnostico de forma mais precoce, sendo até 10 anos antes
quando comparado a utilizagao do citopatolégico convencional (TEIXEIRA, et al.,
2022). A deteccao precoce de cancer do colo do utero esta associada a um
tratamento mais efetivo, de menor custo e menos mutilante, apresentando uma
taxa de cura de quase 100% (HARTMAN et al., 2017).

Um estudo realizado no Brasil, avaliou a autocoleta em 2.000 pacientes
com idade entre 18-77 anos e observou uma prevaléncia de HPV de alto risco
de 12,3%, muito similar a observada neste estudo. Aproximadamente 86% das
amostras normais também tiveram resultados negativos para o HPV, sendo que

no presente estudo este resultado foi de 76%. Entre os exames citopatoldgicos
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positivos, 40% foram ASC-US. Destas, 36,6% também foram positivas para HPV
de alto risco (LORENZI et al., 2013).

Ao avaliar parametros importantes para determinar a acuracia
diagnéstica do teste molecular utilizado, a prevaléncia verdadeira foi estimada
em 2%. Esse desvio observado pode ser atribuido a variacdes no padrao ouro
(Papanicolaou) utilizado para validagao do método. Este resultado sugere que a
prevaléncia real pode ser menor do que a detectada inicialmente (ARBYN et al.,
2022; EUN & PERKINS, 2020).

A diferengca entre a prevaléncia aparente e a verdadeira em testes
moleculares para HPV é frequentemente descrita na literatura. Arbyn et al.
(2022) discutiram como a sensibilidade dos testes moleculares para HPV,
combinada com possiveis limitagcbes do teste citopatolégico (Papanicolaou),
pode resultar em uma prevaléncia aparente que € maior do que a prevaléncia
verdadeira. Eles destacam que a sensibilidade e a especificidade dos testes de
genotipagem variam dependendo do tipo de HPV e do método utilizado para a
coleta de amostras, o que pode levar a resultados superestimados em termos de
prevaléncia aparente (ARBYN et al., 2022). No presente estudo, é possivel
afirmar que devido a utilizagdo metodologia de PCR em tempo real, aliada a
verificacdo de quantidade de material genético suficiente, tanto a sensibilidade
quanto a especificidade do teste sao altas. Ao mesmo tempo, a co-amplificagcao
de um controle interno também serve para evitar a identificagdo de resultados
falsos negativos, tornando o teste molecular efetivo.

A prevaléncia aparente maior que a verdadeira € importante para
entender a carga de infeccdes em uma populacdo, mas deve ser interpretada
com cautela (EUN & PERKINS, 2022). Ao interpretar os resultados de
prevaléncia aparente versus verdadeira em exames de HPV, é crucial levar em
conta as variagdes nos metodos diagnosticos e as caracteristicas da populagao
estudada. A literatura sugere que, embora a prevaléncia aparente forneca uma
visdo inicial da carga da infecgcdo, a prevaléncia verdadeira ajustada para
possiveis erros diagndésticos oferece uma estimativa mais precisa do risco para
a populacéao. Portanto, é fundamental que esses dados sejam considerados em
conjunto com outras informagdes epidemioldgicas para uma compreensao mais
completa da situacédo (BRUNI et al., 2022).
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Conforme discutido por Schiffman et al., (2018), o teste molecular para a
detecgéo de HPV, seja coletado pelo médico ou por autocoleta, € mais sensivel
do que a citologia. Um unico teste de HPV detecta 90% dos pré-céanceres e
canceres. Entender a carga e infecgdo por HPV, mesmo que a prevaléncia
aparente seja maior, € fundamental para direcionar programas de vacinagao e
rastreamento, especialmente em populacbes de alto risco. Neste sentido,
mesmo com as limitagdes observadas, a deteccido de uma alta prevaléncia
aparente pode ajudar a identificar subgrupos populacionais que necessitam de
atencao mais rigorosa (SCHIFFMAN et al., 2018; GRAVITT et al., 2017).

A analise da acuracia diagndéstica revelou que o teste molecular para HPV
teve uma sensibilidade para todos os tipos de HPV de 50%, enquanto que a
especificidade foi de aproximadamente 83% (IC 95%: 76,47% - 87,86%). A baixa
sensibilidade observada pode estar relacionada a escolha do método
citopatoldgico como padrao ouro para realizagao dos testes estatisticos. Outro
fator que pode estar relacionado a esta observagéao € a possivel variabilidade na
deteccéo de tipos especificos de HPV, como HPV 16 e 18, que sao de alto risco
para o cancer cervical. Os resultados referentes a especificidade do teste
molecular tanto para todos os tipos de HPV quanto para os tipos de HPV 16 e
18, foi semelhante a encontrada em outros estudos, como destacado pela
revisao sistematica de Arbyn et al. (2022). A alta especificidade é crucial para a
minimizacao de falsos positivos em populagdes rastreadas (ARBYN et al., 2022).

A comparagao entre os resultados do teste molecular de autocoleta e do
exame citopatologico convencional para todos os tipos de HPV, mostrou uma
alta acuracia diagnostica (82,01%), indicando que o teste molecular por
autocoleta € uma opcao viavel e eficaz para o diagndstico do HPV. Da mesma
forma, foi observado que o teste molecular é bastante especifico na identificacao
de casos negativos. Os dados desse estudo mostraram que o teste molecular
teve uma alta acuracia geral, especialmente para HPV 16 e 18. A especificidade
foi alta para ambos os tipos de HPV, indicando que o teste é eficaz em identificar
corretamente a auséncia de HPV. O valor preditivo negativo também foi muito
alto, refletindo a confiabilidade do teste na exclusédo da infeccdo. No entanto, o
baixo valor preditivo positivo sugeriu que um resultado positivo deva ser
interpretado com cautela, muito embora este valor esteja atrelado a questao de

nao termos um teste comparavel ao de HPV para ser utilizado como padrao ouro
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nas analises estatisticas. Esses achados devem ser considerados ao utilizar o
teste em estratégias de rastreamento populacional e ao avaliar a necessidade
de testes complementares, como a colposcopia, para melhorar a detecgao de
casos positivos. Pacientes que nao receberam colposcopia dentro de 12 meses
de um resultado anormal, tiveram um risco maior de cancer cervical subsequente
em comparagao com aquelas que receberam (ALIMENA et al., 2023).

Ao verificar a alta efetividade dos testes moleculares a partir de
autocoleta, destaca-se a necessidade de um olhar cuidadoso direcionado a
politicas de saude publica associadas ao rastreamento deste tipo de cancer. O
primeiro deles esta relacionado a producido de kits de autocoleta com custo-
beneficio apropriado. A experiéncia de paises como a Suécia, onde a analise de
custo-efetividade demonstrou que a triagem primaria baseada em testes de HPV
é preferivel, especialmente para mulheres ndo vacinadas.

Outros estudos de custo-efetividade, sobre a autocoleta de amostras
cervicovaginais para o rastreamento do cancer do colo do utero, demonstraram
que essa estratégia pode ser uma alternativa viavel para aumentar a adesao ao
rastreamento e reduzir custos, especialmente em populagdes de dificil acesso.
Conforme discutido por Campos et al, (2017), a autocoleta mostrou boa acuracia
na detecgao de infecgdes por HPV de alto risco na Uganda, o que a torna uma
ferramenta potencialmente eficaz em programas de rastreamento populacional
(CAMPOQOS, et al., 2017). Ja no ano de 2020, a mesma autora demonstrou que
esta € uma opcao viavel e eficaz para o diagnostico do HPV em mulheres que
nao participam regularmente do rastreamento de cancer do colo do utero em El
Salvador (CAMPOS et al., 2020).

Além disso, a possibilidade da autocoleta ser efetuada em um ambiente
restrito, confortavel e particular, reforca a individualidade e o protagonismo da
pessoa como agente responsavel pela propria saude. Essa autonomia € o
alicerce para o envolvimento de pessoas resistentes a coleta do exame
Papanicolaou, seja por constrangimento, medo ou preconceitos, seja por
pertencerem a subgrupos com particularidades de cuidado, como a populagao
privada de liberdade (PPL) e homens trans com utero ou a populagao rastreada
pelo MS (OLIVEIRA, 2008; GOK, 2010; FLORIDO, 2020; PEREIRA, 2021).

Este estudo apresentou algumas limitagdes que devem ser consideradas:
o primeiro esta relacionado a falta de um kit comercial que possa detectar
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gendtipos individuais de HPV de alto risco. De maneira geral, os kits disponiveis
agrupam genotipos menos frequentes para baratear o custo do kit. Neste estudo
em especial, tal fato dificultou a determinacéo da real prevaléncia associada aos
gendtipos de HPV 39 e 68; o segundo se deve a utilizagdo dos resultados do
teste citopatoloégico como padrdo ouro para determinar a efetividade da
aplicacao da autocoleta e teste molecular de HPV. Uma alternativa viavel seria
a utilizacado da deteccdo de HPV a partir de amostra coletada pelo mesmo
profissional de saude que coletou o Papanicolaou. Tais resultados poderiam ser
utilizados como padrao ouro e reforcar a efetividade da autocoleta pela paciente.
Por ultimo, a inclusdo de um maior numero amostral possibilitaria determinar
associagdes entre os diferentes resultados observados no Papanicolaou versus
resultados do teste molecular (incluindo associagbes com diferentes gendétipos
de HPV de alto risco).

Devido ao aumento nos casos de cancer do colo do utero, a ampliagéo
dos diagnésticos precoces da doenca € urgente, especialmente através da
aplicacdo de técnicas avancadas de biologia molecular no SUS (MINISTERIO
DA SAUDE, 2024). A biologia molecular oferece uma abordagem precisa e
sensivel para a detecgéo precoce de alteragcdes genéticas associadas ao cancer
cervical, permitindo a identificacdo de lesbes precursoras e a intervencao
oportuna. Ao integrar métodos moleculares nos programas de rastreamento e
diagnostico, podemos melhorar significativamente a eficacia na identificagao
precoce da doenga, proporcionando as mulheres melhores oportunidades de
tratamento e reduzindo a incidéncia de casos avancgados e fatais de cancer de
colo uterino (ZANINE et al., 2018).

Portanto, € essencial que as politicas de saude publica considerem tanto
o desenvolvimento tecnologico, quanto as estratégias de implementagcdo para
maximizar os beneficios da autocoleta e melhorar os resultados de saude da
populagéo (FOGELBERG et al., 2020). A auséncia de tecnologia nacional para
autocoleta de amostras para prevencdo do cancer do colo do utero pode
repercutir negativamente no custo-efetividade, quando comparado ao
citopatoldgico, uma vez que torna o sistema dependente de exportagcdo. Outro
ponto importante diz respeito a prépria implantagdo da técnica da autocoleta a

partir da formulagdo de uma nova diretriz de rastreamento, como ja observado
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em outros paises que inseriram a autocoleta como rotina na atengdo primaria
(DEFO et al., 2020).
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7. CONCLUSAO

Este estudo confirmou que a autocoleta cervicovaginal € uma opgao
viavel para o diagnéstico de infecgdes de HPV de alto risco. Desta maneira, a
aplicagdo da autocoleta, foi eficaz para coleta de amostras adequadas e
consequente maior efetividade em detectar a infecgdo por HPV. A alta
prevaléncia aparente encontrada no estudo ressalta a importancia de monitorar
e avaliar continuamente os métodos de triagem para adaptar as estratégias as
necessidades da populacdo. A validacao e o aprimoramento continuo dos testes
sdo cruciais para garantir a eficacia dos programas de rastreamento e para
reduzir a incidéncia de cancer cervical. No caso da populagdo estudada, é
preciso direcionar agdes que possibilitem a identificagao dos tipos de HPV 39 e
68, que se mostraram altamente prevalentes.

O MS preconiza uma cobertura de 80% para toda a populagado em idade
para realizar o rastreamento de cancer do colo do utero (INCA, 2023). Embora o
Brasil se mantenha muito proximo da cobertura preconizada, ainda ha
desigualdades significativas no acesso ao Papanicolaou, especialmente entre
mulheres de menor nivel socioecondmico e de regides menos desenvolvidas do
pais (DA SILVA et al., 2023). Esta pesquisa destacou a possibilidade de
empregar a autocoleta para ampliar o acesso ao exame de Papanicolaou e para
garantir uma deteccéo precoce do cancer do colo do utero.

A combinagdo da autocoleta para detecggo do HPV ao exame
citopatologico pode proporcionar uma estratégia de triagem mais eficaz,
aproveitando as vantagens de ambos os métodos para melhorar a deteccao
precoce do cancer do colo do utero. A especificidade alta do teste molecular
reforca sua utilidade na confirmacdo da auséncia de infeccdo, enquanto a
sensibilidade indica areas para aprimoramento.

Por fim, é essencial que futuros estudos abordem as limitacbes
observadas neste estudo e explorem a implementagcédo de novas biotecnologias
e abordagens que possam melhorar a detecgao precoce e a precisao dos testes
para HPV. A colaboracao entre pesquisadores, clinicos e autoridades de saude
é fundamental para avancar na luta contra o cancer do colo do utero e melhorar

a saude das mulheres.
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PROJETO AUTOCOLETA HPV

UFPR

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

PARTE | - Pré exame citopatologico

ID:

DADOS DO ESTUDO
1. Data:
2. Responsavel pela coleta de dados:

IDENTIFICACAO DO INDIVIDUO
3. Nome completo:

4. Data de Nascimento: _/ __/
5. Idade:
6. N° do prontuario eletrénico:

7.Municipio/UF de
nascimento:

8. Municipio/UF de
residéncia:

9.Telefone/Celular para contato:

DADOS SOCIODEMOGRAFICOS
10.Profissao:

11. Cor (autodenominada): O Branca O Parda O Preta O Indigena O
Amarela

12. Estado civil: O Solteira O Unido estavel O Casada O Divorciada O Viuva

13.Religidao: O Catdlica O Evangélica/Protestante O Espirita O
Umbanda/Candomblé Agndstica/Ateista O Sem religiao O Outro

14. Nivel de escolaridade: O E.Basico Incompleto O E.Basico Completo
O E.Médio Incompleto

15. Vocé fumalja fumou? O Nunca O Ex-tabagista O Tabagista:
____(quantidade cigarros/dia)

16. Antecedentes obstétricos: O Sim: (numero filhos) O Nao

17. Ja recebeu pelo menos uma dose da vacina do HPV? O Sim O Nao O
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Nao sabe informar

EXAME CITOPATOLOGICO (Papanicolau)
18. Vocé sabe porque esse exame é realizado? O Sim O Nao

19. Realiza exame preventivo de céncer de colo de utero com que
frequéncia? Nunca realizou O 6 em 6 meses O 1 vez ao ano O A cada 2 anos
O Mais de 3 anos O N&o sabe

20. Se nunca havia realizado, ou realizado com intervalo maior de 3 anos,
quais os motivos? Inibicdo O Medo O Dor O Constrangimento O Pudor O
Falta de tempo O Dificuldade de acesso O Disténcia geografica O Falta de
transporte O Nao vi necessidade O Nunca tive relagado sexual O Outros:

PARTE Il - Pés exame citopatolégico

21. Como voceé considera a experiéncia de coleta do Papanicolau?
MUITORUIM « ® @ ® @ ® » MUITO BOA

22. Sentiu constrangimento durante a realizagao da coleta do Papanicolau
com o médico?

MUITO CONSTRANGIMENTO « ® @ ® @ ® » NAO SENTI
CONSTRANGIMENTO

23. Sentiu dor / desconforto durante a realizagao da coleta do Papanicolau
com o médico?

MUITA DOR / DESCONFORTO « ® @ ® @ ® » NAO SENTI DOR /
DESCONFORTO
24. Sentiu ansiedade e/ou estresse durante a realizagao do Papanicolau?

MUITA ANSIEDADE / ESTRESSE « ® @ ® @ ® » NAO SENTI ANSIEDADE /
ESTRESSE
25. Houve sangramento durante a realizagao do Papanicolau?

MUITO SANGRAMENTO « ® @ ® @ ® » NAO HOUVE SANGRAMENTO

26. Quao confiante vocé esta de que o profissional da saude realizou a
técnica de coleta do Papanicolau corretamente? NAO ESTOU CONFIANTE

« D@3 ® ® » MUITO CONFIANTE

PARTE Il - P6s autocoleta

27. As instrugoes para a autocoleta foram de facil compreensao?
CONFUSAS « ® @ ® @ ® »CLARAS

28. Surgiram duvidas sobre as instrugées durante a autocoleta? MUITAS «
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®@® @ ® » NAO SURGIU

29. Como vocé considera essa experiéncia de autocoleta? MUITO RUIM «
D@®® ® » MUITO BOA

30. Foi simples realizar a autocoleta? NAO FOI SIMPLES « ® @ ® @ ® »
MUITO SIMPLES

31. Sentiu alguma dificuldade ao realizar a autocoleta? MUITA « ® @ ® @
® » NAO SENTI
31.1 SE SIM: Qual(s)?

32. Sentiu constrangimento ao realizar a autocoleta? MUITO
CONSTRANGIMENTO « ® @ ® @ ® » NAO SENTI CONSTRANGIMENTO

33. Sentiu dor e/ou desconforto ao realizar a autocoleta?

MUITA DOR / DESCONFORTO « ® @ ® @ ® » NAO SENTI DOR /
DESCONFORTO

34. Sentiu ansiedade e/ou estresse ao realizar a autocoleta?

MUITA ANSIEDADE / ESTRESSE « ® @ ® @ ® » NAO SENTI ANSIEDADE /
ESTRESSE

35. Houve sangramento ao realizar a autocoleta? MUITO « D @ ® @ ® »
NAO HOUVE

36. Quao confiante vocé esta de ter realizado a técnica da autocoleta
corretamente?

NAO ESTOU CONFIANTE « ® @ ® @ ® » MUITO CONFIANTE

37. Vocé realizaria a autocoleta novamente? (O Nao realizaria O Realizaria
38. Vocé recomendaria este método de coleta como forma de
rastreamento para o cancer de colo de utero? O Nao recomendaria O
Recomendaria

39. Caso vocé pudesse escolher, vocé preferiria realizar regularmente o
Papanicolau ou a

autocoleta como método de rastreamento para cancer de colo de utero?
O Papanicolau O Autocoleta O Indiferente

40. Como vocé descreveria a sua experiéncia com a autocoleta realizada
hoje?




ANEXO B - FOLDER

ENTREGUE PARA VOLUNTARIA DO PASSO A PASSO PARA REALIZAGAO
DA TECNICA DA AUTOCOLETA DO PREVENTIVO

Vocé recebera da No banheiro, lave e seque as maos. a escova do
nossa equipe um kit Dé uma olhada na escova de coleta: Retire as suas roupas de baixo, inclui . segurando pela
contendo uma escova a ponta com as cerdas servira para « Encontre uma posicio mn!mével que pca‘e ser ponla sem cerdas. Tome
para coleta e um tubo coletar o material e a ponta sem com uma das p sl idado para ndo tocar
para armazenamento. cerdas para segurar a escova. no vaso, com os,'uemos afastados. na ponta com cerdas.

% D

Com uma das mios, afaste os labios a escova da vagina e cologue-a Vista-se, lave suas
vaginais enquanto usa a outra mio para dentro da vagina por 5 vezes | | dentro do tubo de armazenamento entregue m&os e Nos entregue
introduzir a ponta com cerdas da escova | | no mesmo sentido. Isso ndo por nossa equipe. E muito importante o tubo de coleta

na vagina. Insira apenas até encontrar deve doer, mas pode causar garantir que nada togue a ponta da escova contendo a escova.

que estava na sua vagina.
L

resisténcia. um leve desconforto.

P SR 00 0PE00NT
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ANEXO C - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nés, Ana Paula Carneiro Brandalize e Patricia Leen Kosako Cerutti,
professoras adjuntas da Universidade Federal do Parana - Campus Toledo,
Joana Simioni e Katrine de Souza Ferreira, alunas de graduagdo do curso de
Medicina da Universidade Federal do Parana - Campus Toledo, estamos
convidando vocé, pacientes, a participar de um estudo intitulado “AUTOCOLETA
DE AMOSTRA CERVICOVAGINAL PARA O RASTREAMENTO DE CANCER
DE COLO DE UTERO: AVALIACAO DAS LIMITACOES E DA ACEITABILIDADE
DAS PARTICIPANTES EM UMA CIDADE NO OESTE DO PARANA NO ANO
DE 2023”.

O objetivo desta pesquisa € compreender a experiéncia das participantes
que realizaram a autocoleta de amostra cervical para o rastreamento de cancer
de colo de utero. Caso vocé concorde em participar da pesquisa, sera necessario
realizar a autocoleta do teste de HPV e responder um formulario composto por
52 itens, o0 que levara aproximadamente 20 minutos.

Apesar de minimos, alguns riscos podem estar eventualmente
relacionados ao estudo. E possivel que vocé experimente algum desconforto,
principalmente fisico, relacionado a realizagao da coleta, o qual pode ser evitado
seguindo a técnica adequada, ademais, vocé também pode experimentar
inibicdo ou constrangimento associado ao preenchimento do formulario. Além
disso, por se tratar de um estudo que tem como base o preenchimento de um
formulario fisico, pode haver um risco pequeno de vazamento de informacoes
pessoais, 0 qual € minimizado pela determinacao de que todos os documentos
serao mantidos em um local seguro e de que apenas os pesquisadores terao
acesso aos arquivos e aos dados de forma integral.

Os beneficios esperados com essa pesquisa possuem como alicerce a
analise da experiéncia das participantes com a autocoleta, que servira para como
instrumento de compressao das vantagens e possiveis entraves de se adotar o
autoteste HPV como método de rastreamento do céncer do colo do utero. Esse
estudo podera esclarecer melhor a viabilidade pratica da autocoleta como forma
de aumentar a cobertura de rastreamento para populagdes sub rastreadas,
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levando assim a uma detecg¢do precoce da infecgdo por tipos oncogénicos do
HPV, o que poderia diminuir os diagnosticos de neoplasias ja em estado
avancgado, diminuindo também a mortalidade e os impactos que cancer
avancado tem na qualidade de vida das pacientes e no orgcamento de saude
publica.

Os pesquisadores, Ana Paula Carneiro Brandalize, Joana Simioni, Katrine
de Souza Ferreira, Patricia Leen Kosako Cerutti, responsaveis por este estudo
poderdo ser localizados na Universidade Federal do Parana - Campus Toledo,
localizada no Biopark, Avenida Max Planck, 3796 - Toledo, PR, pelos e-mails
anapaulabrandalize@ufpr.br, joana.simioni@ufpr.br, katrinesouza@ufpr.br e
patriciakosako@upfr.br e pelo telefone (41) 3361-3507, em horario comercial,
para esclarecer eventuais duvidas que vocé possa ter e fornecer-lhe as
informacdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Em caso de emergéncia, vocé também pode contatar Joana Simioni e
Katrine de Souza Ferreiras, pelos numeros (45) 99860-0757 e (49) 99902-9493,
em qualquer horario.

A sua participacao neste estudo € voluntaria e se vocé nao desejar mais
fazer parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que lhe
devolvam este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado. O seu
atendimento e/ou tratamento esta garantido e ndo sera interrompido caso desista
de participar.

As informacgdes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por
pessoas autorizadas, porém sob forma codificada, para que a sua identidade
seja preservada e mantida a confidencialidade. O formulario preenchido sera
descartado ao término do estudo, dentro de 5 anos.

Vocé tera a garantia de que quando os dados/resultados obtidos com este
estudo forem publicados, estes estardo codificados de modo que nao apareca
seu nome.

As despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa, impressao do
formulario, caneta e material para autocoleta ndo sao de sua responsabilidade,
vocé também nao recebera qualquer valor em dinheiro pela sua participagao.

Se tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, vocé
pode contatar também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
(CEP/SD) do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana,
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pelo e-mail cometica.saude@ufpr.br e/ou telefone 41 -3360-7259, das 08:30h as
11:00h e das_14:00h.as 16:00h. O Comité de Etica em Pesquisa é um 6rgéo
colegiado multi e transdisciplinar, independente, que existe nas instituicbes que
realizam pesquisa envolvendo seres humanos no Brasil e foi criado com o
objetivo de proteger os participantes de pesquisa, em sua integridade e
dignidade, e assegurar que as pesquisas sejam desenvolvidas dentro de

padrdes éticos (Resolugao n° 466/12 Conselho Nacional de Saude).

Eu, li esse Termo de

Consentimento e compreendi a natureza e o objetivo do estudo do qual
concordei em participar. A explicacdo que recebi menciona os riscos e
beneficios. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacado a
qualquer momento sem justificar minha decisao e sem qualquer prejuizo para

mim e sem que esta deciséo afete meu tratamento ou atendimento.

Eu concordo, voluntariamente, em participar deste estudo.

Toledo-PR, de de

Assinatura do Participante de Pesquisa ou Responsavel Legal

Eu declaro ter apresentado o estudo, explicando seus objetivos, natureza, riscos

e beneficios e ter respondido da melhor forma possivel as questdes formuladas.

Assinatura do Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE

ANEXO D - BULA
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HE - EXTRAGAD RAPIDA DNA/RMA - VET
Instrugbes de Uso

Cadigo: 13-BRIS0V-50
Transporte: 2 - B°C
50 Extracbes

1. Uso pretendido

O NB - EXTRAGAD RAPIDA DNA/RNA - VET & utilizado para extragdo rdpida dos Scidos
nucléicos presentes em amostras liquidas das vias aéreas, salva, leite, sangue, ou esfregaco
de tecidos. Este reagente promove 8 desnaturacio da estrutura proteica das células, bacténsas
& wirus, reduz a atividade de DMAses e RMAses & ajuda na separagho de lipideos presentes nas
amostras, liberando assim os Acidos nucléicos e olimizando a detecgdo no PCR em tempo Real.

0 grande diferencial do NB - EXTRAGAOD RAPIDA DNA/RNA - VET, frente ao processo de
baoiffing tradicional. & a liberagio dos &cidos nucléicos & simultaneamenis a redugio de atividade
dos possiveis inibidores da PCR presentes na amaostra, resultando em menos tempo para
obtan¢do do resultado, baixo consuma de reagentes & menor contaminagio com proteinas de
alto peso molecular.

O Kit & de uso EXCLUSIVO PARA DIAGNOSTICO IN WITRO.
1.1 Aplicagao em Biologia Molecular

= Extracdo de dcidos nucléicos para:

= RT-PCR + RT-gPCR
= PCR L] qH:R
2. Conteddo
Conteldo Volume
ME - EXTRACAD RAPIDA & mL
DMA/RMA - VET
Hemalise 10x 10 mL

2. Caracteristicas do Produto

Pré-tratamento de para diagndstico molecular de amostras como:
- Saliva;

- Esfregaco de amaostras (Swab);

- Sangue;

- Leita;

- Cultura de bacténias isoladas;

3. Materiais néo fornecidos
- Pipetas, ponteiras, microtubos, Agua ultra pura, Termobloco, estufa ou centrifuga.

ROVA BIDTECNDUOGLA LTOA
A PRARSE WA, 295 - PARGUE IMOUSTRIAL SAN JOSE CEP- 06 T15-884 - COTIAME - BRASL
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4. Modo de Uso
i 1 Prapam dns reagantas
- O reagents NB - EXTRACAO RAPIDA (DNARMNA) — VET estd pronio para uso;
- Preparo do Hemalise 10x:

Diluir 1mL de Hemalise 10x + 9 mL de H:O Ultra Pura
Suficiente para 5 exiragbes

4.2 Amostras de esfregago de tecidos (Swab), saliva:

421
422

423
424
425

426
427
428

Homogeneizar a amostra am vdrfex;
Transferir 100pl da amostra em placa ou microtubos individuais; e adicionar em cada
pocoi00uL de reagents NB - EXTRAGAD RAPIDA DNA/RNA - VET;
*Obs.: O volume de amastra wilizado pode variar, desde que seja mantido a proporgéo
de 1:1 (amostra: MB - EXTRAGAD RAPIDA DMA/RNA - VET).
Homogeneizar 8 mistura;
Cenfrifugar brevemente (spin down) para remover liquidos da tampa do tuba;
Aguecer a placa/microtubos a 56°C por 10 minutos, seguide de 95°C por mais 10
minutos (lermociclador; termobloco ou banho manial;
*Obs.: As amostras ndo devem ultrapassar 15 min a 95°C
Cenfrifugar a amosira a 10.000 rpm, por 3 min;
Separar o sobrenadante para ser usado em outro bubo;
Proceder imediatamente com a8 reacio de amplificagio ou guardar o material na
geladeira por até 2 horas.

4.3 Amostras de leite:

4.3.1
432

433
4.3.4

435
436

437
438

430

Homogeneizar a amastra am virtex;
Transferir 1 mL da amostra para microtubo individual e cenfrifugar & 10.000rpm por
10mir;

Desprezar o sobrenadants;
Adicionar 100 pl de resgente NB - EXTRAGAD RAPIDA DMA/RMA - VET &
homogeneizar o pelef;
*Obs.: O volume de amaostra utilizado variar, desde que saja mantido a proporzéo
de 1:1 (amostra: NB - EXTRAG AD IDA DMNA/RMA - VET).
Cenfrifugar brevemente (spin down) para remover liquidos da tampa do tubo;

Aguecer a placamicrotubos & 56°C por 30 minutos. seguido de 95°C por mais 10
minutos (iermociclador; termobloco ou banho manal;

*0Obs.: As amostras n&o devem ulirapassar 15 min a 95°C

Cenfrifugar a amostra a 10.000 rpm, por 3 min;

Separar o sobrenadante para ser usado em outro ubo;

*Obs.: O sobrenadante cbiido nSo deve conter matenial particulado.

Proceder imediatamente com a reag®o de amplificagio ou guardar o material na
geladeira por abé 2 horas.

4.4 Amostras de Sangue:

4.4.1
442
4.4.3
4.4.4

Adicionar 200pL de sangue + 1800yl de Hemalise 1x (1320151-01 Nova Biotecnologia)
Homogeneizar por inversao e deixar a amostra por 10 minutos a temperatura ambienta;
Cenfrifugar a amostra 10,000 rpm por 3 minutos.

Desprezar o sobrenadante sem perturbar o pellet de células obtido;

ROVA BIDTECMOLOGLA LTIOA
R PALATERA, 295 - PARGUE IMDUSTRIAL SAN JOSE CEP- 06 TRS-864 - COTIAP - BRASL
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445

4.4.6
4.4.7

Obs’ - A presenca de cosgulos ne amastra interfere na obtencso de resultados confidveis
Adicionar 100pL de NB - EXTRAGAD RAPIDA DNA/RNA - VET 20 tubo & homogeneizar
até desfazer completaments o pellet celular;
Cenfrifugar brevemente (spin down) para remaover liquidos da tampa do tubo;
Aguecer a placamicrotubos a 56°C por 20 minutos, seguide de 95°C por mais 10
minutos (termociclador; termobloce ou banho marnial;

*Obs.: As amostras ndo devem ultrapassar 15 min a 85°C
Cenfrifugar & amosira a 10.000 rpm, por 3 min;
I0BS.: Caso seja chservado presenga de material nio precipitado, repetir a etapa de
cenfrifugagio (Etapa 3.3.8)
Separar o sobrenadante para ser usado em outro bubo;
*0bs.: O sobrenadante cblido n&o deve conter material particulado.
50bs.: O sobrenadante obiido pode apresentar vaniacio de cor devido 8 presenca de
hemoglobina da amostra.

4.4.10 Proceder imediatamente com a reaglo de amplificagio ou guardar o material na

geladeira por até 2 horas.

4.5 Amostras de cultura bacterioldgica:

4.5.1

4.5.2
453

454

4.5.5
456

457
458

Transferir 1 mL da amostra para microtubo individual e cenfrifugar & 10.000rpm por
10min;

Desprezar o sobrenadants;

Adicionar 100 pL de resgente NB - EXTRAGAOD RAPIDA DNA/RMA - VET &
homogeneizar o pellet;

Adicionar 100pL de NB - EXTRAGAD RAPIDA DNA/RNA - VET 20 tubo & homogeneizar

até desfazer completaments o pellet celular;

Cenfrifugar brevemente (spin down) para remover liquidos da tampa do tubo;

Aguecer a placa/microtubos a 56°C por 20 minutos, seguide de 95°C por mais 10
minutos(termociclador; termobloco ou banho marnial;

'Obes.: As amostras n&o devem ulrapassar 15 min a 95°C

Cenfrifugar a amosira a 10.000 rpm, por 3 min;

Separar o sobrenadante para ser usado em ouwtng tubo;

%0bs.: O sobrenadante cbiido nSo deve conter material particulado.

*Obs.: Meios de cultura em caldo cuja a composicio apresente altas concentragdes de
sais podem interferir na reacdo de ampilficacio (Ex: Rappaport vassiliadis, caldo
salenito).

5. Protocolo de amplificagio
Podera ser utiizado o protocole de amplificagio de preferéncia do cliente.

6. Armazenamento
- Armazene de 2°C a B8°C. em embalagem fechada.
- Tranzportar em temperatura de 2°C a 8°C.

ROVA BIDTECNOLOGLA LTIOA
M. PASADERA, 215 - PARGUE IMOUSTRIAL SAN FSE CEP- 06 TLS-864 - COTIASSP - BRASIL
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7. Validade

0 NB - EXTRAGCAD RAPIDA DNA/RNA - VET tem validade de 12 meses quando mantido em
condigtes de temperatura e armazenado cometaments.

Apds aberto o reagante & valido até a data impressa no rdtulo, desde que esteja armazenado na
temperatura ideal de 2°C a B8°C.

B hfnrrmq.!nda Seguranga

Sempre que estiver rabalhando com solugtes quimicas e amostras bioldgicas, EPls s&o
necessdrios conforme normas de seguranga regulamentadss.

Depois de receber o produto verificar s 8 embalagem esta danificeda ou se ha
vazamento. Se houver damos ou com vazamento, usar luvas e dculos de protecio quando
descartar os frascos para evitar acidentes.

Mao usar componentes danificados, pois eles podem gerar baixo rendimento.

Sempre trocar as ponteiras entre as transferéncias de liquidos para evitar a contaminagao
cruzada.

Mao misturar componentes de kits diferentes. se ngo forem do mesmo produto e do
masmao e,

Este produto deve ser usado apenas por pessoal treinado.

Armazenar os quimicos e plasiicos em condigdes proprias para uso em laboratdrio.
Contaminagbes csusadas pelos residucs sBo rarissimas, mas n&o podem ser
completamente descartadas. Poranto, os residuos devem ser considerados como
material infecciose & devem ser manusesdos de acordo com 8s nofmas de seguranga
regulamentadas.

Caso sejam necessanas mais informagbes a respeito do produto, faver entrar em contato
COIMm &

NOAWA BIOTECHMOLOGIA.

8. Precaucbes e cuidados especiais

Ltilizar somente seguindo as instrugtes acima indicadsas;

Abrir a embalagem o mais préximo possivel no momento do uso;
Evitar o contate direto com a pele, olhos elou roupas;
Recomenda-se a utilizagdo de luvas para aplicagde do produto;
Conservar a embalagem em local fresco e seco;

Mao reutilizar a embalagem vazia;

Mao misturar com outros produtos;

Manter o produto em sua embalagem original.

10. hfonrmgin de Seguranga

Sempre que estiver trabalhando com solugtes quimicas e amostras bioldgicas, EPls s&o
mecessdrios conforme normas de seguranca regulamentadsas.

Depois de receber o produto verificar se as embalagens estdo danificadas ou se ha
vazamento.

Produto de uso apenas laboratorial e devers ser armazenado em condigies.

Caso sejam necessarias mais informagtes a respeito do produto, enfrar em contato com
a NOVA BIOTECKOLOGLA.

ROVA BIDTECNDUDGLA LTOA
A PASASENA, T1% - PARGUE IMDUSTRIAL SAN HOSE CEP- 06 715854 - COTIAMLY - BRASHL
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11. Garantia da Qualidade

A NOVA BIOTECMOLOGIA oferece garantia do produto NB - EXTRAGAD RAPIDA DNAIRMA
- VET por ela fornecido contra defeitos de producio pelo periodo de validade do produto, salvo
especificagiies em contréric a constar da proposta.

+ A garantia abrange defeitos de produgio.

Excecbes na garantia:

+ Todos os produtos com defeitos oriundos de mau uso, impericia, conservagio ou
armazenagem inadequads.

= Ouando néo for utilizade de acordo com sua finalidade de aplicagio.

12. Informacdes do Fabricante

NOVA BIOTECNOLOGIA LTDA

R PASADENA, 235-B - PARQUE INDUSTRIAL SAN JOSE
CEP: D6.715-864 - COTIA/SP - BRASIL

CHNP.J: 24,095 423/0001-15

RESPONSAVEL TECNICO
Or. RAFAEL ALMEIDA FERREIRA DE ABREU
CRMV: 48730

13. Atendimento ac Consumidor
Tel. +55 (11) 4243-2356
www_novabiotecnologia.com.br

mail: aesessoniafiinovabiotecn ig.com.br

saci@novabistecnologia com.br

ROVA BIDTECNDLOGLA LTOA
. PASADERA, 215 - PARGUE IMOUSTRIAL SAN JOGE CEP- 08 715864 - COTIASSP - BRASIL
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ANEXO E - CONJUNTO DE PRIMERS E SONDAS PARA DETECGAO
MULTIPLEX DE HPV

Q) NOVA

v. 1.0 abr. 2023

Conjunto de primers e sondas para detecgao multiplex de HPV

Codigo:HPV-RNASEP-96
96 testes - RUD
Transporte: -20°C
Instrucdes de Uso

1. Uso pretendido

0 conjunto de primers e sondas de HPV-RNASEP-96 & um teste in vitro para a deteccao qualitativa do
acido nucléico dos subtipos do Papilomavirus Humano (HPV). O HPV & um virus que pode infectar pele
ou mucosas (oral, genital ou anal), tanto de homens quanto de mulheres, provocando verrugas
anogenitais (regido genital & no dnus) & neoplasia. A fim de verificar a presenca do virus, uma amaostra de
secrecao do colo dtero e wagina no caso das mulheres deve ser coletada, também uma amostra de
secrecao anal ou bucal devera ser coletada quando se quer verificar a presenca deste nestes locais. Em
haomens a coleta pode ocarrer nas secrecdes da glande, uretra ou pénis.

2. Caracteristicas do Produto

Conjunto de Primers (forward e reverse) e sondas fluorescentes marcadas na extremidade 5" & NFQ (non-
fluorescent quencher) na extremidade 3’ para os subtipos de HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66 e 68). No Controle interno da reagdo, o conjunto apresenta primers e sonda marcada com o
fluoroforo Cys para a RNAseP.

2.1, Composicdo do conjunto

Componentes | Conteddo Volume
Calxail
2X PCR Master Mix 3 frascos/tampa transparente 3,6mL
Primers/Probes 1 (16, 31, 39, 68,52) 1 frascoftampa ambar 480 pl
Primers/Probes 2 (18,51, 56, 59, 66) 1 frascoftampa dmbar 480 pL
Primers/Probes 3 (33,3545, 58, RnaseP) 1 frascoftampa ambar 480 pL
Enzima Tag DMA polimerase 1 frasco/tampa transparente 58 uL
Agua ultrapura 1 frasco/tampa transparente 700 plL
CAlXA 2
Controle Positivo 1 1 frasco transparente/tampa 400 pL
vermelha
o trole Posstan 2 1 frasco transparente/tampa 400 L
vermelha
Controle Positivo 3 1 frasco transparente/tampa 400 L
vermelha
Controle Megativo 1 1 frasco/tampa transparente 400 pl
Controle Megativo 2 1 frasco/tampa transparente 400 pL
Controle Megativo 3 1 frasco/tampa transparente 400 pl

Tabela 1 — insumos fornecidos no conjunto da reacdo
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2.2, Especificacdes

A presenca de uma sequéncia especifica do patogeno na reacao de amplificagdo € detectada por um
aumento na fluorescéncia observada a partir da sonda correspondente duplamente marcada, relatado
como o valor de thresheld de ciclo (Ct) pelo termociclador em Tempao Real.

2.3. Equipamento necessario, mas nao fornecido

Termociclador para PCR em tempo real.
Nota: Importante trabolhar com equipamentos em boa condigdo de uso e com as manutencies
preventivas realizadas em dia.

3. Armazenamento e transporte

Os componentes fornecidos devem ser armazenados na embalagem original em temperatura controlada
entre -15°C e -25°C (-20°C) e sdo estaveis até a data de vencimento indicada no rétulo. O produto &
fornecido em embalagens com gelo seco que devem garantir uma temperatura de transporte abaixo de -
20°C. Congelar o produto imediatamente apds o uso. Deve ser o evitado o congelamento e o
descongelamento excessivo dos reagentes, pois pode reduzir a sensibilidade do ensaio. Recomenda-se
realizar aliguotas dos reagentes de acordo com suas necessidades apds o primeiro descongelamento.

4. Validade
Validade de doze meses quando mantido armazenado corretamente.
5. Informacao de Seguranca

5.1. Os insumos devem ser utilizados somente por pessoal técnico qualificado e devidamente treinado.
5.2. 0 pessoal técnico deve ser treinado no uso dos termocicladores em Tempo Real, na manipulacao de
reagentes de biologia molecular e qualificados em protocolos de amplificacdo de PCR em Tempo Real.
5.3. Todo o pessoal envolvido na execucdo do teste deve utilizar equipamentos de protegdo individual. O
uso de objetos perfurocortantes deve ser evitado. Além disso, todos devem ser treinados em
procedimentos de biosseguranca, como recomendado pela legislacao em vigor.

5.4. Mao trocar os componentes entre diferentes lotes de insumos. Recomenda-se que os componentes
entre dois conjuntos de insumos do mesmo lote também nao sejam trocados.

5.5. Verificar se os reagentes estdo limpos e ndo contém particulas visiveis pesadas ou grumos. Caso
contrario, comunicar o supervisor do laboratario para iniciar os procedimentos necessarios para reposicao
dos insumos.

5.6. Evitar contaminacdo cruzada das amostras utilizando ponteiras descartaveis e trocando-as apds a
aplicacdo de cada amostra.

5.7. Evitar contaminacdo cruzada entre os reagentes utilizando ponteiras descartdaveis e trocando-as entre
0 uso.

5.8. Ndo utilizar os insumos fornecidos apos a data de validade apresentada na etiqueta externa.
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59. Tratar todas as amostras como potencialmente infectantes. Todas as amostras devem ser
manuseadas em Nivel de Biosseguranca 2, como recomendado pela legislacdo em vigor.

5.10. Armazenar e extrair as amostras separadamente de outros reagentes e utilizar sala dedicada para o
manuseio.

5.11. Realizar os procedimentos o mais rapido possivel, mantendo os componentes no gelo ou em
reservatario refrigerado.

5.12. O fluxo de trabalho no laboratdrio deve proceder de maneira unidirecional, comecando na drea de
extracdo e passando para a amplificacdo e drea de andlises de dados. Mdo retornar as amostras,
equipamentos e reagentes para a area onde as primeiras etapas foram realizadas.

5.13. O uso de pldsticos descartdveis & recomendado na preparacao dos componentes liquidos ou na
transferéncia dos componentes para sistemas automatizados, a fim de evitar contaminagdo cruzada.
5.14. Os residuos gerados durante a utilizacdo dos insumos fornecidos devem ser descartados, de acordo
com as diretrizes e regras de descarte de residuos quimicos e substincias biologicas do laboratdrio,
conforme legislagdo em vigor.

5.15. Os respingos provocados acidentalmente durante o manuseio das amostras devem ser absorvidos
por lengos de papel umedecidos com hipoclorito, e em seguida, com agua.

5.16. Qutros residuos gerados (exemplo: ponteiras usadas para amostras) devem ser manuseados como
potencialmente infectantes e descartados, de acordo com as diretrizes e regras relativas a residuos
laboratoriais.

6. Procedimento
6.1. Reagao de PCR em tempo real (RT-gPCR)

6.1.1. Preparar os Mix da reagdo, conforme a Tabela 2, 3 e 4, em tubo de 1,5 mL.

6.1.2. Adicionar 20uL do Mix da reacdo em tubos de 0,2mL ou placas, de acordo com o equipamento.

6.1.3. Adicionar Sl da amostra ao pogo contendo os mix da reagdo.

6.1.4. Adicionar 5L dos Controles Positivos em um diferente poco contendo os mix da reacdo. O CP1
no mix 1, o CP2 no mix 2 e o CP3 no mix 3.

6.1.5. Adicionar SuL dos Controles Negativos em um diferente pogo contendo os mix da reacdo. O CN1
no mix 1, o CN2 no mix 2 e o CN3 no mix 3.

6.1.6. Homogeneizar com auxilio de uma pipeta.

6.1.7. Levar ao equipamento para a leitura.

Observacdo’ - Todo o procedimento deve ser feito com os tubos em gelo.

Observacio® - Ndo deve ser ultrapassado 30 minutos entre o preparo da mix e o inicio da leftura da reacdo

no equipamento.

1 reacao
2% qPCR Master Mix 125 pul
Primers e Probes 1 5,0 pL
Enzima Tag DMA Polimerase 0,2 pL
Agua 2,3 uL
Volume final de reagdo 20,0 uL

Tabela 2 — Preparo da Mix 1 de reagao
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1 reagdo
2X qPCR Master Mix 125ul
Primers e Probes 2 5,0 uL
Enzima Tag DMA Polimerase 0,2 uL
Agua 23l
Volume final de reacio 20,0 uL

Tabela 3 — Preparo do Mix 2 da reacdo
1 reacdo
2X gPCR Master Mix 125ul
Primers e Probes 3 5,0 uL
Enzima Tag DMA Polimerase 0,2 uL
Agua 2,3l
Volume final de reacao 20,0 uL

Tabela 4 — Preparo do Mix 3 da reacao.

6.2, Configuragao do equipamento de PCR em tempo real

Definir os canais de fluorescéncia e programar o termociclador real time, de acordo com as instrucdes do

fabricante.

0 volume total da reacio € de 25uL, um controle positive e um negative s3o necessarios para cada ensaio,
independentemente da quantidade de amostras processadas.
0 equipamento deve ser configurado em 2 etapas, conforme descrito na Tabela 5:
Observac3o? - desativar a opcio “referéncia passiva” no equipamento.

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
1 05°C 2 minutos 1
a5"C 15 segundos
2 56°C 30 segundos 40
68°C 30 segundos

Tabela 5 — Programa de ciclagem

6.3. Canais de detecgdo do setup de Programas de fluorescéncias:

Alvo Fluoraforo
MIX 1
HPY 16 FaM
HPV 39, 68 HEX
HPV 31, 52 ROX
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MIX 2

HEV 51, 59, 66 FAM

HPV 18 HEX

HPV 56 ROX
MIX 3

HPV 45, 58 FAM

HPV 33 HEX

HPV 35 ROX

RNAseP Cy5

Tabela & — Canais de deteccdo
7. Analise dos resultados

* Limite de deteccdo: 1000 copias/mL
+ Sensibilidade para deteccdo de 1000 capias/mL
* Expecificidade: 95 % em relacdo a reatividade com outros patogenos

8. Interpretacdo dos resultados

8.1. As amostras que apresentarem sinal de fluorescéncia, isto €, amplificagdo para os alvos nos canais de
fluorescéncia FAM, HEX e ROX com Ct igual ou abaixo de 37 serdo consideradas positivas para a deteccao
do respectivo alvo.

0 resultado do teste sera considerado DETECTADO OU POSITIVO.

8.2. As amostras que NAO apresentarem sinal de flucrescéncia, isto &, ndo amplificarem para os alvos
nos canais de fluorescéncia FAM, HEX e ROX e apresentarem um valor de Ct do controle endogeno
{RNas=P) no canal de fluorescéncia CYS entre 15 e 37, serdo consideradas negativas para a deteccdo do
respectivo alvo.

O resultado do teste serd considerado NAO DETECTADO OU NEGATIVO.

8.3. As amostras que NAO apresentarem sinal de fluorescéncia, isto &, ndo amplificarem para os alvos nos
canais de fluorescéncia FAM, HEX e ROX e NAOD apresentarem um valor de Ct do controle endageno

{RNaseP) no canal de fluorescéncia Cy5, serdo consideradas invalidas para a deteccdo do respectivo alvo.

O resultado do teste serd considerado INVALIDO.,
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Alvo - Valor de Ct Alvo - Valor de Ct
Resultado
HPV (FAM, HEX e ROX) RMAseP (CyS)
Detectado ou ndo L
3
=37 PR Positivo
Nao detectado =37 Negativo
»37 CT <40 =37 CT <40 Inconclusivo*
Nao detectado Mio detectado ou =37 Invalido**

* 0 resultado do teste sera considerado INCONCLUSIVO. A amostra devera ser reextraida e amplificada,
caso apresente o mesmao resultado, esta podera ser liberada negativa ou solicitado uma nova coleta.
*+ ) resultado do teste serd considerado INVALIDO e o teste deverd ser repetido com uma nova amostra.

Tabela 7 — Interpretacdo dos resultados

9, Garantia da Qualidade

A NOVA BIOTECNOLOGIA fornece garantia dos produtos por ela revendidos contra defeitos de producio
pelo periodo de validade do produto, salvo especificacfies em contrdrio a constar da proposta.

» A parantia abrange defeitos de producio.

Excecdes na garantia:

* Todos os produtas com defeitos oriundos de mau uso, impericia, conservacio ou armazenagem
inadequada.

# Quando ndo for utilizado de acordo com sua finalidade de aplicacdo.

10. Informacgdes do Fabricante

NOVA BIOTECNOLOGIA LTDA.

R. PASADENA, 235- PARQUE INDUSTRIAL SAN JOSE
CEP: D6.715-864 - COTIA/SP - BRASIL

CNPI: 24.096.423/0001-15

RESPONSAVEL TECNICO
Dra. ELIZABETH CORTEZ HERRERA - CRBM 209511

11. Atendimento ao Consumidor

Tel: +55 (11) 4243-2356
www_novabiotecnologia.com.br
e-mail: assessoria@novabiotecnologia.com.br




