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RESUMO

Analisamos uma coorte de mulheres no sul do Brasil, com objetivo de identificar
associagdes epidemioldgicas para persisténcia e cura da infec¢do pelo HPV e realizamos uma
metanalise para determinar a acurécia da telomerase nas lesdes precursoras do cancer cervical.
Métodos: O estudo de coorte foi iniciado em fevereiro de 2003. Foram coletados espécimes
cervicais para citologia oncdtica e para deteccdo do DNA HPV na entrada do estudo e no
seguimento. O desfecho foi dividido em quatro categorias: (1) persisténcia, (2) conversao (3)
cura. A quarta categoria (referéncia) eram mulheres negativas no inicio que permaneceram
negativas. Foram usados o teste x> de Pearson, regressdo logistica multinomial e Kaplan-
Meier para andlise estatistica. Para a metanalise foram incluidos estudos que comparavam o teste
de telomerase (TRAP) e anatomopatoldgicos, obtidos por bidpsias cervicais para diagndstico
de lesdes cervicais. Resultados: A Incidéncia de HPV foi 12,3%. O HPV16 foi o tipo mais
encontrado (18,6%), entre as 501 mulheres do estudo. Trinta e quatro mulheres (6,78%)
ficaram persistentemente infectadas pelo HPV, estando essa categoria associada a idade da
sexarca inferior a 21 anos (OR = 3,14, IC 95%, 1,43-6,87) e a quatro ou mais parceiros
durante a vida (OR = 2,48 IC 95%, 1,14-5,41). No periodo mediano de 19 meses, 80,7 % das
mulheres tinham curado o HPV, a cura foi significativamente associado a cor preta (OR=
3,44 IC 95%, 1,55-7,65), co-infec¢do com C. trachomatis no arrolamento (OR= 3,26, IC 95%,
1,85-5,76) e histéria de ja ter realizado exame de Papanicolaou (OR= 3,48, IC 95%, 1,51-
8,00). Na metanalise dez estudos foram analisados, os quais incluiram 1069 mulheres. Para
lesdes intraepiteliais de baixo grau (LIEBG) vs. normal ou lesdes benignas, encontrou-se uma
positividade do teste da telomerase, sendo que o resultado da odds ratio para diagnostico
(DOR) foi de (DOR = 3,2, IC 95%,1,9-5,6). Nas lesdes intraepiteliais de alto grau (LIEAG)

vs LIEBG, normal ou benigna: (DOR = 5,8, IC 95%, 3.1-10). )]. Encontrou-se uma DOR



elevada de 8,1 (IC 95%: 3,2-20) nas lesdes de cancer cervical vs LIEAG. Da mesma forma,
nas lesdes de cancer cervical vs. LIEBG, a raziao de chance foi elevada, com uma DOR de
40,9 (IC 95%: 18,2-91). Conclusdes: A persisténcia da infec¢do pelo HPV foi associada com
a sexarca precoce ¢ ao numero de parceiros sexuais na vida, sugerindo que estratégias de
orientacao sexual podem modificar as taxas de persisténcia do HPV. A associagdo da cura do
HPV com historia prévia de realizacdo de Papanicolaou salienta a importancia de aprimorar
os programas de rastreamento de cancer cervical. Futuros estudos da associagao de infecgdes
ginecologicas com cura da infeccao pelo HPV sdo necessarios. Na metanalise nossos dados
suportam a corrente hipotese da atividade da telomerase como um evento precoce na

carcinogénese ¢ que poderia estar associado ao inicio e a progressao de lesoes cervicais.

Palavras chaves: Infeccdo pelo Papilomavirus humano. Cancer cervical. Infecc¢des

ginecologicas. Fatores de risco. Telomerase. Revisdo sistematica. Metanalise. Acurécia.



ABSTRACT

Objective: We analysed a cohort of women in Southern Brazil with the aim to
identify epidemiological correlates for persistence and clearance of cervical HPV infection. A
quantitative systematic review was performed to estimate the accuracy of telomerase assay in
cervical lesions. Methods: A cohort study was started on February 2003. Cervical smears
were collected to perform Pap cytology and HPV DNA detection at baseline and during the
follow up. The outcome was constructed in four categories (1) persistence of HPV DNA; (2)
conversion; (3) clearance of HPV. Pearson’s y° test, multinomial logistic regression and
univariate analysis using the log-rank test were performed. Meta-analysis studies that
evaluated the telomerase test (telomerase repeated amplification protocol) for the diagnosis of
cervix lesions and compared it to paraffin-embedded sections as the diagnostic standard were
included. Results: Incidence of HPV DNA: 12.3%. HPV16 was the most frequent type
(18.6%) among 501 women in the study. Thirty-four women were persistently infected with
HPV, which was associated with age below 21 years at first intercourse (OR 3.14, 95% CI,
1.43-6.87) and > 4 sexual partners during lifetime (OR 2.48, 95% CI, 1.14-5.41). In a median
period of 19 months, 80.7% of women had clearance of HPV, which was associated with
black race (OR 3.44, 95% CI, 1.55-7.65), co-infection with C. trachomatis at baseline (OR
3.26, 95% CI, 1.85-5.76) and history of previous Pap smear (OR 3.48, 95% CI, 1.51-8.00). In
meta-analysis ten studies were analyzed, which included 1,069 women. The diagnostic odds
ratio (DOR) for a positive telomerase test for Lo-SIL vs. normal or benign lesions was 3.2
(95% CI, 1.9-5.6). The DOR for a positive telomerase test for Hi-SIL vs. Lo-SIL, normal or
benign lesions was 5.8 (95% CI, 3.1-10). For cervix cancer vs. Hi-SIL, the DOR for a positive
telomerase test was 8.1 (95% CI, 3.2-20.3) and for cervix cancer vs. Lo-SIL, normal or benign

lesions, it was 40.9 (95% CI, 18.2-91). Conclusions: Persistence of HPV infection was



associated with early age at first intercourse and number of sexual partners during lifetime,
suggesting that strategies for sexual orientation may modify the rates of HPV persistence. The
association of HPV clearance with a history of previous Pap smear screening highlights the
importance of improving cervical screening programs. Further studies on the association of
gynaecological infections with HPV clearance are needed. In meta-analysis our data support
the current hypothesis that telomerase may activate an early event in cervical carcinogenesis,

that could be associated with the initiation and progression of cervical lesions.

Key words: Human papillomavirus infection. Cervix cancer. Gynaecological infections. HPV

clearance. Risk factors. Accuracy. Diagnosis. Meta-analysis. Systematic review. Telomerase.
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APRESENTACAO

Este trabalho consiste na tese de doutorado, apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Epidemiologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em 2007, e
analisa a histoéria natural do Papilomavirus humano em uma coorte de 501 mulheres, cujo
desfecho foi dividido em quatro categorias: (1) persisténcia, (2) cura, (3) aquisicdo e (4)
permanecer negativa durante o arrolamento e o seguimento, sendo esta ultima a categoria de
referéncia. Foi realizada também uma metandlise diagnéstica para avaliar a acurdcia da
telomerase como marcador nas lesdes precursoras do cancer cervical.

A revisdo de literatura foi dividida em duas partes: (1) Papilomavirus humano
(HPV) e neoplasia cervical contendo: estrutura viral, classificagdo, patologia da infec¢do pelo
HPV, O HPV e o controle do ciclo celular, co-fatores na evolugdo da neoplasia cervical,
Histoéria natural do HPV, quadro clinico, diagndstico e (2) Telomerase e cancer cervical.

Os resultados sdo apresentados em forma de dois artigos. Um artigo analisa a
persisténcia e cura da infec¢do pelo HPV num estudo de coorte prospectivo. O outro artigo
consiste em uma revisao sistematica de estudos observacionais sobre acuracia da telomerase
no diagndstico de lesdes precursoras do cancer cervical. As consideragdes finais discutem os
principais achados dos artigos.

Documentos de apoio, incluindo o Projeto de Pesquisa, estdo apresentados nos

ancxos.
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1 INTRODUCAO

O cancer cervical ¢ um dos mais comuns do mundo, sendo responsavel por 6% de
todas as neoplasias das mulheres. (Parkin, 2001). Cerca de 470.000 novos casos sao
diagnosticados a cada ano. Aproximadamente 231 mil mulheres morrem anualmente por
cancer cervical invasivo, sendo que 80% dessas mortes ocorrem em paises subdesenvolvidos.
(Parkin, 2001). A média de idade para desenvolver o céancer cervical ¢ de 52 anos, ¢ a
distribuicdo dos casos ¢ bifasica, com picos entre 35-39 anos ¢ 60-64 anos. (Boring et al,
1994).

Nas ultimas duas décadas, o enigma do cancer cervical comegou a ser elucidado e
atualmente foi identificada a infeccdo pelo Papilomavirus humano (HPV) como seu agente
etiologico, transmitido sexualmente. (Franco et al,1999; Bosh et al, 2002; Bosh et al, 2003;
Castellsagué e Mufioz, 2003; Van der Graaf et al, 2002). Em 1995, a International Agency for
Research on Cancer (IARC) avaliou todos os dados relevantes da carcinogénese do HPV e
concluiu que existiam evidéncias suficientes que o HPV16 ¢ HPV18 sejam causadores do
cancer cervical. (IARC,1995).

A TARC, em 1995, conduziu um estudo multicéntrico de casos e controles com
2000 casos de cancer cervical e 2000 controles, na Espanha, Colombia, Brasil, Paraguai,
Marrocos, Mali, Filipinas e Tailandia. A analise de todos os resultados revelou uma forte
associagdo entre cancer cervical e a presenca de qualquer HPV. A razio de chances (OR)
ajustada por idade de todos os paises foi de (OR= 60 IC 95%, 49-73) com intervalo de
confianga de 95%, sendo a menor na Coldmbia OR=17 e maior nas Filipinas OR=156.
(Walboomers et al, 1999). Observa-se que o risco relativo da associagdo entre HPV e cancer
cervical em alguns estudos ¢ maior que 100. (Bosh et a/ 2002; Franco et al, 2001). Nenhum

outro fator para neoplasia cervical tem magnitude comparavel. (Duarte-Franco e Franco,
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2004). Entretanto, a infeccdo pelo HPV ¢ necessaria, mas nao suficiente, para causa do cancer
cervical (Walboomers et al, 1999; Ferenczy e Franco, 2002), sendo que a vasta maioria das
mulheres infectadas pelo HPV oncogénico nunca desenvolverdo cancer, sugerindo fatores
adicionais que agem em conjunto para o desenvolvimento da doenga.

A incidéncia e mortalidade do cancer cervical t€m diminuido na América do Norte
nos ultimos 50 anos, devido ao incremento dos programas de rastreamento através da
citologia. (Franco et a/, 2001).

No Brasil, vem se tentando implementar um programa de rastreamento para o
cancer cervical, pois esse tipo de programa foi realizado com éxito em diversos paises, nos
quais se observou um declinio significativo da incidéncia e mortalidade.

O Ministério da Satude divulgou oficialmente, no Brasil, o Programa "Assisténcia
Integral a Saude da Mulher” (PAISM), em 1983, com linhas de a¢do e estratégias muito bem
definidas: modelo assistencial que abrangia a integralidade e a eqiiidade, incluindo agdes
educativas, promocionais, preventivas, de diagnostico e de recuperacao da satide. Entre outras
metas para a Ginecologia estavam o controle e prevencdo das DST/AIDS e o controle e
prevencdo do cancer ginecologico. Em 1999, o INCA iniciou o processo de consolidagdo e
organiza¢do de uma base geopolitica gerencial para o Programa Nacional de Controle do
Cancer do Colo do Utero e de Mama. Além disso, o INCA definiu as diretrizes de
implantacdo nacional do Programa visando a reduzir a desigualdade de acesso a rede de
servicos, melhorar a qualidade do atendimento, aumentar a eficiéncia da rede de atencdo ao
cancer em todo o territdrio brasileiro e motivar a mulher a cuidar de sua saude (Viva Mulher).

O rastreamento do cancer de colo baseado na citologia de Papanicolaou ¢
internacionalmente apontado como o mais adequado, levando-se em conta o baixo custo ¢ a
aceitacdo pelas mulheres a que se destinam e ¢ oferecido gratuitamente na rede publica de

todo o Brasil, com refor¢os de campanhas nacionais.
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Tendo em vista os indices de incidéncia e de mortalidade pelo cancer do colo
uterino, fica dificil entender a alta incidéncia desse agravo em nosso pais, passados mais de 15
anos da oficializacdo dos programas. A realidade da saude da populagdo brasileira demonstra
através de indicadores que, apesar de bem formuladas, as politicas nao tém sido
implementadas.

O cancer de colo tem uma significante magnitude, conforme demonstram os
indicadores, com uma transcendéncia no contexto social e econdmico de alto impacto e com
vulnerabilidade e factibilidade altas, pois ¢ evitavel por rastreamentos simples e baratos,
contanto que eficazes. Os paises desenvolvidos que implementaram os programas de
rastreamento nos ultimos 40 anos, experimentaram marcada redu¢do das taxas da doenga.
(Smith et al, 2000, Sarakanarayanan et al/, 2005). O cancer de colo pode ser evitado quando
estratégias e servicos sdo bem planejados e manejados, com controle de qualidade, além
disso, também o acesso aos usuarios deve ser levado em conta. (Saranarayanan et al, 2005,
Bradley et al 2005, Agurto et al, 2005).

A causalidade do cancer cervical ja € conhecida, porém o Papilomavirus humano ¢
causa necessaria, mas nao suficiente, para evoluir para lesdes pré-neopldsicas ou cancer,
havendo fatores que contribuem para a persisténcia e integragdo do virus no DNA do
hospedeiro. A vacina recombinante quadrivalente contra o papilomavirus humano - HPV -
tipos 6, 11, 16 e 18, internacionalmente conhecida como Gardasil, ja aprovada pelo FDA
(Food and Drug Administration) e pela ANVISA representa um grande passo rumo a cura do
cancer cervical. A vacina foi indicada para a prevengao de lesdes pré-cancerosas de alto grau
e cancer de colo do utero nio-invasivo, associados ao HPV (papilomavirus humano) tipos 16
e 18, responsaveis por aproximadamente 70% dos casos de cancer do colo do utero e para a

prevencao de cancer vaginal, cAncer vulvar e verrugas genitais associadas ao HPV dos tipos 6,
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11, 16 ¢ 18. A faixa etaria de indica¢dao da vacina ¢ de 9 a 26 anos de idade, em mulheres.
(CDC, 2007; FDA, 2007).

Pretende-se, com esse estudo, contribuir com dados epidemiologicos
populacionais no entendimento de possiveis fatores associados a cura, aquisicdo ou
persisténcia do virus, assim como fazer uma revisdo sistemdtica da sensibilidade e

especificidade da enzima telomerase para a detec¢do de neoplasia intra-epitelial de alto grau e

cancer cervical.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Papilomavirus humano e neoplasia cervical

2.1.1 Estrutura viral

Os papilomavirus sdo pequenos virus pertencentes a familia Papovaviridae. Seu
genoma ¢ composto por uma dupla hélice de DNA circular, com aproximadamente oito mil
pares de bases. O genoma ¢ pequeno e contém apenas alguns genes, todos codificados na
mesma cadeia. O capsideo ¢ icosaédrico, com um didmetro de 50 a 60 nm, e ndo ¢ revestido
por envelope lipidico. (Collier et al, 1998; Finnem et al, 2003).

O genoma do HPV decompde-se em trés regides: a regido nao codificante — LCR
(Long Control Region) — que contém a origem de replicagdo (ORI) e a maioria dos
promotores de transcri¢do. As regides codificadoras sdo denominadas ORF (open readind
frames), que sdo divididas nas seqii€ncias precoce e tardia. A regido precoce ¢ composta por
genes precoces (early). Sao sete regides ditas precoces (E1 a E7), assim chamadas por serem
responsaveis por processos iniciais da replicacdo viral, no controle de sua transcricdo e na
transformagao celular; destacam-se E1, E2, E6 e E7 (Southern e Herrington,1998). A regido
tardia, contém dois genes tardios (late) — L1 e L2, responsaveis pelas etapas finais da
replicagdo do virus, como a sintese de proteinas estruturais do capsidio. (Park et al 1995;
Collier et al, 1998; Terhune et al, 2001).

Como se pode observar na Figura 1, algumas ORFs (Open Reading Frames) estao
sobrepostas, por isso € necessario uma regulacdo especifica para definir qual dos genes sera
expresso. O capsideo do HPV ¢ icosaédrico e composto por 72 subunidades denominadas

capsomeros e por 12 proteinas L2. A quantidade de L2 é uma estimativa, havendo autores que
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defendem 36 unidades. Cada um dos capsideos resulta da associacdo de 5 proteinas L1.

(Florin et al, 2002; Finnem et al, 2003).

LCR

Figura 1: Representacdo esquematica do genoma do Papilomavirus humano.

Fonte: Howley, (1996).

2.1.2 Classificacao

Existem intmeros tipos de HPV, com mais de 40 tipos anogenitais, dos quais,
aproximadamente 18 sdo oncogénicos. Os HPV genitais sao tipicamente divididos em grupos
de acordo com os presumiveis potenciais oncogénicos, consideram-se os HPV tipo 16, 18,
26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 63, 66, 68 ¢ 82 de risco oncogénico (Mufioz et
al, 2003); os restantes tipos genitais, HPV 6, 11, 42, 43 e 44 s3o considerados de baixo risco

ou sem qualquer risco oncogénico. (Lorincz et al, 1992, Clavel et al, 1999).
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2.1.3 Patologia da infeccio pelo HPV

O papilomavirus ¢ epiteliotropico por natureza, infectando o epitélio escamoso
cervical, podendo penetrar por microabrasdo através das camadas basais. O DNA do HPV se
estabelece no nacleo da célula infectada, sem causar maiores danos nem estimular o sistema
imune. (Schneider e Koutsky,1992). Na camada basal, sdo expressos 0s genes precoces € nas
camadas superficiais das células se expressam os genes tardios L1 e L2. Dessa forma, a
infeccdo conduz para a coilocitose. As lesdes podem regredir, persistir ou progredir.
(Southern e Herrington, 1998).

No inicio de um estado replicativo, poucos virus sdo encontrados nas células
basais e parabasais, mas o numero de particulas virais (VLPs) aumenta progressivamente
quando o processo de maturagdo celular ocorre, até que, na superficie epitelial, o nucleo ¢
substituido em grande parte, pelas particulas do virion completo. (Bosch et al, 1995).

Durante o processo de replicagdo viral, os genomas que estdo mantidos de forma
epissomal passam, em algum momento, a integrar o genoma da célula do hospedeiro, levando
a alteracdes morfologicas da célula, alterando seu controle do ciclo celular, levando
eventualmente a lesdes precursoras do cancer cervical. A persisténcia do virus € o principal
fator de risco para desenvolver cancer cervical. (Jeon e Lambert,1995). A infec¢do da mucosa
genital pelo HPV leva freqiientemente ao aparecimento de uma alteracdo morfologica
conhecida, desde os anos 50, por atipia coilocitotica. (Koss e Durfee, 1956). A coilocitose
pode ser definida como a presenca de células, exibindo alteragdo do nucleo, contornados por
extensos halos claros com volume geralmente superior ao citoplasmatico e, usualmente,
ocorrendo em células preferencialmente superficiais. Constitui um sinal patognomoénico em

lesdes associadas ao HPV. (Boon et al, 2005).
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Basicamente o ciclo celular ¢ o programa para o crescimento e divisao
(proliferacdo) celular, composto de 4 estagios: G1 (e GO), S, G2 ¢ M. Na fase Gl (Gap 1=
interfase) a célula aumenta de tamanho e produz enzimas necessarias para a produgdo de
DNA, outras proteinas ¢ RNA preparam-se para copiar seu DNA. Durante a fase S (sintese), a
célula replica seu DNA. Durante a fase G2 (Gap 2), a célula novamente cresce ¢ sintetiza
proteinas permitindo a ela o processo de divisao. Durante a fase M (mitose), a célula-mae,
aumentada, divide-se ao meio, originando duas células filhas, com o mesmo nimero de
cromossomos, entrando na fase Gl ou podem tornar-se quiescentes, entrando em GO
(repouso). (Nurse, 1994; Lewin 1997).

Se esses processos ndo forem controlados, as células irdo dividir-se
continuamente. Existe uma série de proteinas que regulam e controlam o ciclo celular. O gene
supressor de tumor p53 codifica uma proteina que € essencial para o controle do ciclo celular.
A proteina p53 atua no ciclo celular nos pontos de controle G1 / S e G2 / M, levando a uma
parada nesses pontos e permitindo o reparo de danos no DNA. Dessa forma ¢ evitada a
replicagdo de DNA, contendo alteragdes genéticas. A parada no ciclo celular em G1, apds a
ativacao da p53, envolve a transcricdo do gene codificante da proteina p21/WAF inibidora de
cinases dependentes de ciclinas (CDKs). (Albrechtsen et al, 1999). O outro gene supressor de
tumor € o pRb. A proteina P16 ¢ uma proteina supressora de tumores que inibe as CDKs 4 e
6, que regulam o ponto de controle G1 do ciclo celular. As CDKs fosforilam a protéina Rb,
provocando alteragdo estrutural que leva a liberagdo da Rb do complexo E2F. O efeito
imediato da inducdo da p21 ¢ a inibi¢do da atividade da proteina do retinoblastoma (pRb). A
pRb na fase G1 encontra-se hipofosforilada e ligada a fatores de transcricao da familia E2F.
Quando a pRb ¢ fosforilada por cinases, dependente de ciclinas, tais fatores sdo liberados,
resultando na transcricdo de genes da fase S do ciclo celular. Nessa via, a p21 inibe o

complexo de CDKs, resultando no acimulo de pRb hipofosforilada, complexada a E2F,



24

parando o ciclo celular em GI1. Essa parada ¢ de fundamental importancia para permitir o
reparo do DNA danificado antes que ocorra sua duplicagdo na fase S. Mutagdes na p53
podem levar a carcinogénese. (Kastan e Bartec, 2004). Outro mecanismo de controle da
divisdo celular ¢ o mecanismo da contagem do numero limitado de vezes que uma célula pode
se reproduzir. Nesse mecanismo, os telomeros marcam o numero de divisdes e, no momento
certo, iniciam a senescéncia e morte celular. (Steenbergen et al, 2001).

No caso dos HPVs de alto risco, os genes E6 e E7 codificam as proteinas precoces
E6 e E7, que sdo responsaveis pela transformacdo da célula hospedeira. Os genes tardios
codificam as proteinas estruturais L1 e L2, que irdo constituir o capsideo. (Turek, 1994;
Motoyama et al, 2004). A proteina E5 também tem potencial transformante, mas ¢ mais
reduzido. E6 ¢ E7 sdo suficientes para provocar a transformacdo. A proteina E7 rompe o
complexo ativo E2 F pRb, inativando o pRb, suprimindo esse gene supressor tumoral ficando
a célula com um potencial para continuar se multiplicando. A E6, por sua vez, degrada o P53,
promovendo também, de forma independente, um aumento da atividade da telomerase
(Veldman et al, 2002), levando a uma imortalizacdo celular. (Park e Androphy, 2002;
Fehrmann e Laimins, 2003).

Portanto, o primeiro passo para a progressdo para cancer cervical é que as
oncoproteinas E6 e E7, produzidas pelos HPVs de alto risco, inativem os genes supressores
tumorais p53 e Rb respectivamente, resultando prosseguimento do ciclo celular e divisdes
celulares. (Fehrmann e Laimins, 2003; Dey et al, 2002; Alunni-Fabroni et al, 2000; Pan et al,
2003). Estudos recentes também tém demonstrado que as duas oncoproteinas causam
disturbios no mecanismo de duplicagdo e segregacdo durante a mitose, causando instabilidade
cromossOmica severa. (Duensing e Munger, 2003; Wentzensen et al, 2004).

Existem outros fatores também importantes no ciclo celular. Apesar de estar bem

estabelecida a ligagdo entre o processo da proliferacao celular e apoptose, ainda nio esta bem
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claro o papel da regulagio do ciclo pelas células T in vivo. Especula-se que a p19***

possa ser
a chave de regulagdo da resposta dessas células. (Gao et al, 2002).

O locus INKA/ARF ¢ um dos mais importantes lécus de supressdo tumoral e

INK4A ARF
6 9

regula o ciclo celular através das proteinas pl epl , atuando nas proteinas
retinoblastoma (Rb) e p53 respectivamente (Sharpless e De Pinho, 1999; Carnero et al, 2000,
Guo et al, 2002). O gene MHC tem papel importante na regulacdo imune (Maciag e Villa,
1999), sendo que um efeito protetor do HLA classe II é o mais consistente encontrado na

literatura.

2.1.5 Co-fatores na evolucio da neoplasia cervical

Virios co-fatores tém sido associados com o desenvolvimento do cancer cervical
invasivo como: paridade, uso de contraceptivo oral, tabagismo, imunossupressao,
particularmente relatado em paciente com virus da imunodeficiéncia humana (HIV), infec¢des
com outras doengas sexualmente transmissiveis, e deficiéncia nutricional. (Hildesheim et al,
2002). Porém seus verdadeiros papéis no desenvolvimento do cdncer permanecem obscuros.

A idade da sexarca, nimero de parceiros sexuais, historia de DSTs e outras
caracteristicas de atividade sexual estdo ligadas ao processo de adquirir o virus HPV e ndo sdo

considerados co-fatores para a progressdo da infeccao pelo virus. (Rousseau et al, 2003).

2.1.5.1 Uso de anticoncepcional oral

A influéncia do comportamento sexual tem sido muito estudada como fator de

risco para o cancer cervical. Alguns estudos (Lacey ef al ,1999, Hildeshein ef al, 2001, Muioz



26

et al, 2002) encontraram associacdo do uso de ACO e cancer de colo, porém existem
controvérsias (Tabela 1). A contracep¢ao hormonal por menos de 5 anos nao aumenta o risco.
Porém, mulheres que referem uso de ACO de 5 a 9 anos tiveram 2,8 vezes mais chances de
desenvolver cancer em relacdo as que nunca o utilizaram. Esse risco aumenta quando a
exposicdo ao fator ¢ relatada pelo periodo de mais de 10 anos, passando a ser 4,0. Em recente
metanalise, concluiu-se que o uso por longa duracdo aumenta o risco de cancer cervical.
(Smith et al, 2003). Os estudos ndo distinguiam o uso de anticoncepcional oral e outros
contracepitivos hormonais. Sabe-se que a maioria das mulheres que usam contraceptivos
fazem uso do ACO. Algumas fazem uso de contracep¢do injetavel trimestral com
progesterona somente ou mensalmente com combinado (estrogénio e progesterona). A
progesterona (acetato de medroxiprogesterona depo) trimestral ndo parece aumentar o risco
de cancer de colo (WHO, 1993). Pouco se sabe sobre a agdo na carcinogénese dos injetaveis
mensais, que sdo muito utilizados na América Latina. (Skegg et al, 1994).

Deacon et al, (2000), num estudo de coorte em Manchester, ndo encontraram
associagdo entre uso de ACO e NIC IIIl nem em mulheres que relataram uso de ACO por mais
de 8 anos. Em outro estudo prospectivo com 1675 mulheres, ndo foi encontrada associagao
entre cancer cervical e NIC III com o uso corrente de ACO comparado com mulheres que
nunca o utilizaram. Atengdo especial nesse estudo pela limitagdo relatada pelos autores, pelo
fato de que a informacdo do uso de ACO foi no momento do arrolamento das pacientes,
havendo a possibilidade da descontinuagdo ou inicio de uso de ACO durante o
desenvolvimento do estudo. Também as usuarias de ACO tiveram um periodo de seguimento

menor do que as ndo usuarias, havendo possibilidade de viés. (Castle et al, 2002).
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Tabela 1: Sumario dos resultados de alguns estudos sobre associacdo de ACO e carcinogése cervical

Deacon et al, Hildesheim et al, Castle et al, Munoz et al,
Lacey et al 2001 2000 2002 NICTI, 2002 e Moreno
Exposi¢ao / estudo CIS. CC 2001 HISL, CC CcC et al 2002
2 NIC III
Noruega Manchester Costa Rica EUA-Portland CIS, CC, IARC
Uso de ACOOR -
1C95%
Sempre vs nunca 5,4 (0,7-43,4) - - 1,4(1,0-2,0)
No passado vs 3,1(0,4-27,5) 1,2(0,6-1,6) 0,9(0,6-1,6) -
nunca
Usando vs nunca 17,1(1,5-188,2) 1,3(0,7-2,5) 1,5(0,8-2,8) 0,8 (0,49-1,5) -
N [-de 2]4,0(0,4-44,3) [-3]1,2(0,6-2,4) [-4]1,8(0,6-4,9) [1710,7(0,4-1,1)
Duragdo em anos
OR (IC95%) vs [-6] 4,8 (0,4-51,9) [-8]108 (0,4-1,5)  [£5]3,1(1,1-9,1) [-4]10,8 (0,5-1,2)
nunca [£7]6,2(0,7-52,7)  [>8] 1,5 (0,8-2.9) [-9] 2,8 (1,5-5,4)

[+10]4,0(2,1-7,8)

ACO- anticoncepcional oral, OR — Odds Ratio, IC- intervalo de confianca, HISL- Lesio intra-epitelial de alto Grau, CIS-
carcinoma [n situ, CC- cancer cervical, NIC- neoplasia cervical intra-epitelial, [ ] - tempo
Fonte: Adaptado de Castellsagué¢ e Munoz, (2003).

O mecanismo pelo qual os horménios influenciariam na carcinogénese do cancer
cervical ndo estd bem esclarecido. Os hormdnios promoveriam integragio do DNA do HPV
no genoma do hospedeiro com desregulagdo da expressdao do E6 ¢ E7 (IARC,1995). Estudos
experimentais em ratas, (Mitrani-Rosenbaum et a/ 1989; Arbeit et al, 1996), demonstram que
existe sinergismo entre longo tempo de exposi¢do ao estrogénio e carcinogénese cervical pelo

HPV 16.

2.1.5.2 Paridade

Durante décadas, tem sido suspeitado que a multiparidade pudesse aumentar o

risco do cancer cervical, porém confundia-se com o comportamento sexual. Atualmente

alguns estudos de casos e controles confirmaram o papel independente da alta paridade com
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carcinogénese cervical (Tabela 2). No estudo realizado em Costa Rica, Hildesheim et al,
(2001) acharam um significante aumento de cancer cervical e neoplasia epitelial de alto grau
associado ao aumento do numero filhos. Mundz et al, (2002), avaliou oito estudos de casos e
controles em quatro continentes, com 1465 pacientes com carcinoma cervical escamoso e 221
com carcinoma In situ, além de 124 casos de adenocarcinoma e analisou, controlando os
fatores sexuais de confundimento. Constatou que existe uma associacao direta entre 0 nimero
de gestagdes a termo e risco de carcinoma escamoso cervical, encontrando (OR=3,8, IC 95%,
2,7-5,5) para seis ou mais gestacdes vs nuliparas. Com os dados do IARC, conclui-se que ha
um aumento linear de cancer In situ e cancer cervical com o aumento da paridade.

No estudo de Manchester, encontrou-se associagdo boderline, ¢ no estudo de
Castle et al, (2002), ndo foi encontrada associagdo. Poderia ser explicado pela baixa paridade
da populagdo estudada, e também porque os dados de paridade foram coletados no inicio da
coorte (arrolamento). O estudo teve um seguimento de dez anos, e provavelmente nesse
periodo houve mudanga no niumero de gestacdes a termo nas mulheres do estudo.

Estado nutricional, hormonal, traumatismos ¢ mecanismos imunoldgicos seriam
hipdteses plausiveis para explicar associagdo entre paridade e neoplasia epitelial de alto grau e
cancer cervical. As trocas hormonais induzidas pela gestacdo poderiam estar relacionadas a
persisténcia ou a progressdo. A soro-reatividade ¢ mais alta na mulher ndo gravida, sugerindo
uma redug¢do da resposta imune-humoral contra o HPV, durante a gestacdo. (Sethi et al 1998;
Muiioz et al, 2002). O declinio da paridade poderia explicar a redugdo de cancer cervical em

alguns paises.
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Tabela 2: Sumaério dos resultados de alguns estudos sobre associa¢ao da paridade e carcinogénese

cervical.
Deacon et al, 2000 Hildesheim et al, Castle et al, 2002 Muioz et al, 2002 e
Exposi¢do / estudo NIC III 2001 HISL, CC NIC III, CC Moreno et al 2002
Costa Rica EUA-Portland IARC CIS, CC
Manchester

Paridade OR (IC95%)
N filhos ou gestagdes [1] 1,6 (0,9-2,8) [-2] 1,0 (0,5-2,2) [1-2] 1,1 (0,6-1,7) [1-2]1,8 (1,0-3,5
PR [2]1,1 (0,6-2,0)  [3]1,5(0,7-3,2) [23]0,7 (0,3-1,6) [3-4] 2,6(1,3-4,9)
[23] 1,9 (0,9-3,8) [4-5]13,5 (1,7-7,2) [5-6] 2,9 (1,4-5,6)
[6-8] 2,2 (1,0- 5,0) [27]3,9 (1,9-7,9)

[£9] 1,4 (0,6-3,4)

OR - Odds Ratio, IC- intervalo de confiang¢a, HISL- Lesio intra-epitelial de alto Grau, CIS- carcinoma In situ, CC- cancer
cervical, NIC- neoplasia cervical intra-epitelial, [ ] - tempo
Fonte: Adaptado de Castellsagué¢ e Muiioz, (2003).

2.1.5.3 Tabagismo

Uma consistente associacdo entre tabagismo e cancer cervical tem sido
demonstrada por diversos estudos. Revisdes como de Kuper et al/, (2002), e metanalise de
Haverkos et al, (2003), concluiram que os dados evidenciam o papel do fumo como fator de
risco para cancer cervical. O tabagismo passivo também pode estar associado a neoplasia
cervical. Estudo de coorte realizado por Trimble et al, (2005), com dados coletados durante
dois censos particulares sobre tabagismo ativo e passivo, em Washington, no periodo de
1963-1978 e 1975-1994, encontraram, para tabagismo passivo um (RR=2,1 IC 95%, 1,3-3,3)
para a coorte de 1963, e (RR=1,4 IC 95%, 0,8-2,4) para a coorte de 1975, sendo
estatisticamente significante somente na primeira coorte. Os autores discutem a possibilidade
de que a proporcao de mulheres que trabalham fora aumentou nos ltimos anos, diminuindo o
tempo de exposicdo das mesmas ao efeito do tabagismo passivo. As limitacdes do estudo sdo

com os possiveis fatores confundidores como paridade, DSTs, ACO e parceiros sexuais.
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Nesse mesmo estudo, o tabagismo ativo obteve (RR=2,6, IC 95%, 1,7-4,1) e (RR =1,7 IC
95%, 1,1-2,6), nas coortes de 1963 e¢ 1975 respectivamente. Resultados semelhantes foram
encontrados por Wu et al, (2003), com mulheres tailandesas, concluindo que o tempo de
exposicao ao tabagismo passivo € o maior determinante para contrair cancer cervical.

A Tabela 3 demonstra alguns estudos que reportam algumas evidéncias do
aumento do risco de desenvolver neoplasia intraepitelial de alto grau e cancer cervical em
tabagistas. A OR de fumar alguma vez vs nunca foi de 2,2 em trés estudos, (Deacon et al,
2000, Mufioz et al, Moreno et al, 2002), sendo que fumar onze ou mais cigarros ao dia vs
nunca, deu uma OR= 5,9 (IC95%,10-36) e fumar por 10 anos ou mais aumenta para OR=7,5
(IC95%, 1,2-46) (Oslon et al, 1998).

A evidéncia biologica para elucidar esse fator ainda € obscura. A nicotina e outros
carcinogenos especificos do tabaco foram encontrados nas células cervicais de tabagistas.
(Prokopczyk et al, 1997). As células de Langerhans sdo componentes importantes na
vigilancia imunolégica celular, pois sdo apresentadoras de antigeno e ativam especificamente
os linfécitos T-CD4. A elevada concentragdo dos derivados do tabaco tem sido associada a
depressao das células de Langerhans Alguns estudos observaram associa¢do entre o fumo e
reducdo da densidade dessas células (Poppe ef al 1995; Barton et al 1998). Foi observado, em
estudos experimentais, que os derivados do tabaco alteram as células de Langerhans,
tornando-as arredondadas ou alongadas, com poucos dendritos ¢ aparecimento de neoplasia,
enquanto que a supressdo do tabaco estava associada a regressao dos achados, mudando a

morfologia das células e regressao do tumor. (Zeid e Muller, 1995).
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Tabela 3: Sumario dos resultados de alguns estudos sobre associacdo de tabagismo e

carcinogénese cervical.

Castle et al, Muifioz et

Oslon et al, Lacey et al 2001 Deacon et al, Hildesheim 2002 NIC I, al, 2002
1998 2000 etal, 2001 cC Moreno et
E icdo/estud
xposicao/estudo NIC II, NIC CIS, CC - HISL, CC al 2002
111 EUA . EUA- CIS, CC,
Noruega Manchester Costa Rica Terticl IARC
Tabagismo OR
(IC95%)
Alguma vez vs 4,6 (0,9-22.,9) 1,5(0,7-3,0) 2,2 (1,4-3,4) NR NR 2,2 (1,5-
nunca 3.2)

Nopassadovs  42(0,5-3,1)  1,2(0,5-3,1)  1,7(0,8-3,7) 1,7(0,8-4,0) 2,1(1,1-3,9) 1,8(0,9-

nunca 3,4)
fumando vs NR 1,6 (0,7-3,5) NR 2,3 (1,2-4,3) NR 2,3 (1,3-
nunca 4,0)
Quantidade de [-10]3,3 [-19]1,6 [-10]1,4 [-5]11,8  [-19]2,2 [-5]1,9
cigarros (dia)vs ~ (0,5-21) (0,6-3,9) (0,7-2,5) (1,0-33)  (1,2-4,2) (1,2-4,2)
flunca [211]5,9 [220]1,3 [220]2,2 [26]3,1  [220]2,9 [26]2,2
(10-36) (0,6-3,0) (1,2-3,9) (1,2-7,9)  (1,5-5,6) (1,2-4,2)
Duragdo em anos [-9]2,1 [-10]1,2 [-10] 1,8 [-9]2,2 NR [-9]2,6
vs nunca (0,3-12,3) (0,5-3,0) (0,9-3,6) (1,0-4,8) (1,4-4,7)
[210]7.5 [-20] 3,2 [-19] 2,0 [210]2,0 [220] 1,9
(1,2-46) (1,0-9,7) (1,0-3,8) (1,0-3,8) (1,0-3,5)
[220]0,8 [220] 3,1
(0,3-2,7) (1,6-6,2)

OR - Odds Ratio, IC - intervalo de confianga, HISL- Lesdo intra-epitelial de alto Grau, CIS- carcinoma In situ, CC-
cancer cervical, NIC- neoplasia cervical intra-epitelial, [ ] - tempo
Fonte: Adaptado de Castellsagué e Muiioz, (2003).

2.1.5.4 Nutrientes antioxidantes e IMC

Nos ultimos tempos, tem-se investigado a relagdo entre consumo de vitaminas e de
carotendides na génese de cancer. (Byers e Perry, 1992; van Poppel e van den Berg, 1997). A

dificuldade dos estudos ¢ pelo fato de saber-se que o processo de carcinogénese envolve
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multiplos fatores, sendo tarefa dificil isolar um unico nutriente como fator causal. (Doll,
1999).

As vitaminas mais estudadas como substancias quimio-preventivas para o cancer
cervical sdo as vitaminas A, incluindo os carotenoides, ¢ vitamina E, que funcionam como
antioxidantes em sistemas biologicos. O beta caroteno ¢ um dos mais de 600 carotendides
existentes conhecidos na natureza. Os carotendides sdo os pigmentos que vao do amarelo ao
vermelho e que sdo geralmente encontrados em vegetais. Cerca de 50% dos carotendides
podem resultar em vitamina A, sendo nomeada pré-vitamina A (Olson, 1989). O licopeno é
o carotenoide mais abundante no plasma sem a atividade pro-vitamina A. (Krinsky, 2001).

A vitamina E é uma substancia lipossolivel e existente na natureza como
tocoferdis e tocotriendis em quatro formas diferentes (a, B, vy € 9), sendo que o a tocoferol a
forma antioxidante mais ativa e amplamente distribuida (Niki ez al, 1995). Os o6leos vegetais,
margarinas, améndoas, amendoim e gérmen de trigo constituem alimentos ricos em vitamina E.

Varios estudos tém examinado a rela¢do entre a dieta ¢ estado nutricional como
fator de risco para o cancer cervical. Entretanto, poucos estudos controlam fatores como
tabagismo e uso de ACO. Além disso, muitos estudos foram realizados antes do advento do
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia que separa e quantifica o caroteno e seus
isomeros. (Castle e Giuliano, 2003).

Alguns estudos encontraram associa¢do inversa entre caroteno e carcinogénese
cervical para risco de NIC (Goodman et al, 1998; Brock et al, 1996; Palan et al, 1996) ¢
cancer invasivo. (Potischman et al/, 1991; Batieha et al/, 1993). Estudos que mediram outros
carotenos (Palan et al, 1996; Potischman et al, 1991; Baticha et al, 1993; VanEenwyk et al,
1991; Nagata et al, 1999), encontraram também inversa associagdo entre licopeno e NIC;
licopeno e persisténcia do HPV (Sedjo et al, 2003) e a caroteno no soro e cancer cervical

(Palan et al, 1991). Em estudos que pesquisaram a concentragdo de tocoferol (vitamina E)
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quatro encontraram associagdo com risco de NIC (Palan et al, 1996; Palan et al, 1991; Cuzick
et al, 1990, Kwasniewska et al, 1997) e um com risco para cancer invasivo (Kenekt, 1988).
Entretanto, varios estudos observacionais ndo tém encontrado associacdo. (Giuliano e
Gapstur, 1998).

Juntos, esses dados sugerem que alguns carotendides podem influenciar a historia
natural da infec¢do pelo HPV, entretanto alguns estudos ndo encontram nenhuma associagao.
E importante notar que esses estudos tém um seguimento de tempo curto entre 6 a 12 meses.

Os radicais livres s3o atomos ou moléculas produzidas continuamente durante os
processos metabolicos e atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em varias
reagdes bioquimicas, desempenhando fungdes relevantes no metabolismo. (Méndez Filho e
Rodriguez, 1997). Num organismo, a existéncia de um desequilibrio em favor da geracao
excessiva de radicais livres, ou em detrimento da velocidade de remogdo dessas espécies, €
conhecida como estresse oxidativo e pode conduzir a oxidagdo maciga de substratos
bioldgicos. A cronicidade desse estresse oxidativo, no ambiente celular, pode causar severos
problemas metabdlicos e estar envolvida na origem e no desenvolvimento de numerosas
doencas. (Lucesoli e Fraga, 1995).

Os radicais livres sdo formados a partir do oxigénio. Dentre os radicais estdo o
superoxido, a hidroxila, o hidroperoxido, o 6xido nitrico e o diéxido de nitrogénio. Desses, o
radical hidroxila ¢ o mais reativo na indug¢ao de lesdes nas moléculas celulares e o perdxido
de hidrogénio. Apesar de nao ser considerado um potente radical livre, ¢ capaz de atravessar
a membrana nuclear e induzir danos na molécula de DNA. (Anderson et al, 1996). O estresse
oxidativo esta relacionado as fases de iniciacdo e promocdo do processo de carcinogénese

(Cerutti, 1989, 1991).
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Outros estudos sdao necessarios para examinar a influéncia de nutrientes
antioxidantes na persisténcia do HPV, preferencialmente em estudos prospectivos e periodos
maiores de um ano. (Sedjo et al, 2003, Castle e Giuliano, 2003).

O indice de massa corporal nao parece ser fator de risco para o cancer cervical.
Estudo de caso e controle, incluindo 124 pacientes com adenocarcinoma, 139 com carcinoma
escamoso ¢ 307 controles, demonstrou associagdo somente com adenocarcinoma. (Lacey et
al, 2003). Recente revisdo sistematica, em relagdo a todos os canceres ginecologicos, no que
diz respeito a cancer de colo, aponta que a obesidade diminuiu a sobrevida que pode estar
relacionada com co-morbidades ou respostas ao tratamento. Observou-se também um
aumento de complicag¢des cirurgicas e radioterapicas, além de ndo haver consenso sobre as

doses da quimioterapia em pacientes obesas. (Modesitt ¢ van Nagell, 2005).

2.1.5.5 Co-infeccoes

Alguns estudos tém associado doengas sexualmente transmissiveis e carcinogénese
cervical com o foco principal na Chlamydia trachomatis. Um estudo multicéntrico com 1238
casos ¢ 1100 controles, em sete paises diferentes, foi realizado, concluindo-se que o risco de
carcinoma cervical escamoso foi elevado nas mulheres soro positivas para C. trachomatis
(OR=1,8, IC 95%, 1,2-2,7). (Smith et al, 2004). A Chlamydia trachomatis de tipo “G”
aumenta em 6,6 vezes o risco de desenvolvimento desse tipo de cancer (OR= 6,6, IC 95%,
1,6-27); o do tipo “I” em 3,8 vezes (OR= 3,8, IC 95%, 1,3-11,0) e o do tipo “D” em 2,7 vezes
(OR =2,7 IC 95%, 1,3-5,6), segundo os pesquisadores do Instituto Nacional de Saude Publica

finlandesa e da Universidade de Helsinque. (Anttila et a/, 2001).
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Recente estudo de caso e controle encontrou forte evidéncia da associacdo do
herpex virus-2 com HPV (OR= 2,19 IC 95%, 1,41-3,4), tendo sido controlado os fatores de
confundimento. (Smith et al, 2003).

Permanece ainda pouco entendido o papel das DSTs e seu efeito bioldgico no
desenvolvimento de lesdes precursoras e cancer de colo. O mecanismo mais provavel é a
inducdo da inflamagdo da cérvice uterina, levando a dano por metabolitos oxidativos. (Castle
e Giulinao, 2003). As células com carcinoma cervical infectadas pela Chlamydia trachomatis
secretam maior quantidade de citocinas, resultando um estado inflamatério mais profundo.
(Rasmussen et al, 1997). O Herpes virus também poderia ser por processo inflamatorio. Nao
existem evidéncias de que o HPV sozinho induza um processo inflamatoério.

A inflamagdo cervical cronica pode induzir lesdo tecidual através da producao
indireta de espécies reativas de oxigénio que desencadeia uma cascata inflamatoria, diminui a
imunidade celular e promove a angiogénese. Por isso recomenda-se utilizar antiinflamatdrios
ndo esteroides inibidores da cicloxigenase-2 (COX-2), inibindo a sintese de prostaglandinas
G/H, sempre que houver um processo inflamatério. (O'Byrne e Dalgleish, 2001). Castle et al,
(2001), demonstraram associacdo entre cervicites e lesdo intra-epitelial de alto grau. Também
Kulkarni et al, (2001), encontrou aumento da expressio da COX-2 em cancer cervical,

sugerindo relagdo entre processo inflamatério e cancer.

2.1.5.6 Imunossupressao

Ja € conhecido que o virus da imunodeficiéncia humana aumenta o risco de HPV

associado a canceres anogenitais comparados com individuos saudaveis. (Palefsky e Holly,

2003; Strickler et al, 2005). Num estudo, 7% das 400 mulheres HIV positivas apresentaram
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neoplasia intra-epitelial de alto grau, comparada a apenas 1% das 307 mulheres controles
(HIV negativas) (p < 0.001). (Wright ef al, 1994). Em outro estudo, foi detectada NIC em
42% das citologias realizadas em mulheres HIV positivas e em 8% em HIV negativas, sendo
que a metade dos casos de NIC no grupo positivo foi neoplasia intra-epitelial de alto grau.
(Conti et al, 1993).

As mulheres HIV positivas tém severa imunossupressao (definida como contagem
de células CD4 abaixo de 200 X10°L), tendo grande risco de desenvolver NIC. (Conley et
al, 2002; Wright et al, 1994; Conti et al, 1993). Dados atuais indicam que tanto homens como
mulheres HIV positivos tém um aumento de risco de canceres anogenitais, comparados a
populacdo em geral. (Fordyce et al 2000). O risco varia de acordo com a populagdo. Na
Europa, foi observado um aumento do risco no sul, particularmente entre usuarias de drogas
injetaveis (Serraino et al, 2002), enquanto que nos Estados Unidos hd um aumento no

nordeste, particularmente na cidade de Nova lorque. (Fordyce et a/ 2000).

2.1.6 Historia natural do Papilomavirus humano

2.1.6.1 Prevaléncia da infeccido pelo HPV

Aproximadamente 40% das mulheres sexualmente ativas sdo infectadas pelo HPV.
(Ho et al, 1998). A incidéncia, se literalmente forem levados em conta somente 0s casos
novos, ¢ de dificil determinagao, devido a dificuldade de saber se a infecg¢do nao ¢ recorrente
ou reativagdo de uma fase latente. O termo certo seria incidéncia presumida. (Franco et al,

1999). A relagdo da incidéncia e prevaléncia ¢ mediada pela duragdo da infecgdo e indica a
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persisténcia, a qual € a chave progndstica para a progressao de lesdo cervical de alto grau. (Ho
et al, 1995).

A curva da prevaléncia estéd relacionada, na maioria das regides, a idade. A baixa
prevaléncia em mulheres mais velhas comparada com as jovens ¢ independente dos habitos
sexuais. Burk et al, (1996), em estudo de coorte observou que 36% das infecgdes estavam
presentes antes dos 25 anos, ¢ apenas 2,8% acima dos 45 anos. Outro estudo encontrou um
pico maximo entre 20-24 anos. (Melkert et al, 1993). Numa coorte, de 20 810 mulheres, entre
16 a 94 anos, também se observou o decréscimo, com a idade, da infec¢do pelo HPV.
(Sherman et al, 2003). Porém, na Costa Rica, Herrero et al, (2000) encontraram uma curva
bimodal na prevaléncia de qualquer tipo de HPV estimada por idade. Observou-se
prevaléncia de 20% até os 25 anos, decrescendo para aproximadamente 5% entre 35-54 anos,
tornando a subir para proximo de 20% em mulheres com 65 anos ou mais. A explica¢ao
poderia ser reativacdo de infec¢des latentes e a possibilidade de alguma falha no sistema
imunolégico dessas mulheres e também infeccdo pelo HIV. Resultados semelhantes foram
encontrados na Espanha e Colémbia (Munhoz et al, 1992). Estudo recente também corrobora
com esses achados, indicando um segundo pico de infeccdo pelo HPV entre mulheres
hispanicas. (Giuliano et al, 2005).

Recente revisio realizada na América do Sul, Africa, Europa e Asia em 11 paises
diferentes, (Nigéria, India, Vietnam, Tailandia, Coréia, Coldmbia, Argentina, Chile, Noruega,
Itdlia e Espanha), compreendendo 15.613 mulheres entre 15 a 74 anos, concluiu que a
prevaléncia (com idade padronizada), variou de 1,4 na Espanha a 25,6 na Nigéria, sendo que
na Africa (25,6%) a prevaléncia foi cinco vezes maior que na Europa (5,2%), com prevaléncia
intermediaria na América do Sul (14,3%) e Asia (8,7%). O tipo mais comum foi o HPV16,

seguido pelo HPV 42, HPV 58, HPV31, HPV1§, HPV56, HPVS81, HPV35, HPV33 e HPV 45.
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Das 1429 mulheres HPV-positivas, 1041 apresentaram somente um subtipo de
HPV, e 388 foram infectadas com multiplos subtipos, totalizando 2003 infec¢des pelo HPV,
sendo 66% HPVs de alto risco. O HPV16 foi duas vezes mais comum em todos os paises,
com excegdo da regido da Africa (sub-Saara) onde o HPV35 foi igual ao HPV 16, mas foi 5
vezes mais prevalente do que em outras regides. (Clifford et al, 2005).

No Brasil o HPV16 ¢ o tipo predominante nos canceres cervicais invasivos nas
regides sul, central, nordeste, norte e sudeste, 52%, 57%, 59%, 43,5% e 52,25
respectivamente. Nos outros tipos observam-se variagdes regionais, dos HPVs 18,31 e 33,
sendo que na maioria das regides o segundo mais prevalente ¢ o HPV18, com excecao da
regido central em que predomina o HPV33, e na regido nordeste o HPV31 ficou em segundo
lugar na prevaléncia. (Lorenzato et al, 2000; Rabelo-Santoset al, 2003; Cavalcanti et al, 2000;

Noronha et al, 1999; Bosch et al, 1995).

2.1.6.2 Transmissio e aquisicao

A aquisi¢do da infecgdo cervical pelo HPV ¢ o principal precursor de uma série de
eventos que leva ao cancer cervical e tem sido exaustivamente documentado por estudos
epidemioldgicos e experimentais durante os ultimos 15 anos. Apenas a infec¢do pelo HPV
ndo ¢ capaz de levar a uma transformagao maligna, sendo que, a histdria natural das mulheres
com diagnostico de lesdes precursoras de baixo grau ¢é caracterizada por regressdo espontanea
€ apenas pequena percentagem persiste € evolui para cancer. (Wright et al, 2003).

Estudos epidemiologicos conduzidos durante os ultimos 30 anos indicam
consistentemente que o risco da aquisicao ¢ fortemente influenciado pelas medidas tomadas

na atividade sexual: numero de parceiros sexuais, a idade em que se da a primeira relagao
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sexual e o comportamento sexual dos parceiros masculinos. (Wellings et al, 1994; Franco et
al, 2001).

O virus HPV pode ser transmitido por contato direto dos 6rgaos genitais durante a
pratica sexual, por relagdes anais que podem resultar em infec¢des virais e neoplasias anais, €

ocasionalmente pelo sexo oral. (Ford et al, 2003).

2.1.6.3 Persisténcia e cura

Devem ser levados em conta os fatores relacionados ao hospedeiro e ao virus.
Sabe-se que os HPVs oncogénicos sdo importantes na persisténcia e progressao,
especialmente o HPV 16, seguido pelo HPV18. (Hildesheim e Wang, 2002). Alguns estudos
tém demonstrado associagdo entre a carga viral e aumento de cancer cervical. (Sherman et al,
2002; Sherman et al, 2003; Schiffman et al, 2000; Ylitalo et al, 2000). A integragdo do HPV
parece ser um evento também importante na carcinogénese. Durante o processo de replicagdo
viral, os genomas que estdo mantidos de forma epissomal passam, em algum momento, a
integrar o genoma da célula do hospedeiro, levando a alteracdes morfologicas da célula,
alterando seu controle do ciclo celular, levando a lesdes precursoras. (Klaes ef al, 1999). Os
fatores ligados ao hospedeiro compreendem a resposta imune individual: imunidade humoral,
imunidade celular, imunidade inata e suscetibilidade genética. (Wang e Hildesheim, 2003).

Permanece ainda obscuro o porqué de somente em algumas pacientes haver a
integracao viral, situacdo necessaria para a transformacdo maligna das células epiteliais, que
se tornam imortais. (Southern e Herrington, 1998; Ferenczy e Franco, 2002; Schiffman e
Kjaer, 2003). Outra questdo que ainda precisa ser entendida € quanto tempo o virus pode ficar

no estado de laténcia. Os estudos da laténcia sdo embasados em individuos
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imunossuprimidos, porém se desconhece a freqiiéncia em individuos imunocompetentes, qual
o tempo, qual a causa da reinfeccdo e que fragdo transforma-se em cancer apds o periodo de
laténcia. (Schiffmam e Kjaer, 2003).

A persisténcia pode ser definida como a detec¢do de um mesmo tipo de HPV duas
ou mais vezes em um certo periodo, ndo havendo consenso de quanto tempo seria esse
periodo. (Schiffmam e Kjae, 2003). A média seria de 6-12 meses (HO, 1998), sendo que o
HPYV oncogénico tipo 16 persiste por um periodo maior. (Liaw ef al, 2001; Franco et al, 1999;
Molano et al, 2003). Recentes estudos evidenciaram que a regressdo da infec¢ao pelo HPV
esta relacionada a alguns mecanismos imunologicos tanto humoral (Bontkes et al, 1999)
como mediado por células. (De Gruijl ef al, 1998). Fatores nutricionais também parecem estar
relacionados ao tempo de cura. Sedjo et al (2003) concluiram que altas concentragdes de trans
e cis-licopeno reduzem significativamente o tempo de cura da infeccio pelo HPV
oncogénicos. A persisténcia da infec¢do ¢ um preditor para a neoplasia cervical intra-epitelial,
particularmente entre os HPVs tipo 16 e 18. (Schlecht et al, 2001).

Franco et al, (1999), realizaram uma coorte com 1425 mulheres com idade média
de 33,3 anos, atendidas no Programa Materno-Infantil de S3o Paulo. A cada quatro meses,
eram coletados exames para deteccdo do HPV (PCR). 357 mulheres foram positivas para
HPV pelo menos em uma vez, a incidéncia presumida foi de 1,3 % novas infecgdes por més,
com 38% de positividade cumulativa por 18 meses. A probabilidade cumulativa de adquirir
infeccdo com HPVs nao oncogénicos em 18 meses foi de 22%, o dobro da probabilidade de
adquirir HPVs oncogénicos (11,2%). Das 177 mulheres infectadas no inicio, apenas 35%
permaneciam infectadas apds 12 meses. A prevaléncia pontual foi menor para os tipos nao
oncogénicos (7,0 vs 8,4%), enquanto que a incidéncia foi maior para esse mesmo grupo,

comparado ao grupo oncogénico (0,91% vs 0,68%/més). Isso indica a tendéncia dos tipos
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oncogénicos a serem mais persistentes, aumentando a prevaléncia pontual. O HPVS53 foi o
mais freqiliente na incidéncia (0,16%/més), seguido pelo HPV16 (0,14%).

Pelo Kaplan-Meier, a mediana da persisténcia da positividade (isto é, quando 50%
dos casos deixaram de ser positivos), foi de 4,8 meses para os HPVs ndo oncogénicos ¢ 8,1
para os oncogénicos. A média de duracdo calculada pela formula: Duragdo= Prevaléncia /
[Incidéncia x (1-Prevaléncia)] foi de 8,2 e 13,5 meses para os ndo-oncogénicos € oncogénicos
respectivamente. A média de idade ndo alterou a média de duragdao dos tipos oncogénicos,
porém os ndo oncogénicos persistiram por maior tempo nas mulheres menores de 35 anos.
(Franco et al, 1999).

Giuliano (2002), numa coorte de 331 mulheres com média de idade de 24,2 anos
no Arizona, encontrou uma taxa de infec¢ao pelo HPV de 2,9% por més, ¢ a mediana de
regressdo variou de 9,8 meses para os tipos oncogénicos ¢ 4,3 meses para os tipos nao
oncogénicos. Comparativamente os dois estudos t€ém a mediana de tempo semelhante na
remissdo, porém a taxa de aquisi¢do ¢ maior no segundo, talvez devido a média de idade ser

menor.

2.1.6.4 Progressao para cancer cervical

Ambos os tipos de HPVs oncogénicos e ndo oncogénicos podem causar lesdes
intra-epiteliais escamosas de baixo grau, na cérvice uterina. Porém em mulheres com lesdes
intra-epiteliais escamosas de alto grau e cancer cervical geralmente sdo positivas para os
HPVs oncogénicos. (Baseman e Koutsky, 2005). Aproximadamente 70 % dos canceres
cervicais s3o causados pelo HPV 16 ou 18 (Mufioz ef al, 2003) e 90% das verrugas vulvares

sdo causadas pelos HPVs tipo 6 ou 11. (Greer et al, 1995).
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Num estudo em que foram arroladas 20.810 mulheres, foram calculadas as taxas
de incidéncia cumulativa no intervalo de 122 meses para o risco de NIC III ou mais, sendo
17,2% (11,2%-22,9%) para mulheres com HPV16; 13,6% (3,2%-23,7%) para mulheres
HPV18 e somente 3,0% (1,9%-4,2%) em mulheres com outros tipos de HPV que ndo o
HPV16 ou HPV18. Concluiu-se que a distingao entre HPV 16 ¢ HPV 18 de outros tipos
poderia identificar as mulheres com alto risco para desenvolver NIC III ou mais. (Khan et al,
2005).

Conforme Figura 2, numa revisdo critica, realizada por Ostor (1993), com artigos
publicados desde 1950, concluiu que a regressdo da NIC I ¢ de 60%, e a progresssao para
cancer invasor ¢ baixa (1%), enquanto que a NIC II e NIC III, tem um risco 5% e 12%

respectivamente de evoluir para carcinoma invasor.

Progressao cancer 1%  Progressdo cancer 5% Progressdo cancer 12% ou +

| { f

NIC | =—>[Ncn | [Ncm | =—> | CANCER
< :—| <———
Persisténcia 30% Persisténcia 30% Persisténcia 32%
Regressao 60% Regressao 40% Regressao 33%

Figura 2: Historia natural das lesdes precursoras do cancer de colo uterino.

Fonte: Ostor, (1993).

A Figura 3 esquematiza os eventos moleculares envolvidos na carcinogénese cervical,
levando em conta os co-fatores relacionados a progressao e a persisténcia da infecgcdo pelo

Papilomavirus humano.
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(Adaptado de Southern e Herrington, 1998)

Figura 3: Eventos moleculares envolvidos na carcinogénese cervical

A terminologia proposta pelo NCI (National Cdncer Institute) - Bethesda 2001,
para anormalidades celulares epiteliais de células escamosas ¢: (1) Células escamosas atipicas
(ASC): ASC de significado indeterminado (ASC-US) e ASC que ndo se pode excluir lesdo
intra-epitelial escamosa de alto grau (ASC-H); (2) Lesdo intra-epitelial escamosa de baixo
grau (LIEBG); (3) Lesao intra-epitelial escamosa de alto grau (LIEAG); e (4) Carcinoma de
células escamosas. (Apgar e Zoschnick, 2001). A Tabela 4 indica a relacdo entre as
terminologias utilizadas para definir as lesdes precursoras do cancer de colo uterino, pois
embora o sistema Bethesda atual preconize LIEBG e LIEAG, muitos estudos ainda utilizam a

terminologia de neoplasia cervical intra-epitelial (NIC), I, II e III.
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Tabela 4: Relacdo da terminologia atual e antiga do Sistema Bethesda, para lesdes

precursoras do cancer de colo uterino.

ATUAL LIEBG LIEAG
NICI NIC I NICII
ANTIGA Displasia leve Displasia moderada  Displasia severa Ca in situ

LSIL- Lesao intra-epitelial escamosa de baixo grau, HSIL - Lesdo intra-epitelial escamosa de alto grau, NIC —
Neoplasia cervical intra-epitelial

Fonte: Apgar e Zoschnick, (2001).

2.1.7 Quadro clinico

A maioria das infec¢des pelo HPV sdo assintomaticas ou inaparentes e podem
apresentar-se clinicamente sob a forma de lesdes exofiticas. A infec¢cdo pode também assumir
uma forma denominada sub-clinica, visivel apenas sob técnicas de magnificagdo e apos
aplicacdao de reagentes, como o acido acético. Ainda, esse virus ¢ capaz de estabelecer uma
infecgdo latente em que ndo existem lesdes clinicamente identificaveis ou sub-clinicas, apenas
sendo detectavel seu DNA por meio de técnicas moleculares em tecidos contaminados. Nao ¢
conhecido o tempo em que o virus pode permanecer nesse estado e quais fatores sao
responsaveis pelo desenvolvimento de lesdes. Por esse motivo, ndo ¢ possivel estabelecer o
intervalo minimo entre a contamina¢do e¢ o desenvolvimento de lesdes, que pode ser de
semanas ou décadas. Recente estudo realizado no Rio de Janeiro encontrou 25% de HPV de
alto risco em pacientes com Papanicolaou normal. Isso pode caracterizar a infecgao latente e
19,8% de HPV de alto risco em esfregacos inflamatdrios, que também pode ser infecg¢ao

latente ou lesdo cervical incipiente. (Carvalho et al, 2005).



45

2.1.8 Diagnostico

Pode ser feito, de maneira indireta, através do exame clinico, exames de
rastreamento de Papanicolaou, colposcopia e anatomopatoldgico e, de maneira direta, através
da identificagdo de seqiiéncias de DNA de HPV com técnicas de hibridizagao molecular.

Apesar do sucesso do rastreamento, pela citologia, existem limitagdes, sendo a
mais importante os resultados falso-negativos. (Petticrew et al, 2000; Franco et al, 2001).

Desses falso-negativos, um tergo ¢ atribuido a erro de interpretagdo e dois tergos
por amostra escassa e preparacdo das laminas. (McCrory et al, 1999). As evidéncias da
eficacia do exame de Papanicolaou foram exaustivamente estudadas por varios estudos
randomizados, consensos nacionais € internacionais, € revisdes evidenciaram sua eficacia.
(Smith et al, 2005; Lazcano-Ponce et al, 2003; Sankaranarayanan et al, 2005; Valdespino e
Valdespino, 2006; IARC, 1986).

O risco de cancer invasivo ¢ 2 a 10 vezes maior entre mulheres que nunca
realizaram o exame, e esse risco também aumenta entre mulheres que tém muito tempo de
intervalo entre os exames. (Franco et al, 2001). As estatisticas comprovam que a incidéncia
do céancer ¢ a mortalidade tém diminuido em paises que incrementaram a cobertura dos
rastreamentos, como o0s paises escandinavos, Canada e Estados Unidos. (Franco et al, 2001).
Recentemente a citologia liquida foi introduzida como mais uma ferramenta para o exame de
Papanicolaou, com a proposta de diminuir a freqiiéncia de laminas insatisfatorias. Numa
revisdo Davey et al, (2006) concluiu que nao ha evidéncia de que a citologia liquida reduz a
proporgao de laminas insatisfatorias comparada com a citologia convencional.

A colposcopia constitui o segundo nivel de rastreamento, na maioria dos
protocolos do nosso pais, permintindo identificar e localizar a lesdo que originou as células

alteradas, determinar a sua extensdo e predizer o grau histoldgico dessa alteragdo. De maneira
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geral ¢ realizada em todas as pacientes com algum grau de alteragdo citologica detectado na
citologia e estd diponivel na rede publica em nosso pais, sendo um valioso instrumento para o
diagnéstico e seguimento das lesdes precursoras do cancer cervical. Esta realidade ¢ diferente
em outros paises onde a colposcopia ¢ muito dispendiosa tornando o seu emprego mais
limitado, preferindo-se o teste de DNA para o HPV, que no Brasil, so esta disponivel na rede
privada. (Carozzi et al, 2005; Kulasingam et al, 20006).

Os testes diagndsticos validados nos estudos epidemioldgicos sdo a captura hibrida
de segunda geracdo (HC-II), teste do DNA HPV e os métodos baseados na reagdo de
polimerizacdo em cadeia (PCR, Polymerase Chain Reaction). Estudo conduzido com 977
mulheres assintomaticas, em amostras da jungdo escamo-colunar, comparando as técnicas,
concluiu-se que o HC-II ¢ comparavel ao PCR na detec¢do do DNA do HPV (Bozzetti et al,
2000). Novas técnicas para detecgdo de HPV em amostra cervicais estdo sendo desenvolvidas:
sistema MY09/11 (Gravitt et al,1998), sistema GP5+/GP6+ (Jacobs et al, 1995), sistema SPF-
PCR (Kleter et al, 1998), captura hibrida-III e sistema de captura rapida (Companhia Digene)
(Obiso e Lorincz 2004), entre outros.

O teste ideal seria aquele que detectasse multiplos tipos de HPV, identificasse os
tipos individualmente e desse a informacgao sobre a carga viral de cada tipo encontrado e que
fosse altamente sensivel e especifico (Iftner e Villa, 2003). Metanalise realizada em 2004,
encontrou sensibilidade de 84% e especificidade de 77,6 para todos os tipos de testes para
HPV. (Ayrbyn et al, 2004).

Cuzick e colaboradores concluiram, numa revisao sistematica, que os testes para
detec¢do do HPV s3o mais sensiveis que a citologia para a detec¢ao de neoplasia intraepitelial
de alto grau, porém tém baixa especificidade, principalmente em mulheres jovens, mas nao
existe suporte para ser recomendado como rastreamento primario € sim como manejo para

aqueles resultados boderline na citologia. (Cuzick et al, 1990).
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O comité australiano Medical Services Advisory Committee (2004) realizou
revisdo sistematica de artigos publicados, entre 1998 ¢ 2003, em todas as bases de dados para
determinar a acuracia e precisdo dos testes diagnésticos (HC-II ou PCR) para monitorar lesao
intra-epitelial de alto grau. Encontraram uma sensibilidade que variou de 29 a 100% e
especificidade de 44 a 100% e valor preditivo positivo de 15 a 100%. O valor preditivo
negativo foi de 95% em varios estudos, sugerindo que a auséncia de HPV esté4 associada com
a baixa probabilidade de NIC. A recomendagdo ¢ que poderia ser usado o teste em 12 e 24
meses, como acompanhamento da efetividade do tratamento de lesdo intra-epitelial de alto
grau, sendo bons os custos-benificios desse procedimento em satde publica. Por outro lado, o
mesmo comité achou que nao ha evidéncias suficientes que suportem o uso do teste em

neoplasias epiteliais de baixo grau. (Medical Service, 2002).

2.2 Telomerase e cancer cervical

Em células humanas, os telomeros sdo cerca de 2000 repeti¢des da seqiiéncia
nucleotidica TTAGGG. Sabe-se ainda que, apds cada mitose, as células humanas perdem 100
pares de bases e que a extin¢do dos teldmeros ocorrem apos 125 divisdes mitoticas.

Um evento importante nas divisdes celulares ¢ o encurtamento dos telomeros,
levando as células a senescéncia, sendo a enzima telomerase, mais especificamente sua
unidade catalitica hTERT, responsavel pela manutencao dos teldmeros e, consequentemente a
imortalidade celular. (Steenbergen et al, 2001). Inovagdes tecnoldgicas, incluindo mudangas
na coleta das amostras da citologia oncoética até descobertas biologicas, estdo sendo estudadas,
para tentar entender a patogénese do cancer cervical. (Sherman, 2003). Mais recentemente a
telomerase vem despertando interesse especial dos pesquisadores. (Wolf, et al, 2003;

McDougall, 2001; Lange, 1994; Wang et al, 2003, Riethdorf et al, 2001, Nowak, 2000).
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Ao fazer uma busca bibliografica na MEDLINE, em 2006, com a palavra chave
telomerase, chama a atengdo que, até 1986, ndo existe nenhum artigo publicado. No ano de
1987, aparece o primeiro artigo publicado (Greider e Blackburn, 1987), sendo que até 1989 os
estudos foram realizados no protozoario tetrahymena e, a partir de 1990, em fibroblastos
humanos. Usando-se os descritores, telomerase, HPV, céancer cervical, somente em 1996
comecam a aparecer trabalhos. SO para ilustrar, o ano em que houve maior nimero de
publicagdes foi em 2003, num total de 21 publicagdes/ano.

Todos os cromossomos das células eucarioticas possuem teldomeros em suas
terminagdes cuja funcdo ¢ dar estabilidade, impedindo que sofram danos estruturais.
(Blackburn, 1999; Fernandez, 1999; Perez et al, 2002). Os telomeros sdo estruturas
especializadas que consistem em repetidas seqiiéncias, nos mamiferos. Essa seqiiéncia ¢
5'-TTAGGG-3' sao replicadas pela agdo da enzima telomerase. (Perez et al, 2002). A
telomerase € ribonucleoproteina com dois componentes essenciais: um componente de RNA
(TERC), contendo a seqiiéncia complementar de aminoacidos, € um componente catalitico
(TERT) com atividade de transcriptase reversa. (Cheong et al, 2003; Hang et al, 2003). O
mecanismo de agdo da telomerase foi elucidado em 1985 em estudos com o protozoario
Tetrahymena. (Greider, 1987).

A telomerase ndo estd presente em células somaticas do corpo em que nao ha
renovagao constante. A perda progressiva da seqiiéncia telomérica varia com a idade e tem
sido implicada na senescéncia celular. (Frenck et al, 1998). Esses dados tém estabelecido
ligacdes entre taxa de metabolismo e longevidade. (Sharpless et al, 2004).

O controle do comprimento dos telomeros nas células telomerase-positivas parece
depender de varios fatores, incluindo alteragdes nos niveis da atividade da telomerase. (Bryan

et al, 1998).
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A auséncia de telomerase estd associada ao encurtamento dos telomeros e
envelhecimento celular, sendo considerado uma defesa natural contra o cancer. Quando os
telomeros apresentam um tamanho critico, passam a ter dificuldades para separar-se durante
as mitoses gerando associagdes teloméricas e instabilidades cromossomicas capazes de gerar
trocas genéticas importantes para o desenvolvimento neoplasico. (Countier et al, 1992). Os
mecanismos que produzem tais associacdes teloméricas podem estar associados as falhas da
atividade da telomerase. (Cottlia e Slavutsky, 2000). A atividade dessa enzima, cuja fungdo ¢
manter a integridade telomérica, estaria reprimida nos tecidos normais, com exce¢do dos
tecidos germinativos (ovarios e testiculos) e hematopoiéticos, porém sua atividade € positiva
em quase todos os tecidos tumorais malignos. (Kim et al, 1994; Dahse et al, 1997, Greider,
1999; Ureta et al, 2002; Countier et al, 1998; Chatziantoniou, 2001). Revisdo de Meeker e
Coffey em 1997 encontrou atividade da telomerase positiva em 84,9% dos casos de cancer
(Meeker e Coffey, 1997). Ahmed encontrou alta atividade da telomerase em 90% das células
cancerosas humanas, embora ainda seja obscura a explicagdo do mecanismo de
reaparecimento da telomerase nessas células. (Ahmed e Tollefsbol, 2003).

Dados recentes sugerem que a unidade catalitica da telomerase hTERT (human
telomerase reverse transcriptase) ¢ a determinante da atividade da telomerase. (Nakamura et
al, 2004; Chatziantoniou, 2001; Hiyama, 2002) e que a expressao ectopica de hTERT ¢
suficiente para reativar a telomerase em células em que previamente ndo se detecta atividade
da enzima. (Countier et al, 1998; Cong et al, 1999). Muitos fatores de transformacgao,
incluindo produtos oncogénicos e produtos de genes supressores de tumores, sdo habeis para
alterar a unidade catalitica da telomerase durante o processo de carcinogénese. (Newbold,
2002; Horikawa e Barret, 2002). A hTERT ¢ expressa ndo somente no nucleo, como se
pensava antes, mas também pode ser encontrada no citoplasma das células cancerosas, o que

poderia ser apenas uma translocacdo ou uma funcao ainda desconhecida. (Kyo et al, 2003).
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Sabe-se que a transcriptase reversa tem um importante papel na replicagdo cromossdmica € no
crescimento celular, mas sdo necessarios muitos estudos para um completo entendimento do
complexo telomerase. (Nugent e Lundblad, 1998; Sherman, 2003).

O mecanismo de ativagdo da telomerase tem sido bastante estudado,
principalmente vinculado a tumores. Atualmente sabe-se que o gene viral E6 do HPV-16,
além de promover a degradagdo da proteina p53, responsavel pela apoptose celular,
(DeFilippis et al, 2003), promove também, de forma independente um aumento da atividade
da telomerase (Veldman et al, 2003), sugerindo que a ativacao da telomerase pela proteina E6
¢ p53- independente (Klingelhutz et al, 1996; McDougall, 2001, Horner et al, 2004), mas os
fatores envolvidos nesse processo nao estdo bem elucidados. (McMurray e McCance, 2003).

Ha relagdo entre os oncogenes sobre o Myc, responsavel pela transcricio do RNA
mensageiro da subunidade catalitica. Em queratinocitos, observou-se que, quando havia a
amplificacdo da expressdo do gene Myc, a telomerase era ativada, facilitando a formagao
tumoral. (Wang et al, 1998). Estudos estdo sendo relizados com o foco de tratamento com
inibidores da atividade da telomerase. (Yokoyama et al, 2004).

A deteccdo de telomerase em tecidos e/ou células cervicais de cancer ou de lesdes
precursoras de cancer de colo uterino tem sido mundialmente estudada por varios
pesquisadores, a partir de 1996 (Zheng et al, 1997; Zheng et al, 2000; Yashima et al, 1998;
Anderson et al, 1997; Nakano et al, 1998; Mitirangura et al, 1998; Wisman et al, 1998;
Snijders et al, 1999; Kawai et al, 1998; Malaska et al, 2004; Zhang et al, 1999; Nair et al,
2000; van Duin et al, 2003; Park et al, 2003; Reesink-Peters et al, 2003; Reddy et al, 2001;
Riethdorf et al, 2001; Wisman et al, 2000; Herbsleb et al, 2001; Cheah et al, 2002), embora
no Brasil ainda nao exista nenhum trabalho publicado explorando essa associagdo.

Nowak, numa revisdo em 2000, concluiu que a atividade da telomerase esta

ativada na maioria dos canceres cervicais escamosos, como acontece em todos os outros tipos



51

de neoplasias malignas. Pode ser detectada em muitas lesdes pré-neoplésicas, porém essa
significAncia ndo estd bem clara, visto que células ndo neoplasicas proliferativas também

apresentam atividade da telomerase. (Nowak, 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

1. Descrever as caracteristicas associadas a infec¢do pelo Papilomavirus humano e
evolucdo dessa infeccdo num minimo de seis meses apos o diagnostico inicial.
2. Determinar a acuracia da telomerase no diagnostico das lesdes pré-cancerosas

escamosas do colo e no cancer de colo uterino invasor.

3.2 Objetivos especificos

1. Estimar a prevaléncia e incidéncia do HPV e de seus subtipos.

2. Awvaliar a taxa de persisténcia, aquisi¢ao e regressdo da infec¢dao pelo Papilomavirus
humano.

3. Avaliar as associacdes das variaveis estudadas (demograficas, reprodutivas e de
comportamento sexual) com os desfechos.

4. Proceder a uma revisao sistematica de estudos com enfoque diagnostico, para avaliar

a atividade da telomerase em lesdes pré-neoplasicas e cancer cervical.
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Abstract

Objective: We analysed a cohort of women in Southern Brazil with the aim to identify
epidemiological correlates for persistence and clearance of cervical HPV infection. Methods:
A cohort study was started on February 2003. Cervical smears were collected to perform Pap
cytology and HPV DNA detection at baseline and during the follow up.Outcomes analysed:
(1) persistence of HPV DNA; (2) conversion; (3) clearance of HPV. Pearson’s y° test,
multinomial logistic regression analysis and univariate analysis using the log-rank test were
performed. Results: Incidence of HPV DNA: 12.3%. HPV16 was the most frequent type
(18.6%) among 501 women in the study. Thirty-four women were persistently infected with
HPV, which was associated with age below 21 years at first intercourse (OR 3.14, 95% CI,
1.43-6.87) and > 4 sexual partners during lifetime (OR 2.48, 95% CI, 1.14-5.41). In a median
period of 19 months, 80.7% of women had clearance of HPV, which was associated with
black race (OR 3.44, 95% CI, 1.55-7.65), co-infection with C. trachomatis at baseline (OR
3.26, 95% CI, 1.85-5.76) and history of previous Pap smear (OR 3.48, 95% CI, 1.51-8.00).
Conclusions: Persistence of HPV infection was associated with early age at first intercourse
and number of sexual partners during lifetime, suggesting that strategies for sexual orientation
may modify the rates of HPV persistence. The association of HPV clearance with a history of
previous Pap smear screening highlights the importance of improving cervical screening
programs. Further studies on the association of gynaecological infections with HPV clearance

are needed.

Key words: human papillomavirus infection, cervix cancer, gynaecological infections, HPV

clearance, risk factors.
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Resumo

Objetivo: Analisamos uma coorte de mulheres no sul do Brasil, com objetivo de identificar
associagdes epidemiologicas para persisténcia e cura da infecgdo pelo HPV. Métodos: O
estudo de coorte foi iniciado em fevereiro de 2003. Foram coletados espécimes cervicais para
citologia oncotica e para detec¢do do DNA HPV na entrada do estudo e no seguimento. O
desfecho foi dividido em quatro categorias: (1) persisténcia, (2) conversao (3) cura. A quarta
categoria (referéncia) eram mulheres negativas no inicio que permaneceram negativas. Foi
usado o teste y*> de Pearson, regressio logistica multinomial ¢ Kaplan-Meier para analise
estatistica. Resultados: A Incidéncia de HPV foi 12,3%. O HPV16 foi o tipo mais encontrado
(18,6%), entre as 501 mulheres do estudo. Trinta e quatro mulheres ficaram persistentemente
infectadas pelo HPV, sendo associado com idade da sexarca inferior a 21 anos (OR =3,14, IC
95%,1,43-6,87) e 4 ou mais parceiros durante a vida (OR= 2,48, IC 95%, 1,14-5,41). No
periodo mediano de 19 meses, 80,7 % das mulheres tinham curado o HPV, e foi
significativamente associado a /cor preta (OR=3,44, IC 95%, 1.55-7.65), co-infeccdo com C.
trachomatis no arrolamento (OR=3,26, IC 95%, 1,85-5,76) e historia de ja ter realizado
exame de Papanicolaou (OR =3,48, IC 95%,1,51-8,00). Conclusdes: A persisténcia da
infec¢cdo pelo HPV foi associada com a sexarca precoce e ao nimero de parceiros sexuais na
vida, sugerindo que estratégias de orientagcdo sexual podem modificar as taxas de persisténcia
do HPV. A associacdo da cura do HPV com historia prévia de realizagcdo de Papanicolaou
salienta a importancia de aprimorar os programas de rastreamento de cancer cervical. Futuros
estudos da associacdo de infecgdes ginecoldgicas com cura da infeccdo pelo HPV sao
necessarios.

Palavras chaves: infec¢do pelo Papilomavirus humano, cancer cervical, infec¢des

ginecologicas, HPV, fatores de risco
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Introduction

Human papillomavirus (HPV) infection has been established as the most important cause of
cervical cancer (1, 2). The annual incidence of cervical cancer varies among different regions
of the world, estimated to be around 11,000 in the United States of America (USA) (3) and
19,000 in Brazil (4).
HPV infection is usually a transient phenomenon leading to no visible lesions or to low-grade
lesions that often regress spontaneously (5, 6). Cofactors such as parity, use of oral
contraceptives, tobacco smoking, immunosuppression, coexistent sexually transmitted
diseases and poor nutrition have all been associated with the development of cervical cancer
(7-13). The persistence of an HPV infection appears to be a prerequisite for the development
of cervical intraepithelial neoplasia (CIN) (5, 14). Viral, host and environment factors may
also influence the course of the HPV infection (15).

The objectives of the present study were to identify epidemiological correlates of

persistence and clearance of cervical HPV infection among women in Southern of Brazil.

Materials and Methods

Study design and population: A cohort study was started on February 2003 to explore
potential risk factors for persistence and clearance of cervical HPV infection. Lifestyle,
behavioural and reproductive factors were investigated. The study population was defined as
asymptomatic women attending a primary care clinic in the city of Porto Alegre, Southern
Brazil, which has a population of about 2 million people. Women were eligible to participate
in the cohort if they lived in Porto Alegre, were not pregnant, had not been submitted to

hysterectomy and had already been sexually active, with no previous diagnostic of cervical



&9

cancer. At enrolment, study participants completed a questionnaire with their demographic
characteristics, smoking habits, contraceptive practices (including current oral contraceptive
use) and reproductive history. Cervical smears were collected from all participants to perform
HPV DNA testing and Pap cytology at baseline and during the follow up. Samples were then
stored at —20°C. The present study included 501 women enrolled in the cohort that returned
up to August 2006 following study protocol. Cervical specimens were taken to perform HPV-

DNA testing and Pap cytology to follow up of HPV and cytology status.

HPV DNA detection: The samples were centrifuged at 7000 rpm for 10 minutes, re-
suspended, and digested in 200mg/ml pf proteinase K (Boehringer Mannheim, Mannheim,
Germany) for 18h at 37°C. The DNA was then heated at 94°C for 10 minutes and used as a
template in a polymerase chain reaction (PCR) amplification. The conserved region L1 of the
HPV gene was amplified by PCR using the primers My09 (5’-CGT CCA/C AAA/G GGA
A/TAC TGA TC-3’) and Myl1 (5’-GCA/C CAG GGA/T CAT AAC/T AAT GG -3°). For
HPV DNA detection, it was used the technique of PCR previously described by Bauer et al
(16) and Coutlée et al (17). To control the functionality of PCR reactions, primers of f-globin
housekeeping gene were tested simultaneously in all samples. HPV genotyping was done with

specific primers designed to detect HPV types 16, 18 and 31. T

Chlamydia trachomatis DNA detection: Primer CT1 (5-TAGTAACTGCCACTTCATCA-
3") and primer CT2 (5'-biotin-TTCCCCTTGTAATTCGTTGC-3') were used. They amplify a
201-bp PCR product from C. trachomatis plasmid orf2 DNA. This primer pair has been
described previously (18, 19). The final reaction mixture (50 pl) contained 1. 5 U of Tag
Platinum DNA polymerase (Invitrogen);12.5 pmol of each primer, 3.0 mM MgCl,, 200 uM
of each DNTP (Invitrogen), 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KClI, 5 ul of DNA and H,0.

PCRs were performed with a MJ Research PTC 96 thermoblock as follows: 1 min at 94°C; 4
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min at 95°C; 40 cycles each consisting of 1 min at 95°C, 1 min at 66°C, and 1 min at 72°C;
and a final elongation step of 4 min at 72°C. PCR products were analysed in 1.5% agarose gel
in TBE buffer with 0.5 pg/ml of ethidium bromide. To control the functionality of PCR
reactions, primers of f-globin housekeeping gene were tested simultaneously in all samples,
together with positive and negative controls.

Statistical analysis: The outcome was constructed in four categories: (1) women with HPV
DNA -positive at baseline which persisted positive at follow-up (persistence of infection); (2)
women with HPV DNA-positive at follow-up only (conversion); (3) women with HPV DNA-
positive at baseline only (clearance of infection); and (4) women with HPV DNA-negative
both at baseline and at follow-up (reference category). Pearson’s qui-square test was used to
verify the association between all independent variables with the response variable.
Multinomial logistic regression analysis was performed to estimate adjusted odds ratios and
95% confidence intervals for confounding variables (20). This method calculates odds ratios
for a dependent variable with more than two categories, evaluating the effect of each
explanatory variable. All variables associated to the outcome with P<0.05 remain in the final
model. Kaplan-Meier curves were performed to estimate the median time to HPV clearance
among women who were HPV-positive at baseline comparing with women who remained
HPV-positive until the end of follow up. The curves were compared by means of the log-rank
test. Women who remained HPV-positive were considered “censored cases” and those who
had cleared the HPV infection were considered “events”. Time to event was defined as the
time between the first HPV-positive exam (detected at baseline) and the first follow-up visit.
Cox regression analysis was performed to analyse viral clearance. Statistical analyses were
performed using the statistical software SPSS for Windows (version 12.0).

This study was approved by the Hospital Nossa Senhora da Concei¢ao Ethics Committee in

January, 2002.
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RESULTS

Characteristics of the cohort

Until February 2006, the 1500 participants enrolled in the cohort originated the study sample
for the present analysis. A total of 69 women who did not reach the eligibility criteria were
exclude from the study, remaining 1431 participants. The overall prevalence of HPV-DNA
was 24.6% (352/1431) at entrance of the study. The present study included 501 women
enrolled in the cohort that returned up to August 2006 following study protocol. Cervical
specimens were taken to perform HPV-DNA testing and Pap cytology to follow up of HPV
and cytology status. Some individuals enrolled in the cohort did not return within the
expected period following the protocol of the study. However, these women were comparable
to the rest of the cohort with respect to race (P=0.11), education (P=0.48), parity (P=0.13),
contraceptives methods (P=0.19), condon use (P=0,86), marital status (P=0.50), age (P=10.61)
sexarca (P=0.93 ).

Five hundred and one women consecutively entered this study, from which 177 (35.3%) had
positive HPV DNA at baseline. Three oncogenic HPV DNA subtypes were analysed, from
which the HPV16 was the most frequent type (18.6%), followed by HPV31 (15.8%) and
HPV18 (4.1%). For 112 women the subtype of HPV was unknown. The prevalence of
infections with more than one HPV subtype was 2.4% at baseline. Black women had higher
rates of HPV infection at baseline when compared with non-black women (P=0.002). Black
subjects were comparable to the rest of the cohort with respect to all other variables analysed.

The baseline characteristics of all participants are described in table 1.
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Persistence of HPV infection (group 1; table 2)

A total of 34 women (19%) were persistently infected with HPV, defined as positive HPV
DNA by PCR at two consecutive visits with the same oncogenic type. Co-infection with
multiple HPV subtypes did not correlate with persistence of HPV infection. The multinomial
logistic regression analysis showed that age at first intercourse below 21 years and four or
more sexual partners during lifetime were associated with persistence of HPV infection.
(Table 3).

Incidence of HPV DNA infection (group 2; table 2)

The presumed incidence of DNA HPV was 12.3%. Among the 40 incident cases, 36 (90%)
had normal cervical cytology and 4 (10%) had atypical squamous cells of undetermined
significance at baseline. None of the studied variables were associated with acquisition of
HPV in the multinomial logistic regression. Also, there was no significant association

between age and incidence of HPV infection.

Viral clearance in HPV DNA-positive women (group 3; table 2)

Among 177 women HPV DNA positive at baseline, 143 (80.7%) had clearance of the
infection in a median period of 19 months (95% CI, 17-21). The median retention time for
women with HPV16 subtype infection was higher than for those without HPV16 in the
cervical smear (log rank test, P= 0.0006). For HPV 16, the median duration of infection was
22 months (95%CI, 19-31) (figurel). The estimated unadjusted hazard ratio (HR) for
clearance of viral infection, estimated by Cox proportional hazard model, was 2.19 (95% CI,
1.35-3.57) for women without the HPV subtype 16 when compared with those with HPV16

infection. Age did not influence the rate of definitive viral clearance.
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The factors associated with clearance in the multinomial logistic regression were black race,
co-infection with Chlamydia trachomatis at baseline and history of previous Pap smear
screening. There was a positive association between C. trachomatis and HPV infection at
baseline, which was present in 59.2% of women (p<0.001).Women submitted to a previous
screening Pap smear had a 3.4 times more chance of clearing HPV infection than women who
had not been submitted to previous cytological screening. The former had more stable marriages
(P=0.03), had had less pregnancies (P<0.001), had a higher income (P=0.03), were older

(P<0.001) and had a lower prevalence of HPV infection at baseline than the latter (P=0.03).

Discussion

We found HPV16 as the most frequent subtype causing infection in cervical smears. Our
results are in accordance with the literature, where a worldwide report showed that HPV16
was two times more common than other subtypes in all regions of the world, with the
exception on Sub-Saharan Africa, where HPV 35 is equally common, but four to five times
less prevalent than HPV 16 in other regions (21). In Brazil, HPV16 is also the predominant
subtype recovered from invasive cervical cancer (22-26).

In this study, the true incidence of HPV infection in the population was not calculated, since
distinguishing a new infection from a recurrent or reactivated latent infection was not
possible. For this reason, the present report measured the presumed incidence rate (6), which
was lower (12.3%) than the incidence found in other reports: 23% in Brazil (6), 32,3 - 43% in
the USA (5, 27) and 38% in England (28). The median time to clear the infection is around 5
months for non-oncogenic HPV subtypes and 8 to 12 months for oncogenic subtypes (5, 6,
29-32). The literature shows that 52-69% of women infected with HPV have clearance of the

infection within the first year after diagnosis (32, 33). We showed that 81% of infected
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women had clearance of HPV in a median time of 19 months. This result was found by
analysing the Kaplan-Meier curve and also by assuming a constant incidence and using the
formula “duration = prevalence / [incidence x (1 — prevalence)” (34). The median time was
higher for clearance of infection caused by the HPV16 subtype.

Our study showed two factors associated with persistence of HPV infection: age below 21
years at first intercourse and four or more sexual partners during lifetime. Age at first
intercourse seems to be a useful marker for risky sexual behaviour (35). In a study with more
than 4,000 single women Greenberg et al (35) found that women who became sexually active
between the ages of 10 and 14 years were 2-4 times more likely to report risky sexual
behaviour (having 5 or more sexual partners in the past year, having sex with bisexual,
intravenous drug-using, or human immunodeficiency virus-infected men and reporting a
history of sexual transmitted diseases within the last 5 years) compared with women who had
their first intercourse at the age of 17 years or older.

The factors associated with clearance in the multinomial logistic regression were black race,
co-infection with Chlamydia trachomatis at baseline and history of previous Pap smear
screening. We found higher rates of clearance of HPV infection for black women when
compared with non-black women. Race seems to be associated with both risk of acquisition
of HPV (36) and clearance of the infection (37). A cohort of patients infected with the human
immunodeficiency virus (HIV) showed that non-white race was independently associated
with HPV infection (36). Richardson et al. (37) showed that black women from African or
Caribbean descent cleared their high-risk HPV infections more rapidly then white women. In
this study, white subjects were more likely to have started sexual activities at an earlier age
(less than 16 years) than other women (P<0.001). Xi et al (38) reported that African American
women infected with HPV subtypes 16 or 18 tended to be infected with HPV variants that

first cropped up in Africa, and white women tended to be infected with variants first seen in
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Europe. African American women who were infected with the European-type HPV variant
tended to clear the infection more rapidly. When the same women were infected with HPV
from African origin, the infection tended to persist, suggesting that the differences between
persistence and clearance patterns could be related to the virus' ability to adapt to host
immunity (38).

Presence of Chlamydia trachomatis co-infection at baseline seemed to increase the probability
of HPV clearance. One could speculate that infection with C. trachomatis may cause
immunologic reactions that could somehow assist in the clearance of HPV. Some authors
support a biological mechanism showing a protective effect of C. trachomatis against the
carcinogenic effect of HPV16 (39, 40). Another possible explanation for the effect of C.
trachomatis infection is that treatment with azithromycin would eliminate other sexually
transmitted diseases, cervicitis and vaginosis that could be associated with HPV infection. It
seems that chronic infection with various sexually transmitted agents may contribute to
cervical cancer risk through inflammation of the cervix leading to genotoxic damage by
reactive oxidative metabolites (41-44). Some studies found association between C.
trachomatis infection and cervical cancer risk among HPV DNA-positive women, although
this evidence is still not clear (45-47). Women infected with C. trachomatis in our study
received treatment with azithromycin just after baseline evaluation, what may have
contributed to clearance of HPV infection.

A history of previous Pap smear screening was found to be associated with clearance of HPV
infection in our study, what is in accordance with the literature (32). A possible explanation
for this finding is that women who use appropriately the health system and are submitted to
screening tests may be more concerned about their health, having different lifestyle and
dietary patterns than women who do not seek health care. A history of previous screening for

cervical cancer, defined as having had at least one previous non-diagnostic cervical smear,
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was associated with a 54% reduction in the risk of developing squamous cell carcinoma of the
cervix (48). The risk of invasive cervical cancer is 2-10 times higher among women who had
never had a screening Pap smear and the risk increases among women who had had longer
intervals between two screenings (49). The incidence and mortality of the cervical cancer
have significantly decreased in developed countries who improved screening with the Pap
smear test, like the Scandinavian countries, Canada and USA (49). In our study, women
previously submitted to Pap smear screening had a higher income and more stable marriages
than women who have not being submitted previously to screening.

The cellular immune responses to HPV seem to play an important role in cervical
carcinogenesis. However, the main targets involved in the responses as well as the types of
responses that mediate HPV clearance are yet not well established (50).

We should also address the limitations of our study. We analysed a single follow up visit,
what could have prevented meaningful analysis of associations between cervical pathology
and persistence or clearance of HPV. The variations in the length of time between baseline
evaluation and follow up may also have biased our estimated time to clearance of HPV
infection. And finally, we performed an analysis without grouping different types of genital
infections into high-risk and low-risk groups for HPV persistence, what could have masked
certain type-specific effects of these genital infections.

In conclusion, we found that the persistence of HPV infection were strongly associated with
early age at first intercourse and high number of sexual partners during lifetime. This may
suggest that the development of strategies for sexual orientation of teenagers, explaining the
risks associated with cervical cancer, may modify the rates of persistence of HPV infection.
Nowadays, primary prevention is possible via immunization of young teenage females with
highly efficacious HPV vaccines to prevent cervical cancer and genital warts (51-53).

Although universal vaccination of teenagers and young women is a desirable policy, costs
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remain a key obstacle, mainly in developing countries as Brazil (51). The association of a
higher clearance of HPV infection in women with a history of previous Pap smear screening
highlights the importance of improving cervical screening programs to cover the whole
population. We may also suggest that treatment of gynaecological infections seems to be
important in increasing the clearance rates of HPV infection, although further studies on the
association of Chlamydia trachomatis and other infections with clearance of HPV are still

needed.
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Figure Legend
Figure 1 - Kaplan-Meier estimates of proportion of women remaining positive for any type of
human papillomavirus infection and for HPV16. Only women positive at baseline were

included in the analysis. The circles in the curves represent censored cases.
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Table 1: Baseline characteristics of 501 women included in a cohort study in Brazil,

years 2002-2006.

Variables n (%)

Age (mean/standard deviation) 43(+13)
Race

Black 38 (7.5)

Non Black 467(92.5)
Education

Elementary school or below 254(50.3)

High school or above 251(49.7)
Marital status

Married/cohabitating 292(57.8)

Single/Divorced/Widowed 213(42,.2)
Smoking

Ever 135(26.7)

Never 370(73.3)
Age at first intercourse

> 21 years old 161(31.9)

<20 years old 344(68.1)
Number of lifetime sexual partners

<3 149(29.5)

>4 356(70.5)
Oral contraceptive use

Ever 480(95.0)

Never 25(5.0)
Condom use

Ever 29(5.7)

Never 417(82.6)
History of genital warts

Yes 56(11.1)

No 441(87.3)
Partners with genital warts
Yes 48(9.5)
No 457(90.5)
Partner with other sexually transmitted diseases
Yes 36(7.7)
No 465(92.3)

Age at first pregnancy
<22 years old 218(43.2)

Continua =>
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Continuagdo

>23 years old 287(56.8)
Number of pregnancies

>3 177(35.0)

<2 328(65.0)
Previous Pap test
Ever 470(93.1)
Never 35(6.9)
HPYV subtypes
HPV 16 33(18.6)
HPV 31 28(15.8)
HPV18 6(3.3)
Other subtypes 112(64.7)
Chlamydia trachomatis DNA test
Positive 71(14.8)
Negative 409(85.2)

Table 2: Distribution of women according to HPV DNA testing (n=501)

Number at follow up / number at

HPYV DNA status HPV DNA at baseline HPV DNA at follow-up baseline (%)
Persistence of infection ) ) 34/177 (19.2%)
(group 1)
Conversion (group 2) ) ) 40 /324 (12.3%)
Clearance of infection +) ) 143 /177 (80.8%)
(group 3)
Negative (group 4) * ) ) 284 /324 (87.7%)

*Reference category
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Table 3: Multinomial logistic regression analysis with crude and adjusted odds ratios

(OR) for conversion and clearance of HPV infection in asymptomatic women*

(N=501).
HPV+ HPV+ HPV- HPV+ HPV+ HPV-
Variables OR crude OR crude OR crude
OR adjusted (95%CI) OR adjusted (95%CI) OR adjusted (95%CI)
N=34 N=40 N=143

Race
Black 2.02(0.54-7.47) 1.69(0.46-6.21) 3.19(1.53-6.67)

2.08(0.54-8.05) 2.02(0.53-7.63) 3.44(1.55-7.65)
Non Black 1.00 1.00 1.00

Age at first intercourse

<20 years old

>21 years old

Sexual partners in the life.

2.15(1.05-4.42)
3.14(1.43-6.87)

1.00

1.30(0.64-2.62)
1.31(0.63-2.70)

1.00

1.22(0.79-1.88)
1.55(0.96-2.50)

1.00

>4 1.78(0.86-3.70) 0.63(0.28-1.44) 1.21(0.78-1.87)
2.48(1.14-5.41) 0.73(0.32-1.70) 1.29(0.80-2.09)
<3 1.00 1.00 1.00
Chlamydia test
Positive 1.97(0.75-5.19) 0.48(0.11-2.10) 3.09(1.78-5.36)
2.29(0.85-6.21) 0.50(0.11-2.22) 3.26(1.84-5.76)
Negative 1.00 1.00 1.00
Previous PAP test
Ever 1.30 (0.28-6.04) 2.32(0.62-7.49) 2.63(1.23-5.62)
2.10(0.43-10.32) 2.03(0.53-7.71) 3.48(1.51-8.00)
Never 1.00 1.00 1.00

* The reference category is HPV DNA-negative at baseline and during follow-up (N=284).

* Adjusted for all variables of the model.
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Figura 1: Kaplan-Meier estimates of proportion of women remaining positive for any
types human papillomavirus and for HPV16. Only women positive at enrollment were
included in this analysis:group 1- Non-HPV16 and group 2- HPV 16. The circles are

right- censored data.
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Abstract

The detection of telomerase activity in cervix may provide information on cervical
carcinogenesis, and may be a marker to monitor cervical intraepithelial neoplasia transition.
A quantitative systematic review was performed to estimate the accuracy of telomerase assay
in cervical lesions. Studies that evaluated the telomerase test (telomerase repeated
amplification protocol) for the diagnosis of cervix lesions and compared it to paraffin-
embedded sections as the diagnostic standard were included. Ten studies were analyzed,
which included 1,069 women. The diagnostic odds ratio (DOR) for a positive telomerase test
for Lo-SIL vs. normal or benign lesions was 3.2 (95% CI, 1.9-5.6). The DOR for a positive
telomerase test for Hi-SIL vs. Lo-SIL, normal or benign lesions was 5.8 (95% CI, 3.1-10). For
cervix cancer vs. Hi-SIL, the DOR for a positive telomerase test was 8.1 (95% CI, 3.2-20.3)
and for cervix cancer vs. Lo-SIL, normal or benign lesions, it was 40.9 (95% CI, 18.2-91).
Our data support the current hypothesis that telomerase may activate an early event in cervical
carcinogenesis that could be associated with the initiation and progression of cervical lesions.

KEYWORDS: cervical intraepithelial neoplasia, diagnosis, meta-analysis, systematic review,

telomerase.

Resumo

Introducido: A deteccdo da atividade da telomerase na cervice pode informar sobre a
carcinogénese cervica € pode ser um marcador para monitorar a trasi¢ao das NICs. Foi
realizada uma revisdo sistematica para estimar a acuracia do teste da telomerase nas lesdes

cervicais. Métodos: Foram incluidos estudos que comparavam o teste de telomerase (TRAP)
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e anatomopatologicos, obtidos por biopsias cervical para diagnostico de lesdes cervicais.
Resultados: Dez estudos foram analisados, os quais incluiram 1069 mulheres. Para lesdes
intraepiteliais de baixo grau (LIEBG) vs. normal ou lesdes benignas, encontrou-se uma
positividade do teste da telomerase, sendo que o resultado da odds ratio para diagnostico
(DOR) foi de (DOR = 3,2, IC 95%, 1,9-5,6). Nas lesdes intraepiteliais de alto grau (LIEAG)
vs LIEBG, normal ou benigna: (DOR = 5,8, IC 95%, 3.1-10). )]. Encontrou-se uma DOR
elevada de 8,1 (IC 95%, 3,2-20) nas lesdes de cancer cervical vs LIEAG. Da mesma forma,
nas lesdes de cancer cervical vs. LIEBG, a razdao de chance foi elevada, com uma DOR de
40,9 (IC 95%, 18,2-91). Conclusao: nossos dados suportam a corrente hipotese da atividade
da telomerase como um evento precoce na carcinogénese e que poderia estar associado com o

inicio e a progressao de lesdes cervicais.

Palavras-Chaves: telomerase, neoplasia intra-epitelial cervical, revisdo sistematica,

metanalise, acuracia, diagndstico

Accuracy of telomerase in cervical lesions: a systematic review

Introduction

Cancer of the uterine cervix is an important cause of death, with 500,000 new cases diagnosed
each year'”, being a major cause of death in developing countries”. Human papillomaviruses
are the etiological agents of almost all cases of cervical squamous cell carcinomas and high-

grade dysplasia®. In the natural process of cervical carcinogenesis, the lesions can be
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classified into three grades: low-grade squamous intraepithelial lesions (Lo-SIL), high-grade
squamous intraepithelial lesions (Hi-SIL) and carcinoma of the cervix'®.

Telomerase is a ribonucleoprotein complex that synthesizes telomeric DNA and contributes to
the maintenance of telomeres™®. The activity of this enzyme is frequently up-regulated in
cancer tissues and immortalized cell lines®. Review of the literature indicates that telomerase

is activated in the majority of cervical squamous cell carcinomas, as it is in most malignant

neoplasms. Advances in telomere biology and telomerase inhibition have led to the

(N

development of new tools for clinical diagnosis, prognosis, and treatment of cancer
Therefore, we undertook a systematic quantitative review of the literature to ascertain the
accuracy of telomerase in the diagnose of precursor cervical lesions and cervical
intraepithelial neoplasia and to explore the reasons for the ongoing controversies about this

issue.

Materials and Methods

Identification of studies

A comprehensive search of the MEDLINE, CANCERLIT, LILACS and EMBASE databases
was made from January 1990 to February 2007. The medical subjects heading (MeSH) and
text words for the terms “cervix neoplasm”, “human papilloma virus”, ‘“cervix cancer”,
“cervix diseases”, “Dysplas*, “Papillomavirus*”, “Papillom Virus*”, “Papovavirida™’ and
“telomerase” were combined with the MeSH term diagnosis (“sensitivity and specificity”).
The search was limited to human studies, with no language restrictions. In addition, the
Cochrane Library was searched. Reference lists of all available primary studies were reviewed

to identify additional relevant citations.
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Selection Criteria

This review focused on observational studies in which the telomerase diagnostic test were
compared with a reference standard. Women submitted to cervical biopsy who presented with
SIL, carcinoma in situ or squamous cervical cancer, in accordance with the guidelines of the
FIGO, were studied. The diagnostic test consisted on the analysis of telomerase in the lesions
and the reference test was the histologic evaluation in paraffin-embedded sections. To comply
with the inclusion criteria, it was necessary have a paraffin-embedded section assessment to
designate each case as normal or benign cervical lesions, Lo-SIL, Hi-SIL, carcinoma in situ or
squamous cervical cancer. For data extraction in this systematic review, CIN 1 were classified
as Lo-SIL, and carcinoma in situ and squamous cervical cancer (microinvasive or invasive)
were classified as cervical cancer. In addition, we used only results from studies were the
telomerase test was carried out by the telomerase repeated amplification protocol assay. We
excluded studies comparing the accuracy of telomerase with the histology in paraffin-
embedded sections that described only three grades of CINs 1, 2 and 3, those that described
only cervical cancer, those evaluating other tumors (noncervical) and also the studies that
lacked data to construct 2 x 2 contingency tables.

The positive telomerase diagnoses in CIN and cervical cancer were compared in four
categories: (1) Lo-SIL versus normal or benign cervical lesion, (2) Hi-SIL versus Lo-SIL,
normal or benign lesions (3) cervical cancer versus Lo-SIL, normal or benign lesions (4),
cervical cancer versus Hi-SIL. To calculate the diagnostic accuracy, cases that were deferred
because of uncertain diagnoses in each study were excluded. The primary outcome was the
accuracy of the telomerase test to diagnose Lo-SI and normal or benign lesions, Hi-SIL and
cervical cancer. The secondary outcome was evaluation of the distribution of histological

types of cervical intraepithelial neoplasia and cervical cancer according to histologic
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diagnosis. The reviewed studies were identified independently by four investigators (M.L.R,
L.R.M, E.W and D.D.R). Final inclusion or exclusion was made with a standard checklist.
Disagreements about study inclusion or exclusion were solved by consensus and, when this
was not possible, by arbitration with a fifth reviewer (M.C.B). Four reviewers (R.R.Z, A.B.M,
J.F and LRM) performed the statistical analysis. The statistics for agreement among reviewers

were computed.

Quality Assessment

All articles that met the eligibility criteria were assessed for methodological quality. This
assessment involved the study design, features of the patient population, the diagnostic test
and the reference standard®®'®'", including data collection and patient selection methods,
description of results of the telomerase test (positive or negative), histology and presence of
verification bias®'?. The quality assessment for the included studies are summarized in the
“Scoring of Study Quality” column in Table 1®. The studies were further assessed for
methodological quality with reference to the Oxford Centre for Evidence Based Medicine
Level of Evidences Classification rubric. Only studies with Oxford Evidence Levels 1 to 3,

considered to be of high quality, were included. Those with levels 4 and 5 were excluded 2.

Data Abstraction

Four investigators (M.I.LR, L.R.M, E.W and D.D.R) independently abstracted the data. The
assessment of English-language articles was performed by 3 reviewers (M.I.LR, L.R.M, E.W)
while assessment of those articles published in languages other than English were performed

independently by 2 other reviewers (M.C.B, D.D.R). Any disagreement was resolved by
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consensus. Four diagnostic outcomes were considered for a positive telomerase test: normal
or benign cervical lesion, Lo-SIL, Hi-SIL and cervical cancer. Lesions with Lo-SIL were
compared with normal and benign lesions. Data for Lo-SIL were abstracted as 2 x 2 tables
regarding the telomerase diagnosis (positive versus negative for Lo-SIL) and the histologic
diagnosis (Lo-SIL versus normal and benign lesion). Similarly, contingency tables were
produced for Hi-SIL and cervical cancer cases. In addition, for cervical cancer cases the
telomerase diagnosis (positive versus negative cervical cancer) were compared with the
histologic diagnosis (cervical cancer versus Lo-SIL, normal and benign cervical lesions)

(Table 2).

Data Synthesis and Statistical Analysis

To evaluate the agreement between study eligibility and assessment of methodological
quality, as well as between the results of telomerase test and paraffin-embedded section
analyses, the observed percentage of agreement and the k coefficient for inter-rater reliability
were calculated ¥, For each study, 2 x 2 contingency tables were constructed, in which all
biopsies were classified as normal or benign lesion, Lo-SIL, Hi-SIL or cervical cancer. The
true-positive ( sensitivity) and the false-positive rates (1 — specificity) were calculated. When
2 x 2 tables had 0 cells, the value of 0.5 was added to each cell to enable calculations to be
made; when a study contained two cells with the 0 value, it was excluded from the analysis.

The summary weighted sensitivity and specificity were calculated as the sum of sensitivities
and specificities reported for each study, multiplied by the number of subjects in the study,
divided by the total number of subjects in all studies. The 95% CIs for mean weighted results
were calculated using the exact method. The association between sensitivity and specificity

for normal or benign cervical lesions, Lo-SIL, Hi-SIL and cervical cancer was calculated with
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¢ 49

the Spearman’s correlation coefficient tes . When there was no correlation, pooling

sensitivities and specificities were calculated, since there were two categories of results

)(15)

(negative or positive test)" . In the case of correlation, a summary receiver operating

characteristic curve (ROC) was generated using data from all thresholds, by the Littenberg
and Moses method 7.

The diagnostic odds ratio (DOR) can relate to different combinations of sensitivity and
specificity. It can change according to the threshold and ROC curve used to define an
abnormal examination resulted in the expected trade-off between sensitivity and specificity.
Also, the area under the curve (AUC) can summarize the inherent capacity of a test for
discriminating a diseased from a non-diseased subject. Perfect tests usually have AUCs close
to 1 and poor tests usually have AUCs close to 0.5, The heterogeneity of the sensitivities
and specificities of the studies were assessed using the Qr (Cochran) test for % distributions
with k-1 degrees of freedom. Since sensitivity and specificity were heterogeneous, a random
effect model was used and the terms were pooled with a 95% CI"">'®. The statistical analysis
was performed with the software Meta-DiSc® (version Beta 1.1.1, Unit of Clinical

Biostatistics, Ramon y Cajal Hospital;Madrid, Spain). Two reviewers (R.R.Z, A.B.M)

calculated the test reproducibility.

Sensitivity Analysis

To assess whether the quality of the studies affected the diagnostic accuracy, studies that met

less than 50% of the quality criteria and that were sub-level 3 in accordance with the Oxford

(12,16)

Centre for Evidence Based Medicine Level of Evidence Classification were excluded.
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The robustness of the results was tested by repeating the analysis with a different statistical

model (random effects model)'*'”.,

Results

Study identification and eligibility

The process of study selection is summarized in Figure 1. The initial search identified 134
potentially relevant papers, 85 from Medline (PubMed) and 49 from EMBASE. Eighteen
were duplicated in two databases. The authors excluded 93 published studies after reviewing
their titles and abstracts, because they did not relate to the question under review. Forty-one
full-text papers were retrieved including three with non-English-language (Chinese), which
were translated. Thirty one were excluded after further scrutiny. Ten studies including 1066
women met the criteria for inclusion and were analyzed (Table 1)"*?%. Inter-rater agreement
for study eligibility and methodological quality was 79% (x=0.64), indicating good

agreementm).

Studies Description

Details of the participants, interventions, and quality assessments of the studies selected for
meta-analysis are summarized in Table 1. The mean age of participants was reported from
only one study “?. All studies were non-blinded and retrospective, with a small population,

but included sufficient experimental details, proper diagnostic tests and diagnostic reference
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standards. Of the ten studies included, four "*?"*?*?> had high methodological quality,
satisfying > 55% of the criteria for study quality and with an Oxford Evidence Level of 2B"Y.

(19.21.22.24.25) were classified as level 3B, because details of the patients,

However, six studies
including age, were not reported and because they met < 50% of the quality criteria.

The distribution of histological diagnosis from paraffin-embedded blocks was calculated from
ten of the trials"*? (Table 2). Normal or benign lesions were found in 255 patients (24.2%),
Lo-SIL in 191 patients (18.1%), Hi-SIL in 358 patients (34%) and cervical cancer in 246
patients (23.4%). Table 3 shows the contingency tables (false negative, false positive, true
positive, and true positive) from each study considered. In Wisman et al.?”, 16 cases were not
included, as the results for benign lesion (1), Lo-SIL (3) and Hi-SIL (12) were not accessible.
There were no significant correlations between sensitivity and specificity for normal or
benign lesions vs. Lo-SIL (r, = 0.37; p = 0.33), Lo-SIL, normal or benign lesions vs. Hi-SIL

(rs = 0.58; p = 0.074), Hi-SIL vs. cervical cancer (r; = 0.14; p = 0.70) and Lo-SIL, normal or

benign lesions vs. cervical cancer (r, = 0.45; p = 0.18).

Sensitivity

Telomerase test was better at detecting cervical cancer when compared with Lo-SIL and Hi-
SIL with a pooled sensitivity of 0.90 (IC95% 0.85-0.93). Nevertheless, the telomerase test had
low sensitivity for Lo-SIL vs. normal or benign lesion and Hi-SIL vs. Lo-SIL, normal or
benign lesions (Table 4). The estimates for heterogeneity were highly consistent across
studies: for normal or benign lesion vs. Lo-SIL (Qr= 25.0, p=0.002), Hi-SIL vs. Lo-SIL,
normal or benign lesions (Qr= 83.2, p=0.0001), Hi-SIL vs. cervical cancer (Qr= 36.9,

p=0.0001). Cervical cancer vs. Lo-SIL, normal or benign lesions (Qr= 36.9, p=0.0001).
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Specificity

In general, specificity was higher for normal or benign lesion vs. Lo-SIL (0.84; IC 95% 0.79-
0.88). For Hi- SIL vs. Lo-SIL, normal or benign lesions and cervical cancer vs. Lo-SIL,
normal or benign lesions, the specificity was the same (0.77; IC 95% 0.73-0.81). Specificity

was better among women who did not have cervical lesions (Table 4).

Diagnostic odds ratio

The DOR between cervical cancer vs. Lo-SIL, normal or benign lesions was 40.9 (IC95%
18.3-91.7; Qr= 16.0, p=0.067). However, between Hi-SIL vs. cervical cancer, Lo-SIL vs.
normal or benign lesion, Hi-SIL vs. Lo-SIL, normal or benign lesions, the DOR was 7.8
(IC95% 3.1-19; Q= 24.4, p=0.004), 3.3 (IC95% 1.9-5.7; Q1= 8.5, p=0.388) and 5.8 (1C95%
3.2-10.6; Qr= 20.1, p=0.017), respectively (Table 4). ROC curves were constructed in cases
of heterogeneity in the DOR"®. For HI-SIL vs. Lo-SIL, normal or benign lesions the AUC
was 0.7920, but in the pooled sensitivity it was 51.1%, due to heterogeneity (Figure 2). In
cases of cervical cancer vs. Hi-SIL the AUC was 0.8563 (lower than the AUC for pooled
sensitivity: 89.8%, probably due to heterogeneity between studies)"> (Figure 3). The AUC

for the ROC curve was estimated by trapezoidal rule (Meta-DiSc®; version Beta 1.1.1).

Sensitivity Analysis

The robustness of the results was tested by repeating the analysis using a different statistical

model (i.e., the random effects model)!®?”. There was heterogeneity for both sensitivity and
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specificity among the ten studies for the following groups: Lo-SIL vs. normal or benign
lesion; Hi-SIL vs. Lo-SIL, normal or benign lesions; cervical cancer vs. Hi-SIL; and cervical
cancer vs. Lo-SIL, normal or benign lesions. Due to heterogeneity, only a random model was
used. The DOR from the four studies''*****?” with high methodological quality (2B) were
calculated, and a sensitivity analysis was performed. For Lo-SIL vs. normal or benign lesion,
the DOR was the same but with a narrower confidence interval (3.2; 95%CI: 1.7-6.2). For HI-
SIL vs. Lo-SIL, normal or benign lesions, the DOR was 6.1 (95% CI: 3.4-10), showing little
modification. For cervical cancer vs. Hi-SIL, the DOR was 5.4 (95% CI: 1.3-21.3), very
similar to the previous result. The DOR for cervical cancer vs. Lo-SIL, normal or benign
lesions was 25 (95% CI: 4.8-132), with a larger 95% CI. The results for the four studies with

)( 19,21-25)

high methodological quality (2B were very similar when the studies with 3B

(18-27) q (1928

methodological quality were included . Therefore, all 10 selecte studies were

included in the meta-analysis.

Comments

In summary, this systematic review showed that not only cervical cancer but also Lo-SIL and
Hi-SIL may be detected by telomerase activity in the human cervix. However, telomerase
activity was also found in Lo-SIL. Although the biological significance of telomerase activity
expressed in cervical cancer remains unclear, it would be interesting to determine whether
telomerase-positive Lo-SIL and Hi-SIL patients are at greater risk for developing cervical
cancer than those patients in whom the telomerase test is negative®®.

Telomerase is normally not active in mortal cells, but strongly activated in the majority of

immortal cell populations. Consequently, activation of this enzyme is likely to be one of the
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most common ways by which an immortal state is acquired®. The significance of telomerase
activity in predicting the biological behavior of Lo-SIL and Hi-SIL lesions needs further
attention. When the telomerase test is positive, depending on the time of follow-up and the
degree of cervical cell dyskaryosis, percentages ranging from 10-80% have been found in
women with Lo-SIL or Hi-SIL or cervical cancer®™. The results indicate that telomerase
activation is a relatively early event in cervical carcinogenesis and seems to be associated
with the initiation and progression of cervical neoplasia.

Great heterogeneity in sensibility and specificity was found among studies. This is probably
because low-grade and high-grade lesions are sometimes so small that biopsies might miss
them altogether. Moreover, when lesions progress to the stage of invasive cancer, scraping
samples may be contaminated with excessive blood or necrotic cells, possibly including
telomerase inhibitors, what may cause false-negative results®®.

This systematic review showed a higher frequency of telomerase activity in cervical cancer.
However, the results suggest that telomerase activity is detectable in epithelial tissue not only
in Hi-SIL and Lo-SIL, but also in benign cervical lesions"®*”. Therefore, it is assumed that
additional viral and cellular alterations are required for cervical carcinogenesis. One potential
limitation of the study is the possibility that false-positive results could be produced by the
presence of acute and chronic inflammatory cells in the test samples®®.

Another possible limitation of this systematic review is that all trials were retrospective and
there was a lack of blinding in their assessment; there was a small number of trials included
and some of them had a low quality (nonconsecutive, insufficient population
details)!'*2*#23242% Op the other hand, this meta-analysis complied with the criteria for
performing a rigorous systematic review planned a priori "*'>'9. These included the use of

Q)

study quality assessments *"’ and investigation of homogeneity with fixed and random models

to test the robustness of the results!'*!>!%,
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In conclusion, the present study support the current hypothesis that telomerase activation is a
relatively early-stage event in cervical carcinogenesis, and this activation may be associated
with the initiation and progression of cervical lesions. The results from this systematic review
about accuracy of telomerase in cervix lesions could contribute to establishing telomerase as a
progression marker for Lo-SIL, Hi-SIL and cervical cancer. Telomerase analysis could
therefore be used to help decrease the rates of false-negative diagnoses in cervical cytology
samples. Thus, better methods are required for improving the accuracy rates of cervical cancer

diagnosis.
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TABLES

Table 1: Participant characteristics and scoring criteria in studies included

129

Study, Year Mean age Period of n* Scoring of study quality® Oxford evidence
study level™®
(range)
Iwasaka 43.6 1996-1997 155 Small population, verification complete, Cohort
et.al, (normal) nonblinded, consecutive, prospective, test 7B
191998 38.7 (SIL) details sufficient, reference test details
sufficient, population details insufficient
50.5 (cancer)
Mutirangura  Not reported Not 103 Small population, verification complete, Cohort
et al,®® reported nonblinded, not reported if consecutive and 3B
1998 prospective, test details sufficient,
reference test details sufficient, population
details insufficient
Nagai et Not reported  1996-1997 100 Small population, verification complete, Cohort
al,*" 1999 nonblinded, consecutive, prospective, test 7B
details sufficient, reference test details
sufficient, population details insufficient
Nair et Not reported Not 72 Small population, verification complete, Cohort
al,®® 2000 reported nonblinded, not reported if consecutive 3B
and prospective, test details sufficient,
reference test details sufficient, population
details insufficient
Pao et Not Not 56 Small population, verification complete, Cohort
al*1997 reported reported nonblinded, not reported if consecutive 3B
and prospective, test details sufficient,
reference test details sufficient, population
details insufficient
Riethdorf et Not Not 112 Small population, verification complete, Cohort
al,*»2001 reported reported nonblinded, not reported if consecutive 3B
and prospective, test details sufficient,
reference test details sufficient, population
details insufficient
Shroyer et Not Not 137 Small population, verification complete, Cohort
al,® 1998 reported reported nonblinded, not reported if consecutive 3B
and prospective, test details sufficient,
reference test details sufficient, population
details insufficient
Snijders et Not Not 65 Small population, verification complete, Cohort
al,?91998 reported reported nonblinded, not reported if consecutive 3B
and prospective, test details sufficient,
reference test details sufficient, population
details insufficient
Wang et 37.2(SD+7,4) 1997-1999 105 Small population, verification complete, Cohort
al,*" 2004 nonblinded, consecutive, prospective, test 7B
details sufficient, reference test details
sufficient, population details sufficient
Wisman et Not reported  1995-1997 161 Small population, verification complete, Cohort
al,®® 1998* nonblinded, consecutive, prospective, test 7B

details sufficient, reference test details
sufficient, population details insufficient

* 16 cases were not assessable in the study of Wisman ez al,*” 1998
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Table 2: Distribution of histological types in cervical tissue according to diagnosis in paraffin-

embedded blocks.
gy Nomlerwm LML mELE cniel o
() (n) (n) (n)

Iwasaka et al,"” 1998 62 27 36 30 155
Mautirangura et al, ®” 1998 37 6 20 40 103
Nagai et al,*" 1999 16 25 36 23 100
Nair et al,*? 2000 14 20 18 20 72
Pao et al,*> 1997 11 4 16 25 56
Riethdorf et al,* 2001 28 14 41 29 112
Shroyer et al,*> 1998 50 43 23 21 137
Snijders et al,*® 1998 8 10 23 24 65
Wang et al,*” 2004 20 16 48 21 105
Wisman et al,*® 1998* 9 26% 97* 13 145
Total 255 (24.3%) 191 (18.2%) 358 (34.1%) 246 (23.4%) 1050 (100.0%)

*The total rate of histological types was calculated according to the total number in permanent sections (898 cases)
and the calculated pretest odds for each outcome, excluding 16 cases from the study of Wisman ez al®”.
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Table 3: Contingency tables for Lo-SIL, Hi-SIL and cervical cance

Lo-SIL versus normal or benign cervical lesion

Study False positive  False negative True negative True positive
Iwasaka et al,"” 1998 5 20 57 7
Mutirangura et al, ®” 1998 14 4 23 2
Nagai et al,*" 1999 3 17 13 8
Nair et al,** 2000 1 18 13 2
Pao et al,* 1997 0 11 1
Riethdorf et al,*Y 2001 1 27 6
Shroyer et al,® 1998 9 19 41 24
Snijders et al,*® 1998 0 10 8 0
Wang et al,*” 2004 6 8 14 8
Wisman et al,*® 1998 1 23 8 3
Total 40 130 215 61
Hi-SIL versus Lo-SIL and normal and benign lesions
Iwasaka ez al,"® 1998 12 17 77 19
Mutirangura et al, ® 1998 16 12 27 8
Nagai ef al,*" 1999 11 15 30 21
Nair et al,*® 2000 3 7 31 11
Pao et al,**1997 1 12 14 4
Riethdorf ef al,*¥ 2001 7 10 35 31
Shroyer et al,*> 1998 33 1 60 22
Snijders et al,* 1998 0 17 18 6
Wang et al,*” 2004 14 12 22 36
Wisman ef al,*® 1998* 4 71 31 26
Total 101 174 345 184
Cervical cancer versus Hi-SIL
Iwasaka et al,"” 1998 19 1 17 29
Mutirangura ef al, ” 1998 8 2 12 38
Nagai et al,*" 1999 21 2 15 21
Nair et al,*® 2000 11 3 7 17
Pao et al,*>1997 4 2 12 23
Riethdorf ef al,*¥ 2001 31 4 10 25
Shroyer et al,® 1998 22 0 1 21
Snijders et al,*® 1998 6 1 17 23
Wang et al,*” 2004 36 1 12 20
Wisman et al,®® 1998* 26 9 71 4
Total 184 25 174 221
Cervical cancer versus Lo-SIL and normal and benign lesions

Iwasaka ez al,"® 1998 12 1 77 29
Mutirangura et al, ® 1998 16 2 27 38
Nagai ef al,*" 1999 11 2 30 21
Nair et al,*® 2000 3 3 31 17
Pao et al,**1997 2 14 23
Riethdorf ef al,*¥ 2001 7 4 35 25
Shroyer et al,* 1998 33 0 60 21
Snijders et al,* 1998 0 1 18 23
Wang et al,*” 2004 14 1 22 20
Wisman et al,*® 1998 4 9 31 4
Total 101 25 345 221

\* In Wisman et al.?”, 16 cases were not included in the results due to non-assessable benign lesion (1), Lo-
SIL (3) and Hi-SIL (12).



Table 4: Accuracy of telomerase for Lo-SIL vs. normal or benign lesion; Hi-SIL vs Lo-
SIL, normal or benign lesion; cervical cancer vs Hi-SIL and cervix cancer vs
Lo-SIL, normal or benign lesion.

Lo-SIL versus normal or benign cervical lesion

Study N Sensitivity Specificity DOR
(95% CI) (95% CI) (95%CI)
Iwasaka et al,"” 1998 89 0.26 (0.11-0.46) 0.92 (0.82-0.97) 4.0 (1.1-14.0)
Mutirangura et al, *” 1998 43 0.33 (0.04-0.78) 0.62 (0.45-0.78) 0.8 (0.1-5.1)
Nagai et al,*" 1999 41 0.32 (0.15-0.54) 0.81 (0.54-0.96) 2.0 (0.5-9.2)
Nair et al,”* 2000 34 0.10 (0.01-0.32) 0.93 (0.66-1.00) 1.4 (0.1-17.7)
Pao et al,*? 1997 15 0.25 (0.01-0.81) 1.00 (0.72-1.00) 9.9 (0.3-300.4)
Riethdorf et al,** 2001 42 0.43 (0.18-0.71) 0.96 (0.82-1.00) 20.3 (2.1-193.9)
Shroyer et al,*> 1998 93 0.56 (0.40-0.71) 0.82 (0.69-0.91) 5.8 (2.2-14.7)
Wang et al,*” 2004 36 0.50 (0.25-0.75) 0.70 (0.46-0.88) 2.3 (0.6-9.2)
Wisman et al,*® 1998 35 0.12 (0.02-0.30) 0.89 (0.52-1.00) 1.0 (0.1-11.5)
Total 428 0.34 (0.27-0.41) 0.84 (0.79-0.88) 3.3 (1.9-5.7)
Hi-SIL versus Lo-SIL and normal and benign lesions
N Sensitivity Specificity DOR
95% CI) 95% CI) (95%CI)
Iwasaka et al,"” 1998 125 0.53 (0.36-0.70) 0.87 (0.78-0.93) 7.2 (2.9-17.5)
Mutirangura et al, ®” 1998 63 0.40 (0.19-0.64) 0.63 (0.47-0.77) 1.1 (0.4-3.4)
Nagay et al,*" 1999 77 0.58 (0.41-0.75) 0.73 (0.57-0.86) 3.8 (1.5-9.9)
Nair et al,** 2000 52 0.61 (0.36-0.83) 0.91 (0.76-0.98) 16.2 (3.6-74.0)
Pao et al,*?1997 31 0.25 (0.07-0.52) 0.93 (0.68-1.00) 4.6 (0.4-47.6)
Riethdorf et al,** 2001 83 0.76 (0.60-0.88) 0.83 (0.69-0.93) 15.5 (5.3-45.6)
Shroyer et al,* 1998 116 0.96 (0.78-1.00) 0.65 (0.54-0.74) 40.0 (5.2-310.3)
Snijders et al,*® 1998 41 0.26 (0.10-0.48) 1.00 (0.82-1.00) 13.7 (0.7-262.5)
Wang et al,*” 2004 84 0.75 (0.60-0.86) 0.61 (0.44-0.77) 4.7 (1.8-12.0)
Wisman et al,*® 1998* 132 0.27 (0.18-0.37) 0.89 (0.73-0.97) 2.8 (0.9-8.8)
Total 804 0.51 (0.46-0.56) 0.77 (0.73-0.81) 5.8 (3.2-10.7)
Cervical cancer versus Hi-SIL
N Sensitivity Specificity DOR
(95% CI) (95% CI) (95%CI)
Iwasaka et al,"” 1998 66 0.97 (0.83-1.00) 0.47 (0.30-0.65) 25.9 (3.2-211.5)
Mutirangura et al, *” 1998 60 0.95 (0.83-0.99) 0.60 (0.36-0.81) 28.5(5.3-152.9)
Nagay et al,*" 1999 59 0.91 (0.72-0.99) 0.42 (0.26-0.59) 7.5 (1.5-36.9)
Nair et al,** 2000 38 0.85 (0.62-0.97) 0.40 (0.17-0.64) 3.6 (0.8-17.0)
Pao et al,*1997 41 0.92 (0.74-0.99) 0.75 (0.47-0.92) 34.5 (5.5-216.0)
Riethdorf et al,*2001 70 0.86 (0.68-0.96) 0.24 (0.12-0.40) 2.0 (0.6-7.2)
Shroyer et al,*> 1998 44 1.00 (0.84-1.00) 0.04 (0.00-0.22) 2.9 (0.1-74.3)
Snijders et al,*® 1998 47 0.96 (0.79-1.00) 0.74 (0.52-0.90) 65.2 (7.2-592.8)
Wang et al,*” 2004 69 0.95 (0.76-1.00) 0.25 (0.14-0.40) 6.7 (0.8-55.1)
Wisman et al,*® 1998* 110 0.31 (0.09-0.61) 0.73 (0.63-0.82) 1.2 (0.3-4.3)
Total 604 0.90 (0.85-0.93) 0.48 (0.43-0.53) 7.8 (3.1-19.7)
Cervical cancer versus Lo-SIL and normal and benign lesions
N Sensitivity Specificity DOR
(95% CI) (95% CI) (95%CI)
Iwasaka et al,"” 1998 119 0.97 (0.83-1.00) 0.87 (0.78-0.93) 186.1 (23.2-1495.8)
Mutirangura et al, ®” 1998 83 0.95 (0.83-0.99) 0.63 (0.47-0.77) 32.1 (6.8-151.1)
Nagay et al,”" 1999 64 0.91 (0.72-0.99) 0.73 (0.57-0.86) 28.6 (5.7-142.8)
Nair et al,** 2000 54 0.85 (0.62-0.97) 0.91(0.76-0.98) 58.6 (10.6-322.5)
Pao et al,*»1997 40 0.92 (0.74-0.99) 0.93 (0.68-1.00) 161.0 (13.3-1943.2)
Riethdorf et al,** 2001 71 0.86 (0.68-0.96) 0.83 (0.69-0.93) 31.3(8.3-118.3)
Shroyer et al,*® 1998 114 1.00 (0.84-1.00) 0.65 (0.54-0.74) 77.7 (4.6-1323.1)
Snijders et al,* 1998 42 0.96 (0.79-1.00) 1.00 (0.82-1.00) 579.7 (22.3-15071.0)
Wang et al,*” 2004 57 0.96 (0.79-1.00) 0.61 (0.44-0.77) 31.4 (3.8-261.1)
Wisman et al,®® 1998 48 0.31 (0.09-0.61) 0.89 (0.73-0.97) 3.4 (0.7-16.6)
Total 692 0.90 (0.85-0.93) 0.77 (0.73-0.81) 41.0 (18.3-91.7)

Snijders et al.”” wasThe study was excluded in this analysis of Lo-SIL vs. normal or benign lesion
because have two cells had the value “zero”.
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6 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Revela-se sobremaneira expressivo o impacto global do cancer de colo uterino
causado pelo Papilomavirus humano e, embora seja uma doenca evitavel, o cancer cervical
ainda constitui um grave problema de Saude Publica mundial, principalmente nos paises em
desenvolvimento.

Encontramos no arrolamento uma prevaléncia de 35,3% e no seguimento,
incidéncia de 12,3% de infec¢@o pelo HPV, em estudo de coorte realizado com 501 mulheres
assintomaticas. O HPV16 foi o subtipo mais prevalente seguido pelo HPV31. A persisténcia
do HPV foi encontrada em trinta e quatro mulheres estando associada a sexarca inferior aos
21 anos e ter tido quatro ou mais parceiros sexuais na vida, enquanto que a cura esteve
associada a realizagcdo de exame de Papanicolaou prévio, cor preta e ter PCR-positivo para C.
trachomatis no arrolamento. Os dois ultimos fatores estiveram associados positivamente
(P<0,05) com a prevaléncia do HPV, ou seja, mulheres da cor preta e mulheres com PCR
positivo para C. trachomatis no arrolamento tiveram mais chances de ter HPV-positivo
quando comparadas as de cor ndo preta e aquelas com C. trachomatis negativas. Mais estudos
sd0 necessarios para esclarecer a associacao entre C. trachomatis e cor preta com a cura da
infec¢do pelo HPV.

As limitagdes que devemos considerar em nosso estudo foram devidas ao pequeno
nimero da amostra, analisamos um s6 seguimento que tiveram o tempo de retorno na maioria
das vezes maior do que o protocolo original do estudo, e também que ndo separamos 0s

subtipos de HPV em alto e baixo risco.
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Os nossos achados salientam a importdncia de aprimorar programas de
rastreamento pelo exame de Papanicolaou e educagdo em satide na prevengdo do cancer
cervical com adolescentes, pois o comportamento sexual tem influéncia na persisténcia do
virus.

Persistem desafios muito grandes a adequada aplicacdo das estratégias de
prevencdo do cancer cervical. Dadas as dificuldades na implementagdao de programas de
rastreamento, que, além das questdes técnicas e politicas, esbarram em questdes socioculturais
¢ comportamentais.

Os marcadores tumorais sdo exames que podem auxiliar na detecgdo precoce de
algum cancer. Realizamos uma metanalise inédita, com o objetivo de verificar a acuracia da
telomerase em lesdes cervicais € nossos dados suportam a corrente hipotese da atividade da
telomerase como um evento precoce na carcinogénese e que poderia estar associado com o
inicio e a progressdo de lesdes cervicais. Os resultados dessa revisdo sistematica sobre a
acuracia do teste da telomerase nas lesdes cervicais poderia contribuir para o estabelecimento
da telomerase como um precoce marcador para lesdes intraepiteliais de baixo grau, lesdes
intraepiteliais de alto grau e cancer cervical. Deste modo, a andlise da telomerase poderia
auxiliar no decréscimo das taxas de diagndsticos falso-negativos em amostras de citologias
cervicais.

As limitagdes da metanalise foram, o pequeno nimero de artigos incluidos (10
artigos), a baixa qualidade dos mesmos (retrospectivos e nao-cegos), heterogeneidade e a
possibilidade de falso-negativos do teste para detectar a telomerase em lesdes cervicais
necroéticas ou com sangramento com possiveis inibidores da enzima.

Sabe-se que ja ¢ possivel a prevengdo primaria dos tipos mais prevalentes de
HPVs, através das vacinas profilaticas contra o HPV, de alta eficacia que poderiam ter, em

médio e longo prazos, um impacto real e mais expressivo nas taxas de cancer do colo do ttero
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(e de lesdes pré-malignas). Porém no Brasil, sé esta disponivel na rede privada de satde. Até
o presente momento, o Ministério da Saude ndo incluiu esta vacina no calenddrio anual de
vacinagdo do governo e o principal entrave sdo os limitados recursos para a saiude e os valores
elevados da vacina para HPV. Segundo o ministro da Satude, Jos¢ Gomes Temporao, todas as
vacinas oferecidas pelo governo custam hoje R$ 700 milhdes por ano. Apenas a vacina contra
o HPV, se dada as meninas brasileiras de 9 a 12 anos de idade, custaria R$ 1,8 bilhdo. (Jornal
O Estado de S. Paulo, 26/06/2007).

Seria utopia pensar na erradicagdo do cancer de colo? Talvez nao! Precisaria haver
parcerias entre organismos internacionais, setores publicos, privados, ONGs, etc, citando o
éxito de esforgos conjuntos na erradicagdo de varias doengas no passado, como a

poliomielite, se nos comprometermos com o futuro ao vacinar as meninas hoje.



138

ANEXOS



ANEXO A - Projeto

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM EPIDEMIOLOGIA

O PAPILOMAVIRUS HUMANO E LESOES DO COLO UTERINO

Maria Inés da Rosa

Projeto de pesquisa

Orientador:
Orientadora: Profa. Dra Mary Clarisse Bozzetti

Co-orientador: Prof. Dra Jandyra Fachel

Porto Alegre, 2006.

139



140

REVISAO DE LITERATURA

O cancer cervical ¢ um dos mais comuns do mundo, sendo responsavel por 6% de
todas as neoplasias das mulheres. (Parkin, 2001). Cerca de 470 000 novos casos sio
diagnosticados a cada ano. Aproximadamente 231 000 mulheres morrem anualmente por
cancer cervical invasivo, sendo que 80% destas mortes ocorrem em paises subdesenvolvidos.
(Parkin, 2001). A média de idade para desenvolver o cancer cervical ¢ de 52 anos e a
distribuicdo dos casos ¢ bifasica, com picos entre 35-39 anos e 60-64 anos. (Boring et
al,1994).

Nas ultimas duas décadas o enigma do cancer cervical comegou a ser elucidado e
atualmente foi identificada a infeccdo pelo Papilomavirus humano (HPV) como seu agente
etiologico, transmitido sexualmente. (Franco et al, 1999; Bosh et al, 2002; Bosh et al, 2003;
Castellsagué e Muiloz, 2003; van der Graaf, et al, 2002). Em 1995 a International Agency for
Research on Cancer (IARC) avaliou todos os dados relevantes da carcinogénese do HPV e
concluiu que existiam evidéncias suficientes que o HPV16 ¢ HPV18 sejam causadores do

cancer cervical. (IARC, 1995).

Prevaléncia da infecciao pelo HPV

Aproximadamente 40% das mulheres sexualmente ativas sdo infectadas pelo HPV.
(Ho et al, 1998). A incidéncia, se literalmente for levado em conta somente os casos novos, ¢
de dificil determinacdo, devido a dificuldade de saber se a infeccdo ndo € recorrente ou
reativacdao de uma fase latente, o termo certo seria incidéncia presumida (Franco, et al, 1999).

A relagdo da incidéncia e prevaléncia ¢ mediada pela duracdo da infec¢do e indica a
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persisténcia, a qual € a chave progndstica para a progressao de lesdo cervical de alto grau. (Ho
et al, 1995).

A curva da prevaléncia esta relacionada, na maioria das regidoes, com a idade. A
baixa prevaléncia em mulheres mais velhas comparada com as jovens ¢ independente dos
habitos sexuais. Burk et al (1996), em estudo de coorte observou que 36% das infecgdes
estavam presentes antes dos 25 anos, e apenas 2,8% acima dos 45 anos. Outro estudo
encontrou um pico maximo entre 20-24 anos. (Melkert et al, 1993). Numa coorte, de 20 810
mulheres, entre 16 a 94 anos, também se observou o decréscimo com a idade, da infec¢ao
pelo HPV (Sherman et al, 2003). Porém, na Costa Rica, Herrero et a/ (2000) encontraram
uma curva bimodal na prevaléncia de qualquer tipo de HPV estimada por idade. Observou-se
prevaléncia de 20% até os 25 anos, decrescendo para aproximadamente 5% entre 35-54 anos,
tornando a subir para proximo de 20% em mulheres com 65 anos ou mais. A explica¢ao
poderia ser reativacdo de infec¢des latentes e a possibilidade de alguma falha no sistema
imunolégico destas mulheres e também infeccdo pelo HIV. Resultados semelhantes foram
encontrados na Espanha e Colémbia (Munhoz et al, 1992). Estudo recente também corrobora
com esses achados indicando um segundo pico de infeccdo pelo HPV entre mulheres
hispanicas. (Giuliano et al, 2005).

No Brasil o HPV 16 ¢ o tipo predominante nos canceres cervicais invasivos nas
regides sul, central, nordeste, norte e sudeste, 52%, 57%, 59%, 43,5% e 52,25
respectivamente, os outros tipos observa-se variagdes regionais, dos HPVs 18,31 e 33, sendo
que na maioria das regides o segundo mais prevalente ¢ o HPV18, com excecdo da regiao
central que predomina o HPV33 e na regido nordeste o HPV31 ficou em segundo lugar na
prevaléncia. (Lorenzato et al, 2000; Rabelo-Santos et al, 2003; Cavalcanti et al, 2000;

Noronha et al, 1999; Bosch et al, 1995).
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A identificacdo de tipos especificos de HPV nas diferentes regides tem
implicagdes para prevengdes estratégicas, inclusive na aplicacdo da vacina que em breve

comegara ser usada no Brasil.

Transmissao e aquisicio

A aquisicdo da infecgdo cervical pelo HPV ¢ o principal precursor de uma série de
eventos que leva ao cancer cervical e tem sido exaustivamente documentado por estudos
epidemioldgicos e experimentais durante os ultimos 15 anos. Apenas a infec¢do pelo HPV
ndo ¢ capaz de levar a uma transformacao maligna, sendo que a histéria natural das mulheres
com diagnostico de lesdes precursoras de baixo grau ¢é caracterizada por regressdo espontanea
€ apenas pequena percentagem persiste € evolui para cancer. (Wright et al, 2003).

O virus HPV pode ser transmitido por contacto direto dos 6rgdos genitais durante
a pratica sexual, por relagdes anais, que podem resultar em infecgdes virais € neoplasias anais,

e ocasionalmente pelo sexo oral. (Ford et al, 2003).

Persisténcia e cura

Devem ser levados em conta os fatores relacionados ao hospedeiro e ao virus.
Sabe-se que os HPVs oncogénicos sdo importantes na persisténcia e progressao,
especialmente o HPV 16, seguido pelo HPV 18. (Hildeshein ¢ Wang, 2002). Alguns estudos
tém demonstrado associagdo entre a carga viral e aumento de cancer cervical. (Sherman et al,

2002; Sherman et al, 2003; Schiffman et al, 2000; Ylitalo et al, 2000). A integragdo do HPV
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parece ser um evento também importante na carcinogénese. Durante o processo de replicacao
viral os genomas que estdo mantidos de forma epissomal passam em algum momento integrar
o genoma da célula do hospedeiro levando a alteragdes morfologicas da célula, alterando seu
controle do ciclo celular levando a lesdes precursoras. (Klaes et al, 1999). Os fatores ligados
ao hospedeiro compreendem a resposta imune individual: imunidade humoral, imunidade
celular, imunidade inata e suscetibilidade genética. (Wang e Hildeshein, 2003).

A persisténcia pode ser definida como a detec¢do de um mesmo tipo de HPV duas
ou mais vezes em um certo periodo, ndo havendo consenso de quanto tempo seria esse
periodo (Schiffmam e Kjae 2003). A média seria de 6-12 meses (HO, 1998), sendo que o
HPV oncogénico tipo 16 persiste por um periodo maior. (Liaw ef al, 2001; Franco et al, 1999;
Molano et al, 2003). Recentes estudos evidenciaram que a regressdo da infec¢dao pelo HPV
esta relacionada a alguns mecanismos imunologicos tanto humoral (Bontkes et al/, 1999)
como mediado por células. (De Gruijl ef al, 1998). Fatores nutricionais também parecem estar
relacionados ao tempo de cura. Sedjo, et al (2003) concluiram que altas concentragdes de
trans e cis- licopeno reduzem significativamente o tempo de cura da infec¢do pelo HPV
oncogénicos. A persisténcia da infec¢do ¢ um preditor para a neoplasia cervical intra-epitelial,

particularmente entre os HPH tipo 16 e 18. (Schlecht, et al, 2001).

Progressao para cancer cervical

Ambos os tipos de HPVs oncogénicos e ndo oncogénicos podem causar lesdes
intra-epiteliais escamosas de baixo grau, na cérvice uterina. Porém em mulheres com lesdes
intra-epiteliais escamosas de alto grau e cancer cervical geralmente sdo positivas para os

HPVs oncogénicos. (Baseman e Koutsky, 2005). Aproximadamente 70 % dos canceres
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cervicais sdao causados pelo HPV 16 ou 18 (Mufioz ef a/, 2003) e 90% das verrugas vulvares
sdo causadas pelos HPVs tipo 6 ou 11. (Greer et al, 1995).

Num estudo em que foram arroladas 20.810 mulheres foram calculadas as taxas de
incidéncia cumulativa no intervalo de 122 meses para o risco de NIC III ou mais, sendo
encontrado 17,2% (11.2%-22.9%) para mulheres com HPV16+; 13,6% (3,2%-23,7%) para
mulheres HPV18+ ¢ HPV 18- e somente 3,0% (1,9%-4,2%) em mulheres com outros tipos de
HPV que ndo o HPV16 ou HPV18. Das mulheres HPV - a incidéncia cumulativa foi de 0,8%
(0,6%-1,1%). Concluindo-se que a distingao entre HPV 16 e HPV 18 de outros tipos poderia

identificar as mulheres com alto risco para desenvolver NIC III ou mais (Khan et al, 2005).

2. Telomerase e cancer cervical

O mecanismo de ativagdo da telomerase tem sido bastante estudado,
principalmente vinculado a tumores. Atualmente sabe-se que o gene viral E6 do HPV-16,
além de promover a degradagdo da proteina p53, responsavel pela apoptose celular
(DeFilippis, et al, 2003), promovem também, de forma independente um aumento da
atividade da telomerase (Veldman et al, 2003), sugerindo que a ativacdo da telomerase pela
proteina E6 é p53- independente (Klingelhutz et al, 1996; McDougall, 2001, Horner, et al,
2004), mas os fatores envolvidos neste processo ndo estdo bem elucidados (McMurray e
McCance, 2003’. Ha uma relagio entre os oncogenes sobre o Myc, responsavel pela
transcrigdo do RNA mensageiro da subunidade catalitica. Em queratinocitos observou-se que
quando havia a amplificagdo da expressdo do gene Myc, a telomerase era ativada, facilitando
a formagdo tumoral (Wang et al, 1998). Estudos estdo sendo realizados também com o foco

de tratamento com inibidores da atividade da telomerase. (Yokoyama et a/, 2004).
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A detecgao de telomerase em tecidos e/ou células cervicais de cancer ou de lesoes
precursoras de cancer de colo uterino tem sido mundialmente estudada por varios
pesquisadores, a partir de 1996 (Zheng et al, 1997; Zheng et al, 2000; Yashima et al, 1998;
Anderson et al, 1997; Nakano et al, 1998; Mitirangura et al, 1998; Wisman et al, 1998;
Snijders et al, 1999; Kawai et al, 1998; Malaska et al, 2004; Zhang et al, 1999; Nair et al,
2000; van Duin et al, 2003; Park et al, 2003; Reesink-Peters et al, 2003; Reddy et al, 2001;
Riethdorf et al, 2001; Wisman et al, 2000; Herbsleb et al, 2001; Cheah et al ,2002), embora

no Brasil ainda ndo exista nenhum trabalho publicado explorando essa associagdo.
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1 Introducao

A infecgdo pelo Papilomavirus humano (HPV) estd bem estabelecida como causa
necessaria, mas nao suficiente do cancer cervical (Walboomers, et al, 1999; Ferenczy, Franco,
2002). Geralmente ¢ uma infec¢do transitéria, com regressao espontanea nao resultando
lesdes cervicais ou levando a lesdo cervical de baixo grau (Ho, et al, 1995; Franco, et al,
1999)

Viérios co-fatores t€m sido associados com o desenvolvimento do cancer cervical
invasivo, como: paridade, uso de contraceptivo oral, tabagismo, imunossupressao,
particularmente relatado em pacientes com virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
infecgdes com outras doencgas sexualmente transmissiveis, e deficiéncia nutricional
(Hildeshein, et al, 2001; Muioz, et al, 2002; Castle, et a/ 2001; Goodman, et al, 1998, Brock,
et al, 1998, Palan, et al, 1996). A idade da sexarca, numero de parceiros sexuais, historia de
DSTs e outras caracteristicas de atividade sexual estdo ligadas ao processo de adquirir o virus
HPYV e ndo sao considerados co-fatores para a progressao da infec¢ao pelo virus (Rousseau, et
al, 2003)

A persisténcia da infeccdo pelo HPV parece ser um pré-requisito para o
desenvolvimento de neoplasia intra-epitelial de alto grau (Ho, et al, 1995; Schelecht, et al,
2001). Os fatores virais, do hospedeiro e fatores ambientais podem influenciar no curso da
infec¢do do HPV (Hildeshein, Wang, 2002).

O objetivo desse estudo foi de verificar os determinantes da aquisicao, persisténcia

e regressdo da infeccao pelo Papilomavirus humano, em mulheres do sul do Brasil.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Descrever as caracteristicas associadas a infec¢do pelo Papilomavirus humano e

evolugdo dessa infecg@o num minimo de seis meses ap6s o diagndstico inicial.

2.2 Objetivos especificos

1. Estimar a prevaléncia e incidéncia do HPV e de seus subtipos.

2. Avaliar a taxa de persisténcia, aquisicdo e regressdo da infeccdo pelo

Papilomavirus humano.

3. Avaliar as associacdes das varidveis estudadas (demograficas, reprodutivas e

de comportamento sexual) com os desfechos.

3. Material e Métodos

Delineamento da Pesquisa

Estudo de coorte

Amostragem

A populacdo em estudo s3o todas as mulheres pertencentes a area geografica de

abrangéncia da Unidade de Saude Jardim Leopoldina, Porto Alegre, que tenha iniciado vida
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sexual, nao tenha diagndstico prévio de cancer de colo uterino, nao tenha sido
histerectomizada e concordarem em participar do estudo,” projeto-mae”: “A Distribui¢ao de
Papilomavirus Humanos Oncogénicos e sua associagao com lesdes do colo uterino” que vem
sendo realizada desde fevereiro de 2003.

Até agosto de 2006 ja haviam sido arroladas 1500 mulheres que realizaram o PCR

para HPV.

Amostra

Comporao a amostra desse estudo mulheres incluidas nessa coorte em andamento,

que tiveram seu primeiro retorno até agosto de 2006.

Variaveis
Dependente:
Infeccao pelo Papilomavirus humano
Persisténcia  (++)
Regressao + -
Nova infecgao (- +)
Nao infecgdo (- -)
Independentes:
Variaveis demograficas (idade, escolaridade, renda)
Varidveis reprodutivas (menarca, gestagdes, filhos vivos, abortos, uso

contraceptivos orais)
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Variaveis de comportamento sexual (sexarca, parceiros sexuais, histéria de DSTs,)

Tabagismo

Analise estatistica:

Serdo realizadas andlises descritivas de todas as varidveis. Serdo utilizadas médias
para variaveis quantitativas e porcentagens para variaveis qualitativas.

Duas propostas:

1. Fazer andlise de sobrevida, utilizando Kaplan-Meier, dividindo-se em dois
estratos:

As mulheres que iniciam positivas [(+ +) e (+ -)], considerando-se o negativo
como a falha.

As mulheres que iniciam negativas [(- +) e (- -)], considerando-se o positivo como
a falha

2. Regressao logistica multinomial

Categorizar-se-a em 4 categorias:

HPV+  HPV+  (+ +)
HPV+ HPV-  (+ -)
HPV- HPV+ (- 4
HPV- HPV- (- )
(- -)referéncia

O método estatistico usado para investigar a influéncia de determinantes na

infeccdo pelo HPV ¢ um modelo multinomial para eventos discretos de riscos competitivos
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(multinomial logist model for discrete-time competing risk events). Varias razdes podem ser
apontadas para justificar o uso de tal modelo (Hachen Jr, 1988; Yamaguchi, 1991).

A regressdo logistica multinomial ou modelo logistico politomico ¢ uma
generalizacdo do modelo logistico binario. Enquanto que na regressdo logistica bindria a
variavel resposta tem duas categorias, na logistica multinomial a variadvel resposta tem mais
de duas categorias.

Na analise da evolugdo da situagdo do HPV, dividiu-se em quatro categorias (+ -)
(+ +) (- ) e (- -), sendo a ultima a categoria de referéncia. A primeira categoria significa
mulheres com HPV+ no inicio do estudo e no retorno, a segunda, mulheres HPV+ no inicio e
HPV- no retorno e a terceira HPV- no inicio que se tornou HPV+ no retorno. A quarta
categoria representa a ndo ocorréncia de nenhum dos eventos, ou seja, a mulher era HPV- no
inicio e continua HPV- no retorno, sendo esta a categoria de referéncia. Para a estimacao dos

parametros utilizar-se-a o pacote SPSS13.0 .

Procedimentos utilizados na coorte em andamento

Apos serem arroladas, as participantes responderam questionario epidemioldgico e
tiveram amostras de cérvice uterina coletadas e examinadas para citologia convencional e
para a testagem do HPV-DNA através dos métodos da Rea¢do em Cadeia da Polimerase.

As participantes do estudo que apresentam alteracdes ao exame clinico e/ou
citolégico realizam colposcopia e bidpsia de colo uterino quando indicado.

As mulheres com resultados positivos a0 DNA do HPV sdo acompanhadas com
freqliéncia semestral para verificar as presenca de alteragdes citologicas do colo uterino e sua

evolucdo na tentativa de relaciona-las com os HPVs oncogénicos, em especial os tipos 16 e
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18. As mulheres que foram diagnosticadas com alteragdes citologicas que necessitarem
tratamento imediato (NIC II, III, cancer in situ, cancer invasor) foram encaminhadas para o
Servico de Ginecologia do Hospital Conceicdo (HC) ou Hospital Femina (ambos do Grupo
Hospitalar Conceigao) para realizar os procedimentos indicados. As alteragdes citologicas do
tipo “células escamosas de significancia indeterminada” (ASCUS) ou com neoplasia intra-
epitelial cervical de baixo grau (NIC I) tiveram vigilancia semestral para acompanhamento da
lesdo.

O diagndstico molecular do HPV a para a identificacao dos subtipos especificos da
amostra de mulheres positivas para o HPV foi realizada através do método da PCR no
Laboratorio Central de Saude Publica — IPB-LACEN/RS da Fundagao Estadual de Producao e
Pesquisa em Saude (FEPPS), da Secretaria de Saude do Estado do Rio Grande do Sul.
Através do método da PCR para verificar as mulheres HPV-DNA positivas e, entre estas
aquelas com os subtipos 16 ¢ 18 ¢ outros através da analise de seqiiéncias da regido longa e
por hibridizagao (dot plot) dos genes E6 e L1.

As laminas com esfregaco para citologia e as biopsias foram processadas e
analisadas junto ao laboratério de patologia do Hospital Nossa Senhora da Conceigdao. Além
da leitura do laboratorio em questdo, todas as laminas foram revistas por um leitor
independente sem conhecimento prévio do diagndstico dado pelo laboratério e com
experiéncia neste tipo de leitura, com o objetivo de verificar a concordancia no diagnostico
citolégico. A classificagdo citoldgica utilizada foi a do Sistema de Bethesda. As colposcopias
foram realizadas por profissionais médicos do HC com experiéncia neste procedimento
diagnéstico com agendamento prévio especifico e de freqii€ncia mensal para as participantes
do estudo que tiverem indicagdo para a realizagdo de tal exame. Foram indicadas para
colposcopia as participantes do estudo que apresentarem achados citologicos (ASCUS ou +)

e/ou forem HPV-DNA positivas.
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A coleta de dados epidemiologicos (variaveis demograficas, de vida reprodutiva,
de comportamento sexual ¢ morbidades pregressas) foi realizada através de um questionario
padronizado e por entrevistadores treinados quando da entrada das participantes no estudo
(Anexo 1). Um manual de preenchimento foi desenvolvido apds a realizagdo de um estudo
piloto para adequacao do instrumento.

A coleta de dados ocorreu junto & Unidade Jardim Leopoldina e foi realizada em
um dia da semana (sexta-feira: manha e tarde) em um consultério especificamente designado

pela chefia da unidade para este fim. A coleta iniciou em fevereiro de 2003.

Técnica do PCR

A técnica de PCR para o diagnostico de HPV foi anteriormente descrita por Bauer
et al (1993) e Coutlée et al (2002).

As amostras para a pesquisa de HPV-DNA e CT-DNA foram coletadas na
Unidade de Saude de Atengdo Primaria do Posto Jardim Leopoldina, utilizando-se escova do
tipo “cytobrush” e estocadas a temperatura de -20°C em 2 ml de tampdo TE (10mM Tris-HCl
pH 8,5; ImM EDTA) até a extracdo do DNA. O transporte das amostras foi realizado em
condi¢cdes de baixas temperaturas (-20°C).

Apds descongelamento, as amostras foram submetidas a extracdo de DNA através
de solucdo Proteinase K/TE-50 (200 pg/ml de proteinase K ‘DNase/RNa free' Gibco, 2%
Tween 20, ImM EDTA, 10mM Tris-HCI pH 8,5) e deixadas em banho-maria por 18 horas.
Ap6s inativagdo a 94°C durante 10 min, 5uL de cada amostra desproteinizada foi submetida a

amplificagdo por PCR (19, 20, 21). Para a detec¢do do HPV, utilizou-se como primers
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consensus os seguintes oligonucleotideos degenerados, complementares a regido L1 do
genoma viral do papilomavirus humano (1, 2, 20, 22, 23):

My 09  5’..CGT CC*c AA®/ GGA */tAC TGA TC... 3’

My 11 5°..GC"c CAG GG"/r CAT AA%/r AAT GG... 3’

As reagdes foram realizadas em volume final de 50 pL, contendo 2,5U da enzima
Tag DNA polimerase (Invitrogen), primers na concentracdo de 50ng/uL cada, 3,0 mM de
MgCl,, 200uM de cada DNTP (Invitrogen), 10mM de Tris-HCI pH 8,3, S0mM de KCl, SuL
de DNA e H,O q.s.p.

As seguintes condigdes foram utilizadas para amplificagdo em aparelho
termociclador MJ Research PTC 96: 95°C por 13 min, para desnaturagdo; 40 ciclos
subseqiientes de 95°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min, para amplificagio; 72°C
por 5 min, para extensdo final; 4°C para estoque dos produtos amplificados.

Os produtos de PCR foram analisados em géis de agarose 2,0%, em tampao TBE
(Tris Acido Bérico mais Acido Etileno Diamino Tetraacético), contendo 0,5ug/ml de brometo
de etidio, sob luz ultravioleta e comparados a um controle positivo de reacdo da PCR. As
amostras que apresentaram um fragmento & mesma altura do controle positivo foram
consideradas amostras positivas e as amostras que comparadas ao mesmo controle positivo da
reacdo de PCR, e ndo apresentaram nenhum fragmento, foram consideradas como amostras
negativas para o DNA de HPV. Nesta técnica foi utilizado um controle de reagdo negativo,
que ao ser visualizado em gel de agarose, observou-se que as reacdes ndo estavam
contaminadas, apresentando confiabilidade nos resultados. Um controle interno de reagao,
primers [-globina, foi utilizado para verificarmos a integridade do DNA extraido. Para a

tipagem de HPV tipos 16, 18, 31 e 33 foram utilizados primers especificos para estes subtipos
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Dificuldades

Entre as dificuldades do projeto podem ser destacados a adesdo da populacdo nos

retornos para a coleta de material, tendo sido até 2005 retornos espontaneos e a partir de 2006

buscas ativa.

Consideracdes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar

Conceigdo em 15 de janeiro de 2003, protocolo nimero 112/2002.
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1 Introducao

A telomerase ¢ um complexo ribonucleoproteico que sintetiza o DNA telomérico e
contribui para a manutengdo dos teldmeros (Greider, 1999; Kim et al, 1994). A atividade
dessa enzima esta frequentemente aumentada em tecidos cancerosos quando comparados aos
tecidos normais (Ahmed, et al, 2003). Revisdes indicam que a atividade da telomerase esta
aumentada na maioria dos canceres cervicais escamosos. Avangos na biologia molecular dos
telomeros e expressdo da telomerase podera contribuir tanto como diagnostico, progndstico
ou para propor um tratamento para o cancer de colo uterino com substancias inibidoras de
telomerase(Lijmer, 1997).

Sera realizada, uma revisao sistematica quantitativa para determinar a acuracia da
telomerase no diagnostico das lesdes pré-cancerosas escamosas do colo e no cancer de colo

uterino invasor.

2 Objetivos

2.1 Geral
Determinar a acuracia da telomerase no diagndstico das lesdes pré-cancerosas

escamosas do colo e no cancer de colo uterino invasor.

2.2 Especifico
Proceder uma revisdo sistematica de estudos com enfoque diagnoéstico, para avaliar

a atividade da telomerase em lesdes pré-neoplésicas e cancer cervical.
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3 Métodos

3.1 Estratégias de busca

A pesquisa serd realizada de maneira sistematica, no periodo de 1990 até fevereiro
de 2007, nos bancos de dados do Medline (Ovid e PubMed), Embase, Lilacs e da Cochrane
Library . Serdo utilizadas as seguintes palavras chaves para busca: “Cervix neoplasm”,
“Human papilloma virus” “Cervix Cancer” e “Cervix Diseases”, “Dysplas*”

“Papillomavirus*”, “PapillomVirus*” e “telomerase”, combinando com termos de

32 32

diagnéstico (“sensitivity and specificity”). O simbolo difere em cada banco de dados e

permite recuperar todas as variacdes com sufixos das palavras de origem. A pesquisa sera

limitada para humanos e sexo feminino, mas nao havera restri¢ao de idioma.

3.1.1 Estratégia de busca no MEDLINE (PubMed)

“sensitivity and specificity” [all fields]
“sensitivity and specificity/standards” [all fields]
“specificity” [all fields]

“screening” [all fields]

“false positive” [all fields]

“false negative” [all fields]

#1 OR #2 OR #3 OR #4 OR #5 OR #6
“accuracy” [all fields]

“predictive value” [all fields]

“predictive value of tests” [all fields]

“reference value” [all fields]

“reference values” [all fields]

“reference values/standards” [all fields]

#7 OR #8 OR #9 OR #10 OR #11 OR #12 OR #13
“roc” [all fields]

“roc analysis™ [all fields]

“roc and” [all fields]

“roc area” [all fields]

“roc auc” [all fields]

“roc characteristics” [all fields]
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“roc curve” [all fields]

“roc curve method” [all fields]
“roc curves” [all fields]

“roc estimated” [all fields]
“roc evaluation” [all fields]
“likelihood ratio” [all fields]
#16 OR #17 OR #18 OR #19 OR #20 OR #21 OR #22 OR #23 OR #24 OR #25
OR #26

#14 OR #27

cervix neoplasms [mh]
Cervix Cancer [mh]

cervi* [tw] AND dysplas* [tw]
#29 OR #30 OR #31
telomerase [mh]

#32 AND #33

28# AND #34

RESTRINGIR A PARTIR DE 1990
SOMENTE ESTUDOS EM HUMANOS
MULHERES

3.1.2 Estratégia de busca no EMBASE

sensitivity AND specificity
sensitivity AND specificity$ ADJ5 standards
specificity

screening

false ADJS positive

false ADJS negative
I1OR20OR30OR40OR50R6
accuracy

predictive ADJS value

predictive ADJ value ADJS tests
reference ADJ5 value

reference ADJS5 values

reference ADJ5 values$ ADJ5 standards
8OR9OR100OR 11 OR 120R 13
roc

roc ADJ5 analysis

roc ADJ5 area

roc ADJ5 auc

roc ADJ5 characteristics

roc ADJ5 curve

roc ADJ5 curve ADJ method

roc ADJ5 curves

roc ADJ5 estimated
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roc ADJ5 evaluation

likelihood ADJS5 ratio

16 OR 17 0OR 18 OR 19 OR 20 OR 21 OR 22 OR 23 OR 24 OR 25 OR
7 OR 14 OR 27

exp cervix neoplasms/

exp Cervix Cancer/

(cervi$ adj5 tumo$).tw

(cervi$ adj5 neoplasm$).tw.
(cervi$ adj5 cancer).tw.

(cervi$ adj5 carcino$).tw.

(cervi$ adj5 dysplas$).tw.

(cervi$ adj5 Papillomavirus$).tw.
(cervi$ adj5 Papovavirida).tw.
#28 OR #29 OR #30 OR #31 OR #32 OR #33 OR #34 OR #35 OR #36
telomerase.ti,ab,hw,tw.

#37 and #38

#27 AND #39

nonhuman/

animal/ not (human/and animal/)
#41 OR #42

40 not 43

3.1.3 Estratégia de busca na Cochrane Library e LILACS

Telomerase cervical cancer (and)

Telomerase HPV (and)

3.2 Critérios de sele¢cao dos estudos

Esta revisdo focalizard estudos observacionais prospectivos nos quais serdao

comparados os resultados do teste diagnostico de interesse (telomerase) com os resultados de

um padrao de referéncia.
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3.2.1 Critérios de inclusao dos estudos

Para critérios de inclusdo, em cada estudo serd necessario que o exame
histopatologico tenha uma das seguintes patologias descritas: neoplasia intra-epitelial e
carcinoma invasor de colo uterino de acordo com a Federag¢ao Internacional de Ginecologia e
Obstetricia (FIGO, 2002). O teste diagnostico da atividade da telomerase serd comparado com
o diagnodstico de referéncia resultado anatomopatologico das bidpsias. O teste serd
considerado positivo ou negativo comparativamente ao padrao-ouro. O critério de inclusao
sera que cada estudo tenha anatomopatologico e que descreva os casos de achados normais ou
lesdes benignas, lesdes de baixo grau, lesdes de alto grau e cancer cervical. O diagndstico
positivo da atividade da telomerase na neoplasia intra-epitelial e cancer cervical sera
comparada de quatro formas: (1) LIEBG versus normais ou lesdes cervicais benignas, (2)
LIEAG versus LIEBG, (3) cancer cervical versus LIEBG normais ou lesdes cervicais
benignas e (4) cancer cervical versus LIEAG. O desfecho primario medird a acurédcia do
diagnostico de LIEBG e normal ou lesdes cervicais benignas, LIEAG e cancer cervical. O
desfecho secundario sera a distribuicdo do tipo histolégico obtido por biopsia, de neoplasia
intra-epitelial e cancer cervical.

Os estudos revisados serdo identificados independentemente por cinco
investigadores (M.I.R., L.R. M, E.-W e D.D. R,). A inclusdo final ou exclusdo dos estudos
serdo feitas de acordo com uma lista de critérios de selecdo (checklist). Discordancias sobre
inclusdo ou exclusdo de estudos serdo resolvidas inicialmente por consensos, ¢ quando isto
ndo for possivel, eles serdo resolvidos através de um sexto revisor (M.C. B). As andlises
estatisticas serdo realizadas por revisoras (R.R.Z, A.BM e J.F). As estatisticas de

concordancia serdo computadas entre os revisores.
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3.2.2 Critérios de exclusao dos estudos

Serdo excluidos estudos em que ndo seja possivel construir tabela de contingéncia
2 x 2. Casos em que haja incerteza diagnostica no exame de parafina, e estudos com nivel 4 e

5 conforme Oxford Evidence Levels

3.3 Tipo de participantes

3.3.1 Critérios de inclusao

Os estudos selecionados serdo de mulheres tratadas cirurgicamente com lesdes
suspeitas no colo uterino para neoplasia intra-epitelial e cancer de colo uterino e que haviam
sido submetidas a exame de colposcopia prévio O teste diagndstico sera analise da presenca
de telomerase (positiva ou negativa) e a referéncia diagnostica serd o resultado posterior da

analise histologica em parafina.

3.4 Avaliacao de qualidade dos estudos

Todos os artigos encontrados serdo avaliados conforme os critérios de
elegibilidade de qualidade metodologica. Esta avaliacdo envolve examinar cada estudo
conforme as caracteristicas da populacdo de pacientes, o teste diagnostico e o padrao de

referéncia (Lijmer, 1999; Jaeschke, 1994; Bossuyt, et al, 2003; Cochrane, 2004).
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Estas caracteristicas incluem os métodos de colecdo de dados ¢ selecao de
paciente, a descricdo do método da pesquisa da expressdo de telomerase e o padrio de
referéncia histologico, com verificagdo de viés dentro de cada estudo (Jaeschke, 1994;
Bossuyt, et al, 2003).

A avaliagdo de qualidade dos estudos incluidos serd sumarizada através do escore
de qualidade de cada estudo encontrado na Tabela 1 (Lijmer, 1999). A qualidade
metodologica de cada estudo sera verificada ainda conforme a classificagdo de evidéncia do
Oxford Centre for Evidence Based Medicine Level of Evidences Classification (Phillips,
2004).

Somente estudos com enfoque diagnodstico considerados com alto nivel de
evidéncia (entre 1 e 3) conforme Oxford Evidence Levels serdo incluidos, enquanto os com

nivel 4 e 5 serdo excluidos (Phillips, 2004).

Abstracao de dados

Cinco investigadores de forma independente (M.LLR, L.R.M, E'W ¢ D.D.R)
abstrairdo os dados de prevaléncia do HPV e da expressao de telomerase nas lesdes de baixo
grau, alto grau e cancer cervical

A avaliacdo dos artigos em inglés sera executada por trés revisoras (M.I.R, L.R.M,
D.D.R), enquanto que a avaliagdo de artigos publicados em idiomas diferentes do inglés sera
executada de forma independentemente por dois outros revisores (M.C.B, D.D.R) sendo a
tradugdo realizada quando necessario.

Qualquer discordancia sera resolvida por consenso tanto para artigos em inglés

como em outro idioma. Os principais desfechos diagnésticos considerados serdo: normal ou
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lesdes benignas, lesdo intra-epitelial de baixo grau, lesdo intra-epitelial de alto grau e cancer
cervical. Lesdes com baixo grau serdo comparadas com normal ou lesdes cervicais benignas
e foi considerada como controle.

Os calculos estatisticos serao realizados com programa de computador Meta-DiSc

proprio para evoluir testes diagndsticos (Zamora, et al, 2003).

Sintese de dados e Analise Estatistica

Para avaliacdo da concordancia entre a elegibilidade de cada estudo e a qualidade
metodolodgica, assim como também a concordancia da expressao da telomerase e o resultado
histolégico na parafina, serd calculada a porcentagem observada de concordéancia através do
coeficiente Kappa (k) (Altman, 1999). A tabela de contingéncia 2 x 2 serd construida em cada
estudo selecionado, nas quais todos os resultados das biopsias serdo classificados em LIEAG,
LIEBG e carcinoma cervical invasor. Serdo calculadas as taxas de verdadeiros positivos, as
taxas de falsos Quando na tabela de contingéncia houver alguma célula contendo “0”, seréd
adicionado 0,5 a cada uma das células, viabilizando os célculos, quando houver mais de duas
células com zero este estudo serd excluido.

Para produzir uma estimativa combinada da sensibilidade e especificidade dos
estudos sera realizada uma metanalise.

As estimativas combinadas serdo calculadas com uma média ponderada. Os estudos
individuais encontrados serdo ponderados pelo tamanho da amostra. O intervalo de confianga
de 95% para a média de pesos sera calculado usando o método exato. A associacdo entre a
sensibilidade e a especificidade sera calculada com o coeficiente de correlacdo de Spearman

para normal ou lesdo benigna, LIEBG, LIEAG e cancer cervical (Altman, 1999)
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A odds ratio diagnéstico (DOR) serd utilizada para relatar as diferentes
combinagdes de sensibilidade e especificidade. A DOR ¢ uma medida para discriminar o
poder do teste diagnostico: a razdo de odds de teste positivo entre doentes e o odds do teste

positivo entre os ndo-doentes.

DOR = sensibilidade/ (1-sensibilidade)

(1-especificidade) /especificidade

A heterogeneidade das sensibilidades e especificidades dos diferentes estudos sera
analisada através do teste de Cochran (Qr) pela distribui¢do do %> com N-1graus de liberdade.
No caso de correlagdo, uma curva ROC combinada (receiver operating curve) sera gerada

usando dados de todos limiares, usando o método de Littenberg e Moses (Deeks, et al, 2001).

Analise de Sensibilidade

A fim de avaliar se a qualidade metodoldgica afetara a precisdo diagnostica serao
excluidos estudos com menos de 50% de critérios de qualidade para estudos com enfoque
diagnéstico (Lijmer, 1999) e aqueles que estejam abaixo do nivel 3 do Oxford Centre for
Evidence Based Medicine Level of Evidences Classification (Phillips 2004).

A robustez dos resultados sera testada repetindo a analise com um modelo estatistico diferente
(modelo de efeitos randomicos) (Deekes, et al, 2001; Sutton, et al, 2000). O programa
computacional estatistico utilizado serd o Meta-DiSc® (version Beta 1.1.1). Dois revisores

(R.R.Z, A.B.M) reproduzirdo os testes.
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Cronograma
ATIVIDADE PERIODO
Revisdo da literatura Margo 2005/julho 2006
Apresentagdo do ante-projeto Setembro/2005
Revisdo do ante-projeto e apresentagido do projeto Agosto de 2006

Preparacédo do banco de dados
Analise estatistica dos dados e interpretagdo dos resultados
Exame de Qualificagao
Elaboragdo dos artigos ¢ da tese
Encaminhamento da tese ao PPGE

Defesa da tese

Agosto/2006-Setembro 2006

Setembro2006-Outubro 2006

Julho/Agosto/2006
Até junho 2007
Julho/2007

setembro/2007

ORCAMENTO TOTAL DO ESTUDO

. Material de Consumo:

.1. Etapa inicial do estudo (primeiros 2 anos)

1
2
3
4

~N O

. 2050 laminas e laminulas

. Luvas p/coleta do citoldgico (4000)

. 14 caixas para armaz. de laminas (150 p/caixa)

. 10 pctes. de papel A4 para questionarios e
Manual de instrugdes (pctes ¢/500)

800 tubos plasticos c/tampa para armazenamento
sangue (40 ml) (unid. ¢/25)

. 800 seringas (50 ml) para coleta de sangue

. 23 kits captura hibrida II p/ 2000 testes p/HPV

(alto risco)
. 2250 coletores p/captura hibrida

. 430 tubos para coleta material cervical p/PCR

10. Reagentes p/a citologia

USS$ (23/07)
(US$ 1,00 = R$ 2,48)

1779,4 (unid.:0,868)
1936,0 (unid.:0,484)
347,20 (unid.:24,80)

99,20 (pcte.:9,92)

5404,16(unid:168,38)
1584,00 (unid: 1,98)

23875,61(u.:1038,07)
3172,5 (u.:1,41)
3039,8(unid: 168,88)
1674,00 (u.:0,670)



11.Containers para armazenamento € envio
do material p/captura hibrida

Total

1.2. Segunda Etapa do estudo (altimos 3 anos)

1. Material para o teste sorologico (ELISA):

a)30 placas microtiter (96 orificios) cx. ¢/5
- b)Carbonato (tampao)
- ¢)VLPs (HPV 16 e 18) (p/reagdo antg/antic)
- d)PBS
- ¢)IgG anti-humana
(horseradish peroxidase-conjugated goat F(ab’),)
- fleite em pd a 0,5%
- g)substrato ABTS
2. 430 escovas endocervicais
3. Material p/PCR
- DNTPs (oligonucleotidios)
- Taq DNA polimerase (10X)
- MgCI2
- proteinase K
- brometo de etidio
- primers p/HPV 16 ¢ 18
- Agarose 1%
- Ponteiras 1-[1(11 (¢/1000)
Total
2. Outros materiais
Postagem p/remessa material p/laboratério DIGENE
em Sdo Paulo
Total
7.3.Recursos Humanos
1. Bolsistas de iniciacdo cientifica (3)
2. Leitura Cito/histopatologistas
3. Diagnostico Colposcopico

Total geral

167

200,00
42,911,71

558,00(cx.: 93,00)
54,00

4500,00

28,00

225,80

35,00

38,50

632,10 (unid.:1,47)

270,00 (100p1:54,0)
48,00 (unid.: 24,00)
33,40

150,00(5m- 75,00)
144,00 (5ml1-72,00)
1663,00

64,00

72,58 (cx.: 18.14)
8516,38

992,00 (10 remes.)

992,00

52420,09
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FINANCIAMENTOS

O estudo dispoe:

v' Verba parcial para realizagdo de algumas etapas do estudo fornecido pela Fundagio
de Auxilio a Pesquisa do Rio Grande do Sul (FAPERGS) (valor: R$ 4.000,00).

v Verba para a realizagdo do método PCR de edital da SSMA/RS (valor: R$ 6.000,00).

v Verba CAPES/PROF: PPG Clinica Médica (valor: R$ 3.000,00); PPG Epidemiologia
(valor: R$ 3.000,00).

v' Verba FIPE/HCPA: verba para realizagdo de imuno-histoquimica para P16
(R$4.000,00).

v" Verba CNPQ/Edital 2003; valor R$ 20.000,00

v" Dispdem de 2 bolsas PIBIC/CNPq, 1 bolsa BIC/PROPESQ ¢ 1 bolsa Produtividade

em Pesquisa/CNPq.
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ANEXO C - Questionario

Ficha de Coleta de Dados — Questionario de Entrada no Estudo

PREVENCAO E DETECCAO PRECOCE DE CANCER DE COLO UTERINO

QUESTIONARIO DE ENTRADA NO ESTUDO

Endereco:

3. Telefone de contato:

4. Data de nascimento? / / (dd/mm/aaaa) DNASC: / /
5. Data da entrevista? / / (dd/mm/aaaa) DENT: / /
6. Idade:  (.em anos) IDADE:

7. Estado marital: ESTMARIT: _

(1) Casada ou com companheiro fixo hé pelo menos 1 ano

(2) Com companheiro hd menos de 1 ano (3)Solteira

(4) Divorciada/desquitada  (5) Separada

(6) Viuva

8. Ocupacio: OCUP: _ _

9. Cor da pele:

(1) branca (2) preta (3) mulata (4) amarela COR:
10. Escolaridade: ESCOLAR: _

( 1) analfabeta ( 2) primeiro grau incompleto

( 3 ) primeiro grau completo (4 ) segundo grau incompleto

( 5) segundo grau completo ( 6 ) terceiro grau incompleto

( 7)) terceiro grau completo (9 ) ignorado

11. Numero de pessoas que residem na casa: PCASA:

12. Renda da familia (anotar a renda em reais) RENDA:
13. Vocé fuma? (1) Sim (2) Nao FUMO:

SE A RESPOSTA A QUESTAO 13 FOR “NAO” PULE PARA A QUESTAO 16

14. Se sim, ha quanto tempo? __ (em anos) TFUMO:

15. Se sim, quantos cigarros fuma por dia? CIGDIA:
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16. Idade da primeira menstruagdo: MENARCA:
17. Seus ciclos menstruais sao regulares? (intervalo) CMENST:

18. Vocé ainda menstrua? (1) Sim (2) Nao MENOP1:

SE A RESPOSTA A QUESTAO 18 FOR “NAO” PULE PARA A QUESTAO 22
19. Se ndo, ha quanto tempo? __ (em anos) MENOP2:

20. Voce faz ou ja fez terapia de reposi¢ao hormonal? MENOP3:

(1) Sim (2) Nao

21. Se sim, por quanto tempo? __ (em anos) MENOP4:

22. Qual a idade da primeira relagao sexual: =~ SEXARCA:

23. Qual o ntimero de parceiros sexuais no tltimo meés: PARSEX1:
24. Qual o nimero de parceiros sexuais ao longo da vida: PARSEX2:
25. Vocé utiliza ou utilizou algum método anticoncepcional? ACOLl: _

(1) Sim (2) Nao

26. Qual o método anticoncepcional que utiliza ou utilizou? ACO2:

Anticoncepcional oral; (2) Anticoncepcional injetavel;
Condon (camisinha); (4) Diagragma;

(5) “Camisinha” feminina; (6) DIU/Mirena;

(7) Cirtrgico (LT); (8) Tabela; (9) Nao sabe;

(10) Nao se aplica; (11) Outro:
27. Ja esteve gravida alguma vez? (1) Sim (2) Nao GESTAL:

SE A RESPOSTA A QUESTAO 27 FOR “NAO” PULE PARA A QUESTAO 33
28. Se sim, quantas vezes? GESTA2:

29. Que idade tinha na primeira gestagdo? GESTA3:
30. Quantos filhos nasceram vivos? FVIVOS:

31. Ja teve algum aborto? (1) Sim (2) NaoABO1:

32. Se sim, quantos? ABO2:

33. Vocé ja teve/tem alguma das seguintes doengas?

Sim; (2) Nao; (9) Nao sabe

Condiloma acuminado/Papilomavirus (verrugas genitais): COND:
AIDS/ HIV positiva: HIV:
Sifilis: SIFILIS:

Gonorréia: = GONO:
Candidiase genital: CANDIDA:



Clamidia genital: ~ CLAMIDIA:
Herpes genital: HERPES:
Outra, qual?: OUTDST: _

34. Se sim, vocé fez algum tipo de tratamento? TRATI: _
35. Se sim, qual? TRAT2: _

36. Seu marido ou companheiro ja teve alguma das seguintes

doencas? Sim; (2) Nao; (9) Nao sabe

Condiloma acuminado/Papilomavirus (verrugas genitais): CONDM:
AIDS/ HIV positivo: HIVM:
Sifilis: SIFILISM: _

Gonorréia: =~ GONOM: _

Candidiase genital:  CANDIDAM: _

Clamidia genital: _ ~ CLAMIDIAM: _

Herpes genital: HERPESM:

Outra, qual?: OUTDSTM: _

37. Se sim, vocé fez algum tipo de tratamento? TRATMI:

38. Se sim, qual? TRATM2:

39. Vocé alguma vez ja realizou o exame preventivo de  CP1:

colo uterino? (1) Sim; (2) Nao; (9) Nao sabe

40. Se sim, qual a data do Gltimo exame?  /  (mm/aaaa) DATCP: /

41. Vocé costuma realizar auto-exame de mamas? MAMAL:
Sim (2) Nao
42. Se sim, com que freqliéncia?  MAMA2:

diaria; (2) semanal; (3) mensal; (4) Outra:

43. Vocé ja teve ou tem alguns dos seguintes problemas de
saude? (1) Sim (2) Nao (9) Nao sabe

Doenga cardiovascular (HAS, DIC): HDCV:
Lesdes pré-invasivas de colo de utero: =~ HLPCU: _
Doenga endocrino-metabolica (diabetes):  HDEM:
Doenga Respiratoria (asma, dpoc): HDR:

Doenga psiquidtrica (depressdo):  HDP: _
Cancer ginecologico: HCAG: _
Outro tipo de cancer: HC:

44. Se sim, vocé faz algum tipo de tratamento para o TRATPSI:
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seu problema de saude? (1) Sim (2) Nao

45. Se sim, qual o tratamento? TRATPS2:

46. Alguém na sua familia (lado materno ou paterno) tem ou
teve algum dos seguintes problemas de satude?

(1) Sim (2) Nao (9) Nao sabe

Doenga cardiovascular (HAS, DIC): HFDCV: _
Lesdes pré-invasivas de colo de utero: = HFLPCU: _
Doenga endécrino-metabolica (diabetes):  HFDEM:
Doenga Respiratoria (asma, dpoc): HFDR:

Doenga psiquiatrica (depressdao): ~ HFDP: _

Cancer ginecologico: HFCAG: _
Outro tipo de cancer: HFC: _
AIDS(HIV positivo): HFAIDS:

47. Se sim, faz algum tipo de tratamento parao ~ TRATPSF1: _
este problema de saude? (1) Sim (2) Nao
48. Se sim, qual o tratamento? TRATPSF2:

49. Historia de 6bito na familia nos ultimos cinco anos?

(1) Sim (2) Nao (3) Nao sabe OBITOF: _

50. Se sim, qual a idade da pessoa que foi ao 6bito: _ (anos) OBFIDAD:
51. Se sim, qual a causa da morte? CAUSAOBF:

OBSERVACOES DO ENTREVISTADOR:
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II. QUESTIONARIO DE DADOS DO EXAME E COLETA DE MATERIAL

PREVENCAO E DETECCAO PRECOCE DE CANCER DE COLO UTERINO

NOTA: Toda informagdo serd mantida sob estrita confidencialidade. Este questionario sera

armazenado em arquivos fechados. Seu numero de identificagdo sera a Uinica conexdo a

informagao coletada.

1. Nome:

2. Foram realizados os seguintes exames na participante do estudo:

Coleta para exame citopatologico da cérvice uterina (CP):

(1) Sim (2) Nao, porque?

Foi encontrado algum problema nesta coleta? Qual?

Resultado do CP?

(1) Normal; (2) AGUS; (3) ASCUS

(4) NIC 1; (5) NIC 2; (6) NIC 3;

(7) Ca in situ; (8) Ca invasivo; (9) Outro:

Coleta de material para PCR (PCR):
(1) Sim (2) Nao, porque?

CP:

Foi encontrado algum problema nesta coleta? Qual?

Resultado da PCR (HPV-DNA)?
(1) Positiva  (2) Negativa

Se postiva, qual o tipo de HPV identificado?

Coleta de sangue para a sorologia p/HPV(SORO):
(1) Sim (2) Nao, porque?

Foi encontrado algum problema nesta coleta? Qual?

HPVDNA:

THPV: _
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Resultado da sorologia para o HPV? SOROHPV:
(1) Positiva  (2) Negativa

Foi indicado colposcopia?

(1) Sim (data: ) (2) Nao

Foi realizada colposcopia?

(1) Sim (data: ) (2) Nao, porque?

Resultados da colposcopia? COLPO: _

Anormal com realizagdo de biopsia;

Anormal sem realizac¢ao de bidpsia (porque?

Normal

Se bidpsia realizada, qual o resultado do exame histopatologico? HISTO:
(1) Normal (2)NIC1 (3)NIC2 (4)NIC3
(5) Cainsitu (6) Cainvasor (7) Outro:

Se bidpsia realizada, foi feita investigacdo de alteragdes no
Gene P16?
(1)Sim  (2) Nao, porque?

Foi encontrado algum problema para a realiza¢ao desta

investigacao? Qual?

Resultados Gene P16? GENEP16:
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ANEXO D - Termo de Consentimento Informado

A Distribui¢ao de Papilomavirus Oncogénicos e Sua Associacdo Com Lesdes do
Colo Uterino

Protocolo n°;

Financiamento: CAPES-PROF (UFRGS); FIPE/HCPA; FAPERGS; LACEN/RS
Apoio: GSC/GHC
Investigador Principal: Dra. Mary Clarisse Bozzetti

A infec¢do genital pelo Papilomavirus Humano ¢ uma das doencas sexualmente
transmissiveis mais comuns. E causada pelo virus conhecido como Papilomavirus Humano ou
HPV. Este virus ¢ o principal agente causador do cancer de colo de utero. Pelo fato deste ser
um cancer bastante comum entre as mulheres em nosso meio e, embora possa ser
diagnosticado precocemente e as mulheres curadas, ele ainda ¢ responsavel por um grande
nimero de mortes entre as mulheres em nosso meio. Por isso, a busca de métodos para um
diagnostico mais precoce e mais acessivel a toda populagdo tém sido tema de muitas
pesquisas.

Nos planejamos um estudo que tem como principal enfoque a identifica¢do e o
acompanhamento de mulheres portadoras do HPV bem como de outras lesdes associadas
presentes no colo uterino. Por isso estamos convidando-a a fazer parte deste estudo, cujos

objetivos, procedimentos, riscos € beneficios estdo descritos a seguir.

Objetivos do estudo

O presente estudo tem como objetivos verificar a presenga e distribuicdo de acordo

com a idade dos tipos de HPV que estdo mais associados ao cancer de colo de utero. A

presenca deste virus sera estudada em material coletado no colo uterino e no sangue. A
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identificacao da presenca deste virus, a deteccdo de uma proteina chamada P16, presente em
células com HPV ativo e o acompanhamento das mulheres que participardo do estudo
permitira entender melhor porque algumas mulheres evoluem para lesdes de colo de ttero de

alto grau ou mesmo cancer.

Procedimentos

As mulheres que concordarem em participar do estudo, serdo inicialmente
entrevistadas para responder algumas questdes relacionadas a sua satde, apos sera realizado
um exame ginecoldgico no qual sera coletado, através do uso de uma escova especial para
este exame, material da parte externa e do canal do colo uterino. Deste material seré realizado
o exame citologico (preventivo do cancer de colo de tutero) e material para investigar a
presenca do HPV.

As mulheres que tiverem o exame citologico alterado e/ou que tiverem a presenga
do HPV ao exame serdo encaminhadas para a realizagcdo de uma colposcopia, que um exame
semelhante ao exame ginecoldgico, onde se observa o colo do utero com lente de aumento. Se
neste exame for constatada a presenca de alguma lesdo no colo do utero, sera realizada uma
bidpsia desta lesdo, que significa retirar um pequeno fragmento da lesdo e encaminhar para
um exame mais minucioso, chamado exame histopatolégico e também, neste mesmo
fragmento sera estudado se existe alguma alteragdo na proteina P16.

Também sera coletado nas mulheres que concordarem em participar do estudo, 20
ml de sangue. Deste sangue serd isolado o soro, que sera congelado e posteriormente sera feita
a verificacdo da presenga do HPV.

As mulheres participantes do estudo serdo acompanhadas de acordo com os

resultados dos exames mencionados acima. A freqiiéncia de visitas médicas poderd ser no
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minimo semestral e no méximo anual. Sendo que os procedimentos em cada consulta serdao os

mesmos descritos acima.

Riscos e Desconfortos

Os riscos e desconfortos as participantes deste estudo sdo aqueles associados aos
procedimentos descritos acima, ou seja, a coleta de material para o exame citoldgico e para o
HPV poderao, de modo pouco freqiiente, causar um pequeno sangramento local, que cessara
espontaneamente. Para as mulheres que necessitarem a realizagdo de biopsia, podera também
ocorrer um pequeno sangramento com melhora espontanea e eventualmente podera haver um
pouco de dor local, também passageira. A coleta de sangue ¢ de uma quantidade pequena (20
ml) e por isso dificilmente causara algum mal-estar geral (1 em cada 1000 pessoas), no
entanto poderd haver dor no local da coleta e eventualmente um pequeno hematoma. Os
demais procedimentos serdo feitos em material ja coletado e congelado para posterior exame e

por isso ndo causardo desconfortos as participantes do estudo.

Beneficios

Os beneficios diretos do estudo as participantes serdo: estas terdo a oportunidade
de serem identificadas com lesdes pré-cancerosas do colo de utero e tratadas antes da
evolucdo destas lesdes; aquelas que forem positivas a algum tipo de HPV de alto risco para o
cancer de colo uterino e que ndo tiverem lesdes aparentes, serdo acompanhadas com uma
freqliéncia maior visando acompanhar e tratar as possiveis lesoes que se desenvolverem.

Como beneficio indireto estas mulheres estardo contribuindo com informacdes

fundamentais para ampliar o conhecimento desta doenca e de sua evolucdo (progndstico) para
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o conhecimento cientifico, j4 que estd ¢ uma doenca altamente previnivel e curavel se
detectada precocemente e que no entanto ainda esta entre as causas de morte por cancer mais

comuns entre as mulheres, especialmente em nosso meio.

Compensacio financeira

Nao haverd nenhum pagamento as mulheres que concordarem em participar do
estudo, bem como as participantes do estudo ndo terdo nenhum custo adicional relacionado

aos procedimentos e as visitas médicas.

Confidencialidade

Toda a informacao que sera fornecida pelas participantes do estudo e os resultados
advindos dos procedimentos realizados serd considerada confidencial e serd somente
conhecida da equipe envolvida no estudo. Todos os questionarios e materiais coletados serdo
identificados através de um codigo criado na entrada do estudo, este codigo serd a tUnica
identifica¢do utilizada no banco de dados do estudo que serd utilizado para analise dos dados

e divulgacdo dos mesmos no meio cientifico.

Perguntas e duvidas relacionadas ao estudo:

Este termo de consentimento explica de forma clara o estudo que estamos
propondo e convidando as mulheres & participar, no entanto se houver alguma davida estas
serdo esclarecidas pela equipe do estudo, através da Dra. Mary Clarisse Bozzetti em qualquer

momento do estudo pelo telefone 3333 8779.
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Em caso de danos

Se a participante do estudo acha que teve algum problema de satde relacionado
com a sua participagdo no estudo ou se tem alguma pergunta sobre os cuidados médicos que
necessita esta devera contatar a coordenadora do estudo Dra. Mary Clarisse Bozzetti pelo
seguinte telefone: 3333 8779.

Se houver algum dano a sua saude resultante de sua participacdo, recebera os
cuidados médicos necessarios sem custos adicionais. Nao haverd, no entanto, compensagao

financeira, apenas atendimento médico e hospitalar quando indicado.

Participacio voluntaria

A participacdo de cada mulher no estudo ¢ voluntaria, ou seja, que ndo quiser
participar do estudo estara livre para fazé-lo sem que haja qualquer perda no atendimento de
seus problemas de saude a que tem direito.

Se concordar em participar do estudo e mudar de idéia durante o decorrer do mesmo, estara
livre para fazé-lo, e da mesma forma nao sofrerd perdas relacionadas ao atendimento a que

tem direito para seus problemas de satde.

O Significado de Sua Assinatura

A sua assinatura abaixo significa que vocé entendeu a informagdao que lhe foi
fornecida sobre o estudo e sobre este termo de consentimento. Se vocé assinar este documento

significa que vocé concorda em participar do estudo.



VOCE RECEBERA UMA COPIA DESTE TERMO DE CONSENTIMENTO

carimbo do estudo

Assinatura da paciente e/ou responsavel (se menores de 18 anos) Data:

Assinatura da pessoa que obteve o consentimento Data:

Assinatura do coordenador do estudo Data:
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ANEXO E - Fluxograma de Seguimento as Participantes do Estudo

Fluxograma de seguimento das participantes do estudo

Entrada no estudo
Questionario Epidemiolégico
Coleta sorolégica
Coleta de material para citologia oncética e tipagem de HPV

‘Sorologia |

Resultado do CP
ASCUS ou +

!

|| Negativo

[+]

[ ]

| Positiva D
I

REPETIR CP/HPV EM 1 ANO R R TT
REPETIR CP/HPV 6 MESES < l




ANEXO F - Oxford Centre for Evidence-based Medicine Levels of Evidence (May 2001)
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Level Therapy/Prevention, Prognosis Diagnosis Differential diagnosis/symptom Economic and decision analyses
Aetiology/Harm prevalence study
1a SR (with homogeneity*) of RCTs SR (with homogeneity*) of inception SR (with homogeneity*) of Level 1 SR (with homogeneity*) of SR (with homogeneity*) of Level 1
cohort studies; CDRT validated in diagnostic studies; CDRt with 1b prospective cohort studies economic studies
different populations studies from different clinical centres
1b Individual RCT (with narrow Individual inception cohort study with | Validating** cohort study with Prospective cohort study with good Analysis based on clinically sensible
Confidence Intervalt) > 80% follow-up; CDRt validated in goodttt reference standards; or follow-up**** costs or alternatives; systematic
a single population CDRf tested within one clinical review(s) of the evidence; and
centre including multi-way sensitivity
analyses
1c All or none§ All or none case-series Absolute SpPins and SnNoutstt All or none case-series Absolute better-value or worse-value
analyses 111t
2a SR (with homogeneity*) of cohort SR (with homogeneity*) of either SR (with homogeneity*) of Level >2 SR (with homogeneity*) of 2b and SR (with homogeneity*) of Level >2
studies retrospective cohort studies or diagnostic studies better studies economic studies
untreated control groups in RCTs
2b Individual cohort study (including low | Retrospective cohort study or follow- | Exploratory** cohort study with Retrospective cohort study, or poor Analysis based on clinically sensible
quality RCT; e.g., <80% follow-up) up of untreated control patients in an | goodtttreference standards; CDRt | follow-up costs or alternatives; limited
RCT; Derivation of CDRt or after derivation, or validated only on review(s) of the evidence, or single
validated on split-sample§§§ only split-sample§§§ or databases studies; and including multi-way
sensitivity analyses
2c "Outcomes" Research; Ecological "Outcomes" Research Ecological studies Audit or outcomes research
studies
3a SR (with homogeneity*) of case- SR (with homogeneity*) of 3b and SR (with homogeneity*) of 3b and SR (with homogeneity*) of 3b and
control studies better studies better studies better studies
3b Individual Case-Control Study Non-consecutive study; or without Non-consecutive cohort study, or Analysis based on limited
consistently applied reference very limited population alternatives or costs, poor quality
standards estimates of data, but including
sensitivity analyses incorporating
clinically sensible variations.
4 Case-series (and poor quality cohort | Case-series (and poor gquality Case-control study, poor or non- Case-series or superseded Analysis with no sensitivity analysis
and case-control studies§8§) prognostic cohort studies***) independent reference standard reference standards
5 Expert opinion without explicit critical | Expert opinion without explicit critical | Expert opinion without explicit critical | Expert opinion without explicit critical | Expert opinion without explicit critical
appraisal, or based on physiology, appraisal, or based on physiology, appraisal, or based on physiology, appraisal, or based on physiology, appraisal, or based on economic
bench research or "first principles" bench research or "first principles” bench research or "first principles"” bench research or "first principles” theory or "first principles"
Notes

Users can add a minus-sign "-" to denote the level of that fails to provide a conclusive answer because of:
e EITHER a single result with a wide Confidence Interval (such that, for example, an ARR in an RCT is not statistically significant but whose
confidence intervals fail to exclude clinically important benefit or harm)
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OR a Systematic Review with troublesome (and statistically significant) heterogeneity.
Such evidence is inconclusive, and therefore can only generate Grade D recommendations.

By homogeneity we mean a systematic review that is free of worrisome variations (heterogeneity) in the directions and degrees of results between individual studies.
Not all systematic reviews with statistically significant heterogeneity need be worrisome, and not all worrisome heterogeneity need be statistically significant. As noted
above, studies displaying worrisome heterogeneity should be tagged with a "-" at the end of their designated level.

T Clinical Decision Rule. (These are algorithms or scoring systems which lead to a prognostic estimation or a diagnostic category. )

I See note #2 for advice on how to understand, rate and use trials or other studies with wide confidence intervals.

§ Met when all patients died before the Rx became available, but some now survive on it; or when some patients died before the Rx became available, but none now die
on it.

§8§ By poor quality cohort study we mean one that failed to clearly define comparison groups and/or failed to measure exposures and outcomes in the same (preferably
blinded), objective way in both exposed and non-exposed individuals and/or failed to identify or appropriately control known confounders and/or failed to carry out a
sufficiently long and complete follow-up of patients. By poor quality case-control study we mean one that failed to clearly define comparison groups and/or failed to
measure exposures and outcomes in the same (preferably blinded), objective way in both cases and controls and/or failed to identify or appropriately control known
confounders.

§8§ Split-sample validation is achieved by collecting all the information in a single tranche, then artificially dividing this into "derivation" and "validation" samples.

Tt An "Absolute SpPin" is a diagnostic finding whose Specificity is so high that a Positive result rules-in the diagnosis. An "Absolute SnNout" is a diagnostic finding whose
Sensitivity is so high that a Negative result rules-out the diagnosis.

i Good, better, bad and worse refer to the comparisons between treatments in terms of their clinical risks and benefits.

Tt Good reference standards are independent of the test, and applied blindly or objectively to applied to all patients. Poor reference standards are haphazardly applied,
but still independent of the test. Use of a non-independent reference standard (where the 'test' is included in the 'reference’, or where the 'testing' affects the
'reference’) implies a level 4 study.

Tttt | Better-value treatments are clearly as good but cheaper, or better at the same or reduced cost. Worse-value treatments are as good and more expensive, or worse

and the equally or more expensive.

*k

Validating studies test the quality of a specific diagnostic test, based on prior evidence. An exploratory study collects information and trawls the data (e.g. using a
regression analysis) to find which factors are 'significant'.

By poor quality prognostic cohort study we mean one in which sampling was biased in favour of patients who already had the target outcome, or the measurement of
outcomes was accomplished in <80% of study patients, or outcomes were determined in an unblinded, non-objective way, or there was no correction for confounding
factors.

*kkk

Good follow-up in a differential diagnosis study is >80%, with adequate time for alternative diagnoses to emerge (eg 1-6 months acute, 1 - 5 years chronic)
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Grades of Recommendation

A consistent level 1 studies

B consistent level 2 or 3 studies or extrapolations from level 1 studies

C level 4 studies or extrapolations from level 2 or 3 studies

D level 5 evidence or troublingly inconsistent or inconclusive studies of any level

"Extrapolations” are where data is used in a situation which has potentially clinically important differences than the original study
situation.
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