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RESUMO

Introducao e objetivos: O cancer do colo do utero, apesar de prevenivel, permanece
um desafio global em saude publica e tem alta incidéncia no Brasil. Os objetivos deste
estudo sdo mensurar a area de lesdes colposcopicas precursoras de cancer e verificar
sua associagao com a auséncia de lesdes patologicas na pega cirurgica, verificar se
parametros inflamatorios locais (niveis de citocinas vaginais) e sistémicos (parametros
do hemograma) podem influenciar a presenga ou auséncia de lesdes patologicas
residuais na pega cirurgica de LEEP (Excisado Eletrocirargica em Alga), conizagéo ou
histerectomia no tratamento da HSIL (Lesado Intraepitelial Escamosa de Alto Grau) e

testar um prototipo de colposcopio de baixo custo acoplado a um smartphone.

Métodos: Estudo de corte prospectivo com avaliagdo de 77 pacientes submetidas a
tratamento cirurgico para NIC Il ou NIC III confirmada por biépsia guiada por colposcopia.
Foi realizado hemograma completo e coleta de secre¢cao vaginal para avaliacdo dos
niveis das citocinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-alfa por meio de ELISA. Foram
utilizadas curvas ROC, teste de Mann-Whitney e analise multivariada. O nivel de
significancia adotado foi inferior a 0,05. O protétipo de colposcépio de baixo custo
acoplado a um smartphone foi testado pela equipe médica que realizou as colposcopias.
Resultados: Observou-se associacdo entre a auséncia de lesdo residual e niveis
vaginais de IL-1 (valor de corte < 141,4 pg/mL, AUC = 0,825, p = 0,001). Nao houve
associagdao com a area da lesdo colposcopica. Comparando as medianas, 0s niveis
vaginais de IL-1 foram maiores em pacientes sem lesao residual na peca cirdrgica em
comparagao com pacientes com lesao (349,1 pg/mL vs 96,2 pg/mL p = 0,0032). Apds
analise multivariada, IL-1 permaneceu fator independente associado a presenca ou
auséncia de lesao residual na pega cirurgica [OR (IC 95%) = 0,115 (0,017-0,773), p =
0,026]. Em relacdo aos testes do protétipo do colposcopio, apesar de ainda haver
necessidade de aprimoramento, seu manuseio mostrou-se relativamente facil, seu
transporte ndo apresentou dificuldades, a obtengdo de imagens com aumento de 10
vezes foi efetiva com boa focalizagao, apesar de ser necessaria iluminacao auxiliar. Nao
houve queixas das pacientes quanto a diferencas entre o exame feito com o aparelho
convencional e o protétipo, referentes a desconforto.

Conclusao: Niveis de IL-1 na secregao vaginal sdo mais elevados em pacientes sem



lesdes residuais de alto grau na pecga cirurgica. O estudo da resposta imune e
inflamatdria € importante para um manejo mais conservador das lesdes intraepiteliais de
alto grau no futuro. Novos testes do prototipo de colposcopio de baixo custo séo

necessarios para torna-lo viavel e efetivo na pratica clinica.

Palavras-chave: Neoplasia Intraepitelial Cervical; Citocinas; Contagem de Células
Sanguineas; Colposcopia



ABSTRACT

Introduction: Cervical cancer, despite being a preventable disease, remains a global
public health challenge and has a high incidence in Brazil. The objectives of the study are
to measure the area of colposcopic lesions and verify their association with the absence
of pathological lesions in the treatment of HSIL. And to verify if local inflammatory
parameters (vaginal cytokine levels) and systemic parameters (blood count parameters)
can influence the presence or absence of residual pathological lesions in the surgical
specimen of LEEP (Loop Electrosurgical Excision Procedure), conization or hysterectomy
in the treatment of HSIL (High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion). And also to test a
low-cost colposcope prototype coupled with a smartphone for performing colposcopies.
Methods: This is a prospective cohort study. Seventy-seven patients who underwent
surgical treatment for CIN Il or CIN Ill confirmed by colposcopy-guided biopsy were
evaluated. Clinical and colposcopic data, cytology and biopsy results, type of surgery
performed, and anatomopathological findings of the surgery were recorded. Colposcopy
and biopsy were performed, in addition to blood collection for complete blood count and
vaginal secretion collection for evaluation of cytokine levels IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
and TNF-alpha using ELISA. ROC curve, Mann-Whitney test, and subsequent
multivariate analysis were used. The significance level was considered lower than 0.05.
The low-cost colposcope prototype coupled with a smartphone was tested by the medical
team that performed the colposcopies.

Results: An association of absence of residual lesion was found with vaginal IL-1 levels
(cutoff value < 141.4 pg/mL, AUC = 0.825, p = 0.001). There was no association with the
colposcopic lesion area. When comparing medians, vaginal IL-1 levels were higher in
patients without residual lesions in the surgical specimen than in those with residual
lesions (349.1 pg/mL vs. 96.2 pg/mL; p = 0.0032). After multivariate analysis, IL-1
remained an independent factor associated with the presence or absence of residual
lesions in the surgical specimen [OR (95% CIl) = 0.115 (0.017-0.773), p = 0.026].
Regarding the prototype colposcope tests, although the device still needs improvement,
its handling proved relatively easy, its transport presented no difficulties, and obtaining
images with 10x magnification was effective with good focusing, despite the need for



auxiliary lighting. There were no complaints from patients regarding differences in
discomfort between the examination performed with the conventional device and the
prototype.

Conclusion: Levels of IL-1 in vaginal secretion are higher in patients without residual
high-grade lesions in the surgical specimen. Studying immune and inflammatory response
is important for a more conservative management of high-grade intraepithelial lesions in
the future. Further testing of the low-cost colposcope prototype is needed to make it viable

and effective in clinical practice.

Keywords: Uterine Cervical Dysplasia; Cytokines; Blood Cell Count; Colposcopy.
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1 INTRODUGAO

O cancer do colo do utero representa um dos mais significativos desafios globais
de saude publica, sendo a quarta doenca maligna a afetar mulheres mundialmente, com
604.127 novos casos e mais de 265.000 mortes a cada ano, com mais de 80% dos casos
ocorrendo em paises em desenvolvimento. (WHO, 2020), onde os programas de rastreio
e prevencgao ainda sao limitados.

No Brasil, excluidos os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do colo do utero
€ o terceiro cancer a afetar mulheres (Figura 1), e sua incidéncia apresenta diferencas
regionais marcantes (Figura 2). Estima-se a ocorréncia de 19.310 casos novos de cancer
do colo do utero no Brasil em cada ano do triénio de 2026 a 2028, o que corresponde a
14,76 casos/100 mil mulheres (Martins et al., 2026).

Figura 1 - Distribuicdo proporcional dos casos de cancer, por localizagdo tumoral, em

mulheres, para cada ano do triénio 2026-2028

Outras localizacdes; 28,0

Mama feminina; 30,0

Estomago; 3,3
Célon e reto; 10,5

Corpo do utero; 3,7

Glandula tireoide; 5,1

Pulmao; 6,4 Colodo utero; 74

Fonte: Martins et al., 2026. Dados extraidos da Estimativa 2026: Incidéncia de Cancer no Brasil do INCA.
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Um dado alarmante é que uma fragdo expressiva de mulheres tem sido
diagnosticada ja com a doencga localmente avangada ou metastatica: estadiamento
clinico da Federacao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) II-IV em 81,8%;
estadiamento |l em 35,2%; estadiamento Ill em 36,1%; e estadiamento IV em 10,5%
(Rodrigues et al., 2022), o que implica em maiores taxas de mortalidade pela doenca.

Em 2022, ocorreram 6.983 obitos por cancer do colo do utero no Brasil,
representando uma taxa de mortalidade de 4,79/100 mil mulheres. Nesse mesmo ano, o
cancer de colo de utero foi a quarta causa de morte por cancer em mulheres no pais
(INCA, 2024).

Figura 2 - Distribuicdo dos trés tipos de cancer mais incidentes em mulheres (taxa

ajustada) por Estado e sexo, para cada ano do triénio 2026-2028.

Legenda: I
Mama

Colo do utero
Colon e reto

Glindula tireoide
¥ Pulmio

B Estomago I

Fonte: Martins et al., 2026. Dados extraidos da Estimativa 2026: Incidéncia de Cancer no Brasil do INCA.

Além das disparidades regionais, observa-se também evidente iniquidade racial,
com mulheres negras e indigenas enfrentando piores desfechos e maiores taxas de
mortalidade pela doengca do que mulheres brancas. No Brasil, mulheres indigenas
apresentam a maior taxa de mortalidade por cancer do colo do utero: 80% mais alta do
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que em mulheres brancas, mesmo apos ajuste por idade, escolaridade e regiao
geografica (Goes et a., 2023). Ja as mulheres negras tém mortalidade por cancer cervical
18% maior (Luiz et al., 2024) e 8,5% mais risco de oObito por este cancer do que as
brancas (Costa et al., 2025). No entanto, estudos sugerem que quando mulheres negras
e brancas recebem tratamentos similares, incluindo cirurgia, a raga isoladamente n&o é
um preditor independente de sobrevida, o que mostra que as disparidades estao mais
relacionadas ao acesso ao cuidado em saude do que a diferengas biolégicas (Rodrigues
et al., 2018), hipdtese reforgada por dados que mostram que mulheres pretas, pardas e
indigenas tém taxas mais altas de diagndsticos em estadiamentos avancgados (Oliveira
et al., 2024).

A comprovacgao de que a infecgao pelo HPV é a causa necessaria do cancer do
colo do utero representa um dos mais importantes avangos nos estudos do cancer e
provocou mudancas fundamentais nas estratégias de prevencao e rastreio (Wang;
Huang; Zang, 2018; Bonello; Blundell, 2016). Essa descoberta transformadora foi
possibilitada pela convergéncia entre estudos epidemiolégicos e de virologia molecular,
exemplificada pelo trabalho pioneiro do virologista alemdo Harald zur Hausen e da
epidemiologista colombiana Nubia Mufioz, cujas rigorosas investigacdes epidemioldgicas
forneceram evidéncias em nivel populacional para estabelecer causalidade e embasar
intervengdes em saude publica (Muioz; Bosch; Kaldor, 1988; Morabia, 2009).

Através de estratégias de deteccado molecular, usando técnicas de hibridizagéo, o
grupo de pesquisa de zur Hausen isolou e caracterizou o DNA dos virus HPV-16 e HPV-
18 em bidpsias de cancer do colo do utero (zur Hausen et al., 1977, 1981, 1987, 1996).
Seu trabalho estabeleceu a conexao etiolégica entre o HPV e o cancer cervical,
possibilitando o desenvolvimento de vacinas e tornando a doenga prevenivel (Bifulco,
2023), e foi laureado com o prémio Novel de Medicina em 2008.

No entanto, quando zur Hausen identificou o HPV-16 e o HPV-18 no inicio dos
anos 1980, as evidéncias epidemioldgicas que ligavam estes virus ao cancer cervical
eram inconsistentes e controversas, pois os ensaios de hibridizacdo tinham baixas
especificidade e sensibilidade, estudos com diferentes métodos de detecgao produziam

resultados conflitantes (Spence; Franco; Ferenczy, 2005) e havia fatores confundidores
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ligados a comportamento sexual, que tornavam dificil diferenciar os efeitos do HPV dos
de outros patdgenos de transmissao sexual (Muioz; Bosch; Kaldor, 1988).

O trabalho de Mufioz, na Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer (IARC),
forneceu as evidéncias necessarias para estabelecer causalidade e translacionar
achados laboratoriais para intervengdes em saude publica (Spence; Franco; Ferenczy,
2005), possibilitando o consenso internacional de que o HPV é a causa necessaria para
o cancer cervical (Ziganshin; Khalitova, 2023).

Os virus HPV s&o um grupo de virus de DNA dupla fita contendo cerca de 8.000
pares de bases que infectam pele e mucosa humanas. O grupo contém mais de 200
gendtipos diferentes, numerados na ordem de sua descoberta e caracterizagdo. Dentre
estes, 12 sdo classificados pela IARC, com base na prevaléncia de cada um dos tipos
em canceres cervicais, como carcinogénicos, compondo o Grupo 1: HPV16, HPV18,
HPV31, HPV33, HPV35, HPV39, HPV45, HPV51, HPV52, HPV56, HPV58 e HPV59
(Bouvard et al., 2009; IARC, 2022). O HPV68 ¢é classificado como provavelmente
carcinogénico (Grupo 2A). Ja o Grupo 2B engloba os virus classificados como
possivelmente carcinogénicos, como o HPV73, raramente presentes isoladamente em
canceres cervicais (Schiffman; Clifford; Buonaguro, 2009).

Ao HPV 16 atribuem-se cerca de 60% dos casos de cancer do colo do utero. Os
tipos virais 18 e 45, respectivamente, responsabilizam-se por 15% e 5% dos casos da
doenca. Ja os tipos 31, 33, 35, 52 e 58, em conjunto, causam 15% dos casos. Os tipos
carcinogénicos restantes, 39, 51, 56 e 59, ttm um menor potencial desencadeador de
cancer cervical, causando, conjuntamente, apenas 5% dos casos (Demarco et al., 2020).

Os eventos que conectam a infecgao viral ao desenvolvimento do cancer seguem
uma sequéncia bem caracterizada, passando por estagios distintos. O primeiro desses
estagios € a infecgao inicial por HPV de alto risco, na qual o virus acessa as células da
camada basal do epitélio, tipicamente na zona de transformagao (jungédo escamo-
colunar), onde ocorre a transigao entre epitélio colunar e epitélio escamoso. O que ocorre
a sequir é fator determinante do risco de cancer: a persisténcia viral ou o clareamento do
virus (Motoyama, 2004). Cerca de 70 a 90% das infec¢des recém-adquiridas tornam-se
indetectaveis apds 1 ou 2 anos, devido a uma resposta imune eficaz. Apenas as infecgdes

que persistem levam a risco consideravel de desenvolvimento de lesdes precursoras do
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cancer cervical (Demarco et al., 2022). No caso de infeccéo persistente, pode haver o
desenvolvimento de neoplasia intraepitelial cervical (NIC, ou na sigla em inglés, CIN),
classificada em graus progressivos. NIC | representa displasia leve, caracterizando
infeccdo com replicagédo viral; NIC |l representa displasia moderada, uma categoria
heterogénea com risco variavel de progressao; e NIC Il representa displasia
severa/carcinoma in situ, que é a lesdo precursora classica (Bruno et al., 2025). Estas
lesGes podem passar por alteragbes moleculares adicionais (integragdo do DNA viral
levando a instabilidade cromossémica e replicagdo clonal) que possibilitam a invasao
através da membrana basal, tornando-se carcinoma invasor (Insinga, Dasbach, Elbasha,
2009).

A infeccao pelo HPV como desencadeadora necessaria do cancer de colo do
utero, portanto, € apenas o primeiro passo na historia natural da doenga, cujo
desenvolvimento depende de varios outros fatores, tendo em vista que nem toda infecgao
por HPV leva ao cancer. Nos casos de infecado persistente, a transformacéo de células
epiteliais cervicais normais em cancer € um processo que pode progredir ao longo de
décadas. Entender o que diferencia as infecgcbes persistentes daquelas que sao
debeladas e o0 que leva a progressao de infeccao persistente a lesdo precursora e
finalmente a lesao invasiva é crucial para a estratificacdo de riscos e para um plano
terapéutico individualizado (Kusakabe et al., 2023).

A resposta do sistema imune ao HPV tem influéncia critica sobre o curso da
infeccdo, podendo levar ao clareamento do virus em variaveis intervalos de tempo ou,
quando ha desregulagao na resposta, permitir a infeccéo persistente, aumentando o risco
do céancer cervical. A resposta inflamatdria local e seus mediadores (citocinas e
quimiocinas que ativam e recrutam células alvo) pode ter papel crucial na evolugao das
lesdes intraepiteliais precursoras do cancer do colo do utero, influenciando sua regressao
espontanea ou sua progressao para doenga invasiva (Zhu; Jinfang; Paul, 2008).

A compreensao da influéncia destes padrdes de resposta imunolégica na historia
natural da infeccéo pelo HPV e no desenvolvimento das lesdes precursoras e do cancer
do colo de utero tem papel determinante no estudo e desenvolvimento tanto de
estratégias terapéuticas como de indices preditores de progressao e de recorréncia pos-
tratamento. A relagdo neutrofilo-linfocito (RNL), por exemplo, foi proposta como um
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marcador de estado inflamatdrio pro-carcinogénico distorcido na diregao de resposta Th2
(Lin et al., 2020).

A dosagem vaginal de certas citocinas, neste contexto, poderia auxiliar também
na avaliacdo do perfil imunolégico, com importantes implicagées clinicas, podendo
influenciar nas escolhas de tratamento. O conhecimento do status inflamatdrio,
determinado pelos niveis de citocinas na secreg¢ao vaginal, poderia desta forma auxiliar
na classificacdo das pacientes que teriam maior chance de clareamento espontaneo do
virus, beneficiando-se de intervengdes menos invasivas, e das que poderiam requerer
tratamento mais agressivo por ter maior probabilidade de progressdo de lesdes
(Dominoni et al., 2024). O desenvolvimento de intervengdes efetivas e menos invasivas
para prevenir o cancer do colo do utero, guiadas por biomarcadores, que resultara do
estudo aprofundado desta questdo € um propdsito que tera consideravel repercussao
sobre a saude publica e que pode, em ultima instancia, reduzir globalmente o fardo do
cancer cervical.

Hodiernamente, as estratégias de enfrentamento ao cancer de colo de utero
dirigem agdes a prevencgao primaria através da vacinagao contra o HPV, a prevengao
secundaria, que engloba o rastreio e os exames de triagem para a deteccgao precoce, e
a prevencgao terciaria com o tratamento de lesdes precursoras e da doencga invasiva. A
Organizagao Mundial de Saude (OMS) fez, em 2018, um chamado global a acao para
eliminagao do cancer do colo do utero como problema de saude publica, reconhecendo
a doenca como um dos cinco tipos de cancer com maiores proporcdes de mortalidade
evitavel (Bhadelia, 2020) e focando nesses trés niveis de prevengao, com as seguintes
metas a serem atingidas até 2030: 90% das meninas vacinadas contra HPV até os 15
anos de idade, 70% das mulheres passando por rastreio com teste molecular para HPV
aos 35 e aos 45 anos e 90% das mulheres com lesdes precursoras e com cancer do colo
do utero recebendo tratamento apropriado (Rivero-Calle et al., 2021; WHO, 2023; Ma et
al., 2025).

Para considerar atingido o objetivo de eliminar a doenga como problema de saude
publica, deve-se atingir e manter uma taxa de incidéncia de até 4 casos por 100.000
mulheres/ano (WHO, 2024), evitando potencialmente mais de 74 milhdes de casos de

cancer do colo do utero (Zhou et al., 2025). Nesse cenario, muitos paises, incluindo o



22

Brasil, estdo atualizando seus protocolos para a prevengao secundaria do cancer
cervical.

No Brasil, o ingente impacto esperado pela vacinagdo contra o HPV na
morbimortalidade do céncer cervical ainda ndo se fez notar, devido a baixa cobertura
vacinal e porque a chegada das mulheres vacinadas a idade de inicio do rastreamento
s& muito recentemente comeca a ocorrer, pois o Sistema Unico de Satde (SUS) iniciou
o fornecimento destas vacinas em 2014 (Corréa et al., 2022). Assim, o rastreamento
persiste como estratégia essencial do enfrentamento da doenga em nosso pais, onde o
numero expressivo de mulheres nao vacinadas depende exclusivamente da detecgao
precoce.

Além disso, o Brasil ainda tem seu rastreio centrado na avaliagéo citopatoldgica,
seguindo a recomendacgao da Reunido de Consenso do Ministério da Saude de 1988
(Espinosa, 1989), que teve sutis atualizagdes em 2011 (INCA, 2016).

Em 2019, o Ministério da Saude (MS), impelido pelo chamado da OMS, iniciou
uma discussido sobre a incorporacao dos testes moleculares para deteccdo de HPV
oncogénico para o rastreamento do cancer do colo do utero no SUS, promovendo
iniciativas e estudos sobre viabilidade. Estes estudos embasaram a recomendacgéao da
Comissdo Nacional de Incorporacdo de Tecnologias no Sistema Unico de Saude
(Conitec), em sua 1262 Reunido Ordinaria em fevereiro de 2024, favoravel a incorporagao
no SUS dos testes moleculares para deteccdo de HPV oncogénico, por técnica de
amplificagdo de acido nucleico baseada em reagdo em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR), com genotipagem parcial ou estendida (Ministério
da Saude, Brasil, 2024).

Para que a incorporacao desta nova forma de rastreio tenha um bom desempenho
de custo-beneficio, com alta efetividade e menores riscos, deve estar associada a um
modelo de rastreamento organizado, no qual é feita a convocagao ativa da populagao
alvo, respeitando a faixa etaria e a periodicidade recomendadas (Torres et al., 2021).

A portaria da Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo e do Complexo
Econbémico-Industrial da Saude (SECTICS/MS) numero 3/2024 tornou publica a
incorporagao dos testes moleculares para detec¢cdo de HPV oncogénico no SUS, em
margo de 2024, e as Diretrizes do Ministério da Saude foram ent&o atualizadas (Ministério
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da Saude, Brasil, 2024). As diretrizes brasileiras atuais (Figura 3) recomendam iniciar o
rastreamento com testes de DNA-HPV oncogénico aos 25 anos, repetindo o teste em

intervalos de 5 anos apds resultados negativos.

Figura 3 - Fluxograma de condutas apds resultado do teste de DNA-HPV oncogénico
para mulheres com risco padrao, segundo as Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento
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Fonte: Ministério da Saude, Brasil, 2024.

Tanto no modelo anterior de rastreio como no atual, a colposcopia € o exame de
triagem que permite avaliagdo dos casos com rastreio positivo, sendo peca chave no
cuidado adequado das pacientes e possibilitando a confirmacao diagndéstica da doenca.
Através da visualizagdo colposcépica, sao indicadas e guiadas biopsias para anadlise
histopatoldgica, etapa decisiva no diagnéstico. No entanto, o acesso a servigos que
realizam colposcopia ainda apresenta severas limitagdes na rede de saude publica
brasileira. No Estado de Sao Paulo, por exemplo, apenas 38% das mulheres com
resultados alterados de citologia tiveram acesso a colposcopia em um periodo de 6
meses. No interior do Estado, a limitagdo do acesso € ainda mais marcante, com somente
34% das mulheres conseguindo realizar a colposcopia em 6 meses, comparadas com

42% das mulheres na capital (Buss et al., 2022). Ja no Estado do Amazonas, apenas
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cinco unidades do SUS oferecem exames colposcoépicos, sendo todas localizadas na
capital, Manaus (Poinho et al 2025). Essas disparidades regionais deixam desassistidas
especialmente as mulheres que dependem dos servigos publicos de saude de regides
rurais ou remotas, que sdo precisamente aquelas com maior risco de cancer do colo do
utero (Teixeira, 2015).

A demora em obter um diagnédstico definitivo apdés um resultado alterado no
rastreio cria uma barreira adicional ao tratamento efetivo. Quanto maior o tempo entre o
encaminhamento apos rastreio e a realizagdo da colposcopia e da bidpsia, maior a
proporgao de diagnosticos em estadiamentos avangcados e menores as taxas de
sobrevida das pacientes (Meira et al., 2020; Thuler et al., 2014). No Estado do Amazonas,
onde, conforme exposto acima, as unidades de saude que oferecem colposcopia sao
escassas, 67% das pacientes com cancer do colo do utero sdo diagnosticadas em
estadiamentos avancados (estagio FIGO IlIA a IVA), sendo o estadiamento [lIC1 o mais
prevalente (Poinho et al., 2025).

A mudanca do método de rastreio e a introdugao dos testes de DNA-HPV trazem
desafios adicionais ao sistema publico de saude, ja que, comparada ao rastreio
convencional com citologia, a testagem de DNA-HPV gera 3,7 vezes mais
encaminhamentos para colposcopia, com taxas de positividade de 3,26% para HPV16-
18 e de 9,92% para outros tipos de HPV de alto risco, contrapostas a 1,68% de resultados
alterados no rastreio citoldgico (Teixeira et al., 2022). Este incremento nas indicagdes de
colposcopia exigira aumento na capacidade dos servigos que oferecem este exame, com
necessidade de ampliar a disponibilidade de equipamentos e de profissionais treinados
e capacitados para conduzir a triagem adequada dessas pacientes (Teixeira et al., 2024).

Os altos custos dos equipamentos para colposcopia € a necessidade de médico
ginecologista com experiéncia para realizacdo do exame em locais muitas vezes
distantes dos grandes centros e, portanto, com menores concentracdes de profissionais
médicos, podem ser fatores agravantes para o gargalo que se forma entre as pacientes
com rastreio positivo e seu acesso ao exame colposcopico.

Os principios basicos do SUS s&o a universalidade, a equidade e a integralidade
da atencdo a saude, e seus principios estratégicos incluem a descentralizagcdo e a
regionalizagdo. No cenario do rastreio, triagem e tratamento do cancer do colo do utero,



25

€ certo que estes principios nao foram plenamente colocados em pratica, pois temos uma
concentracédo de servigos de colposcopia e de médicos especializados nos Estados do
Sul e Sudeste e nos grandes centros metropolitanos, enquanto grandes areas no interior
do pais s&o desprovidas destes recursos, o que agrava as disparidades socioeconémicas
associadas aos diagnésticos tardios e a morbimortalidade do cancer cervical (Ribeiro;
Silva, 2018).

Tendo em vista esse cenario, o desenvolvimento de um equipamento de baixo
custo que possa substituir, em locais remotos e com poucos recursos financeiros e de
pessoal, o colposcépio convencional, tem sido tema de estudo de nosso grupo de
pesquisa. Em um trabalho anterior, numa colaboragdo com pesquisadores do curso de
Engenharia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), foi desenvolvido um
prototipo de aparelho que pode ser adaptado a um smartphone, o que permite a captura,
o0 armazenamento e o compartilhamento de imagens. Com isso, seria possivel a
realizacao do exame mesmo por médicos que ndo tenham expertise em colposcopia,
com a avaliagédo de imagens a distancia por ginecologista habilitado, ou até mesmo, no
futuro préximo, o desenvolvimento de programas e o uso de inteligéncias artificiais para
analisar quais lesdes tém indicacao para realizagao de bidpsias.

O protétipo de colposcopio de baixo custo esta em processo de aprimoramento e,
durante o curso desta pesquisa, passou por testes no ambulatério de colposcopia da
UFTM. A intencéo nao é colocar um novo aparelho de colposcopia no mercado, mas sim
disponibilizar uma tecnologia de facil acesso que possa fazer parte de uma nova politica
de saude publica no Brasil, juntamente com um sistema de rastreio organizado, com o
uso de testes biomoleculares na deteccdo de DNA-HPV e, eventualmente, com a
utilizagcao de parametros inflamatérios e imunolégicos, tais como indices hematoldgicos
e dosagens de citocinas, destinando-se a aumentar os diagnosticos de lesbes pré-
malignas, possibilitar tratamentos menos invasivos e, em ultima instancia, colaborar na
erradicagao do cancer do colo de utero no Brasil.

Ainda que existam as citadas dificuldades na forma de rastreio atual no Brasil, e
mesmo com as barreiras existentes no acesso a triagem, temos grande numero de

mulheres que sao diagnosticadas anualmente com lesdes precursoras do cancer do colo
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do utero em nosso pais, sendo que uma proporgao significativa destas mulheres se
encontra em idade reprodutiva (Campaner; Fernandes, 2023).

Atualmente, a principal forma de tratamento das lesdes precursoras consiste em
sua excisao cirurgica, que pode ser realizada pela conizagdo com bisturi frio ou a /laser,
ou pela cirurgia com alga diatérmica, também denominada cirurgia de alta frequéncia
(CAF) ou, da sigla em inglés LEEP, loop electrosurgical excision procedure. Tratamentos
ablativos, que promovem a destruicdo da lesao, apesar de poderem ser indicados em
casos bem selecionados, em que a zona de transformacgao esta totalmente visivel, ndo
ha suspeita de microinvasdo ou doencga invasiva nem de doencga do epitélio glandular e
quando citologia e histologia sdo concordantes, tém a desvantagem de nao permitirem,
ao contrario das cirurgias de exciséo, o estudo histolégico da lesdo, o acesso as margens
da peca cirurgica e a confirmagdo de que a zona de transformacédo foi completamente
extirpada, o que ¢é indicador de menor risco de recorréncia da doenca (Martin-Hirsch et
al., 2010).

Os procedimentos cirurgicos de excisdo de lesdes escamosas intraepiteliais de
alto grau (HSIL, do inglés High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion) sdo considerados
similares em sua baixa morbidade e no sucesso em erradicar as lesdes precursoras.
Porém, tendo em vista a ja citada alta propor¢cao de mulheres em idade fértil acometidas
por essas lesdes, existe uma preocupacao quanto a possiveis efeitos adversos das
cirurgias para a fertilidade e para os desfechos gestacionais dessas pacientes (Arbyn et
al., 2008; Jin et al., 2014). Uma metanalise observou a associa¢gdo da conizagdo com
bisturi frio ao aumento de risco de parto pré-termo, baixo peso ao nascer e a um aumento
na taxa de cesarea. Quanto a LEEP, essa mesma metanalise mostrou aumento de risco
de parto pré-termo, baixo peso ao nascer e ruptura prematura de membranas pré-termo
(Kyrgiou et al., 2006).

Tendo em vista essas possiveis complicagdes dos procedimentos de excisao, e
levando em consideragdo também os custos envolvidos nas cirurgias, € singularmente
impactante, tanto para a paciente quanto para a equipe de saude que lhe presta
assisténcia, receber um resultado de analise histolégica da peca cirurgica de conizagao
ou LEEP em que consta n&o ter sido encontrado nenhum foco de displasia ou neoplasia.
Essa discordancia entre a bidpsia guiada por colposcopia mostrando HSIL e a peca da
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excisao cirurgica com lesdo escamosa intraepitelial de baixo grau (LSIL, do inglés Low-
Grade Squamous Intraepithelial Lesion) ou negativa nao € um evento raro (Guo et al.,
2022). Estudos mostram taxas de até 25% de pacientes com biopsias direcionadas por
colposcopia confirmando NIC IlI-lll e histologia da pega de LEEP com NIC | ou sem
displasia (Poomtavorn et al., 2019). Ao avaliar as possiveis causas para a ocorréncia
desta discrepancia, ndao podemos desconsiderar a possibilidade de um erro no
diagnostico na avaliagdo da pega de conizagao ou LEEP, ou a eventualidade de a area
acometida por HSIL ndo ter sido removida no procedimento cirurgico (Ryu et al., 2010).
Porém, deve-se levar em conta também que uma lesao de pequena extensao pode ter
sido completamente removida no processo de biopsia guiada na colposcopia e, a
possibilidade que mais nos interessa neste estudo, a regressdo espontanea da lesdo
remanescente apos a biopsia (Li et al., 2009).

A documentagao da ocorréncia de regressado espontanea de lesdes precursoras
do céncer do colo do utero faz com que a possibilidade de tratamentos mais
conservadores para HSIL seja discutida. Diretrizes de varios paises consideram o
acompanhamento conservador de lesdes de alto grau, em pacientes selecionadas (que
nao tenham completado sua prole, que tenham achados menores na colposcopia e NIC
Il na histologia, por exemplo), levando em consideragao que alguns subgrupos de HSIL
podem se comportar como LSIL (Perkins et al., 2020; Kyrgiou et al., 2020; Australian
Institute of Health and Welfare, 2021).

Oferecer tratamentos menos invasivos € certamente desejavel, principalmente
para as pacientes mais jovens que planejam gestacbes futuras, desde que estes
tratamentos mantenham a seguranga da cirurgia e nao impliqguem em maior risco de
progressao para doenga invasiva. Assim, nos deparamos com a necessidade de
selecionar rigorosamente as pacientes para as quais essa opgao pode ser considerada
adequada, o que exige o estudo detalhado dos fatores que influenciam a evolugao ou a
regressao das lesdes precursoras. Tabagismo, multiparidade e uso prolongado de
contraceptivos orais sabidamente afetam a historia natural das lesbes precursoras,
aumentando o risco de progressao (Bekos et al., 2018). Faz-se necessario, contudo, o

estudo de parametros que se relacionam fortemente com o progndstico e que sejam
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mensuraveis de forma confiavel, para embasar a identificacdo das pacientes para as
quais tratamentos menos invasivos podem ser indicados.

Dentre estes possiveis parametros, destacam-se a mensuragao da extensao da
lesdo a colposcopia, as relagdes entre contagem sanguineas de neutrofilos e linfécitos,
entre plaquetas e linfocitos, o Red Cell Distribution Width (RDW), que avalia a variagao
de volume das hemacias, e dosagens de citocinas. A associagao entre niveis sanguineos
de citocinas e parametros de hemograma com a progressao de doengas neoplasicas
invasivas como o cancer de ovario e o cancer de mama ja vem sendo estudada ha
tempos (Nomelini et al., 2024; Liu et al. 2022). Essa associagdo também tem sido
documentada na evolugao das lesbes precursoras do cancer cervical, mostrando que
estas, apesar de serem restritas ao colo do utero, também desencadeiam uma resposta
imunoldgica sistémica (Mantoani et al., 2022).

A area da superficie da lesdo visualizada por colposcopia também tem
demonstrado um paralelismo com a evolug¢ao das HSIL, com lesdes menores associadas
a maiores taxas de regressao e lesdes mais extensas relacionando-se a persisténcia ou
progressao (Mantoani et al., 2021, 2025; Jarmulowicz et al., 1989). Associar a analise da
mensuragao da area de superficie de lesao a colposcopia a fatores de risco ja conhecidos
como idade e paridade para criar um algoritmo de calculo de risco de persisténcia ou
progressao de HSIL é uma possibilidade ja aludida por estudos anteriores (Ren et al.,
2025). Porém, associar mensuragdes de citocinas e parametros de hemograma a essa
analise, ainda nao foi tema de estudos.

O chamado sem precedentes da OMS, em 2018, para acbes globais para
eliminacao do cancer do colo do utero como problema de saude publica foi o primeiro
compromisso feito pela Organizagéo para eliminar um tipo especifico de cancer (Reza et
al., 2024). Um objetivo ambicioso, mas que tem se mostrado atingivel (Xu et al., 2025).
Aos esforgcos para aumentar a cobertura da vacinagao contra o HPV, aprimorar e ampliar
0 acesso ao rastreio e vencer os obstaculos a comprovagao do diagnostico, deve somar-
se o empenho da pesquisa para refinar o tratamento individualizado das lesbes
precursoras, focando na eficacia das intervencdes, mas também na qualidade de vida e

na preservagao da fertilidade.



2 JUSTIFICATIVA

Apesar de comprovadamente prevenivel e erradicavel, o cancer do colo do
utero permanece um grave problema de saude publica no Brasil, o que legitima o
empenho da pesquisa cientifica a seu respeito. A regressdo espontanea de lesdes
precursoras, demonstrada pela auséncia de neoplasia residual em pecas cirurgicas
de conizagao ou LEEP de pacientes com bidpsias guiadas por colposcopia positivas
para HSIL traz a pauta a primordialidade da busca pelo conhecimento dos fatores

locais e sistémicos que influenciam na regressao ou progressao destas lesdes.
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3 HIPOTESE

Area ocupada pela les&o colposcépica, niveis vaginais de citocinas e parametros
do hemograma podem ter associagdo com a auséncia de lesao patolégica no tratamento
de HSIL.
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4 OBJETIVOS

Objetivo geral:

Verificar se a area de lesdes colposcépicas e parametros inflamatorios locais e

sistémicos associam-se com a presencga de lesao patoldgica residual na pega cirurgica
de tratamento de HSIL.

Objetivos especificos:

1.

Aferir a area das lesdes colposcodpicas e verificar sua associagcdo com a auséncia
de lesao patoldgica no tratamento de HSIL.

Dosar IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-alfa na secreg¢ao vaginal e verificar sua
associagao com a auséncia de lesdo patologica no tratamento de HSIL.
Mensurar parametros do hemograma [relagdes neutréfilos-linfocitos (RNL),
mondcitos-linfocitos (RML) e plaquetas-linfocitos (RPL)] e verificar sua associacao
com a auséncia de lesdo patoldgica residual na pega cirurgica no tratamento de
HSIL.

Testar um protétipo de colposcépio de baixo custo acoplado a um smartphone
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa em conjunto com a Engenharia para

a realizagao de colposcopias e captura de imagens.
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5 METODOLOGIA

Este é um estudo de coorte prospectivo, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da UFTM sob o Certificado de Apresentagdo para Apreciacéo Etica
(CAAE) 84963118.2.0000.5154, no parecer de numero 4.597.976.

5.1 PACIENTES

Foram avaliadas, prospectivamente, 77 pacientes submetidas a tratamento
cirurgico (conizagao, LEEP ou histerectomia) por HSIL (NIC Il ou NIC IIl confirmados por
bidpsia guiada por colposcopia) atendidas nos ambulatérios de Colposcopia e Oncologia
Ginecologica do Laboratério de Ciéncias Aplicadas a Mulher (LaCam) do Departamento
de Ginecologia e Obstetricia da UFTM, de 2022 a 2025.

Foram obtidos, durante os atendimentos e dos prontuarios das pacientes e de
suas fichas de imagens colposcopicas, dados clinicos, colposcépicos, resultados de
citologia oncética e bidpsia, tipo de cirurgia realizada e anatomopatologico da cirurgia.

Essas informacdes foram tabuladas em banco de dados especifico para o estudo.

5.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Apds receberem orientagbes quanto ao diagndstico e aos procedimentos
propostos, bem como sobre o teor da pesquisa da qual fariam parte, as pacientes
assinaram termo de consentimento livre e esclarecido em duas vias, sendo uma
destinada a documentacdo da pesquisa e outra entregue a propria paciente ou

responsavel.
5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO
Foram incluidas no estudo pacientes com idade entre 18 e 70 anos submetidas a

tratamento cirurgico (conizagdo, LEEP ou histerectomia) por HSIL (NIC Il ou NIC llI
confirmados por biopsia guiada por colposcopia) e que apresentavam lesao cervical
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mensuravel a imagem colposcopica.

Foram excluidas do estudo as pacientes gestantes, com doencgas
imunossupressoras, em uso de medicamentos imunossupressores, com contraindicacao
a procedimentos cirurgicos, com lesdes cuja extensdo n&o fosse mensuravel pela

colposcopia e aquelas cujo anatomopatologico da pega cirurgica mostrou lesao invasiva.

5.4 COLETA E ANALISE DO HEMOGRAMA

Para todas as pacientes, foi solicitado hemograma pré-operatorio, a ser coletado
no laboratério de analises clinicas do Hospital de Clinicas da UFTM. Os resultados dos
hemogramas foram checados em prontuario eletrénico especifico da instituicdo. Os
valores absolutos das contagens celulares, bem como as relag¢des calculadas entre tipos
celulares foram transcritos para o banco de dados do estudo. As relagées neutrofilos-
linfocitos (RNL), mondcitos-linfocitos (RML) e plaquetas-linfécitos (RPL) foram
calculadas através da divisdo do numero absoluto de neutrofilos, mondcitos e plaquetas,

respectivamente, pelo numero absoluto de linfocitos.

5.5 CITOLOGIA

Pacientes com laudos de citologia cérvico-vaginal de servigos facultativos
externos a UFTM foram submetidas a uma nova coleta de exame citolégico no
ambulatério de Colposcopia, com a finalidade de padronizagao de analise e laudo pelos
profissionais do servigo. Estas novas amostras foram avaliadas pelo servigco de
Laboratdrio de Citologia do Ambulatério Maria da Gléria / Unidade de Saude da Mulher
da UFTM.

5.6 COLETA E ANALISE DE CITOCINAS
Antes da realizagdo da colposcopia, foi coletada amostra de secregéo vaginal

para dosagem de citocinas locais (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-alfa). A coleta foi
feita apds a insergéo de espéculo vaginal, utilizando-se escova endocervical em contato
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com o fornice vaginal posterior. A escova foi rodada em 180 graus com as cerdas em
contato com a mucosa vaginal e, apos, imediatamente inserida em um microtubo tipo
Eppendorf de 0,5 ml, contendo 0,3 ml de solug¢do salina (NaCl 0,9%). O cabo da escova
foi cortado e descartado e o microtubo contendo a regido das cerdas da escova na
solucdo salina foi fechado. O material foi levado ao LaCAM, onde o conteudo dos
microtubos foi completado com solugdo salina até atingir volume de 0,5 ml e foi
submetido a centrifugagdo por 5 minutos a 3000 rpm e armazenado a - 80°C para
posterior dosagem de citocinas, também por método ELISA.

Para as dosagens de citocinas, foram adicionados aos poc¢os da placa de ELISA,
revestida com anticorpos monoclonais contra IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-alfa
100uL de tampdo de diluicdo, padrbes diluidos, amostras e controle positivo
correspondendo, respectivamente, aos pogos branco, curva, amostras e controle
positivo. A placa de ELISA foi coberta por selante adesivo e incubada por 2 horas em
temperatura ambiente em micro agitador de placas. Em seguida, foi realizada aspiracao
e lavagem dos pogos 3 vezes com 300 uL de tampao de lavagem utilizando-se pipetas
multicanal automaticas. Foi retirado o excesso de liquidos dos pocos, adicionando-se,
em seguida, 100 pyL do anticorpo de detecgao biotinilado contra IL-1, IL-6, IL-8, IL-10,
IL12 e TNF-alfa, e feita uma segunda incubacgao por 2 horas em temperatura ambiente
em micro agitador de placas. A aspiragao e lavagem foram repetidas conforme descrito
acima e, apos, adicionou-se 100 uL de conjugado de estreptavidina com peroxidase e
uma terceira incubacgao realizada por 1 hora em temperatura ambiente em micro
agitador de placas completamente protegido da luz. Apdés as lavagens, foram
adicionados em cada pog¢o 100 uL da solugcdo substrato de tetrametilbenzidina
incubando a placa por 5 minutos em temperatura ambiente com protegcao completa de
luz. Apds a incubagao, foram adicionados em cada pogo 100 uL da solucéo de parada
(0,5 M de HCI). Finalmente, a densidade 6ptica de cada pogo foi determinada utilizando
um leitor de microplacas fixado para 450 nm.

Este teste possui um limite de deteccao de 1 pg/mL, precisao inter ensaio de 8-
10% e precisdo intra ensaio de 4-6%. As concentragdes foram calculadas através de

comparagao com curvas-padréo de citocinas e os resultados expressos em pg/mL.
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5.7 COLPOSCOPIA

No momento da colposcopia, realizada com videocolposcépio conectado ao
computador Windows XP profissional versdo 2002 com processador Celeron 213 GHZ
192 MB RAM Service Pack 3 e programa Honestech TVR 2.5 para captura de imagem,
foi realizado o registro das imagens colposcoépicas. As imagens foram arquivadas no
formato JPG no banco de dados do estudo. Foram utilizadas lentes de ampliagdo em 10
vezes e 16 vezes e obtidas imagens apos aplicagdo de solugao de lugol para teste de
Schiller e ap6s aplicagéao de solugéo de bissulfito a 5%. Todas as fotos foram realizadas
com 0 mesmo equipamento.

As imagens colposcépicas foram capturadas e salvas em formato JPG e
analisadas utilizando o software Imaged para medir a area das lesbes em cm? com
ampliagcdo de 16x. Todas as imagens foram obtidas com o0 mesmo equipamento € na
mesma ampliacdo, com a area da lesao calculada em cm?, permitindo a comparacgéao
entre pacientes e um alto nivel de precisdao na medigao. Um erro minimo pode ocorrer

quando o examinador circula manualmente a area da lesdo (Figura 4).

Figura 4: Mensuragdo de area em cm? de trés diferentes lesdes visualizadas a
colposcopia, com aumento de 16 vezes, apos aplicacao de acido acético a 3%

Fonte: Elaborado pela prépria autora (banco de dados da pesquisa), 2023.
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5.8 BIOPSIA

O material para bidpsia cervical guiada pela colposcopia foi coletado com uso de
pinga Medina 4 mm. Padronizou-se a coleta de 3 fragmentos de tecido epitelial do colo
uterino abrangendo a mesma regido de lesdo colposcépica. Os fragmentos foram
incluidos em formaldeido 4% tamponado e enviado a subunidade de Patologia Cirurgica

do Hospital de Clinicas da UFTM para analise histopatolégica.

5.9 CONDUTA TERAPEUTICA

Nos casos em que se confirmou a presenga de NIC Il e/ou NIC Il no material da
bidpsia dirigida por colposcopia, as pacientes foram avaliadas em conjunto com a equipe
do ambulatdrio de Oncologia Ginecolégica para definicdo de conduta terapéutica. Optou-
se por tratamento cirirgico com conizagao, CAF ou histerectomia, de acordo com critérios
clinicos estabelecidos em literatura em relacdo a paciente, como idade, paridade,
comorbidades; e ao colo uterino, como extensao da lesdo, tamanho do colo, visualizagao
da jungao escamocolunar (JEC), atrofia. A histerectomia foi indicada principalmente em
situagdes de colo uterino aplanado, em que medidas terapéuticas locais apresentariam
dificuldades técnicas. As informacodes referentes a conduta terapéutica adotada foram
registradas em prontuario das pacientes e langadas posteriormente em banco de dados

do estudo.

5.10 BANCO DE DADOS

Os dados clinicos das pacientes, resultados de citologia cérvico-vaginal, achados
colposcoépicos, procedimentos terapéuticos realizados, anatomopatoldgico de bidpsia
dirigida por colposcopia e de pega cirurgica pos-tratamento, bem como resultados de
exames complementares foram registrados em seus respectivos prontuarios. Essas
informacdes foram coletadas e anotadas em banco de dados especifico, utilizando
planilhas do programa Microsoft Office Excel. Dados referentes a idade, paridade,

sexarca, tabagismo, método contraceptivo em uso, achados colposcopicos maiores e
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menores, numero de lesdes colposcopicas, tamanho da area da lesdo em cm?
procedimento  terapéutico realizado (CAF, conizagcdo ou histerectomia),
comprometimento de margens e presencga de NIC Il/ll em pecas de anatomo-patoldgico
provenientes dos procedimentos, parametros laboratoriais do hemograma como relagao
neutrofilo-linfécito (RNL), relagao plaqueta-linfécito (RPL) e Red Cell Distribution Width
(RDW) foram organizados para posterior analise.

Para a descrigao dos achados colposcoépicos foi utilizada a terminologia da IFCPC
(International Federation for Cervical Pathology and Colposcopy), de 2011 (Bornstein et
al., 2012).

5.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados com uso dos programas Graphpad Prism, IBM SPSS
Statistics 20 e MedCalc 19.0.4.

Foram confeccionadas curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para
obtencao de area sob a curva (AUC) e determinagédo dos melhores valores de corte para
area da lesao colposcopica (cm?), dosagem de citocinas séricas e vaginais e parametros
e relagdes do hemograma relacionados a presenca ou auséncia de lesao residual no
anatomopatolégico da peca cirurgica. Para os parametros com significancia estatistica,
as medianas foram comparadas através do teste de Mann Whitney, e posterior analise
multivariada.

O nivel de significancia foi considerado menor que 0.05.

5.12 TESTE DO PROTOTIPO DE COLPOSCOPIO DE BAIXO CUSTO

O protétipo de colposcaopio de baixo custo (Figura 5) € um aparelho que vem sendo
desenvolvido juntamente com pesquisadores da Engenharia da UFTM, com a maioria
das pecas produzidas por impressora 3D, tendo sido levado ao ambulatério de

Colposcopia para os testes.
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Figura 5: Protétipo de colposcépio de baixo custo

Fonte: Elaborado pela prépria autora, 2025.
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6 RESULTADOS

O estudo avaliou 77 pacientes atendidas no ambulatorio de Colposcopia do
Hospital das Clinicas da UFTM no periodo entre junho de 2018 e setembro de 2025.

A Tabela 1 mostra dados epidemioldgicos referentes as pacientes avaliadas e na
Tabela 2 estdo os métodos contraceptivos usados por estas pacientes.

Em relagdo ao tabagismo, 23 (29,9%) pacientes declararam ser tabagistas na
anamnese da primeira consulta, enquanto 53 (68,8%) pacientes disseram nao ser
tabagistas. Em um (1,3%) dos prontuarios ndo constava a informagao a respeito de

tabagismo.

Tabela 1 - Dados epidemiologicos das pacientes atendidas no ambulatério de

colposcopia HE-UFTM de 2018 a 2025 com diagndstico citologico de HSIL.

Valores minimo e Média Mediana Desvio padrao
maximo
Idade em 18 - 68 37,2 35,0 111
anos
Idade da 10 - 39 16,0 16,0 3,5
sexarca
Numero de 0-9 2,5 2,0 1,9
gestacdes
Numero de 0-8 2,2 2,0 1,7
partos

Fonte: Elaboragéo propria, 2026.
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Tabela 2 - Métodos contraceptivos utilizados pelas pacientes atendidas no ambulatorio
de colposcopia HE-UFTM de 2018 a 2025 com diagndstico citolégico de HSIL.

Método contraceptivo Numero absoluto Porcentagem de pacientes
Contraceptivo oral 28 36,4%
Laqueadura tubaria 14 18,2%

Injetavel 5 6,5%
Preservativo 4 5,2%

DIU de cobre 2 2,6%
Implante levonorgestrel 1 1,3%
Nenhum método 23 29,9%

Fonte: Elaboracéao propria, 2026.

6.1 LESOES COLPOSCOPICAS

A area aferida das lesdes visualizadas a colposcopia variou conforme exposto na
Tabela 3.

Tabela 3 - Area da lesdo em cm?

Paréametros Valores (cm?)
Média 0,77
Mediana 0,42
Desvio Padrao 1,04
Area minima 0,01
Area maxima 4,85

Fonte: Elaboracéao propria, 2026.
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6.2 CONDUTAS TERAPEUTICAS INDICADAS

O tipo de tratamento indicado para as pacientes incluidas no trabalho distribuiu-se
conforme mostra a Tabela 4. Foi indicado CAF nos casos em que a leséo era totalmente
visivel a colposcopia. A conizagao a frio foi preferida para as pacientes com lesdes muito
extensas proporcionalmente ao volume do colo do utero e para aquelas em que a lesao
adentrava o canal cervical, ndo sendo visualizado seu limite proximal. A histerectomia foi
indicada para pacientes com colo aplanado, para as quais as condigdes técnicas

dificultariam ou impediriam a realizacao de conizacido ou CAF.

Tabela 4 - Tratamento indicado para as pacientes atendidas em ambulatério de

colposcopia HC-UFTM de 2018 a 2025 com diagnéstico inicial citolégico de HSIL.

Tratamento indicado Numero absoluto de Porcentagem de pacientes
pacientes
CAF 44 57,1%
Conizacéo a frio 26 33,8%
Histerectomia total 7 9,1%

Fonte: Elaboragéo propria, 2026.

6.3 PRESENCA DE LESAO NA PECA CIRURGICA

A presenca ou auséncia de lesdo na pecga de biopsia do tratamento cirurgico
distribuiu-se conforme mostram a Tabela 5 e o Grafico 1. A avaliagdo anatomopatologica
da pega cirurgica de 12 pacientes demonstrou auséncia de lesdo de alto grau. Uma
destas pacientes teve anatomopatoldgico mostrando apenas atipias celulares causadas

pelo HPV e uma outra, NIC |. Diagndstico pos-operatoério de NIC 1l ou NIC 11l foi dado a
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65 pacientes, sendo em 8 casos NIC Il e em 57 casos, NIC lI.

Tabela 5 - Presenga de lesdo (NIC Il ou NIC Ill) na pecga cirurgica das pacientes

submetidas a tratamento cirurgico (CAF, conizagao a frio ou HTA)

Lesao residual Numero absoluto Porcentagem de pacientes
de pacientes
Ausente 12 15,6%
Presente 65 84,4%

Fonte: Elaboracéao propria, 2026.

Grafico 1 - Avaliagao de lesdo na peca cirurgica das pacientes submetidas a tratamento

cirurgico (CAF, conizagao a frio ou HTA)

40 1

204

0o =

Ausente  HPV/NIC| NICII NIC 1l

Fonte: Elaboracao propria, 2026.
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6.4 CITOCINAS NA SECREGAO VAGINAL, PARAMETROS DE HEMOGRAMA E
ASSOCIACAO COM LESAO RESIDUAL NA PECA CIRURGICA

Foram elaboradas curvas ROC para estabelecer um valor de corte dos niveis de
citocinas na secrecgao vaginal (Figura 6), dos parametros de hemograma (Figura 7), e da
area de lesao colposcépica (Figura 8), associados a presenca de lesao na pega cirurgica
€ para que esse valor fosse utilizado na analise multivariada.

No calculo referente aos parametros de hemograma, o n de pacientes avaliadas
foi 71, pois 6 pacientes ndo coletaram o hemograma solicitado. E nas analises das

citocinas vaginais foi utilizado um n de 45 (pacientes das quais foi coletado esse material).

Figura 6: Curvas ROC: Presencga ou auséncia de les&o de alto grau na pega cirurgica e
dosagens de citocinas vaginais: (A) IL-1; (B) IL-6; (C) IL-8; (D) IL-10; (E) IL-12; (F) TNF

alfa.
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Fonte: Elaboracéao propria, 2026.

Figura 7: Curvas ROC: Presencga ou auséncia de lesédo de alto grau na pega cirurgica e
parametros de hemograma: (A) RNL; (B) RPL; (C) RML.
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Fonte: Elaboragao proépria, 2026.

Figura 8: Curvas ROC: Presenca ou auséncia de lesédo de alto grau na pega cirurgica e

area da lesao colposcopica.
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Fonte: Elaboragao prépria, 2026.
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Os valores de IL-1 na secregao vaginal foram comparados através do teste de Mann
Whitney e se mostraram mais elevados nas pacientes que nao tinham lesao residual na

peca cirurgica em relagédo as pacientes que tinham lesdo na pega cirurgica (Figura 9A).

Figura 9: Presenca ou auséncia de lesao na pecga cirurgica e dosagens de citocinas
vaginais: (A) IL-1; (B) IL-6; (C) IL-8; (D) IL-10; (E) IL-12; F (TNF alfa).
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Fonte: Elaboragéo propria, 2026.

Lesao residual
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Figura 10: Presencga ou auséncia de lesao na peca cirurgica e parametros do hemograma:

(A) RNL; (B) RPL; (C) RML.
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Fonte: Elaboragéao propria, 2026.

Foram avaliados através de analise multivariada os parametros idade, tabagismo, uso

de estrégeno, e valores de IL-1 na secregao vaginal, conforme disposto na Tabela 6.
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Tabela 6 - Analise multivariada das variaveis idade, tabagismo, uso de estrogeno e
nivel vaginal de IL-1, considerando a presenga de lesao residual (NIC de alto grau)

na pega cirurgica.

Analise Multivariada

Variaveis
OR(95%Cl) valor p
Idade(> 30 anos ou <30 anos) 3,164 (0,412 — 24,315 0,268
Tabagismo (sim vs nao) 2,863 (0,232-35,401) 0,412
Uso de estrégeno (sim vs nao) 2,263 (0,276-18,553) 0,447
IL-1 vaginal (< 490.77 vs >490.77) 0,115 (0,017-0,773) 0,026

Fonte: Elaboracéao propria, 2026.

6.5 TESTE DO PROTOTIPO DE COLPOSCOPIO DE BAIXO CUSTO

O protétipo em teste € composto por pecas em sua maioria impressas em
impressora 3D. Seus componentes consistem em um arcabougo de apoio com tripé e
rodizios, suporte para posicionamento de um smartphone, sistema de iluminagdo com
Light Emitting Diode (LED), espelhos internos para direcionamento da imagem e lentes
objetivas para magnificagdo. Nos primeiros testes com o protétipo, este foi utilizado na
obtengcdo de imagens e observou-se certa instabilidade da estrutura e algumas
dificuldades em ajustar o foco para as imagens, sendo feitas em seguida melhorias para
resolucdo desses problemas. Em teste posterior, solucionadas as questdes iniciais,
notou-se necessidade de melhora do sistema de iluminacédo, a qual se mostrou mais

difusa do que o ideal. O protétipo conta com iluminagdo por LED, disposta na parte
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externa do tubo de lentes (Figura 11). Esta disposi¢ao faz com que a luz seja mais difusa
do que o ideal para focar no colo do utero.

Apesar de ainda haver necessidade de aprimoramento do aparelho, seu manuseio
mostrou-se relativamente facil, seu transporte ndo apresentou dificuldades, a obtencao
de imagens com aumento de 10 vezes foi efetiva com boa focalizagéo, apesar de ser
necessaria iluminagao auxiliar. Trés pacientes foram examinadas com o protétipo, apés
terem passado pelo exame com colposcopio convencional. Nao houve queixas das
pacientes quanto a diferencas entre o exame feito com o aparelho convencional e o

protétipo, referentes a desconforto.

Figura 11: Protétipo de colposcépio: fonte de luz

Fonte: Elaboracéao propria, 2025.
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7 DISCUSSAO

As caracteristicas epidemiologicas de pacientes com lesdes precursoras do colo
do utero encontradas nos resultados deste estudo sdo condizentes com achados ja bem
estabelecidos pela literatura. A idade das pacientes do estudo (18 a 68 anos, com média
de 37,2 anos, mediana de 35 anos e desvio padrao de 11,1) foi, na maioria dos casos,
de mais de 30 anos (72,7% das pacientes). Sabe-se que a idade influencia o
desenvolvimento de lesbdes do colo do utero através de complexas interagdes com a
composicdo do microbioma e status hormonal, envolvendo também fatores
comportamentais e imunolégicos. Ja foi demonstrada associagao da idade maior que
35 anos com distintos padrées de resposta imune, ligados também ao uso prolongado
de contraceptivos orais, tabagismo e coinfec¢des (Silva et al., 2022). A influéncia da
idade na prevaléncia e na progressao das lesdes cervicais pode também ser explicada
pelo tempo de laténcia do HPV, causando modificagdes histoldgicas nas mulheres mais
velhas (Bezerra et al., 2005).

Estudos recentes confirmam que a idade precoce de iniciacdo sexual, em um
periodo de imaturidade cervical, representa um fator de risco particularmente importante
para lesdes intraepiteliais escamosas cervicais (Sun et al., 2025). Mulheres que iniciam
a atividade sexual antes dos 18 anos, e principalmente aquelas que o fazem proximo a
idade da menarca, tém aumento significativo do risco de desenvolver cancer do colo do
utero (Miranda-Falconi et al., 2024). Neste estudo, a idade de sexarca das pacientes
com lesdes precursoras de cancer do colo do utero (10 a 39 anos, com média de 16
anos, desvio padrao de 3,5 anos e mediana de 16 anos) mostrou-se concordante com
estas referéncias.

O tabagismo é um dos mais importantes fatores de risco modificaveis para o
desenvolvimento e a progressao de lesdes cervicais, e seus efeitos abrangem multiplos
mecanismos bioldgicos que faciltam a carcinogénese (Egawa et al., 2023).
Carcinégenos presentes no tabaco acumulam-se no muco cervical, interagem com
oncogenes e causam danos ao DNA (Gardella et al., 2023). A influéncia do tabagismo
na fungdo imune inclui redugdo da atividade de células natural killer, diminuigdo da

contagem de linfécitos CD4+ e células de Langerhans no ambiente cervical, suprimindo
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a resposta imune necessaria para o clearance viral, 0 que promove maiores taxas de
aquisicao de HPV e sua persisténcia (Maehama et al., 2023).

Na analise multivariada feita no presente estudo, a associagéao do tabagismo com
a persisténcia de lesdo de alto grau na pecga cirurgica mostrou OR de 2,863, com
intervalo de confianga de 0,232-35,401 e valor p de 0,412, o que ndao nos permitiu
classificar o tabagismo como fator independente associado a presenca de lesao residual
na pecga cirurgica. Pode-se atribuir este achado ao fato de as pacientes terem sido
classificadas apenas como tabagistas ou ndo tabagistas no momento do
questionamento, ndo levando em conta o passado de tabagismo. Além disso, ndo foram
avaliados carga tabagica, tempo de exposigdo nem o tabagismo passivo. Estas
informacdes seriam importantes, pois sabe-se que, como demonstrado em estudos
recentes, ha um padrdo dose-resposta entre o tabagismo e as lesdes cervicais.
Mulheres que fumam 18 ou mais cigarros por dia e aquelas que fumam ha mais de 8
anos tém risco significativamente maior para lesdes cervicais de alto grau (Sun et al.,
2022), e o consumo de 13 anos/mago ou mais associa-se a risco mais alto de
anormalidades na histopatologia endocervical (Kayar et al., 2025). Metanalises ja
mostraram também que o tabagismo passivo aumenta o risco de cancer do colo do
utero (Maehama et al., 2023). Outro fator a se levar em consideracao € que as pacientes
avaliadas no estudo foram aconselhadas, durante o acompanhamento ambulatorial, a
interromper o tabagismo, mas nao foi avaliado o numero de pacientes que efetivamente
parou de fumar, e sabe-se que o risco de lesdes cervicais associado ao tabagismo
comega a declinar linearmente apds a cessagao do habito (Malevolti et al., 2022).

O microambiente inflamatério cervicovaginal mostra padrées distintos na
auséncia ou presenca de lesao cervical e em diferentes estagios de progressao destas
lesdes e, desta forma, interleucinas inflamatérias sdo importantes biomarcadores para
o risco de severidade e de progressao de lesdes precursoras do cancer do colo do utero.
A carcinogénese dos virus HPV de alto risco associa-se intimamente a inflamagéo local
e as concentracdes elevadas de determinadas interleucinas na secregao vaginal
(Grinceviciene et al., 2024).

Encontramos, no presente estudo, resultados condizentes com estas evidéncias:

a dosagem de IL-1 na secregdo vaginal das pacientes mostrou-se como um fator
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independente associado a presencga de lesao de alto grau nas pegas cirurgicas, com
valores de p de 0,026 (valor de corte <490.77). Para as demais citocinas avaliadas em
nosso estudo (IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF alfa), ndo foi possivel estabelecer
associagcdes com a presenca ou auséncia de lesao residual. Estudos posteriores podem
ser uteis para robustecer estas associagbes e, eventualmente, colaborar no
desenvolvimento de ferramentas de calculo que incluam scores de citocinas e que
contribuam no aperfeicoamento do diagndstico e na determinagdo de progndstico das
lesdes cervicais como ja proposto por Lasche et al. em 2022 e por Li et al. em 2019. Os
trabalhos destes autores demonstraram associagdo negativa dos niveis de IL-2 e
positiva dos niveis de IL-'6 com a severidade de lesdes cervicais, e propuseram escores
de citocinas combinando estes marcadores que tiveram uma boa performance na
previsao do risco de pacientes com HPV desenvolverem lesdes de alto grau.

Estudos ja demonstraram associagao entre niveis de IL-1 na secre¢ao vaginal e
presenca de lesdes cervicais de alto grau. O trabalho de Zhou el al. (2021), mostrou que
pacientes com NIC apresentavam niveis mais altos tanto de IL-1a quanto de IL-1B na
secregado vaginal, comparados aos de pessoas sem lesdes. Behbakht et al. (2002)
sugeriram que a resposta inflamatéria a NIC no microambiente cervical inclui, além de IL-
1, niveis elevados de IL-6, IL-8 e TNF- a. Ja Kang et al. (2007) demonstraram niveis
elevados de IL-1 cervicovaginal em pacientes com cancer cervical. Porém, resultados
deste mesmo estudo mostram que a relagao entre niveis de IL-1 e severidade de doenca
cervical parece nao ser linear, pois pacientes com IL-1 mais alta apresentaram mais
frequentemente lesées de baixo grau do que lesbes de alto grau e carcinoma cervical.
Mantoani et al. (2024) relataram que niveis mais altos de IL-1 devem ser valorizados,
especialmente em pacientes com NIC II/ Ill, com area de leséo colposcépica acima de 1
cm?. Assim, a complexidade das acgdes da IL-1 nos permite compreender a diversidade
de conclusbes em estudos nas NIC e cancer cervical.

Aumento progressivo de niveis de IL-6 correspondendo a severidade de lesdes
cervicais também ja foi demonstrada em pesquisas, com niveis mais elevados em
pacientes com NICIlIl comparadas a pacientes sem lesdo (Morgan et al.,, 2019) e em
pacientes com céncer cervical comparadas aquelas sem cancer (Li et al., 2023). No
entanto, a relacéo entre niveis de IL-6 e lesbes causadas pelo HPV também é complexa,
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pois estudos mostraram niveis mais altos de IL-6 em pacientes com testes negativos para
HPV do que naquelas com testes positivos para o virus (Bonin-Jacob et al., 2021) e
consideravel variagdo na expressao de IL-6 nas pacientes com NICIIl, que Morgan et al.
(2019) classifica em IL-6 high (45% das amostras com NICIII) e IL-6 low (65% destas
amostras).

O desenvolvimento de scores inflamatérios tem sido pesquisado para avaliar
conjuntamente citocinas como IL-1a, IL-1B3, IL-8 e TNFa na secrec¢ao vaginal (Laniewski
et al., 2020), atribuindo uma pontuagéo a paciente conforme os niveis de cada citocina.
Esta pode ser uma abordagem de avaliagao mais ampla para a inflamagao no ambiente
cervicovaginal do que a analise de cada citocina isoladamente, reduzindo o impacto de
fatores confundidores como a presenga de vaginose bacteriana, infecgéo por virus do
Herpes Simples 2 ou por Trichomonas vaginalis, ectopia glandular e tabagismo (Chiu et
al., 2025; Kyongo et al., 2015; Lieberman et al., 2007) , possibilitando comparagdes entre
diferentes estudos e colaborando na compreensdo de resultados aparentemente
discordantes entre eles.

Nao encontramos estudos publicados que abordem a relagao entre os niveis de
IL-1 na secregao vaginal e a presenga ou auséncia de lesdo na pecga cirurgica de
tratamento de lesbes precursoras, como feito no presente trabalho. Estudos futuros
aprofundando estas relagdes podem ser importantes para um potencial uso de dosagens
destes biomarcadores como ferramentas de rastreio e monitoragao das lesdes cervicais.

Quanto aos paréametros de hemograma avaliados, este estudo ndo mostrou
correlagcao entre estes e a persisténcia de lesao residual de alto grau. Estudos anteriores
ja demonstraram associagcao de razdes de células sanguineas com a progressao de
lesdes cervicais precursoras para 0 cancer invasivo. Szabo e colaboradores, em um
trabalho recente de 2025, mostraram valores mais altos desta relagdo no carcinoma
invasor em comparacao a lesbes cervicais de baixo grau. Porém, ndo encontramos
estudos que avaliassem essa associacao especifica com a auséncia de lesao residual
de alto grau apds procedimento cirurgico, como feito no presente trabalho.

A razao plaqueta/linfécito, em particular, tem sido estudada em associagdo com
0 cancer cervical, mostrando valores significativamente mais altos em comparagao a

lesdes pré-invasivas (Kose et al., 2015). Porém, em nosso estudo, ndo foi demonstrada
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associagao dos valores deste parametro (plaqueta/linfocito) com a persisténcia de
lesdes nas pecgas cirurgicas. Podemos conjecturar que as discrepancias seriam maiores
comparando lesbes precursoras ao cancer do que comparando grupos de lesdes
precursoras que persistiram ou regrediram.

Os indices inflamatdrios tém sido extensamente estudados e vem sendo
demonstrada forte associagao destes parametros com a persisténcia versus clearance
do virus HPV (Bilir e colaboradores, em trabalho de 2022, reportaram valores
significativamente mais altos de RNL, RPL e RML em pacientes com persisténcia da
infeccdo) e com a progressao de lesdes de baixo grau para as de alto grau e para
invasao (Tas et al., 2019).

Os achados mostrando forte ligacdo entre progressao de doenga e atividade
inflamatadria sistémica encorajam a investigagao aprofundada do uso de tais marcadores
para auxiliar na detecgao de lesdes e para avaliar prognostico e planejar o tratamento
e seguimento das pacientes. Os marcadores de inflamacéao sistémica, particularmente
as razdes entre contagens de células sanguineas, sdo de baixo custo, facil execugao e
com implementacao clinica altamente pratica, o que os torna especialmente atrativos
como auxiliares na assisténcia de pacientes com lesbes precursoras ou mesmo
invasivas cervicais. Ainda nao ha respaldo suficiente para implementar estas analises
na pratica, mas acreditamos ser promissor o seu uso futuro, apds estudos mais
aprofundados, notadamente se associados a multiplos aspectos adicionais referentes a
lesdo em si (como a aferigdo da area) e a paciente (como o tabagismo, a idade, o uso
de estrogénio). Um algoritmo que combine todos estes parametros, atribuindo pesos
especificos a cada um, poderia ser uma importante ferramenta para sofisticar a
avaliagao progndstica e individualizar a analise de riscos e é altamente merecedor de
estudos futuros mais aprofundados.

Nas pegas cirurgicas obtidas apds CAF, conizagao ou histerectomia, observamos
confirmagéao de NIC Il ou NIC Ill em 65 casos (84,4% das pacientes que passaram por
tratamento cirdrgico) e auséncia de lesdo ou NIC I/HPV em 12 pacientes (15,6% das
que passaram por tratamento cirurgico). Encontramos na literatura relatos de auséncia
de lesdo residual apds cirurgia em pacientes com lesdo de alto grau confirmada por
biopsia variando entre 13 e 30% dos casos (Poomtavorn et al., 2019, Ryu et al., 2010,
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Li et al., 2009).

As hipoteses para explicar esse fendbmeno incluem a possibilidade de exérese
total da lesdo na biopsia guiada por colposcopia e a falha do procedimento cirurgico em
retirar ou da analise histopatoldgica em detectar lesdo na pega cirurgica, mas a hipotese
gue mais nos interessa aborda a agao da imunidade local causando regressao da lesao.

Este estudo ndo mostrou correlagdo entre area das lesbes a colposcopia e
presencga ou auséncia de lesdo na pega cirurgica, diferentemente de estudos como os
de Mantoani et al. (2021) e Jarmulowicz et al. (1989). Podemos inferir, entdo, que
mesmo lesbes mais extensas podem ter regredido, enquanto lesbes com areas
menores podem persistir. Isso evidencia ainda mais a importancia da agao do sistema
imunoldgico e a necessidade de estudos mais aprofundados a respeito dos padrdes de
citocinas vaginais e sua influéncia na regressdo de lesdes cervicais precursoras de
cancer.

Deslindar os fatores que influenciam a possivel regressao de lesdes de alto grau
(tamanho da lesédo, marcadores inflamatérios sistémicos e locais, fatores ligados as
pacientes e aos genotipos de HPV) deve ser alvo de estudos futuros, cuja importancia
se fundamenta na busca por tratamentos menos invasivos, com menores custos e
menos impactos sobre o futuro reprodutivo das pacientes afetadas (que sdo, em grande
parte, jovens) e que ainda assim mantenham alta efetividade na prevencéao do cancer
cervical. Estudar as taxas de recorréncia de lesbes de alto grau apds conizagédo ou CAF
negativa (Viveros-Carreno et al., 2024), neste contexto, mostra-se também necessario.

A principal limitagdo do nosso estudo € a inclusdo, em conjunto, de pacientes
com NIC Il e NIC Ill, visto que a NIC Il poderia apresentar um prognéstico mais favoravel
do que a NIC Ill, com diferente resposta imunoldgica. Por outro lado, até onde sabemos,
nao existem estudos na literatura que avaliem, simultaneamente, a influéncia de
citocinas e propor¢des de hemograma na presenga ou auséncia de lesdes residuais em
espécimes cirurgicos de excisao da zona de transformacéo, o que € um ponto forte de
nosso estudo.

Os testes com o prototipo de colposcopio de baixo custo mostraram que o modelo,
em desenvolvimento, ainda ndo se adequa perfeitamente ao uso clinico e precisa de

ajustes em sua estrutura de iluminagdo para que os testes possam prosseguir.
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Encontramos na literatura recente trabalhos com modelos portateis de colposcopio, como
o estudo de Natarajan e colaboradores, de 2022, que avaliou os modelos Gynocular®,
Gynius, de fabricagdo Sueca, e Pocket® transvaginal colposcope, desenvolvido pela
Duke University, nos Estados Unidos (Figura 12), e considerou a performance destes
aparelhos similar a do colposcoépio tradicional. Estes modelos, apesar de portateis (o que
pode ser muito util no cenario brasileiro, com muitas localidades de dificil acesso), néo
sao de baixo custo e sdo, portanto, pouco acessiveis para o uso em nosso SUS. Assim,
reitera-se a importancia de prosseguirmos os estudos para desenvolvimento de um
colposcépio brasileiro, simplificado, mas ainda assim eficaz, e de baixo custo, pois as
dificuldades no acesso a colposcopia perduram como um grande desafio e um obstaculo

na erradicagao do cancer de colo de utero no Brasil.

Figura 12 - Modelos portateis de colposcopio

Fonte: https://www.medicalexpo.com/pt/prod/gynius-plus e https://globalhealth.duke.edu/
Nota: A) Gynocular™, fabricado por Gynius Plus,Suécia
B) Gynocular™, acoplado a tripé de suporte e acoplado a smartphone

C) Pocket colposcope, Duke University. O tablet mostra imagem de um modelo plastico de cérvix
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8 CONCLUSAO

A area colposcopica das lesbes ndo mostrou associacdo com a presenga ou
auséncia de lesao residual de alto grau em pegas cirurgicas de pacientes tratadas por
NIC Il e lll. Os niveis de IL-1 na secregao vaginal sdo mais elevados em pacientes sem
lesdes residuais de alto grau na peca cirurgica, e essa citocina permanece como fator
independente na analise multivariada. O estudo da resposta imune e inflamatadria local e
sistémica é importante para um manejo mais conservador das lesdes intraepiteliais de
alto grau no futuro. Novos testes do prototipo de colposcopio de baixo custo séo

necessarios para torna-lo viavel e efetivo na pratica clinica.
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INTRODUGCAO: "Cancer de colo uterino, lesdes precursoras e a citologia cervicovaginal
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revestimento local, podendo se estender ao estroma e se tornar invasivo a estruturas e érgaos adjacentes.
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Humano (HPV), sendo esperados aproximadamente 570 mil novos
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casos por ano no mundo, 85% diagnosticados em paises em desenvolvimento e 15% em paises
desenvolvidos. No Brasil, apesar de expressivas diferencas regionais, o cancer de colo uterino é o terceiro
em incidéncia nas mulheres, superado apenas pelas neoplasias malignas de mama e colorretal, com
estimativa de 16.710 novos casos, com risco estimado de 16,35 casos a cada 100.000 mulheres para o
triénio 2020-2022. E a quarta causa de morte feminina por cancer, sendo esperadas 6.526 mortes para o
ano de 2020, de acordo com dados do Instituto Nacional do Cancer. E um tumor maligno raro antes de 30
anos, com pico de incidéncia entre 45 e 50 anos, com indices de mortalidade progressivos a partir da quarta
década de vida (INCA, 2020).

Inicialmente, as lesdes cervicais que predispdem ao cancer cervical foram classificadas em displasias leves,
moderadas e graves. Com o sistema Bethesda de classificacdo, as alteracdes citologicas foram
diferenciadas das histopatolégicas sendo denominadas, respectivamente, lesdo intraepitelial e neoplasia
intraepitelial cervical. A lesédo intraepitelial de baixo grau (LSIL) é a expressdao citolégica da neoplasia
intraepitelial grau | — NIC |, representando acgéo transitdria do virus HPV de forma epissomal no tergo inferior
do epitélio cervical pr6ximo a membrana basal. Por conseguinte, a lesao intraepitelial de alto grau (HSIL)
seria 0 correspondente citologico da neoplasia intraepitelial cervical graus Il e Il que representa a verdadeira
lesé@o precursora do cancer cervical na qual o HPV provoca modificacdes citoarquiteturais mais intensas em,
no minimo, dois tercos da espessura epitelial do colo uterino (Nayar & Wilbur,2015).

As Diretrizes Brasileiras de 2011, atualizadas em 2016, recomendam a coleta de citologia cervicovaginal
(Papanicolaou) como exame padrdo-ouro de rastreamento do cancer de colo uterino. A conduta
preconizada pelo Ministério da Salde para as pacientes com lesado intraepitelial escamosa de baixo grau
(LSIL) com menos de 25 anos é repetir a citologia em 3 anos, e pacientes com 25 anos ou mais devem
repetir a citologia em 6 meses. No pos-tratamento de NIC de alto grau, a recomendac¢édo do Ministério da
Saulde é que nos casos em que 0 exame histopatolégico da peca cirargica mostrar margens livres de
doenca ou comprometidas por NIC I, a mulher devera ser submetida a citologia seis e 12 meses apo6s o
procedimento. A colposcopia podera ser realizada a critério do servico. Apds 0 primeiro ano, 0 seguimento
devera ser realizado com citologia anual até completar cinco anos do tratamento na unidade bésica de
saude. Nos casos em que o exame histopatoldgico da peca cirargica mostrar qualquer uma das margens
comprometidas por NIC Il/lll, o seguimento devera ser feito com exame citopatoldgico e colposcopia
semestrais nos primeiros dois anos. Apos os dois primeiros anos, o seguimento devera ser feito com a
citologia anual até completar cinco anos do tratamento, na unidade béasica de saude. Em ambos os casos,

ap0s os primeiros cinco anos do tratamento a mulher devera retornar para o rastreamento citopatolégico
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trienal. A histéria de doenca intraepitelial tratada devera ser informada no pedido do exame citopatolégico.
Um novo procedimento excisional estara indicado quando houver comprometimento das margens cirargicas
por NIC Il/lll, seja ecto- ou endocervical, e ndo for possivel o seguimento por questdes técnicas ou da
mulher. Na evidéncia de lesédo residual ou recorrente, a mulher deverd ser conduzida da mesma forma
qguando da leséo inicial (Diretrizes Brasileiras do Rastreamento do cancer do colo do Utero 2016).

Colposcopia

A colposcopia é uma técnica de observacdo ampliada e estereoscopica que permite o estudo da fisiologia e
patologia do trato genital inferior e &nus, sendo um método de referéncia para o diagndstico de lesdes
precursoras do cancer de colo uterino. Permite a visualizacdo e avaliacdo em tempo real do colo uterino
para deteccdo de areas suspeitas de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) e cancer invasivo, além de ser
usada como exame complementar em outras patologias doencas do trato genital inferior e &nus. Sua
associacao ao exame citopatolégico vem reduzindo a incidéncia e mortalidade do céncer cervical uterino, o
gue se deve em sua grande maioria aos programas de rastreamento e deteccéo precoce. O exame consiste
no uso de um instrumento especifico, o colposcépio, que é um aparelho binocular com fonte de luz
transmitida por fibra 6tica e um filtro (verde ou azul) para andlise de rede vascular. Sdo aplicadas,
sequencialmente, solucBes de: a) acido acético a 3% ou 5% com a finalidade de desnaturar proteinas
intracelulares de areas epiteliais displasicas de grande atividade viral, tornando-as menos transparentes
com efeito de acetobranqueamento, b) iodo/Lugol que determina a quantidade de glicogénio intracelular
tornando iodo-claras as areas de grande atividade displasica com consumo deste, c¢) bissulfito, que promove
descoloracdo imediata do lugol tornando mais evidentes &reas anormais aceto-reagentes. Assim, sédo
avaliadas alteracfes na zona de transformacéo (ZT) e a juncdo escamocolunar (JEC), auxiliando na
identificacdo das les6es e guiando as areas alteradas para biépsia (Pretorios et al., 2011). A principal
indicacdo para realizacdo de exame colposcépico consiste na avaliacdo de mulheres com risco aumentado
para neoplasia cervical, apresentando resultados anormais ou inconclusivos nos exames de rastreamento.

HPV

Em 1976, foi mencionado o papel do HPV no condiloma e no cancer genital (Zur Hausen, 1976). Em
novembro de 1991, a IARC (International Agency for Research on Cancer) e a OMS (Organizacdo Mundial
da Saude) concluiram oficialmente, baseados em dados laboratoriais e
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epidemioldgicos, a associagdo entre HPV e céncer cervical, e que a infec¢do por esse virus deveria ser
considerada fator causal para o desenvolvimento do cancer cervical (Bosch et al., 1992).

A infecc@o persistente do trato genital feminino por subtipos oncogénicos de HPV é a principal causa de SIL
(leséo intraepitelial escamosa) e carcinoma invasivo (Ho et al., 1995; Nobbenhuis et al., 1999). Contudo, a
natureza da infeccdo por HPV limita o uso diagnéstico de testes para esse virus porque a infeccao
transitéria € comum entre adultos jovens (Evander et al., 1995), enquanto apés os 30 anos, os tipos de HPV
de alto risco tendem a persistir por mais tempo (Hildesheim et al., 1994). A presenca do HPV né&o estabelece

doenca clinica e raramente persiste ou progride para doenca de alto-grau.

Testes biomoleculares e infeccéo por Papilomavirus Humano

A captura hibrida é método largamente utilizado pela alta sensibilidade, reprodutibilidade, objetividade,
facilidade e acessibilidade para a prética clinica de rotina (Cuzick et al., 1999). Essa técnica é baseada na
hibridizacdo de DNA viral de Unico filamento com 2 cocktails de RNA — probes que reconhecem 13 tipos de
HPV de alto-risco e 5 tipos de HPV de baixo-risco. RNA/DNA-hibridos sdo combinados com anticorpos anti-
hibridos marcados e um substrato quimioluminescente, que emite luz medida por um luminédmetro. Presenga
ou auséncia de DNA de HPV é definida de acordo com a forga em unidades relativas de luz (RLU)
comparada com 1pg/ml de controle positivo de DNA de HPV (Prétet et al., 2004).

A técnica de PCR permite a amplificacdo de sequéncias de &cido nucléico especifico. Para amplificar a fita
de DNA viral, a sequéncia de nucleotideos deve ser conhecida. Com primers apropriados e condi¢bes de
temperatura, a sintese de uma fita complementar procede automaticamente por ligacdo de nucleotideos
livres usando a enzima DNA-polimerase. Ap6s suficiente tempo de elongacdo para gerar a fita
complementar, a mistura pode ser quebrada a altas temperaturas (>93°C) para separar a fita sintetizada do
molde, entdo completando o primeiro ciclo. Cada ciclo sucessivo dobrara a quantidade de DNA, produzindo
230 vezes DNA apés 30 ciclos. Apés poucas horas, pequenas quantidades de DNA (nanogramas) podem
ser transformadas em grandes quantidades (miligramas), que podem ser facilmente manipuladas (Hubbard,
2003).

Apesar do impacto da citologia cervicovaginal em programas de rastreamento do céncer cervical, esse
método possui muitas limitac@es: altas taxas de falsos negativos, a natureza subjetiva do teste, a
necessidade de ser repetida em intervalos frequentes, a larga variacdo de sensibilidade e especificidade
entre os laboratérios (Denny & Wright, 2005). Algumas causas podem explicar erro
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no diagndstico de neoplasia cervical e les6es precursoras a citologia, como a falta de critérios morfolégicos
seguros para microinvasao, auséncia de amostragem da jun¢do escamo-colunar, e a escassez de células
neoplasicas na amostra (Adad et al., 2000). Com isso, tem-se tentado encontrar alternativas para a citologia
como teste de screening primario, como adjunto da citologia, no manejo do ASCUS e LSIL, e no seguimento
pos-tratamento.

A maioria dos estudos mostra um valor preditivo negativo dos testes biomoleculares para HPV para a
deteccao de lesbes de alto grau que varia de 97 a 100% (Schiffman et al., 2000; Kuhn et al., 2000; Clavel et
al., 2001; Franco et al., 2003; Nomelini et al. 2007; Nomelini et al., 2012).

Em relacdo ao manejo de pacientes com ASCUS e LSIL, o estudo ALTS (ASCUS/LSIL Triage Study) foi um
grande trial randomizado designado a avaliar diferentes métodos de manejo de pacientes com citologias
mostrando ASCUS ou LSIL, em relagéo a trés estratégias: colposcopia imediata, repetir a citologia ou
realizacdo de teste biomolecular para HPV. Kirwan & Herrington (2001) concluiram que um teste de
screening combinado ofereceria a possibilidade de maior protecéo ou intervalos de screening mais longos, o
que reduziria o custo.

A falta de consenso nas diretrizes de manejo para mulheres com lesdes cervicais menores, juntamente com
novas abordagens de triagem, como a genotipagem do papilomavirus humano (HPV), exigem uma reviséo
das politicas de prevencdo. Um estudo avaliou a relacdo custo-eficacia de recursos de estratégias
alternativas de triagem para a prevencao do cancer cervical na Noruega. O estudo concluiu que novas
aplicacdes do teste de HPV podem melhorar o manejo de mulheres com lesfes cervicais menores
(Pedersen et al., 2016). Um estudo multicéntrico avaliou o risco de progresséo para lesdo intraepitelial
escamosa de alto grau (HSIL) (NIC Il - 1ll) ou cancer invasivo em mulheres com diagndstico histopatolégico
de leséo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) (NIC I) em até 5 anos. Foram incluidas 434 mulheres
com LSIL. A progresséao para HSIL histopatologico (NIC II-11l) foi encontrada em um total de 32 (7,4%) casos
durante 5 anos de seguimento. O diagndstico histopatoldgico de NIC 1l foi encontrado em quatro pacientes
(0,9%) e nenhum caso de cancer invasivo foi detectado. A citologia de alto grau e a presenca de um teste
de DNA do papilomavirus humano de alto risco positivo em 2 anos de seguimento mantiveram uma
correlacdo significativa com o risco de progressdo histopatolégica para HSIL (CIN2-3) (Ciavantinni et al.,
2019). Uma revisdo sistematica e meta-analise foi realizada para explorar a estratégia de tratamento ideal
para mulheres com células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS) ou les@es epiteliais
escamosas de baixo grau (LSIL) no rastreamento primario na auséncia de teste de DNA do HPV. A
colposcopia pode ser a primeira escolha quando a boa adeséo ao seguimento ndo € garantida, mas pode
aumentar a deteccéo de lesGes pouco
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significantes. Isso enfatiza a necessidade de um teste de triagem para distinguir mulheres que precisam de
investigacdo diagndstica daquelas que podem retornar ao rastreamento de rotina (Kyrgiou et al., 2017).

No pés-tratamento, testes biomoleculares para HPV negativos dois anos apés o tratamento podem excluir
lesdo recorrente ou residual com alta probabilidade, o que pode ajudar a estabelecer um guidelines de
guando retornar a paciente para os programas de rastreamento populacional. O teste negativo para HPV no
poOs-tratamento parece ter um alto valor preditivo (Hernadi et al., 2005; Bruhn et al., 2018). Pacientes com
infec¢céo persistente por HPV apds conizagédo por NIC Il devem ser rigorosamente seguidas pelo alto risco
de doenca recorrente.

Para os paises em desenvolvimento, é necesséario uma avaliacdo do papel de novas tecnologias para
prevencao do cancer cervical que sejam Uteis no contexto da satde. Porém, um teste positivo para HPV nao
implica que a mulher tenha NIC ou cancer, mas possui o risco de desenvolver estas lesdes. Qualquer
combinag&o de quaisquer testes de screening aumenta a sensibilidade, mas diminui a especificidade e
aumenta o custo. Apesar de promissores, ha estudos insuficientes demonstrando qual a melhor
combinacgdo. O método ideal de screening deveria ser barato, simples, ser aceitavel pela popula¢éo-alvo e
pelos profissionais de saude, ter alta sensibilidade e especificidade, prover um resultado imediato.

E de suma importancia promover e incentivar uma utilizagdo mais eficiente e racional dos recursos
disponiveis, sem provocar alteracdes significativas na estrutura organizacional, mas tendo em vista a
necessidade de novos métodos que melhorem a prevencao das doencas. No Brasil, 0s custos para testes
biomoleculares de HPV sdo mais altos que para a citologia oncética e colposcopia, mas é certo que ocorre
uma reduc¢éo para o uso em grande volume. Além disso, custos séo balanceados ou reduzidos se um teste
seguramente permitir aumentar os intervalos de screening. E importante ressaltar que, a partir do momento
em que se melhoram as ac¢des preventivas, mesmo que com um aumento dos gastos, por outro lado
economiza-se um grande gasto posterior com o tratamento de lesfes precursoras e do cancer de colo
uterino, que inclui ndo sé os gastos com a terapéutica, mas também dias perdidos de trabalho, o que no
final representaria economia para o sistema e melhor qualidade de vida para as mulheres".

HIPOTESE: "A realizacéo de PCR para a pesquisa de HPV de alto risco oncogénico associada a um exame
colposcépio com instrumento de baixo custo pode ser mais efetivo, barato e acessivel no manejo de
mulheres com diagndstico citolégico de lesao intraepitelial de baixo grau e no pds-tratamento de NIC Il e llI
no Sistema Unico de Satde".
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METODO(S) A SER(EM) UTILIZADO(S): "Seréo avaliadas prospectivamente 100 pacientes com diagnostico
de LSIL pela citologia, e 50 pacientes comindicacdo de tratamento excisional por NIC Il ou lll, que seré@o
encaminhadas ao ambulatoério de Colposcopia do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da UFTM, de
2021 a 2023. As pacientes serdo recrutadas a partir do encaminhamento de pacientes com NIC (neoplasia
intraepitelial cervical) diagnosticada pelo exame de Papanicolaou nos ambulatérios de Ginecologia Geral do
HC/UFTM ou de Unidades de Saude primarias que também encaminham essas pacientes para 0 nosso
hospital. Serdo anotados dados clinicos, colposcépicos, citologia oncoética, parametros do hemograma e
biopsia em banco de dados especifico para o estudo. Os dados serdo obtidos dos prontudrios das
pacientes. Todas as pacientes com citologia mostrando LSIL e aquelas com diagndéstico histoldgico
confirmado de NIC II/lll com indicagé&o e cirurgia excisional (alga diatérmica, conizacdo ou histerectomia nos
casos de colo aplanado) serdo submetidas a colposcopia, biépsia de colo, além de coleta do soro e
secrecdo vaginal. Sera realizada a coleta de fragmentos com a pin¢a de biépsia Professor Medina.

Os critérios de inclusédo serdo mulheres com diagndstico citolégico de LSIL e HSIL (lesao intraepitelial
escamosa de alto grau) de 18 a 80 anos. Os critérios de exclusdo serdo gestantes, doencas que levem a
imunodepresséo e histéria anterior de leséo intraepitelial cervical.

As mulheres com diagnéstico confirmado de NIC | serdo submetidas a seguimento semestral, e
aquelas cujo diagnostico histopatoldgico seja de NIC Il e NIC Il seréo tratadas com excisao da lesédo (alga
diatérmica ou conizacao, ou histerectomia nos casos de colo aplanado) e seguimento semestral.

Seréo realizados ELISA para a dosagem de citocinas sistémicas e na secre¢ao vaginal (IL2, IL5, IL6,
IL8, IL10, IL12, TNF-alfa, Intérferon-gama e TGF-beta), e imuno-histoquimica para verificar a
imunomarcacédo estromal de alfa-actina de musculo liso e proteina alfa de ativagéo de fibroblastos. O
mesmos procedimentos serdo realizados no seguimento de 6, 12, 18 e 24 meses. Os fragmentos de bidpsia
de colo serdo armazenados em formaldeido para a realizacdo de imuno-histoquimica e anatomo-patolégico,
e também em trizol para a realizagédo de PCR para HPV.
A profissional que fara a orientacdo das participantes durante a coleta de amostras sera a Dra. Priscila Thais
Silva Mantoani.

Colposcopia, afericdo da area da leséo e de outros aspectos da imagem

No momento da colposcopia, as imagens serdo gravadas, direcionando os melhores locais para a adequada
bidpsia cervical. As imagens colposcépicas serdo capturadas e arquivadas em um banco
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de dados do estudo e, posteriormente, analisadas para mensuracao da area da lesao. As colposcopias
serdo registradas e as fotos serdo salvas em programa e calculada a &rea da lesdo. E avaliados outros
aspectos, como intensidade do eoutélio acetobranco e duracdo da acetorreatividade, dentre outros. Quando
as les@es forem multiplas, sera realizado o somatério das areas de todas as lesfes, calculando-se a area
total da leséo.

Todas as fotos serdo registradas com o mesmo aparelho na mesma ampliacdo (16x). Portanto, a area da
leséo calculada poderéa ser comparavel entre as pacientes e tem um alto nivel de acuréacia em relacé@o as
medidas. Haveria um erro minimo que seria o do operador circulando a area da lesdo manualmente.

Coleta de secrecao vaginal, biépsia de colo e de soro para dosagem de citocinas

As pacientes selecionadas serdo encaminhadas ao setor de Colposcopia/Oncologia Ginecoldgica do
Hospital de Clinicas — Universidade Federal do Tridngulo Mineiro para realizagdo desse exame, e serao
submetidas, mediante consentimento livre e esclarecido, a coleta de secrecao vaginal, bidpsia da lesao,
para diagnéstico por critérios anatomo-patoldgicos, e coleta de soro para a dosagem de citocinas. As
bidpsias serdo colocadas em formaldeido e serdo encaminhadas a Disciplina de Patologia Especial, e as
amostras de soro e secre¢ao vaginal serdo encaminhadas a Disciplina de Farmacologia. As amostras no
Trizol serdo armazenados no IPON para posterior PCR. Em 6, 12, 18 e 24 meses de seguimento, 0s
procedimentos para coleta de secre¢do vaginal, biopsia de colo e coleta de soro para a dosagem de
citocinas serdo repetidos.

Coleta de soro

A coleta do soro sera realizada no dia do exame colposcépico. Amostras de sangue venoso serao
coletadas através do sistema a vacuo em tubos com gel separador (BD Vacutainer®). Apos 30 minutos
de coagulacdo, as amostras serdo centrifugadas em centrifuga refrigerada a 4°C por 10 minutos a 2000
rpm, onde o soro serd armazenado em aliquotas de 250puL & -70°C até sua utilizacdo. Os niveis de IL2,
IL5, IL6, IL8, IL10, IL12, TNF-alfa, Intérferon-gama e TGF-beta no plasma seréo determinados por método
imunoenzimatico (ELISA), conforme detalhado a seguir. As concentracdes serdo calculadas através de

comparacdo com curvas-padrdo das mesmas.
ELISA

Os niveis das citocinas IL2, IL5, IL6, IL8, IL10, IL12, TNF-alfa, Intérferon-gama e TGF-beta, e no
plasma serdo determinados por método imunoenzimatico (ELISA).
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Para a realizacdo do teste, em resumo, serdo adicionados aos pocos da placa de ELISA,
revestida com anticorpo monoclonal contra IL2, IL5, IL6, IL8, IL10, IL12, TNF-alfa, Intérferon-gama e TGF-
beta, 100puL de tampéo de diluicdo, padrbes diluidos, amostras e controle positivo correspondendo,
respectivamente, aos pog¢os branco, curva, amostras e controle positivo.A placa de ELISA ser& coberta por
selante adesivo e incubada 2h em temperatura ambiente em micro agitador de placas. Em seguida, sera
realizada aspiracao e lavagem dos poc¢os 3 vezes com 300uL de tampdo de lavagem utilizando-se pipetas
multi-canal automaticas. Ser retirado totalmente o excesso de liquidos dos pocos, adicionando-se, em
seguida, 100uL do anticorpo de deteccao biotinilado contra IL2, IL5, IL6, IL8, IL10, IL12, TNF-alfa, Intérferon
-gama e TGF-beta, onde uma segunda incubacéo seré realizada por 2h em temperatura ambiente em
microagitador de placas. Sera repetida a aspiracdo e lavagem como descrito acima e apds sera adicionado
100puL do conjugado de estreptavidina com peroxidase (HRP) e uma terceira incubagéo seré realizada por
1h em temperatura ambiente em microagitador de placas completamente protegida da luz. Serdo realizadas
as lavagens, e em seguida foi adicionado 100uL em cada po¢o da solucdo substrato de tetrametilbenzidina
(TMB) incubando a placa por 5min em temperatura ambiente completamente protegida da luz. Apés a
incubacéo, serdo adicionados em cada po¢ol00uL da solucdo de parada (0,5Mde HCI). Finalmente, a
densidade Optica de cada pogo sera determinada utilizando um leitor de microplacas fixado para 450nm.

O teste possui um limite de deteccdo de 1pg/mL, preciséo inter-ensaio de 8-10% e precisao intra-
ensaio de 4-6%.  As concentracdes serdo calculadas através de comparacdo com curvas-padréo das
mesmas. Os resultados serdo expressos em pg/ml.

Imuno-histoquimica

Os espécimes obtidos por bidopsia de colo uterino serdo processados em parafina e revisados por
patologista experiente. Os casos selecionados serdo submetidos a novos cortes (4 um) em laminas
silanizadas (ATPS - Silano, Sigma® A3648), empregando-se a técnica da estreptoavidina-biotina-
peroxidase. As laminas permanecerdo em estufa (56°C, 24 h) e a seguir serdo desparafinizadas (3 banhos
de xilol, 5 min cada) e desidratadas (3 banhos de alcool absoluto e 1 banho de alcool a 80%, 10 seg cada).
Apébs, as laminas permanecerdo em banho (PBS, pH 7.2, 5 min), para hidratacdo. O excesso de tampéo
serd removido e a borda do corte seca com papel absorvente. As laminas sera adicionada agua oxigenada
(3%, 10 min) sobre cada corte, para ocorrer o bloqueio da peroxidase enddgena e ap0s sera realizada a
lavagem em PBS.

Para a recuperacdo dos antigenos, as laminas seréo colocadas em tubos contendo solugdo tampéao
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citrato 10 mm (pH 6,0), que serdo vedados com papel aluminio e colocados dentro de uma panela a vapor
(30 min, 100°C). Os tubos seréo retirados e colocados sobre a bancada para resfriamento. Apés, as laminas
serdo novamente lavadas (3 banhos) em tampéo PBS e incubadas com o anticorpo primario (18 h, em
camara umida, 4°C), diluido em BSA (2%), que permitem bloquear as ligacdes inespecificas, para reduzir
coloragdo de fundo. Ap6s a incubagao overnight a 4°C com o anticorpo primario especifico (anti-SMA, anti-
FAP,) as laminas seréo colocadas em temperatura ambiente (15 min), lavadas (PBS) e secas. O anticorpo
secundario biotinilado sera adicionado em cada lamina (30 min, temperatura ambiente, cAmara imida), em
seguida ocorrerdo lavagens em PBS e as laminas serdo secas. O complexo estreptoavidina peroxidase sera
adicionado (30 min) nas mesmas condi¢des acima.

Apoés lavagem em PBS, as laminas seréo reveladas através de solucdo cromoégena (Diaminobenzidine -
DAB), por 5 min. Apds, as laminas serdo lavadas (dgua corrente) e contra-coradas em hematoxilina de
Harris. Finalmente as laminas serdo imersas em 3 banhos de alcool absoluto (10 seg cada), para retirada do
excesso de agua, 1 banho de xilol fenicado e 3 banhos de xilol (5 min cada). As laminulas serédo
adicionadas sobre as laminas com entellan para posterior analise.

Serdo utilizados controles positivo e negativo. Dois observadores avaliardo as laminas. A intensidade de
imunomarcacdo no estroma sera avaliada subjetivamente utilizando-se 0 a 3: 0 (nenhuma marcacao), 1
(marcacéo fraca), 2 (marcacao moderada), 3 (marcacao forte).

PCR (Reagéo em Cadeia de Polimerase)

Para a obtencdo do DNA, o material coletado sera estocado em TRIZOL® -70°C e descongelado somente
no momento da extracdo do DNA, no qual sera adicionado de 200l de cloroférmio para cada 1,0 ml de
TRIZOL® coletado. Apés a agitagdo em vértex por 15 segundos, incubacéo a temperatura ambiente por 3
minutos, o material sera centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. Apés centrifugacao, a mistura se
separa numa fase vermelho-fenol-cloroférmio e em outra incolor aquosa. O DNA se encontra na fase
vermelha (fenol-cloroférmio). A fase fendlica, sera adicionado 300 | de etanol 100%, com posterior agitacio
em vortex por 15 segundos, incubacao a temperatura ambiente por cerca de 2 - 3 minutos e centrifugacéo a
2.000 x g por 5 minutos a 4°C. Apoés a centrifugacdo, sera observada a separa¢do da amostra em duas
fases, sendo que o DNA é encontrado na fase sélida do tubo; o sobrenadante foi removido, e realizada a
lavagem do DNA por duas vezes, adicionando 1,0ml de Citrato de Sdodio 0,1M a 10% de etanol, com
posterior homogeneizacdo em vortex por 15 segundos, incubacéo a temperatura ambiente por 30 minutos e
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centrifugagdo a 2.000 x g por 5 minutos a 4°C. Apoés as duas lavagens, adicionar-se a 1,5 ml de etanol 75%,
incubou-se por 20 minutos a temperatura ambiente e serd centrifugado a 2.000 x g por 5 minutos a 4°C.
Posteriormente, sera realizado o protocolo de PCR. Para as rea¢des de PCR, o DNA foi adicionado a uma
solucéo de amplificacdo, seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante (Invitrogen®, Carlsbad, California,
USA). Depois, foi realizado o ciclo de amplificagdo do DNA, com desnaturagdo, anelamento e polimerizacao,
seguidos de 30 ciclos. A reacdo serd amplificada utilizando um termociclador — eppendorff ®com 64
orificios.

ApOs a reacao de PCR, os produtos da amplificacdo serdo submetidos a eletroforese em géis de
poliacrilamida a 14% e corados com prata. Sera utilizado um padrdo como controle positivo TrackitTM 1kb
DNA ladder da Invitrogen®. Foi homogeneizado 10,0 | de amostra amplificada e 3,0 | de buffer adicionando
em cada orificio do gel de poliacrilamida 14%. A corrida foi realizada com corrente de 90 volts por
aproximadamente 1 hora.

Posteriormente a corrida eletroforética, o gel sera colocado em solucéo fixadora por 15 minutos, esta
solucao foi desprezada e adicionada solucdo de Prata por 15 minutos, seguido de uma lavagem em H20
MILLI-Q e incubacdo em solucéo reveladora por aproximadamente 15 minutos, retornando o gel para a
solucao fixadora por 15 minutos e observando-se as bandas presentes no gel.

Nome do oligonucleotideo Sequéncia

HPV 18 F CGACAGGAACGACTCCAACGA

HPV 18 R GCTGGTAAATGTTGATGATTAACT

HPV 16 F CCCAGCTGTAATCATGCATGGAGA

HPV 16 R GTGTGCCCATTAACAGGTCTTCCA

HPV alto risco F TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC

HPV alto risco R GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC

Este primer diagnostica os subtipos 16, 18, 31, 33 e 35 de HPV de alto risco oncogénico. Posteriomente,
caso haja positividade para HPV de alto risco oncogénico, sera realizado a genotipagem para verificar o tipo
de HPV, bem como a carga viral.

Consentimento e aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa
Ser& obtido consentimento de todas as pacientes incluidas no estudo.

Endereco: Av. Getllio Guarita, n® 159, Casa das Comissdes
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Analise estatistica
Os resultados serdo analisados estatisticamente. Serdo utilizados os softwares GraphPad Prism 6, SPSS e
MedCalc 19.0.4. Uma curva de caracteristica de operagdo do receptor (ROC) sera usada para obter a area
sob a curva (AUC) e determinar os melhores valores de corte entre a area da leséo, e o resultado da bidpsia
e o resultado do PCR para HPV. Com esse valor de corte, seré realizado o teste qui-quadrado. Na avaliacdo
da imuno-histoquimica, também sera utilizado o teste qui-quadrado. Na avaliacdo dos nieveis séricos e da
secregdo vaginal das citocinas, sera utilizado ANOVA ou Kruskal-Wallis, conforme o resultado do teste de
normalidade da amostra. O nivel de significAncia ser4d menor que 0,05. Além disso, serdo elaboradas
tabelas com resultado do desempenho da citologia, colposcopia, PCR para HPV de alto risco oncogénico. O
desempenho dos testes para NIC no seguimento serd calculado tendo como padrao-ouro a citologia +
colposcopia com ou sem bidpsia. O desempenho dos exames incluira o célculo da sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), utilizando-se IC de 95%. Os
custos do uso desses métodos no SUS serdo representados por organograma simulando-se o custo de
cada método utilizado. Ressalta-se que os custos do PCR serdo calculados através do gasto total dividido
pelo nimero de testes realizados. Os custos dos procedimentos ja padronizados serdo obtidos através da
tabela de custos para o SUS (http://sigtap.datasus.gov.br/tabela-unificada/app/sec/inicio.jsp).

Na imuno-histoquimica, a concordancia interobservador serd calculada seguindo a seguinte
classificacdo: kappa < 0,4: concordancia leve; 0,4 kappa < 0,8: concordancia moderada; 0,8 kappa < 1:
concordancia forte; kappa > 1: concordancia perfeita".

CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DOS PARTICIPANTES: "Os critérios de incluséo seréo
mulheres com diagnostico citologico de LSIL e HSIL (leséo intraepitelial escamosa de alto grau). Os critérios
de exclusdo serdo gestantes, doencas que levem a imunodepresséo e histéria anterior de lesdo intraepitelial
cervical".

Objetivo da Pesquisa:
Constam:

"Geral:
Propor ao Sistema Unico de Salde a utilizacdo de PCR para deteccdo de HPV de alto risco associado a
colposcopia com instrumento de baixo custo em pacientes com leséo intraepitelial de
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Bairro: Abadia CEP: 38.025-440
UF: MG Municipio: UBERABA
Telefone: (34)3700-6803 E-mail: cep@uftm.edu.br
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baixo grau (LSIL) a citologia oncoética e no pos-tratamento de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de alto

grau.

Especificos

1. Verificar a eficiéncia da utilizacdo de PCR para a deteccédo de HPV de alto oncogénico no diagnostico de
neoplasia intraepitelial em pacientes com leséo intraepitelial de baixo grau a citologia (LSIL) e no pés-
tratamento de NIC II/lll, e comparar com a conduta preconizada pelo Ministério da Saude.

2. Comparar os custos utilizando a conduta atual recomendada pelo Ministério da Saude e a conduta
proposta nesse estudo, verificando se havera impacto econdmico, com redugédo dos custos.

3. Desenvolver um sistema de lentes de baixo custo que pode ser integrado a qualquer telefone celular para
a realizacdo de exames colposcdépicos eficientes, baratos e acessiveis em qualquer lugar do Brasil, que
poderia ser utilizado no protocolo proposto nesse estudo, quando houver positividade do HPV de alto risco
oncogénico.

4. Nas pacientes com HPV de alto risco oncogénico, realizar a genotipagem e verificar a relacdo da carga
viral e do tipo de HPV com a presenca de lesé@o de alto grau confirmada por biépsia, com a recidiva da lesao
apos o tratamento, com alteragdes do estroma do colo uterino e com 0s niveis séricos e na secre¢do vaginal
de citocinas (IL2, IL5, IL6, IL8, IL10, IL12, TNF-alfa, Intérferon-gama e TGF-beta).

5. Comparar os niveis dessas citocinas dosadas no soro e secrecao vaginal nos periodos de seguimento em
6, 12, 18 e 24 meses, bem como a imunomarcacdo dos marcadores de estroma.

6. Verificar se aspectos colposcoépicos da lesdo, como a intensidade do epitélio acetobranco e a duracao da
acetorreatividade, tém associagdo com a gravidade da leséo, cujo andtomo-patoldgico foi confirmado por
bidpsia de colo uterino. Além disso, aferir o tamanho das leses, e verificar se ha correlacédo outros fatores,
como o grau de NIC confirmado pela biépsia ou com o tipo de HPV.

7.Verificar, num seguimento semestral de até 24 meses, a incidéncia de NIC Il e Ill no seguimento de
pacientes com LSIL, e verificar se ha relagdo com carga viral, tipo de HPV, altera¢bes do estroma do colo
uterino e com 0s niveis séricos e na secrec¢ao vaginal das citocinas descritas acima.

8. Verificar, num seguimento semestral de até 24 meses, a incidéncia de recidiva de NIC Il e Ill no
seguimento de pacientes tratadas cirurgicamente por NIC Il e lll, e verificar se ha relacdo com carga viral,
tipo de HPV, alteracfes do estroma do colo uterino e com 0s niveis séricos e na secrec¢do vaginal das
citocinas descritas acima".

Endereco: Av. Getllio Guarita, n® 159, Casa das Comissdes

Bairro: Abadia CEP: 38.025-440
UF: MG Municipio: UBERABA
Telefone: (34)3700-6803 E-mail: cep@uftm.edu.br

Pagina 13 de 16



-

" = UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
0 ; QR
v TRIANGULO MINEIRO - UFTM %

Continuagéo do Parecer: 4.597.976

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Segundo os pesquisadores:

"Os riscos sdo o desconforto na coleta de sangue, biépsia e secre¢cdo vaginal, e a perda de
confidencialidade, que serdo minimizados através da orientacdo da paciente de que a bidpsia ja é
procedimento de rotina para esse caso independente da pesquisa, e a coleta dos demais materiais
demandara um pequeno tempo a mais, de no maximo cinco minutos. A bidpsia pode levar a um discreto
sangramento de colo uterino, que sera minimizado com a coloca¢éo de tampéao vaginal como curativo. Nao
h& dor para a coleta da secrec¢éo vaginal, e a dor para a coleta do sangue é de somente uma punc¢éo. A
profissional que fard a orientacdo das participantes durante a coleta de amostras sera a Dra. Priscila Thais
Silva Mantoani. Em relacéo a perda de confidencialidade, isso sera evitado através da nao identificacao das
pacientes pelo nome, mas por nimeros. Os beneficios serdo a proposta de uma forma mais eficaz da
prevencdo do cancer de colo uterino e lesbes precursoras. Isso é importante pela frequéncia ainda elevada
de diagnésticos avancados de cancer de colo uterino no Brasil, que é um tipo de cancer totalmente
prevenivel por pelo menos 3 recursos (Papanicolaou, uso de preservativo e vacina contra HPV). Dessa
forma, melhorando-se as formas de prevenc¢do, com diagndstico e tratamento de lesfes precursosras,
havera uma diminuicao da incidéncia de cancer de colo uterino no pais".

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Os pesquisadores propdem a realizacdo de um estudo prospectivo com 100 pacientes com diagnéstico de
LSIL por citologia, e 50 pacientes com indicagdo de tratamento excisional por NIC Il ou lll, que seréo
encaminhadas ao ambulatorio de Colposcopia do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da UFTM, de
2021 a 2023.

Equipe de pesquisadores vinculada na Plataforma Brasil:

Rosekeila Simdes Nomelini (Responsavel Principal)

Eddie Fernando Candido Murta (Professor Titular, Medicina, DGO, ICS)
Priscila Thais Silva Mantoani (Médica, Medicina, DGO, ICS)

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:
Todos os termos obrigatérios foram apresentados adequadamente.

Recomendagdes:
ndo ha.
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De acordo com as atribuicdes definidas nas Resolu¢bes CNS 466/12, CNS 510/16 e Norma Operacional

001/2013, a Coordenacédo do CEP-UFTM manifesta-se pela aprovacdo ad-referendum do protocolo de

pesquisa proposto, situacdo definida no dia 18/03/2021.

O CEP-UFTM informa que de acordo com as orientacbes da CONEP, o pesquisador deve notificar na

pagina da Plataforma Brasil, o inicio do projeto. A partir desta data de aprovacao, € necessario o envio de

relatérios parciais (semestrais), assim como também é obrigatéria a apresentacao do relatério final, quando

do término do estudo.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aprovado ad-referendum pela Coordenacéo do CEP-UFTM em 18/03/2021.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 12/02/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1618436.pdf 07:59:58
Outros Respostas.pdf 12/02/2021 |Rosekeila Simbes Aceito
07:59:44 | Nomelini

TCLE / Termos de | TCLE.docx 12/02/2021 |Rosekeila Simbes Aceito

Assentimento / 07:57:29 |Nomelini

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projetocep.docx 12/02/2021 |Rosekeila Sim&es Aceito

Brochura 07:57:13 | Nomelini

Investigador

Outros DeclaracaoCOVID.pdf 27/08/2020 | Rosekeila Simbes Aceito
08:12:53 | Nomelini

Outros AutorizacaoGEP.pdf 27/08/2020 | Rosekeila Simbes Aceito
07:55:08 | Nomelini

Outros AutorizacaoUASMeDGC.pdf 27/08/2020 | Rosekeila Simbes Aceito
07:54:53 | Nomelini

Folha de Rosto folhaDeRostoassinada.pdf 27/08/2020 | Rosekeila Simbes Aceito
07:54:17 | Nomelini

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Endereco:
Bairro: Abadia
UF:. MG

Telefone:  (34)3700-6803

Municipio:

Av. Getllio Guarita, n°® 159, Casa das Comissdes

CEP: 38.025-440

UBERABA

E-mail:

cep@uftm.edu.br
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UBERABA, 18 de Marc¢o de 2021

Assinado por:

Alessandra Cavalcanti de Albuquerque e Souza
(Coordenador(a))
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