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Resumo

O cancro cervical é um importante problema de saude global e uma das principais causas de
morte em mulheres de paises com baixos rendimentos, sobretudo devido a falta de programas
de rastreio eficazes. A infecao persistente pelo papilomavirus humano (HPV) é a principal causa,
e os tipos de hrHPV aumentam significativamente o risco de cancro.

Este trabalho representa a primeira caracterizacao da prevaléncia do HPV e das lesoes cervicais
em Angola, visando demonstrar o valor de uma estratégia de rastreio que combine a
genotipagem do HPV e a dupla marcacao p16/Ki-67.

153 amostras cervicovaginais de mulheres com 25 anos ou mais foram submetidas a
genotipagem e diagndstico citoldgico, sequido da dupla marcagao nos casos positivos.

Os resultados demonstram uma elevada prevaléncia (18,2%) de HPV de alto risco em Angola.
Mais de 55% das mulheres HPV-positivas apresentavam lesoes citoldgicas. A dupla marcacao
revelou 50,9% de positividade entre as mulheres PAP-positivas/HPV-positivas, sublinhando o
valor da triagem para identificar as mulheres de maior risco e melhorar a referenciacao para
colposcopia.

Este estudo apoia a utilizacao do teste HPV como método de rastreio primdrio para melhorar a
detecao precoce e reduzir a mortalidade, mesmo em locais com poucos recursos, a par de

esfor¢os para melhorar a acessibilidade a cuidados preventivos.

Palavras-chave: Rastreio do cancro cervical; HPV; citologia; CINtec Plus; Angola.



Abstract

Cervical cancer remains a major global health issue and a leading cause of cancer-related
deaths among women in low-income countries, primarily due to the lack of effective screening
programs. Persistent human papillomavirus (HPV) infection is the primary cause, with high-risk
types significantly increasing cancer risk.

This work represents the first-ever characterization of HPV prevalence and cervical lesions in
Angola, aiming to demonstrate the value of implementing a screening strategy for early
diagnosis, combining HPV genotyping and p16/Ki-67 dual-labeling.

A total of 1153 cervicovaginal samples from women aged 25 and above, underwent HPV
genotyping and cytological diagnosis, followed by dual-labeling in positive cases.

Results show a high prevalence (18,2%) of high-risk HPV in Angola. Over 55% of HPV-positive
women had cervical abnormalities. p16/Ki-67 labeling revealed 50,9% positivity among PAP-
positive/HPV-positive women, emphasizing the value of triage tools to identify women at
higher risk and improving colposcopy referrals.

This study supports using HPV testing as primary screening method to improve early detection
and reduce mortality even in low-resource settings, alongside efforts to enhance accessibility to

preventive care.

Keywords: Cervical cancer screening; HPV; cytology; CINtec Plus; Angola.
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1. Introducao

0 cancro é uma doenca complexa e multifatorial que, sequndo a Organizagao Mundial de Satide
(OMS), é uma das principais causas de morte no mundo, juntamente com as doencas
cerebrovasculares e cardiovasculares.! Existem diversos sinénimos da palavra cancro, tais como
tumor ou neoplasia. Etimologicamente neoplasia significa “crescimento de novo” e pode ser
classificada como benigna ou maligna. Atualmente a designacao de cancro mais aceite é a de
neoplasia maligna e refere-se, de forma simplificada, ao crescimento anormal de tecido,
resultante de uma proliferacao celular invulgarmente rapida que persiste apds o crescimento

normal do tecido ter cessado ou abrandado consideravelmente.?

1.1. Panorama global do cancro

Segundo estimativas da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancro (IARC) a incidéncia
global de cancro tem aumentado, atingindo quase 20 milhdes de novos casos e perto de 10
milhdes de mortes em 2022 (Figura 1).2 Uma em cada cinco pessoas no mundo desenvolve
cancro durante a vida, sendo que um em cada nove homens e uma em cada 12 mulheres morrem

dadoenca.

Cases ASR (World) Deaths ASR (World)

19 976 499 1969 9743 832 91.7

| Incidence | Mortality

348874

Brain CNS
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Muttiple myeloma
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Figura 1: Dados globais de incidéncia e mortalidade por cancro. Adaptado de Bray et al.>

0 cancro do colo do ttero (CCU) é o quarto tipo mais comum entre as mulheres, a nivel global,

segundo a mais recente estimativa. Em todo o mundo, ocorreram aproximadamente 662 301



novos casos de cancro do colo do Utero e 348 874 mortes no ano de 2022 (Figura 1). O cancro
cervical é o tipo de cancro mais comum em 25 paises e a principal causa de morte por cancro em
37, todos localizados na Africa Subsaariana, América do Sul e Sudeste Asigtico.*

Em Africa, 0 CCU é o sequndo tipo de cancro mais comum, com 125 699 novos casos e representa
o0 segundo maior nimero de mortes por cancro, com 80614 mortes em 2022, apenas atras do
cancro da mama (Figura 2). Nos paises com elevada prevaléncia de infecdo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), mais de metade dos casos de cancro do colo do dtero ocorrem

em mulheres seropositivas.*

| Incidence | Mortality | Prevalence

o O

Continent Cases Percent Continent Deaths Percent Continent Prev. cases Percent

Asia @ 397082 60.0% Asia@® 199795 57.3% Asia @ 1186 812 60.9%

Africa @ 125699 19.0% Africa @ 80614 23.1% Africa @ 286 448 14.7%

Latin America and the Caribbean 63171 9.5% Latin America and the Caribbean 33514 9.6% Europe @ 207 993 10.7%
Europe [ ] 58219 8.8% Europe [} 26950 T7% Latin America and the Caribbean 198 107 10.2%

Northern America @ 15 654 2.4% Northern America @ 6692 1.9% Northern America @ 61427 3.9%

Oceania @ 2476 0.37% Oceania @ 1309 0.38% Oceania @ 7734 0.40%

Incidence, both sexes Mortality, both sexes S-year prevalence, both sexes

Figura 2: Distribuicdo da incidéncia e mortalidade do cancro do colo do titero em africa. Adaptado de Bray et al.>

Africa é desproporcionalmente afetada pelo cancro do colo do ttero. Em 2022, a percentagem de
mulheres que morre por CCU é de 70% enquanto em muitos paises de elevado rendimento, essa
percentagem desce para 30%." Esta situacao deve-se nao so a fatores socioeconémicos e
culturais, mas também ao fraco acesso aos servicos de saude. Por outro lado, as mulheres que
vivem com o HIV tém uma probabilidade seis vezes maior de desenvolver cancro do colo do ttero,
mesmo em idade precoce, do que as seronegativas. Esta associacao contribui significativamente
para o pesado fardo da morbilidade e mortalidade na regiao, refletindo as desigualdades e
disparidades geograficas, de género e socioecondmicas.®

Atualmente, em Africa, o rastreio de lesées pré-cancerosas de colo de ltero é incipiente e cobre
menos de 10% da populacao alvo, devido a existéncia de muito poucas unidades sanitarias

publicas e privadas para realizacao de testes de rastreio. A maioria das mulheres com lesées no



colo do utero acodem tardiamente aos poucos centros com capacidade de rastrear e tratar
potenciais lesdes pré-cancerosas o que leva a que apenas uma fracao dos casos seja
diagnosticada, e ja numa fase avancada da doenca. O acesso ao tratamento (por exemplo, a
cirurgia, radioterapia ou quimioterapia) numa fase tdo avancada resulta, geralmente, numa
elevada taxa de mortalidade. A mortalidade entre as mulheres diagnosticada com CCU varia
significativamente de acordo com o estagio do diagndstico e o acesso ao tratamento.
Consequentemente, entre 37% e 77% das mulheres diagnosticadas com CCU morrem nos cinco

anos subsequentes ao diagndstico.®

1.2. 0 cancro do colo do utero: uma perspetiva

1.2.1. Definicao e tipos principais

O colo do utero é a regiao mais baixa e estreita do utero e faz a ligacao a vagina. Este pode ser
dividido em ectocérvix, que se projeta para dentro da vagina e é revestido por epitélio escamoso;
e endocérvix, um canal que passa do dstio interno para o 6stio externo e é revestido por epitélio
colunar. Praticamente todos os carcinomas do colo do utero tém origem na zona de
transformacao, que circunda o dstio externo. A zona de transformacao é uma drea de metaplasia

escamosa entre a juncao escamo colunar original e atual.”

Columnar Squamous
Reserve epithelium epit |
celes T t St T an-masw- % 4 Basal layer

the

Superficial

New SCJ
UN<1% B
t

Original SCJ

Endocérvix Ectocérulx

= Columnar epithelium

1o do utero

Figura 3: Representacdo esquematica do colo uterino e seus epitélios, com destaque para zona de transformacao. Adaptado de
Kusakabe et al.®

Até 2014, a nomenclatura histolégica descrevia as lesdes do colo do ttero como neoplasias

intraepiteliais cervicais (CIN) e dividia-as em trés niveis de gravidade (CIN1, CIN2 e CIN3), nos



quais CIN1 corresponde a lesoes de baixo grau e CIN 2 e CIN3 correspondem a lesdes de alto
grau.® A terminologia, atualmente adotada baseia-se na classificacao LAST (Lower Anogenital
Squamous Terminology), na qual se designam lesdes intraepiteliais escamosas (SIL), e permite
uniformizar as designacoes em todos os 6rgaos do trato genital inferior (vulva e vagina), anus e
pénis." Segundo esta classificacao as lesdes dividem-se em:LSIL (lesdo intraepitelial escamosa
de baixo grau) - representa a manifestacao clinica e morfoldgica de uma infecao produtiva por
HPV com baixo risco associado de cancro concomitante ou futuro; HSIL (lesdo intraepitelial

escamosa de alto grau) - pré-cancerosa; e carcinoma ou adenocarcinoma.®

Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC)

Cohdas convcas > 8 (4
. o ¢ o

e T 111

Cohulas basany

Normal NICY NIC2 NCOY

Classificagdo baseada em Richart Classificagdo LAST
Colo do (tero
CIN 1: Neoplasia intraepitehial de qrau 1 LSIL: lov/-qrade squamous intracpitehal lesion
C(IN 2: Neaplasia intraepitelilal de grav 2 HSIL:high-grade squamous intraepitelial lesion
CN 3: Neoplasia intraepitelial de Grau 3
(I1S: Carcinoma in-situ
(Aranoma mMxroInvasvo (aranoma escameso superficalmente nvasivo

Figura 4: Classificagao Richart (Antiga) / classificacao LAST (Atual). Adaptado de Bhatla et al. ®

Histologicamente, o carcinoma de células escamosas (epidermdide ou pavimentoso) é o mais
frequente, compreendendo a aproximadamente 90% dos CCU. A maioria dos restantes 10%
corresponde a adenocarcinomas. Tamhém é possivel encontrar carcinomas adeno-escamosos
e de pequenas células (mais raramente), bem como casos pontuais de sarcomas primarios do

colo do dtero e linfomas malignos primarios e secundarios do colo do utero."



1.2.2. Fatores de Risco

Existem diversos fatores relacionados com o desenvolvimento desta neoplasia, mas a infecao
com estirpes oncogénicas do HPV é o principal fator de risco para o seu desenvolvimento. E uma
das infecoes sexualmente transmissiveis mais comuns sendo altamente prevalente na
populacao sexualmente ativa, especialmente entre 0s 16 e 25 anos de idade ™"

A infecao por HPV, por si s6, nao leva ao desenvolvimento de cancro, no entanto, 99% das
mulheres com cancro do colo do Utero estao infetadas por estirpes de HPV de alto risco.” O virus
tem um papel como iniciador da transformacao maligna e existem diversos cofatores que irao
promover o seu desenvolvimento: predisposicao genética, a existéncia de outras doencas
sexualmente transmissiveis (DST), e.g. Herpes simplex tipo 2 e Chlamydia trachomatis, o inicio
precoce da atividade sexual, o uso de contracetivos orais, depressao do sistema imunitdrio (e.g.
HIV), o ndmero de gravidezes, as deficiéncias nutricionais (nomeadamente baixos niveis de
vitamina A e C e de acido fdlico), a existéncia de muiltiplos parceiros sexuais, a histéria sexual dos

parceiros, as caracteristicas demograficas e os habitos alcodlicos e tabdgicos.”

1.3. 0 papel do Virus do Papiloma Humano no cancro cervical

1.3.1. Caracteristicas e epidemiologia

A familia Papillomaviridae é uma das mais antigas familias virais, estando a evoluir em conjunto
com os seus hospedeiros ha mais de 400 milhdes de anos.” Os papilomavirus (PVs)
compreendem um grupo diversificado de virus que infetam diversas espécies animais, desde
mamiferos terrestres e aquaticos, aves e répteis." 0s HPVs sao virus nao-encapsulados com
50-60 nm de diametro, contendo uma unica molécula circular de DNA de cadeia dupla com
aproximadamente 8000 pb.” Até a data, mais de 300 PVs diferentes foram identificados e o seu
genoma completamente sequenciado, incluindo cerca de 200 capazes de infetar o ser humano.”
De uma maneira geral cada gendtipo tem um hospedeiro especifico e existe também uma
preferéncia de determinados tipos de PVs para infetar locais anatdmicos distintos, onde causam
les6es com caracteristicas clinicas distintas, desde lesoes benignas, como verrugas, até lesoes
inaparentes ou lesdes precursoras assintomaticas, que podem, em alguns casos, progredir para
neoplasia.’®

Apesar dos PVs serem um grupo de virus consideravelmente heterogéneo, a estrutura e
organizacao do seu genoma é semelhante e pode ser dividida em trés regides: uma regiao

reguladora LCR (long control region), que também é designada de URR (upstream regulatory



region); uma regiao codificante E (early) que codifica entre trés a seis proteinas envolvidas na
replicacdo viral e na transformacao celular; e uma regido codificante L (/ate) que codifica as duas
proteinas da cdpside (L2 e L1).” A regido LCR é constituida pela origem de replicacao, tambhém
designada por ori. Estao ainda presentes o promotor inicial (P1), promotor tardio (PT) e locais de

poliadenilacao inicial e tardio (pAl e pAT)."
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Figura 5: Organizacao gendmica de um HPV alfa oncogénico e funcées das proteinas virais. Adaptado de Bravo & Félez-
Sénchez.”

Em termos taxondmicos os PVs podem ser agrupados em géneros e espécies,” no entanto, a
classificacao clinicamente mais relevante é a que define diferentes tipos de HPV, i.e. dois
genomas de HPV que partilham mais de 90% de identidade nucleotidica do gene L1 pertencem
ao mesmo tipo de HPV (Tabela 1)."® No entanto, tipos de HPV semelhantes podem apresentar
fendtipos bastante distintos. Por exemplo, cerca de 85% da sequéncia dos tipos 6 e 11 sao
semelhantes, no entanto o HPV 6 estd mais associado ao aparecimento de verrugas genitais,
enquanto o tipo 11 é a causa primaria do aparecimento de papilomas na laringe. Damesma forma,
o tipo 13 que possui 78% da sua sequéncia semelhante ao tipo 6 e 11, ndo esta relacionado de

forma causal a nenhuma das condi¢des anteriores.’<°



Consideram-se ainda 3 grupos gerais de HPV consoante o seu tropismo para determinado tecido:
tropismo para o epitélio cutaneo, para a mucosa ou cutaneo associado a Epidermodisplasia
Verruciforme (EV). Os HPVs com tropismo para a mucosa dividem-se entre baixo ou alto risco
consoante a sua capacidade oncogénica.?® Os tipos de alto risco sao aproximadamente 15 e estao
associados ao surgimento de cancros anogenitais, nomeadamente o cancro do colo do utero. Por
outro lado, os tipos de baixo risco sao responsaveis pelo aparecimento de verrugas genitais

benignas (condiloma acuminado).®"

Tabela 1:Tipos de HPV dos varios géneros, tropismos e as respetivas patologias associadas. Adaptado de Harden & Munger.2?

Género Tropismo Tipo de HPV Doenca
Carcinoma cervical das células
escamosas (~50%)
HPV16 Adenocarcinoma cervical (~35%)
= Cancro orofaringeo (~25%)
2 Carcinoma cervical das células
o) HPVI18 escamosas (~20%)
= Adenocarcinoma cervical (~35%)
(]
=
= g
=< = HPV31, 33, 35, 39, Carcinoma cervical das células
45,51, 52, 56, 58, 59 escamosas (~30%)
5 g HPVG6, 11 I.esées genitais bc?nigr'121.s
S = Papilomatose respiratoria
= 2 - - —— <
= 2 5 Hiperplasia epitelial focal (Doenga
—§, HPVI13, 32 de Heck)
8 ’é“ HPV2, 3,27, 57 Verrugas cutaneas
g .2
§ S E HPV1 Verrugas cutaneas
HPVS5, 8 EV
HPV 9,12, 14, 15,17, 19-25,
;‘; 36-38, 47,49, 75, 76, 80, 92,
93, 96, 98-100, 104, 105, . .
s 107. 110, 111, 113, 115, 118, Provavelmente associada a EV
= 120, 122, 124, 143, 145, 150-
o 152, 159
HPWVA4, 48, 50, 60, 65, 88, 95,
< 101, 103, 108, 109, 112, 115,
§ 116, 119, 121, 123, 126-142, Desconhecido
© 144, 146-149, 153-158, 161-
170

1.3.2. Mecanismo de infecao e carcinogénese
A principal forma de transmissao do HPV é a atividade sexual de qualquer tipo, podendo ocorrer,

inclusive, a deposicao do virus nos dedos por contato genital e a autoinoculagao. A transmissao



pode ocorrer por contacto direto com lesdes da pele ou mucosas infetadas, ou de forma indireta
por instrumentos infetados que figuem em contacto com microlesdes, traumatismos ou
maceracoes. Ainda que rara, a transmissao vertical pode ocorrer durante o parto normal por
contacto direto com células infetadas.®

As estimativas apontam para que mais de 80% das mulheres e homens sexualmente ativos
terao adquirido pelo menos umainfecao por HPV até aos 45 anos.?* Em média, 12% das mulheres
em todo o mundo possuem uma infecao cervical detetavel por HPV, no entanto estes valores
apresentam variagoes geograficas e etdrias, sendo globalmente mais prevalente em mulheres
com menos de 30 anos e nas regides da Africa Subsariana (24%), América Latina e Caraibas

(16%), Europa de Leste (14%) e Sudeste Asidtico (14%).2° (Figura 6)
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Figura 6: Taxa de prevaléncia da infecao por HPV mundial. Adaptado de Bruni et al. 26

Os tipos de HPV mais comumente encontrados, mesmo em mulheres com achados citolégicos
normais em todo o mundo sao os tipos oncogénicos, nomeadamente, os tipos de HPV16, 18, 31,
51,52 e 53 (Figura 7). No entanto, os tipos de HPV16 e 18 sao responsdveis por cerca de 70% dos
casos de cancro cervical no mundo.?® Nos homens, as estimativas apontam para uma prevaléncia
global de 31% para qualquer tipo de HPV e 21% para os HPV de alto risco, sendo o HPV16 o0 mais
prevalente. Estes valores apontam para a ideia de que os homens sexualmente ativos, além de
poderem sofrer morbilidades relacionadas com HPV, sao um reservatdrio da infecao por HPV
sexualmente transmissivel =

Os HPV tém uma elevada afinidade para células basais do epitélio escamoso estratificado, que

se encontram na camada mais profunda do mesmo. Estas células atuam como células



estaminais e, por isso, sofrem divisao celular de forma a substituir as células libertadas da
camada superficial do epitélio. Desta forma, o ciclo de vida viral estd intimamente ligado a divisao
e diferenciacao das células infetadas.?® Num cendrio normal, as células diferenciadas nao
conseguem realizar a sintese do DNA. Porém, a acao das proteinas E6 e E7 do HPV é capaz de
ativar os intervenientes necessdrios para que se realize a sintese do DNA viral, mantendo estas
células na fase S do ciclo celular de forma que mantenham a maquinaria necessaria para replicar

oseu DNA?®
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Figura 7: Comparacao dos dez tipos oncogénicos de HPV mais frequentes no mundo entre mulheres com e sem lesdes cervicais.
Adaptado de Bruni et al. %

Apds ainfecao, a carcinogénese leva algum tempo e as lesoes pré-cancerigenas podem regredir
espontaneamente, ou evoluir para cancro. Para que o cancro apareca tem de existir uma infecao
crénica.° (Figura 8) Este processo requer uma expressao aumentada das oncoproteinas E6 e E7,
presentes nos genatipos de alto risco, e que desempenham varias funcdes, tais como, inducao da

proliferacao celular descontrolada de células indiferenciadas; angiogénese; evasao ao sistema



imunitario; inibicao da apoptose; transformacao das células do hospedeiro para que o virus se
possa replicar.

A replicacao do DNA viral leva a lesao do DNA nas células onde a replicagao viral estd a ocorrer.
Durante a reparacao e replicacao celular das células do hospedeiro, o HPV aproveita para
introduzir o seu material genético no genoma do hospedeiro, isto consequentemente leva a uma
perda do gene viral E2 que anteriormente reprimia a expressao dos genes E6 e E7, mantendo a
atividade destas proteinas em niveis baixos' A desregulacao destes oncogenes tem a
capacidade de imortalizar as células hospedeiras desencadeando o processo de transformacao

maligna.
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u
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DNA viral
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do genoma
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Figura 8: Varias etapas envolvidas no ciclo replicativo de HPVs de alto risco no epitélio cervical e proteinas intervenientes no
processo. Adaptado de Doorbar et al. 33

A oncoproteina E6 tem como funcao principal degradar a proteina p53, codificada por um gene
supressor tumoral. Esta proteina bloqueia o ciclo celular de células com mutacoes® e tem ainda a
capacidade de induzir a telomerase, assim nao ocorre o encurtamento dos telomeros e hd uma
proliferacdo celular descontrolada. Por sua vez, a E7 degrada a proteina retinoblastoma (pRb),
0 que, tal como no processo anterior, leva auma proliferacao celular descontrolada.® ApRb é uma
proteina reguladora da transicao das células dafase G1a fase S, assim quando hd degradacao da
mesma por acao da E7, a ciclina que é um dos fatores responsdveis pela ativacao da fase S, fica
livre e nao controla as células normais das modificadas. Nao havendo controle na replicacao
celular,nem reparacao do DNA, hd um crescimento celular descontrolado.>* A oncoproteina E5 é
a menos estudada e também a mais pequena. Esta reduz a concentracao de leucdcitos,
diminuindo a resposta imunitaria do hospedeiro.2®

A progressao da neoplasia é geralmente um processo gradual ao longo de anos. Esta mudanca

nao é unidirecional, mas sim caracterizada por uma sucessao de processos de progressao e
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regressao entre as diferentes fases.?® (Figura 9) A forma como a lesao ird progredir ao longo do

tempo é imprevisivel, sabe-se que 40 a 60% das lesdes LSIL regridem espontaneamente, no

entanto cerca de 10 a 20% irao progredir até HSIL ou mais.3®-8 Esta variabilidade encontra-se

também associada com o tipo de HPV detetado na lesao. A infecao pelos gendtipos de alto risco

16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 e 58 apresentam um risco pelo menos duas vezes superior de

desenvolvimento de HSIL nos 5 anos seguintes. Da mesma forma, as lesdes cervicais com estes

gendtipos tém uma probabilidade de persistir durante pelo menos o dobro do tempo. Pelo que a

genotipagem destes tipos de HPV pode ser um importante fator preditivo da probabilidade de

desenvolvimento de SIL ou carcinoma invasivo.3®

| Prophylactic vaccines |

)@

Midzone

Basal layer
Basement

|'r‘s(-e|11|:‘:||.;]|'|¢ | —— e
—

Dermis

Neutralizing

antibody se—

Squamaus
pithelium

. .&'Q-H ) g
Sﬁ*ﬁ#-«
Superficial ,ﬁ!ﬁ? Qﬁ'
wne | (2] SLolt
(& ,T_»‘.’i!;ﬂ

&
&

Tw{e] oln (8]
'\n.\%l. A%

HPY

Columnar epithelium-

Transformation

zome

e

Therapeutic
vaccines aor other
immunostimulatory
agents l

Pap screening — low sensitivity/high specificity Surgery
HPY testing — high sensitivity/low specificity Chematherapy
Radiation
d
T T
[o/0'@p[0a 0ol oy |
Uy C2V00T
IJQ.H%_M{# Mh{ o |
o f o fﬁl £
(0L @A .HIA [
o/@ o alple.

Invasian
[OOSR <3

Metastasis

LSIL —p HSIL

Invasive cancer
L+
)

-2 THRY integration

T'Dnr.'ugunus
JE2

@ Early gene expression £1, E2, E5, E6, E7 @D Mature, uninfected

HFVE @ Late gene expression L1 and L7 nuclei
protein-specific  Immunosuppression by HIV infection o [ & Uninfected nuclei
Tcells or for organ transplantation |

Figura 9: Progressao oncogénica do cancro do colo do ttero. Adaptado de Roden & Wu 4°

1.4. Estratégias de prevencao e diagnéstico

A implementacao de programas adequados e generalizados de prevencao e diagndstico do

cancro cervical permitiria reduzir significativamente o fardo associado a esta patologia. Este

objetivo pode ser atingido através da implementacao de estratégias eficazes de prevencao
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primdria, secundaria e tercidria, com vista a reducao do nimero de infecdes por HPV, detecao e
tratamento atempado de lesdes pré-cancerigenas e ainda o fornecimento de tratamentos e

cuidados paliativos adequados a doentes com cancro invasivo.*' (Figura 10)
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= Circuncisao masculina
Figura 10:Intervencdes programaticas para prevencao de infecdes por HPV e cancro do colo do ttero. Adaptado de WHO 4
1.4.1. Vacinacao: prevencao primaria
A constatacao, no inicio da década de 1980, de que a infecao por alguns tipos de HPV estava
fortemente associada ao desenvolvimento de alguns tipos de cancro levou auma forte aposta na
investigacao para o desenvolvimento de vacinas contra este virus, como forma de prevencao e
até tratamento das lesdes associadas a infecao por HPV. Atualmente, existem seis vacinas
contra o HPV disponibilizadas comercialmente e aprovadas para uso profildtico. Todas elas sao
compostas por particulas semelhantes ao virus baseadas na proteina L1, que nao tém capacidade
deinfecao, mas produzem uma respostaimunitaria do individuo.*? A principal diferenca entre elas
reside sobretudo na sua valéncia, isto é, na quantidade de gendtipos de HPV diferentes para os
quais oferecem protecao.
A primeira vacina a ser desenvolvida e aprovada pela norte-americana Food and Drug
Administration (FDA) em 2006 foi a vacina quadrivalente Gardasil®. Esta oferece protecao
contra os dois tipos de HPV mais oncogénicos e responsdveis por quase 70% dos cancros
cervicais, o HPV16 e o HPV18, e ainda contra o HPV6 e 11, responsdveis por aproximadamente
90% das verrugas genitais benignas.** Quase em paralelo foi aprovada pela Agéncia Europeiado

Medicamento (EMA) em 2007 e pela FDA, em 2008, a vacina Cervarix®, que oferece protegao
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contra os dois tipos mais oncogénicos de HPV (16 e 18).#* Posteriormente, a Gardasil 9® foi
licenciada em 2014 e veio oferecer uma protecao mais ampla, incluindo cinco tipos adicionais de
HPV (HPV31,33, 45, 53 e 58). Mais recentemente foram aprovadas na China duas novas vacinas
bivalentes contra o HPV (Walrinvax® e Cecolin®) e na india uma vacina quadrivalente
(Cervavac®).*

A posicao da OMS sobre a vacinacao contra o HPV defende que o publico-alvo da vacinagao
sejam os jovens adolescentes entre 0s 9 e 14 anos de idade. Apesar da vacinagao precoce de
raparigas ser uma estratégia eficaz e eficiente em termos de custos para prevenir o cancro do
colo do utero, esta estratégia sera ineficiente na erradicacao da infecao por HPV e suas
consequéncias.*® A vacinacao de ambos os sexos terd um papel crucial na eliminacao dos
cancros relacionados com o HPV#” uma vez que a evidéncia demonstra que as infecoes por HPV
ocorrem com maior frequéncia nos homens do que nas mulheres.*® Assim, a vacinagcao masculina
precoce contrao HPV é eficaz na prevencao de verrugas anogenitais, cancro do pénis e anorretal,
mas também na prevencao e transmissao de infecdes assintomaticas.*

Desta forma, em diversos paises foram ja iniciados programas de vacinacao generalizados da
populacao adolescente do sexo feminino ou de ambos os sexos. (Figura 11) Em Junho de 2020,
107 dos 194 Estados-Membros da OMS haviam introduzido a vacinacao contra o HPV em todo o
pais ou parcialmente. No entanto, apenas 33 destes programas incluiam a vacinacao de rapazes,
maioritariamente na Europa, Américas e Austradlia. Estes dados traduzem-se numa estimativa
global de cerca de 15% das raparigas e 4% dos rapazes vacinados com o esquema completo da

vacina, e 20% e 5% receberam pelo menos uma dose, respetivamente.*

introduced:

Africa 31%
America 85%
Asia 40%

Europe 77%
Oceania 56%

B Introduced (Includes partial introduction) to date (107 countries or 55%)
— Not Available, Not Introduced/No Plans (87 countries or 45%)
o ™ Not applicable

o w5 s 3500 Kilometers
T —

Figura 11: Representacao da introducdo do programa de vacinacao nos diferentes continentes. Adaptado de Bruni et al. >°
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Em Portugal, a vacina tetravalente foi incluida no Plano Nacional de Vacinagao a partir de marco
de 2008 para raparigas com 13 anos de idade. Desde 2017, foi introduzida a vacinacao com
Gardasil® 9 a todas as raparigas aos 10 anos de idade, e desde outubro de 2020, a vacinacao foi
alargada aos rapazes nascidos a partir de 2009.

Nos paises de baixo e médio rendimento, tem havido um esforco e investimento na vacinacao
contra o HPV para combater o cancro do colo do utero. Em 2019, 87% dos programas de
vacinacao iniciados foram em paises deste grupo, nomeadamente seis na Africa Subsaariana
(Gambia, Libéria, Costa do Marfim, Quénia, Malawi e Zambia), cinco na América Latina e Caribe
(Costa Rica, Dominica, Granada, Sao Cristévao e Nevis e Santa Lcia) e trés na Asia e Pacifico
(Uzbequistao, Maldivas e llhas Salomao). (Figura 12) Apesar disso, as taxas de vacinagao ainda

sao baixas.”®
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Figura 12: Comparacdo entre as estimativas de cobertura do programa de vacinacao contra o HPV especifico para meninas em
paises de alta renda (HIC) e de baixa/média renda (LMIC). Adaptado de Bruni et al. >°

Em Angola, foi recentemente aprovada aintroducao da vacinagao das meninas pré-adolescentes
com a vacina chinesa Cecolin® como uma medida efetiva de prevencao de cancro de colo de

Utero nas raparigas. As metas de cobertura nacional em 2024 sao de vacinar 90% das raparigas
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do pais entre 0s 9 e 0s 13 anos de idade com uma dose da vacina, através da vacinacao nas
escolas de 95% das raparigas matriculadas e de 80% das raparigas na mesma faixa etaria que

se encontram fora do sistema escolar.

1.4.2. Rastreio: prevencao secundaria e diagndstico precoce

A introducao de programas de rastreio do cancro do colo do Utero a partir da década de 1960 em
varios paises da Europa, América do Norte e Japao foi uma das principais responsaveis por uma
acentuada diminuicao na sua incidéncia e mortalidade. Até entao as taxas de incidéncia nestas
regioes eram idénticas aquelas verificadas atualmente nos paises em desenvolvimento e, nos
paises pioneiros, verificaram-se reducdes de até 80% na taxa de mortalidade por CCU nas trés
décadas seguintes.>

Para que um programa de rastreio seja bem-sucedido, este deve ter em consideracao diversos
parametros na escolha do teste de rastreio: validade, fiabilidade, seqguranca, aceitabilidade,
simplicidade e custo. Um teste de rastreio valido e fidvel deve ser reprodutivel e apresentar uma
elevada sensibilidade e especificidade, tendo em conta a populacao-alvo e as condi¢cdes em que
vai ser utilizada. Atualmente, diferentes métodos sao utilizados para a detecao de lesdes
causadas por HPV ou do prdprio virus, sendo os mais utilizados a citologia e os testes

moleculares para detecao de HPV, que podem ser utilizados de forma isolada ou em combinacao.

1.4.2.1. Citologia

A citologia, no contexto do rastreio de CCU, é o método através do qual se efetua uma colheita de
células do colo, com o objetivo de identificar anormalidades celulares na zona de
transformacao.> Este é o principal local onde ocorrem as alteracoes displasicas e neopldsicas, o
que torna necessdrio a colheita de uma boa amostra desta regiao.>>>* Apds a colheita, o material
pode ser estendido numa lamina de vidro ou disperso num meio liquido fixador.>* Existem, assim,
dois tipos de citologia exfoliativa cervical: a convencional e a realizada em meio liquido.

O rastreio por citologia esfoliativa constituiu o principal contributo para a grande reducao na
mortalidade por cancro do colo do utero nos paises desenvolvidos.>® A citologia em meio liquido
permite ultrapassar algumas das limitacoes de colheita da citologia convencional, possibilitando
um processamento das laminas mais homogéneo e menos citologias insatisfatdrias. Além disso,
permite a automatizacao, com processamento de grandes volumes de amostras e reducao dos
custos para os laboratdrios, possibilitando ainda a realizacao de testes complementares na

mesma amostra, como a pesquisa de HPV, ou outras DST.>5*® No entanto, nao ha diferencas na
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sensibilidade e especificidade para as lesdes de alto grau relativamente a citologia
convencional.®

O rastreio citolégico apresenta fraca reprodutibilidade inter-observador e elevada taxa de falsos
negativos, decorrentes do facto de o resultado citoldgico ser dependente da interpretacao do
patologista sendo, por isso, subjetivo. Esta variabilidade pode resultar em abordagens
diagndsticas e terapéuticas consideravelmente diferentes>” De forma a uniformizar
terminologias e otimizar a gestao de pacientes foi desenvolvido o Sistema de Bethesda, que
introduziu um modelo de relatdrio padronizado em citologia cervicovaginal, que para além da sua
reprodutibilidade, reflete o conhecimento mais atual sobre o cancro do colo do utero. Assim, as
alteracoes citoldgicas encontradas no colo do ttero sao designadas SIL e dividem-se em: Lesao
intraepitelial de baixo grau (LSIL), quando se verificam alteracdes celulares ligeiras, geralmente
oriundas de infecdes por HPV autolimitadas; e Lesao intraepitelial de alto grau (HSIL), quando as
alteracoes apresentam alto risco de malignidade. Quando o grau de atipia ndo é suficiente para
determinar lesao intraepitelial escamosa, utiliza-se a terminologia ASC. Esta divide-se em ASC-
US e ASC-H. Sao consideradas ainda as alterac6es compativeis com carcinoma de células
pavimentosas e as lesdes que tém origem em células glandulares, sendo incluidas as células
glandulares atipicas (AGC) e o adenocarcinoma do colo do ttero.”

Apesar de a citologia ter reduzido a incidéncia e a mortalidade por carcinoma de células
escamosas na maioria dos paises desenvolvidos, € menos eficaz na detecao e prevencao de
adenocarcinomas, apresentando baixa sensibilidade na detecao de adenocarcinomain situ (AlS)
e lesdes precursoras.>

A natureza subjetiva da citologia acentuou-se na era pds-vacina¢ao. A menor prevaléncia de
lesoes intraepiteliais nas coortes vacinadas condiciona uma menor precisao nainterpretacao das
alteracoes citoldgicas pelos citopatologistas, resultando numa reducao da sensibilidade e do
valor preditivo positivo (VPP) de 50-70% para 10-20% para CIN2+, comprometendo a eficiéncia
do programa de rastreio na populagao vacinada.>® Para além disto, em mulheres vacinadas os
resultados anormais da citologia passam a consistir maioritariamente em pequenas
anormalidades causadas por gendtipos de menor potencial oncogénico.>® Assim, embora haja
menos mulheres com altera¢es escamosas, a prevaléncia de anormalidades benignas e lesoes
de baixo grau ou de grau indeterminado permanecerao as mesmas, levando a reducao na

discriminacao de lesdes escamosas verdadeiras de outras condi¢des benignas.>
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1.4.2.2. Testede HPV-DNA

O teste de HPV permite identificar a presenca de alguns gendtipos de hrHPV em esfregacos
cervicovaginais. O principio deste teste assenta no conhecimento de que a infecao pelo hrHPV é
condicao necessaria para o desenvolvimento do cancro do colo do Utero e que 0o DNA do HPV esta
presente em 99.7% dos cancros invasivos.>® 0 teste de HPV tem tido um nimero crescente de
aplicacoes clinicas. Entre elas destacam-se a triagem da citologia ASC-US, na qual apresenta
maior acuidade para detecao de CIN2+ do que a citologia, e a vigilancia pés-colposcopia ou pdés-
tratamento, nas quais apresenta uma sensibilidade elevada na detecao de doenca
residual/recorréncia.*®

Como método primdrio de rastreio do cancro do colo, o teste de HPV revelou uma protecao para
carcinomainvasivo 60-70% superior a citologia, sendo que um teste de HPV negativo apresenta
um risco cumulativo de desenvolver lesao de CIN3+ nos trés anos seguintes significativamente
inferior ao de um resultado citoldgico negativo (risco de 0,069% apds teste de HPV negativo vs.
risco de 0,11% apds citologia negativa).®® O teste de HPV apresenta ainda um valor preditivo
negativo que ronda os 100% e é mais reprodutivel que a citologia.®

0 teste de HPV tem elevada sensibilidade na detecao de CIN2+ (8-30% superior a citologia),
embora tenha menor especificidade do que a citologia (4-12% inferior), especialmente em
mulheres jovens.>®®" Isto deve-se principalmente a detecao de infecdes transitdrias que ainda
nao produziram alteracgoes citoldgicas, ja que as mulheres jovens apresentam maior prevaléncia

de infecao, mas também maior capacidade de resolucao espontanea das mesmas.®?

Tabela 2: Exemplos de alguns tipos de testes de HPV comercializados internacionalmente e suas caracteristicas. Adaptado de
Moutinho et al. >

Nome e Método Genétipo Utilidade
empresa
Hybrid 1_)NA~ 16, 18, 31, Teste primario > 30 anos
Capture 2 (ampllﬁcacao de 33,33, 39, Co-teste com citologia
(HC2) el 5 2’5§85’1§95’268 (detecdo HPV alto risco)
DNA 16, 18, 31, Teste primario > 30 anos
Cervista HPV (ampliﬁcacz‘io de ig’ g?’ gg’ Co-teste com citolqgia
HR sinal) 56: 58: 59: (dete¢do HPV alto risco)
66, 68
Cervista HPV- DNA 16, 18 Co-teste: Cervista HPV HR
16,18 (Amplificacio (+) e citologia (-)
de sinal) (detegdo de HPV 16 ¢ 18)
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DNA 16, 18, 31, Co-teste com citologia
Cobas HPV (amplificagdo do 33, 35, 39, (dete¢do HPV alto risco)
alvo) 45, 51, 52, . -
test Pode ser método primario
56, 58, 59, d treio > 25
66, 68 e rastreio > 25 anos
16, 18, 45, Co-teste com citologia
BD Onclarity DNA 31, 33, 35, (detecdo HPV alto risco)
x ~ 39, 51, 52, - e
HPV assay (amplificagdo do Pode ser método primario
56, 58, 59, 66 >
alvo) de rastreio > 25 anos
e 68
Detegdo de 16, 18, 31, Teste primario > 30 anos
Aptima HPV EG/E7 mRNA 33,35, 39, Co-teste com citologia
por RT-PCR 45, 51, 52, detecio HPV alto ri
assay 56, 58. 59, (detecdo alto risco)
66, 68
Aptima HPV Detecdo de
16 18/45 E6/E7 mRNA :
Genotype por RT-PCR 16, 18, 45 Co-teste quando‘ Aptima
Assay HPV assay ¢ (+)

1.4.2.3. Co-teste (Citologia + HPV-DNA)

O co-teste é a realizacao de rastreio utilizando a citologia e o teste de HPV em simultaneo. Até
2018, varias organizacoes americanas recomendaram o co-teste como o método de rastreio
preferencial para mulheres na faixa etaria dos 30 aos 65 anos.®® O co-teste mostrou uma
sensibilidade 42% superior na detecao de CIN2+ e 33% superior na detecao de CIN3+ do que a
citologia isolada, mas uma especificidade mais baixa em 6% e 8% respetivamente.®
Comparando com o teste de HPV isolado, o co-teste apresentou uma sensibilidade 5% e 2%
maior na detecao de CIN2+ e CIN3+, respetivamente, mas menor especificidade.®*

No entanto, o co-teste sistematico resulta em custos mais altos do que o teste de HPV isolado,
bem como em maiores taxas de encaminhamento para colposcopia, apresentando menor VPP
para detecao de CIN2+ entre as mulheres encaminhadas. As evidéncias disponiveis em varios
ensaios clinicos nao indicam que efetuar co-teste a todas as mulheres seja mais protetor do que
realizar o teste de HPV primdrio.®* Deste modo, para evitar eventuais danos e custos
desnecessarios, apenas um teste primdrio (citologia ou teste de HPV) deve ser usado em

qualquer idade no rastreio do CCU.%*
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1.4.2.4. Inspecao visual com dcido acético (VIA)

Os programas de rastreio com base na citologia ou em testes moleculares requerem
infraestruturas (laboratdrios) e técnicos qualificados, bem como um sistema de controlo de
qualidade bem definido. Estes recursos revelam-se caros e dificeis de implementar para muitos
paises com baixos recursos, o que se constata pela disparidade global observada nas taxas de
cancro do colo do ttero.®*

Ainspecao visual com acido acético (VIA) foiimplementada em ambientes e paises com recursos
e acesso limitados aos cuidados de satde devido ao seu baixo custo e baixos requisitos de
infraestrutura. Em ensaios de intervencdo randomizados realizados na india verificou-se uma
reducao significativa na mortalidade em comparacao com a nao realizacao de nenhum rastreio
apds uma unica rodada ou varias rodadas da inspecao visual com dcido acético. A reducao da
incidéncia de cancrodo colo do utero apds a triagem foi observada em apenas um desses ensaios.
Além disso, um estudo randomizado e controlado conduzido na Africa do Sul mostrou uma
reducdo na detecao de CIN2+ 6 meses apds a triagem por este método. Desta forma, a VIA tem
sido estabelecida como uma boa alternativa para reduzir a mortalidade associada ao cancro do

colo do utero, podendo mesmo reduzir aincidéncia da doenca.®®

1.4.2.5. Biomarcadores de diagnéstico precoce

Apesar dos programas de rastreio recomendados para o cancro do colo do utero e da
implementacao de campanhas de vacinagao em curso, as taxas de morbilidade e mortalidade
desta patologia continuam a crescer nos anos mais recentes.®® Assim a procura por novos
marcadores genéticos, moleculares ou imunocitoquimicos que possam auxiliar no diagndstico
precoce de lesdes pré-cancerigenas e na caracterizacao das alteracdes neopldsicas é de
extremaimportancia.

A progressao de infecao transitdria parainfecao transformadora caracteriza-se por um aumento
significativo da expressao do mRNA dos oncogenes E6/E7, assim a detecao da expressao do
mRNA destes oncogenes pode ser utilizada como marcador preditivo do risco de progressao da
lesao.®” Durante o processo, a expressao destes oncogenes virais afeta tamhém a expressao e
funcao de diversos genes e proteinas do hospedeiro, através de interacoes proteicas ou devido a
acumulacao de alteracdes epigenéticas em genes supressores tumorais, e.g. as regioes
promotoras de genes supressores tumorais podem tornar-se hipermetiladas, levando a
diminuicao da expressao de proteinas reguladoras.’%® Estas alteracdes nos padrdoes de

metilacao ocorrem no inicio da carcinogénese e sao frequentemente retidas e mantidas em
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tumores invasivos, sendo o aumento dos niveis de metilacao proporcional a gravidade da lesao.
Os testes de metilagdo sao testes promissores na triagem de testes HPV positivos, apresentando
uma sensibilidade e especificidade muito elevada na detecao de lesées HSIL e carcinoma
invasivo).”

Dois dos biomarcadores melhor estudados e utilizados na detecao e caracterizacao de infecdes
por HPV sao as proteinas p16INK4a e Ki-67. A proteina p16INK4a é uma proteina reguladora do
ciclo celular, que atua como supressor tumoral por bloqueio da fosforilacao da proteina RB (pRB).
Ainativacao da pRB pela E7 resulta no aumento da producao da p16INK4a por um mecanismo de
feedback negativo, sendo esta proteina um marcador direto da atividade oncogénica do HPV, da
qual pode resultar um cancroinvasivo. A proteina Ki-67 é expressano nicleo de células em fases
ativas do ciclo celular (G1,S, G2 e M), sendo por isso um bom marcador de proliferacao celular.” A
expressao simultanea dos marcadores p16 e Ki-67 deve-se excluir mutuamente sob condicées
fisiologicas normais, uma vez que possuem efeitos antagénicos: enquanto p16 tem atividade
antiproliferativa, Ki-67 é expresso em células em divisao. Portanto, acredita-se que a co-
expressao dos dois marcadores podera identificar as células em verdadeira transformacao

oncogénica, por identificar células com ciclo celular anormal.”? (Figura 13)

CINtec PLUS CIiNtec PLUS CINtec PLUS Citologia

Negativo Negativo

Positivo
A expressao de p16 A expressao de A co-expressao de Depende apenas da
(castanho) sinaliza a Ki-67 (vermelho) p16 e Ki-67 (castanho interpretacao da
interrupcao da sinaliza a progressao e vermelho) indica morfologia
divisao celular da divisao celular desregulacao do ciclo

celular

Figura 13: Representacao da co-expressao p16/Ki-67. Adaptado de Roche. ™

Diversos estudos demonstram que detecao conjunta por imunocitoquimica destes dois
marcadores apresenta elevada sensibilidade e especificidade (35%) na detecao de HSIL, com
elevado VPP, sendo um método eficiente na triagem de testes HPV positivos, com a vantagem
de reduzir a referenciacao para colposcopia. >™ Assim, a metodologia CINtec® PLUS foi
desenvolvida e ja aprovada para utilizacao na triagem de mulheres com teste HPV positivo.” Este
método deteta dois produtos de reacao diferentes: um precipitado castanho no nticleo e/ou

citoplasma de células que sobre-expressam p16INK4a, e um precipitado vermelho no nicleo de
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células com expressao de Ki-67. A presenca da marcacao simultanea na mesma célula é definida

como CINtec® PLUS positiva.”

Rastreio em 5 anos

— Pl
- Seguimento em 12 meses
DD i
(39" oD / ’ v (Teste de HPV)
DSDD -
@@ @ | 12 outros HPV-Ar+ - CINtec PLUS
' \'""/f FY +\A
cobas | Q6¥as%E COLPOSCOPIA
WPV TEST e Y

S

Figura 14: Algoritmo aprovado pela FDA para a triagem de mulheres com teste de hrHPV +. Adapatado deRoche ™

1.5. Desafios e Estratégias na Implementacao de Programas de Rastreio

0 rastreio do cancro cervical é feito a nivel mundial de variadas formas. De uma maneira geral
existem duas categorias de rastreio: 1) o rastreio organizado, de base populacional e 2) o rastreio
oportunista, em que o teste de rastreio é realizado no ambito de uma consulta sem periodicidade
definida. O rastreio organizado é mais abrangente, econémico e permite um maior controlo da
qualidade do resultado, é uma medida de Saude Publica e deve abranger toda a populacao. Estes
rastreios, para além de ajudarem a identificar lesoes precursoras de cancro e estadios iniciais da
doenca, ajudam ainda a promover a literacia em saudde.> Ao contrario do rastreio organizado, o
rastreio oportunista é considerado um cuidado de satide personalizado uma vez que é realizado
a pedido do individuo ou porque o teste |lhe foi proposto pelo seu profissional de satde. Desta
forma, este tipo de rastreio é caracterizado por uma grande heterogeneidade no acesso, comuma
elevada participacao de certas partes da populacao, que sao rastreadas com demasiada
frequéncia, combinada com uma baixa participacao noutros grupos, sobretudo de estatuto
socioeconémico mais baixo.”

Em paises de baixos recursos, como alguns paises africanos, os programas de rastreio sao muito
dificeis de implementar. No entanto tem sido feito um esforco para implementar programas de
rastreio adequados a realidade de cada pais e, na sua maioria, ja existe algum tipo de protocolo
ou projeto-piloto de rastreio quer seja pela utilizacao do método de inspecao visual sequido do

tratamento de lesdes identificadas por crioterapia, pela utilizacao da citologia ou mesmo alguns
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exemplos onde comeca a ser explorado o teste de HPV (e.g. Camardes e Ruanda). No entanto, a
data, apenas a Africa do Sul tem um programa de rastreio de base populacional organizado.

De uma forma geral, as diretrizes recomendam o rastreio citoldgico em intervalos de 3 a 5 anos
quando os resultados dos testes sao normais, geralmente comecando aos 20-30 anos de idade
(preferencialmente a partir dos 25 anos) e terminando aos 60-65 anos. Com 0s avangos nos
métodos moleculares, as recomendacoes tém sido atualizadas para a realizagao de testes
primdrios para o HPV num intervalo de pelo menos 5 anos, a iniciar aos 30-35 anos de idade.*
Independentemente dos métodos de rastreio primdrio utilizados em cada pais, existe uma
preocupacdao comum com as mulheres que nunca ou irregularmente participam no rastreio do
CCU. Uma opcao para estas mulheres é a auto-amostragem com kits oferecidos nas
comunidades ou enviados por correio para as suas casas. A Holanda é o pais europeu com maior
sucesso na transicao do programa de rastreio do CCU de uma estratégia baseada em citologia
para o teste de HPV. Foi também o primeiro pais a incluir a auto-colheita para teste de HPV no
programa de rastreio. Habitualmente, as amostras sao colhidas pelos clinicos gerais, no entanto,
a opcao de auto-amostragem é oferecida as mulheres que faltam ao rastreio. Para amostras
positivas para HPV, a citologia é usada como teste de triagem. Estratégias semelhantes tém sido

implementadas noutros paises da Europa do Norte, Canadd e Australia.’®"®

1.5.1. Otimizacao de recursos e recomendacoes globais

A melhor estratégia de prevencao do CCU combina a vacinacao contra o HPV com o rastreio do
CCU, idealmente com iguais taxas de cobertura e adesao. Com os resultados verificados até hoje
pela implementacdo de programas de rastreio, percebeu-se que é fundamental continuar a
apostar nesta medida de prevencao, tornando prioritaria a estruturacao de programas de rastreio
organizado em detrimento do rastreio oportunista. Para que estas estratégias sejam eficazes e
tenham resultados favordveis a curto e longo prazo é essencial dar conhecimento da existéncia
das mesmas a populacao-alvo, fornecendo informacao qualificada e sequra, de modo a aumentar
as taxas de adesao.®?

Com esta mudanca de paradigma surgem novos desafios que devem ser considerados de forma
a otimizar o rastreio, evitando gastos desnecessarios, sobrecarga das unidades de colposcopiae
possiveliatrogenia. Esta otimizacao pode ser feita através da triagem de resultados positivos do
teste de HPV, nomeadamente através dos biomarcadores, que incluem a dupla marcacao

p16INK4a/Ki-67 e os testes de metilacdo. E, no entanto, necessario ter em conta 0s recursos
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financeiros de cada pais e sistema de satide e a possivel dificuldade de acesso a estes métodos
numa perspetiva quotidiana.®

Tém sido efetuados estudos do impacto econdmico da inclusao destes marcadores em
programas de rastreio, tendo-se observado que a sua inclusao num contexto de triagem de
testes HPV positivos e citologias reflexas de baixo grau (ASC-US/LSIL) possibilitard uma
reducado significativa das mulheres referenciadas para as unidades de colposcopia, com reducao

da sobrecarga destas unidades, minimizando a ansiedade e a iatrogenia associadas.>®
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2. Objetivo

Este estudo é de grande impacto, uma vez que em Angola, nao existe ainda nenhum programa de
rastreio organizado, o rastreio oportunista ou em pequeno programa-piloto realiza-se por VIA ou
muitas das vezes inicia-se por colposcopia. Até a data, ainda nao existem planos para a
implementacao do rastreio molecular nem existem estudos sobre a prevaléncia do virus HPV na
populacao. Neste sentido o projeto teve como objetivo recolher dados observacionais sobre as
taxas de positividade para gendtipos de hrHPV e citologia de dupla coloracdo (DS) p16/Ki-67,
correlacionando estes dados com os resultados da citologia Papanicolau (PAP).

De forma a atingir estes objetivos globais, foram definidos vdrios objetivos especificos:

1. Determinar a prevaléncia de infecao do HPV com a caracterizacao de 14 subtipos de
hrHPV e em especifico dos subtipos 16 e 18, através do cobas® HPV teste comparar
com a prevaléncia noutros paises;

2. Avaliar a correlacao da prevaléncia de alteragoes citologicas com o resultado do teste
molecular de HPV;

3. Avaliar a correlacao entre a dupla marcacao (p16/Ki-67) e a citologia papanicolau em
mulheres com teste molecular de HPV positivo prevendo o impacto no follow-up e
referenciacao para colposcopia e bidpsia.

Desta forma, este trabalho pretende, em primeiro lugar, gerar um conjunto de evidéncias sobre a
prevaléncia da infe¢ao por HPV em Angola e a sua relagao com a prevaléncia de lesdes cervicais
pré-malignas. Tem também como objetivo avaliar o impacto da implementacao de novos
métodos moleculares no rastreio do cancro cervical em Angola e de que forma a realizacao da
triagem dos casos hrHPV positivos com DS p16/Ki-67, em vez da PAP, permitird reduzir o

numero de referenciacées para colposcopias desnecessarias.
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3. Maétodos

3.1. Caracterizacao da amostra

0 tamanho da amostra foi selecionado tendo em consideracao uma estimativa da casuisticalocal
de mulheres HPV-positivas e da prevaléncia de lesdes de alto grau, tendo por base a positividade
para HPV reportada noutros paises da Africa Ocidental e a carga de doenca reportada no pais.
Assumindo uma prevaléncia da infecao pelo hrHPV de 20% na populacao Angolana, foi
necessario um tamanho minimo de amostra de 1386 individuos (incluindo 231 individuos com a
doenca) para atingir um poder minimo de 80% para detetar uma alteracao no valor percentual da
sensibilidade de um teste de triagem de 0.70 a 0.95, com base num nivel de significancia alvo de
0.05. Assim, foram recrutadas para este estudo 1420 mulheres, comidade igual ou superior a 25
anos, das quais 267 foram posteriormente excluidas (Figura 15).

Todas as mulheres inscritas foram registadas num software, bem como todos os resultados
obtidos (PAP, teste HPV, DS). Todos os dados recolhidos/obtidos para determinar o
desempenho do Teste de HPV-DNA no panorama da detecao precoce do cancro do colo do Utero
foram guardados para aperfeicoamento dos servicos de saude prestados, e criagcao de registo de

dados oncoldgicos.

Recrutamento (periodo de 1 ano)
MATERNIDADE LUCRECIA PAIM

1420 Mulheres

Critérios de inclusdo Criérios de Exclusdo

Mulheres com diagnéstico
prévio ou em tratamento

1153 100 167
|

Mulheres >25 anos Mulheres Gravidas

MACROLAB
(Teste de HPV + Citologia

1153

Figura 15: Representacdo da dinamica do material e métodos.

IACC (DS)

285

As colheitas cervicovaginais foram realizadas com cytobrush, na Maternidade Lucrécia Paim
(Maternidade de referéncia em Angola), no periodo de fevereiro de 2022 a fevereiro 2023. As
amostras foram fixadas e acondicionadas em meio liquido Roche Cell Collection Medium (Roche,
Sandhofer, Germany). E posteriormente submetidas a genotipagem de hrHPV e ao

processamento citoldgico na Macrolab, um Centro de Diagndstico Laboratorial com competéncia
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em Anatomia Patoldgica e Biologia Molecular. A técnica de dupla marcagao imunocitoquimica foi

realizada no IACC (Instituto Angolano de Controle do Cancer).

3.2.(Citologia

As amostras em meio liquido Roche Cell Collection Medium (Roche, Sandhofer, Germany), foram
processadas por citocentrifugacao, utilizando 2 mL de amostra, a uma rotacao de 2000 rpm
durante 5 min, na Epredia™ Cytospin™ 4 Cytocentrifuge (Epredia, Milano, Italia) para obter os
esfregacos citoldgicos para microscopia 6tica de acordo com o protocolo do fornecedor. Todas
as laminas foram coradas pela técnica de Papanicolaou com o corante nuclear Hematoxilina de
Harris e citoplasmaticos Cytopath EA50 e Orange G sequindo protocolo de acordo com as
instrucdes da marca (Diapath, Bergamo, Itdlia) e montagem com Entellan (Merck, Darmstadt,
Alemanha). O screening citoldgico e registo das alterac@es citoldgicas encontradas foi realizado
de acordo com o sistema de Bethesda 2022.” Todos os casos foram vistos por um observador e

revistos por um segundo. A interpretacao de LSIL e HSIL manteve-se em todos 0s casos.

3.3.Teste molecular hrHPV

Para a detecao de subtipos de alto risco do Papilomavirus Humano utilizou-se um teste
qualitativo in vitro - kit HPV cobas® 4800 (Roche, Sandhofer, Alemanha). Este teste identifica
especificamente os tipos HPV16 e HPV18 enquanto deteta simultaneamente os restantes tipos
de altorisco (31,33, 35, 39, 45, 51,52, 56, 58,59, 66 e 68).

Resumidamente, a extracao de DNA foi realizada de forma automatica utilizando o equipamento
Cobas Z 480 e a amplificacao foi realizada por PCR em tempo real no Cobas X 480 (Roche,
Sandhofer, Alemanha) de acordo com o protocolo do fornecedor. O kit contém um conjunto de
primers concebido para detetar e amplificar especificamente uma regiao de aproximadamente
200 nucledtidos na regiao L1 do genoma de cada um dos 14 subtipos de HPV incluidos. Os
fragmentos amplificados sao detetados pela ligacao de sondas oligonucleotidicas fluorescentes.
Adicionalmente, foram incluidos dois controlos externos: a enzima AmpErase para evitar 0s

falsos positivos e a B-globina para evitar falsos negativos.

3.4.CINtec® PLUS
As amostras citoldgicas destinadas a coloragao imunocitoquimica com CINtec® PLUS (Roche,
Basileia, Suica) foram armazenadas a 30 °C durante 6 semanas, seguidas de mais 12 semanas

refrigeradas a 8 °C. Imediatamente apds o processamento, as laminas ThinPrep® foram fixadas
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em etanol a 99% durante 30 minutos e secas ao ar durante a noite. A técnica iniciou-se com a
recuperacao antigénica (HIER - Heat Induced Epitope Retrieval) realizada de forma
automatizada no Ventana BenchMark GX (Roche, Basileia, Suica). A técnica de dupla marcagao
imunocitoquimica foi realizada no mesmo equipamento de acordo com as instrucdes de uso do
CINtec® PLUS kit de citologia. Por fim, a montagem contemplou duas fases: a primeira aquosa,
com CC/Mount™ 4 horas a 37°C; depois realizou-se a montagem definitiva, mergulhando as
laminas em xilol e depois montando-as com Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha).

As amostras foram divididas em séries de 10-30 amostras. Em cada série usou-se uma lamina
de controlo positivo (amostra de HSIL), preparada a fresco todos os dias, para ser utilizada em
cada corrida. O controlo negativo é a prépria amostra.

Uma vez que houve negatividade da técnica de DS em casos de citologia positiva procedeu-se a
repeticao da coloracao imunocitoquimica diretamente nas laminas utilizadas para diagndstico
citoldgico. Para tal, foi necessdrio remover as lamelas com xilol e realizar a descoloracao
citoldgica de acordo com o protocolo para CINtec® PLUS.

A avaliacao das células num teste CINtec® PLUS seguiu critérios especificos para garantir uma
andlise precisa e as laminas foram classificadas como positivas, negativas ou inconclusivas.
Considerou-se células positivas para DS as que apresentaram simultaneamente coloragao
vermelha no nicleo (Ki-67) e castanha no citoplasma (p16). Foi considerado resultado positivo, a
presenca de uma ou mais células com dupla marcacao, i.e. basta uma célula para o caso ser
considerado positivo. Considerou-se inconclusivo, casos em que as coloragdes foram fracas ou

inconsistentes.

3.5.Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software IBM SPSS Statistics, versao
28. As caracteristicas demograficas da amostra estudada foram descritas utilizando estatisticas
descritivas. Para varidveis continuas, foram calculadas a média, o desvio padrao, a mediana, o
erro padrao da média e os intervalos interquartis. Para variaveis categdricas, foram calculadas
frequéncias absolutas e relativas. As associacoes entre as diferentes varidveis em estudo foram
calculadas utilizando o teste do qui-quadrado (y2). A probabilidade do resultado de um
determinado teste estar ligado ao resultado de um outro teste foi calculada através da analise de
razao de chances (odds ratio, 0.R.). Todos os testes estatisticos foram realizados com um nivel

de significancia de 5% (p < 0,05).
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4. Resultados

4.1. Caracterizacao da populagao em estudo

Um total de 1420 mulheres foram convidadas a participar neste estudo, tendo sido incluidas 1153
mulheres, com idades entre 25 e 79 anos, o que corresponde a uma idade média de 42,9 anos e
mediana de 43 anos (Figura 16). Esta populacao foi depois dividida em cinco grupos etarios: ()
<35 anos (23,6%), (I) 35-44 anos (31,7%), (1) 45-54 anos (31%), (IV) 55-64 anos (12%) e (V) >65
anos (1,7%).

" Estatistica descritiva

a0 N 153
Minimo 25,00
- Mediana 43,00
4 Méximo 79,00
" Intervalo 54,00
20 Média 42,90
Desvio padrao 10,07
° T 30 an s0 50 70 s Erro padraodamédia 0,297

Idade
Figura 16: Histograma da distribuicdo etdria e estatistica descritiva da populagao estudada.

Estimativas do Instituto Nacional de Estatistica (INE, 2016) apontam para uma populacao de 33
086 278 habitantes em Angola no ano de 2022, dos quais 51% sao mulheres.”® Destas,
aproximadamente 64% tém menos de 25 anos, pelo que nao fazem parte da populacao em
estudo neste trabalho. Comparando a distribuicao etdria da populacao incluida neste estudo com
a distribuicao geral da populacao em Angola (Tabela 3) é possivel verificar que existe uma ligeira
sobre-representacao das faixas etdrias entre os 35 e 54 anos (62% das mulheres incluidas no
trabalho contra 44% das mulheres habitantes em Angola) e uma sub-representacao das
mulheres com menos de 35 anos (24% contra 36% da populacdo-alvo) e com mais de 65 anos

(1,7% neste estudo contra 8% no total da populacao feminina em Angola).
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Tabela 3: Estimativas de distribui¢do da populacao feminina em Angola e da amostragem incluida neste trabalho.

Distribuicao etaria das Populagao-alvo Distribuicao etaria neste
mulheres em Angola (excluindo <25A) estudo
<25A --64%
25-35--13% <35A--36% <35A-23,6%
35-45--9% 35-45--25% 35-45-317%
45-55--7% 45-55--19% 45-55-31%
55-65--5% 55-65--14% 55-65-12%
>65A--3% >65A - -8% >65A-1,7%

4.2.Resultados da tipificacao do virus HPV

De entre as 1153 mulheres analisadas, 943 (81,8 %) testaram negativo para qualquer um dos tipos
de HPV analisados, enquanto 210 amostras (18,2%) testaram positivo para pelo menos um tipo
de HPV de alto risco. Neste trabalho foram testados 14 tipos de HPV de alto risco diferentes: 12
tipos testados em conjunto (cluster), HPV16 e HPV18. Das 210 amostras positivas para hrHPV,
mais de 80% (n=172) revelaram-se positivas para o cluster, 34 (16,2%) eram positivas para
HPV16, e 25 (11,9%) testaram positivo para HPV18. De entre as amostras positivas, 190 eram
positivas para apenas um dos grupos testados (cluster ou HPV16 ou HPV18), enquanto 20
amostras eram casos confirmados de coinfec¢ao: nove amostras eram positivas para o clustere
HPV16 e dez testaram positivos para o clustere HPV18. E ainda de realcar que uma amostra teve
resultado positivo tanto para o cluster como para HPV16 e HPV18 (“triplo positivo”). (Tabela 4)
Fazendo uma andlise por grupos etarios, é possivel verificar que 38,1% (n=80) das amostras
positivas para hrHPV pertencem a mulheres com menos de 35 anos, 28,6% (n=60) em mulheres
com entre 35 e 44 anos, 21,9% (n=46) na faixa etdria entre 45 e 54 anos e apenas 11,4% (n=24)
nas mulheres com mais de 55 anos. De forma similar, a taxa de positividade para hrHPV foi mais
elevada na faixa etdria mais jovem, com 29,4% das mulheres com menos de 35 anos a testarem
positivo para pelo menos um dos tipos de HPV de alto risco em analise. Nos restantes grupos
etdrios a taxa de positividade variou entre 129% (45-54 anos) e 16,4% (35-44 anos). A
associacao entre a idade da mulher e o resultado do teste hrHPV é suportada estatisticamente
pelo teste qui-quadrado (x2 = 33,3; df = 4; p < 0,001), 0 que sugere que a prevaléncia de infecao
por HPV de alto risco varia significativamente entre as diferentes faixas etarias, sendo mais

elevada em mulheres com idade inferior a 35 anos. (Tabela 4)
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Tabela 4: Distribuicao etdria do niimero (n) e percentagem (%) de casos positivos em cada teste.

Grupo HPV + Gendtipo hrHPV PAP+  Resultado citoldgico CINTEC+
etario n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
o)

e 2 g%;)/o) ASC-US  22(81%)
<35 80 HPV18 7 (2’60/) 67 LSIL 22 (8.1%) 26
(n=272)  (29,4%) e (246%) ASC-H 3(1,1%) (24,3%)
Cluster+tHPV16  6(2,2%) HSIL 20 (7 3%)
Cluster+HPV18 6 (2,2%) =70
Cluster 43 (1,7%)
HPV16 8 (2,2%) ASC-US 15 (41%)
35-44 60 HPV18 3(0,8%) 46 LSIL 12 (3,3%) 19
(n=366) (16,4%) Cluster+HPV16 2 (0,6%) (12,6%) ASC-H 2(0,6%) (26%)
Cluster+HPV18 3(0,8%) HSIL 17 (4,6%)
Triplo + 1(0,3%)
0,
Cluster 34(9,5%) ASL;ES 1;%56/;’/) )
45-54 46 HPV16 7(2%) 51 ASC-H 3(0 ,80/0) 18
(n=357) (12,9%) HPV18 4(11%) (14,3%) =70 (26,5%)
Cluster+HPV18 1(0,3%) HSIL 16 (4,5%)
! AGC 1(0,3%)
: ASC-US  7(5%)
55-64 21 ﬁ’;’\slﬂ%’ 128(?2;’)) 23 LSIL  2(14%) 6
(=139)  (151%) o iiovie 1 (0'70/") (165%) ASC-H  2(14%) (1875%)
e HSIL  12(8,6%)
>65 3 Cluster 2 (10,5%) 4 ASC-US  3(15,8%) 2
(n=19) (15,8%) HPV16 1(5,3%) (21%) HSIL 1(5,3%) (25%)
Cluster 152 (13,2%) ASC-US 65 (56%)
HPV16 24 (21%) Lo 49(23%)
Total 210 HPV18 14 (1,2%) 191 ASC-H 10 (0’90/0) 71
(n=1153  (182%) Cluster+HPV16 9(0,8%) (16,6%) 2 (24,8%)
HSIL 66 (5,7%)
Cluster+HPV18 10 (0,8%) AGC 1(01%)
Triplo + 1(0,1%) e

Em termos de prevaléncia dos diferentes tipos de HPV, esta variou para os tipos testados em

cluster entre aproximadamente 10% no grupo dos 45-54 anos e mais de 20% na faixa etdria

mais jovem (<35 anos). Relativamente ao HPV16, este apresentou uma prevaléncia global de

cerca de 3%, sendo mais prevalente na faixa etdria mais jovem (detetado em 4,4% das mulheres

commenos de 35 anos). Quanto ao HPV18 é de destacar a auséncia de detecao deste tipo de HPV

em mulheres com idade igual ou superior a 55 anos. Nos restantes grupos etdrios, a sua

prevaléncia variou entre 0s 1,4% em mulheres entre 45 e 54 anos e 0s 4,8% em mulheres com

idade inferior a 35 anos. Estes dados revelam uma associacao estatisticamente significativa

entre a infecao por HPV e aidade da paciente (2 = 47,2; df = 24; p = 0,003) independentemente

do tipo de HPV detetado, com todos os conjuntos analisados a apresentaram uma contagem de
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casos superior ao esperado (a excecao do triplo positivo) no grupo de mulheres com menos de 35

anos. (Tabela 5)

Tabela 5- Associacao entre o grupo etdrio da mulher e o resultado da genotipagem de HPV.

Grupo . Cluster Cluster+ Cluster
etario Negativo Cluster . o\46 wpvi+HPVI8 +HPV1g T Y 10 HPV18 Total
Contagem 221 61 6 0 7 9 7 31
Eggz‘?gs;" 2544 410 24 03 27 65 38 3N
<35 Ejj:g‘;?zsa o 21 31 23 05 26 10 17
;ﬁ?g:ﬁ; 57 39 27 06 31 12 20
Contagem 318 40 2 1 2 6 3 372
Eggz‘?gg? 3042 490 29 03 32 77 45 372
35-44 Ejds:f)"r‘]?:a dos 08 13 -05 12 07 -06 -07
;ﬁi‘g‘g{’; 2,2 17 -06 14 08 -08 -09
Contagem 290 33 0 0 1 7 4 335
Eg;‘;‘gs;‘" 2740 442 26 03 29 70 41 335
45-54 Eaej:‘;‘r‘]?;a o 10 17 -16 -05 M 0 o
aRJi?tiLé%i 27 21 19 06 13 0 0
Contagem 100 16 1 0 0 2 0 19
Eggz‘gs;‘" 973 157 09 01 10 25 14 19
°5-64 E:ds:f)"r‘lfzsa dos 03 01 01 03 10 -03 12
;ﬁiﬂ‘é‘(’)“; 07 01 01 03 11 -03 13
Contagem 14 2 0 0 0 0 0 16
Eggg?gg;" 131 21 01 00 01 03 02 160
265 Ejj:g":}?zsa o 03  -01 -04 -0/ 04 -06 -04
;ﬁi‘t‘l‘ﬁ 06 01 -04 01 04 -06 -04
Total 943 152 9 1 10 24 14 1153

4.3.Resultados do diagndstico citoldgico

Apds analise microscopica das preparacoes obtidas para diagndstico citoldgico verificou-se que

472 (40,9%) amostras foram classificadas como Insatisfatdrias para avaliacao, 490 (42,5%)
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foram classificadas como Negativas para Lesao Intraepitelial ou Neoplasia Maligna (NILM) e as
restantes 191 (16,6%) foram classificadas como citologias positivas, isto é possuiam alteraces
compativeis com diagndéstico de ASC-US ou lesao de grau superior. Destas, 65 amostras foram
classificadas como ASC-US, 49 como LSIL, 10 amostras classificadas como ASC-H, 66 mulheres
com HSIL e um caso de AGC. (Tabela 4)

As amostras contendo atipias de significado indeterminado apresentaram uma prevaléncia
transversal a quase todas as faixas etdrias a volta dos 5%, com uma incidéncia superior nas
mulheres com idade inferior a 35 anos (8,1%) e nas mulheres com mais de 65 anos (15,8%), no
entanto neste Ultimo grupo o nimero de casos detetados foi bastante reduzido (apenas 4 >ASC-
US no total). Os casos de LSIL apresentaram uma prevaléncia superior nas mulheres mais jovens
(8,1% no grupo com menos de 35 anos), apresentando depois uma tendéncia decrescente coma
idade e nao tendo sido detetado nenhum caso em mulheres com mais de 65 anos. Os casos de
ASC-H foram reportados em menos de 1% das amostras analisadas, sendo a sua prevaléncia
superior na faixa etaria 55-64 anos (1,4%) e inexistente acima dos 65 anos. As lesdes HSIL
apresentaram uma prevaléncia global de 5,7%, com uma maior percentagem de casos positivos

nos grupos etdrias <35 anos e 55-64 anos (7,3 e 8,6%, respetivamente).

Tabela 6- Associacdo entre o grupo etdrio da mulher e o resultado do exame citoldgico.

Insatisfatorio NILM ASCUS LSIL ASC-H HSIL AGC Total

Contagem 121 14 24 25 3 24 0 3N
Contagem Esperada 1273 1322 175 132 27 178 03 3N
Residuos padronizados -0,6 -16 15 3.2 0,2 15 -05
Residuos ajustados -0,9 -2,4 19 39 0,2 18 -0,6
Contagem 173 158 14 10 2 15 0 372
35.44 Contagem Esperada 152,3 1581 210 158 32 213 03 372
Residuos padronizados 1,7 0,0 -15 15 -07 -14 -06
Residuos ajustados 2,7 0,0 19 -18 -08 -17 -07
Contagem 141 143 20 12 3 15 1 335
45-54 Contagem Esperada 1371 1424 189 142 29 192 03 335
Residuos padronizados 03 0,1 03 -06 01 -10 13
Residuos ajustados 05 01 03 -07 01 12 16
Contagem 36 64 4 2 2 N 0 M9
55_64 Contagem Esperada 487 50,6 6,7 51 10 68 01 M9
Residuos padronizados -1,8 19 -10 -14 10 16 -03
Residuos ajustados -2,5 2,6 11 15 10 17 -03
Contagem 1 i 3 0 0 1 0 16
65 Contagem Esperada 6,5 6,8 09 0,7 0,1 09 00 16
- Residuos padronizados -2,2 1,6 22 -08 -04 01 -01
Residuos ajustados -2,8 2,1 23 -08 -04 01 -01
Total 472 490 65 49 10 66 1 1153
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0 unico caso de AGC reportado foi detetado numa mulher com 47 anos. Estes dados sustentam
uma associacao entre aidade e o resultado do exame citoldgico, com uma maior prevaléncia de
citologias positivas em mulheres mais jovens (x2 = 39,5; df = 8; p < 0,001). Todas as classes
apresentam uma contagem de casos superior ao esperado no grupo etario com menos de 35
anos. De salientar também um aumento no nimero de casos observados de HSIL na faixa etaria

55-64 anos. (Tabela 6)

4.4. Resultados daavaliacao por CINtec® PLUS

A evidéncia aponta para a utilidade da utilizagao da DS com p16/Ki-67 para a triagem dos casos
positivos para hrHPV com maior risco de progressao paralesao de alto grau, assim foi aplicada a
metodologia CINtec® PLUS em todos os casos que testaram positivo no teste cobas® HPV."
Além disso, foram incluidos todos os casos cuja citologia resultou num diagndstico >ASC-US,
mesmo que o teste para detecao de hrHPV tenha tido um resultado negativo (n=75). Desta forma,
foi realizada a DS num total de 285 amostras, das quais 71(24,9%) apresentaram marcacao para
ambos os marcadores imunocitoquimicos. No entanto, entre 0s casos incluidos com teste HPV
negativo apenas dois apresentaram marcacao positiva para p16/Ki-67. A percentagem de
positividade manteve-se relativamente constante em todas as faixas etarias, com uma ligeira
descida no grupo 55-64 anos (18,7%), o que significa que independentemente da idade da
mulher, aproximadamente um quarto das amostras testadas apresentaram um resultado

positivo para CINtec® PLUS (x2=6,9; df=8; p>0,05).

400~
= hiHPV - mm INSATISF  mm CINTEC -
- T Cluster NILM mm CINTEC INC
- ] mm HPV16 ASCUS CINTEC +
300 HPV18 = LSIL
Cluster+HPV16 ASC-H
" Cluster+HPV18 HSIL
g mm Cluster+HPV16+HPV18 mm AGC
3
> 200+
T
£
I*
100+

<35 anos 35-44 anos 45-54 anos 55-64 anos 265 anos

Grupo etario

Figura 17: Distribuicdo do ndmero de casos identificados para cada gendtipo de hrHPV, classificacao citoldgica e resultado de
dupla marcagao imunocitoquimica, de acordo com o grupo etdrio.
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4.5.Correlacao entre as diferentes metodologias

Analisando a globalidade dos resultados obtidos é possivel verificar que das 1153 amostras

analisadas neste estudo, 943 (81,8%) testaram negativo para qualquer um dos tipos de HPV

analisados (Figura 18). Destas, apenas 8% tiveram um resultado citoldgico “positivo”, isto €,

foram categorizadas como contendo alteracoes compativeis com ASC-US ou superior. Por outro

lado, das 210 amostras (18,2%) que testaram positivo para pelo menos um tipo de HPV de alto

risco, mais de metade (116 amostras) tiveram um resultado citolégico de ASC-US ou lesao de grau

superior. Relativamente aos resultados obtidos pela técnica imunocitoquimica CINtec® PLUS

esta apresentou uma positividade de apenas 4% nas amostras HPV negativas, sendo que ambas

tiveram resultado citoldgico >ASC-US, i.e. trataram-se de dois casos identificados como HSIL no

teste de Papanicolaou.

1420
mulheres

Excluidas:
167 gravidas

100 com diagnostico
prévio de carcinoma

1153 mulheres

incluidas
1 1 1
HPV - HPV +
n=943 n=210
(81,8%) (18,2%)
1 1
1 | 1 | 1 1
PAP INSAT NILM >ASC-US PAP INSAT NILM >ASC-US
n=433 n=435 n=75 n=39 n=55 n=116
(45,9%) (46,1%) (8%) (18,6%) (26,2%) (55,2%)
CINTEC - CIN_TEC- C]N_TEC- CIN_TEC-
B OARCED | PN | s |
’ (86,8%) (B8,9%) (47,4%)
CINTEC + CINTEC Inc. CINTEC Inc. CINTEC Inc.
L n=2 — n=1 — n=1 — n=2
(4%) (2,6%) (1,8%) (1,79%)
CINTEC + CINTEC + CINTEC +
— n=4 - n=5 L] n=59
{10,5%) (9,3%) (50,9%)

Figura 18: Fluxograma que ilustra a distribuicao da populacao analisada. As mulheres sao divididas com base no estado de HPV.
Dentro de cada grupo, sao apresentados os resultados da citologia (Insatisfatdrio, NILM e >ASC-US), e a coloracdo dual p16/Ki-

67 (CINtec®). Os resultados do CINtec® incluem negativo (CINtec-), positivo (CINtec+) e inconclusivo (CINtec Inc.).
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De entre as amostras positivas para hrHPV, o teste CINtec® PLUS foi positivo em cerca de 10%
das amostras com resultado citoldgico negativo ou insatisfatdrio, e em 50,9% das amostras cujo
resultado PAP foi ASC-US ou superior. Estes resultados demonstram a existéncia de uma
associacao estatisticamente significativa entre o resultado do teste HPV e o resultado da
citologia e da dupla marcacao imunocitoquimica (x2 = 279,3 e 28,5, respetivamente; df = 2; p <
0,001). Quando se analisam os resultados por categoria de Bethesda, verifica-se que o nimero
de casos classificados como AGC e ASC-US, mas principalmente como LSIL e HSIL, foi superior
ao esperado no grupo de amostras HPV positivas. Os resultados demonstram que a
probabilidade de serem detetadas alteragdes citoldgicas (~ASC-US) é cerca de 12 vezes superior
nas amostras com teste hrHPV positivo (0.R.=12,23, I.C. 95%: 8,17-18,32, p < 0,001). Em
concordancia, verifica-se que todas as amostras diagnosticadas com LSIL (n=49) e 78,8% das
amostras classificadas como HSIL (n=52) eram positivas para pelo menos um dos gendtipos de

hrHPV testados.

Tabela 7 - Associacao entre o resultado do teste hrHPV e o resultado da Citologia.

ASC-

Insatisfatério NILM US LSIL ASC-H HSIL AGC Total
Contagem 433 435 52 O 9 14 0 943
Contagem 386,0 4008 532 401 82 540 08 943
hrHPV Esperada
Negativo Residuos 24 17 -02 -63 03 -54 -09
padronizados
Residuos -
sjustados 73 53 04 4o, 07 -B1 -2
Contagem 39 55 13 49 1 52 1 210
Contagem 86.0 892 18 89 18 120 02 210
hrHPV Esperada
Positivo  Residuos 51 36 03 134 -6 M5 19
padronizados
Residuos 73 53 04 152 -07 131 21
ajustados
Total 472 490 65 49 10 66 1 1153

Quando se analisa os resultados da genotipagem do virus HPV verifica-se que apesar de haver
uma tendéncia para que todas as classes genotipicas testadas apresentem associacao com um
resultado citoldgico positivo (entre 51 e 75% de casos com citologia >ASC-US entre os casos

hrHPV+, excluindo o triplo positivo), esta evidéncia é ainda mais significativa nos casos positivos
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para HPV16, dos quais 14 (58,3%) foram classificados como HSIL no teste PAP, sendo que todos
eles tambhém demonstraram positividade para a dupla marcacao p16/Ki-67.

E de realcar também que do total de amostras analisadas, cerca de 41% (n=472) foram
classificadas como insatisfatdrias para diagndstico por citologia, perfazendo aproximadamente
46% das amostras que testaram negativo para hrHPV (n=433) e 18% das amostras positivas
para HPV de alto risco (n=39). Destas, quatro amostras apresentaram resultado positivo para a

DS imunocitoquimica e uma apresentou um resultado inconclusivo.

n=210
(18,2%)
CLUSTER HPV16 HPV18 CLUSTER+HPV18 CLUSTER+HPV18 TRIPLO+
n=152 n=24 n=14 n=§ n=10 n=1
(72,4%) (11,4%) (8,7%) (4,3%) (4,7%) (0,5%)
NILM ASC-US LsIL HSIL AGC NILM || ASC-US LsiL ASC-H HSIL LsIL LsiL
n=44 n=10 n=37 n=30 n=1 = n=3 ¥ n=3 n=1 n=2 n=1 n=1
(28,8%) (6,7%) (24,3%) (24,8%) (0.79%) || 112.5%) (68,3%) | | (21.4%) (21,4%) (7,1%) (14,3%) (11,1%) {100%)
CINTEC + | | CINTEC + | | CINTEC + | | CINTEC + | | CINTEC + CINTEC + | | CINTEC + CINTEC + | | CINTEC + | | CINTEC + | | CINTEC + CINTEC + | | CINTEC + CINTEC + | | CINTEC + | | CINTEC +
=5 H n=d =7 H n=12 H =l n=3 H n=14 =l H n2 H el H 2 =1 H n=4 =4 H n=2 n=1
(11,4%) (40%) (18,8%) (40g6) (100%) (100%) (100%) (50%6) (68,7%) (100%) (100%) (100%) (100%) (1003%6) (1003¢) (10035)

Figura 19: Fluxograma que ilustra a distribuicdo dos casos hrHPV +. Dentro de cada grupo, sao apresentados os resultados da
citologia (Insatisfatorio, NILM e >ASC-US), e a coloracao dual p16/Ki-67 (CINtec®). Os resultados do CINtec® incluem negativo
(CINtec-), positivo (CINtec+} e inconclusivo (CINtec Inc.).
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5. Discussao

0 cancro do colo do Utero é uma das principais causas de mortalidade por cancro em mulheres na
Africa Subsaariana, sdo detetados anualmente 334 novos casos e 22,6 mortes por 100 000
mulheres.? A falta de infraestrutura para o rastreio regular e vacinagao contra o HPV contribui
significativamente para este cendrio. Em Angola, a inexisténcia de estudos de prevaléncia
especificos sobre a doenca na populacao angolana dificulta uma avaliagao precisa da sua
magnitude. Atualmente, apenas existem estimativas do IARC e registos de base hospitalar de
taxas elevadas de cancro de colo uterino em estddios avancados o que representa um sério
problema de saude publica. Essalacuna nas informacoes de satide publica compromete a criacao
de estratégias eficazes de prevencao e controlo, limitando o alcance das intervencoes
necessarias para reduzir a mortalidade associada a doenca.

Vdrios estudos tém sido realizados em todo 0 mundo para avaliar a mais-valia da citologia meio
liquido perante a convencional e até mesmo daimplementacao de teste de HPV-DNA como teste
primario de rastreio do cancro do colo do (tero.5°65 Em Africa, existem alguns estudos de
genotipagem de HPV com diferentes métodos, incluindo em paises vizinhos com realidades
semelhantes a angolana (Mocambique, Cabo Verde).”®-#* Assim, perante a necessidade de
conhecer a epidemiologia do virus HPV presente na populacao angolana foi realizado este
estudo, com o objetivo nao s6 de perceber a prevaléncia do virus na populacao angolana, mas
também como estratégia de implementacao do rastreio molecular como primeira linha de
detecao dos subtipos de alto risco com perfil mais carcinogénico. Ao mesmo tempo, este
representa o primeiro estudo alguma vez feito em Africa combinando os trés métodos (PAP,
detecao molecular de HPV e DS imunocitoquimica p16/Ki-67).

Em 2022, Angola tinha uma populacao estimada de 33 milhdes de pessoas e uma taxa de
crescimento populacional na ordem dos 3%. E composta por 51% de mulheres, das quais 36%
tém mais de 25 anos. Neste estudo, foram incluidas 1153 mulheres, com idades compreendidas
entre os 25 e 0s 79 anos, correspondendo a uma idade média de 42,9 anos. Foram apenas
consideradas mulheres com mais de 25 anos, uma vez que o virus tem uma progressao de
aproximadamente 8-10 anos entre 0 momento da infecao e o surgimento de carcinoma e
considerando que a populacao inicia a atividade sexual, em média, aos 15 anos.”*™ A
caracterizacao demografica da populacao estudada demonstra uma sobre representacao da

faixa etdria dos 35 aos 55 anos (62.7%) comparativamente a distribuicdao demogréfica da
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populacao angolana, refletindo a dificuldade no recrutamento de mulheres emidades mais jovens
ou mais avancadas para este tipo de programa.

Culturalmente, as mulheres sé se dirigem as unidades publicas quando ja existe doenca ou
sintomatologia, ndo havendo um espirito preventivo e/ou de diagndstico precoce. A falta de
conhecimento relativamente ao HPV, subestimando o risco de CCU e desvalorizando a
importancia da prevencao é também um motivo que leva muitas mulheres a nao aderirem ao
rastreio. Além disso, a dificuldade de se ausentarem do emprego, a proibicao por parte do marido
ou companheiro, a desvalorizagao da necessidade do exame bem como desconhecimento sobre
o préprio teste, o preconceito e tabu associado a colheita, o receio do rastreio ser doloroso devido
a mas experiéncias anteriores, a falta de sintomatologia ou até mesmo o medo do resultado
também contribuem significativamente para a falta de adesao. E necessario a aplicacao de
programas de educacao para a salide mais eficazes quer a nivel mundial quer local de forma a
incrementar a sensibilizacao e o conhecimento acerca deste problema de saude.®'#58¢

Desta forma, foram realizadas no contexto deste trabalho diversas atividades comunitarias com
0 objetivo de aumentar a literacia em salde e consequentemente a aumentar a adesao da
populacao ao rastreio. Ainda assim, assistiu-se a uma dificuldade de obtencao de outros dados
demograficos (escolaridade, estado civil, idade de primeira relacdo sexual, nimero de filhos)
comprometendo uma melhor caracterizacao da populacao estudada.

Em todas as regides do mundo, a prevaléncia do HPV é mais alta em mulheres com menos de 35
anos de idade, declinando para um platdé na meia-idade e apresentando nova subida a partir dos
55 anos. Em Africa, esta subida a partir dos 45 anos é particularmente evidente. A prevaléncia
mundial de infecao pelo HPV em mulheres sem anormalidades cervicais é de 11-12%, com taxas
mais altas na Africa Subsaariana (24%), Europa Oriental (21%) e América Latina (16%).8” Os cinco
tipos de HPV mais comuns em mulheres HPV-positivas em todo o mundo sao HPV16, HPV18,
HPV31, HPV58 e HPV52, representando 50% de todas as infecdes por HPV, com as infe¢oes por
HPV16 e HPV18 a corresponderem a cerca de 70% dos casos de CCU.88

De acordo com os resultados da tipificacao do HPV realizada neste estudo, obteve-se 943
(81,8%) amostras negativas para hrHPV e 210 (18,2%) amostras positivas para hrHPV, das quais
58 (5,0%) eram positivas para HPV16,/18 e 172 (14,9%) positivas para o cluster (outros 12 hrHPV).
A distribuicao etdria dos casos HPV positivos sequiu a distribuicao etaria esperada, sendo a

positividade mais elevada nas mulheres com menos de 35 anos (24,6%), apresentando depois
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uma descida na faixa etdria seguinte (12,6%) e voltando a subir gradualmente até atingir os 21%
em mulheres com mais de 65 anos.

Os estudos realizados em Africa apresentam uma grande heterogeneidade de resultados, seja
devido a utilizacao de diferentes métodos de diagndstico ou devido a condicao de sadde das
mulheres envolvidas nos diferentes estudos. No entanto, os dados parecem apontar para que a
Africa Subsaariana seja a regido do globo com uma maior prevaléncia de infecdes por HPV. Na
Africa Central, regido na qual se enquadra Angola, varios esforcos tém sido feitos recentemente
para caracterizar a prevaléncia do virus HPV nas respetivas populacées com as taxas de infecao
por hrHPV a variarem entre os 15,4% observados numa amostra analisada no Chade e 0s 47%
observados num estudo realizado no Gabao.8°-°> Tal como referido, neste trabalho observou-se
uma prevaléncia de hrHPV de 18,2% na populacao angolana analisada, valor que se encontra
abaixo da média observada para a generalidade dos paises africanos e também na parte inferior
da distribuicao de prevaléncias nos paises centro-africanos.

Comparando com os paises de lingua oficial portuguesa (PALOP), que partilham uma ligacao
historica e cultural com Angola, num estudo realizado em Cabo Verde a infecao por HPV de alto
risco foi encontrada em 505 mulheres (25,1% das amostras analisadas), tendo sido ainda
detetada apenas infecao por HPV de haixo risco em cinco casos.” Neste estudo, a genotipagem
de HPV apenas foi realizada numa pequena porcao das amostras (92, 4,6%). Destas, 33 eram
positivas para hrHPV (11 positivos para HPV16 ou 18 e 22 positivos para outros subtipos). A
maioria das amostras (1912) foi analisada com o teste Aptima®, que apenas deteta HPV16 e
HPV18/45. Destas, 117 (24.8 %) pacientes tinham infecdo por HPV16, HPV18 ou HPV45, e em
355 (75.2%) pacientes foram detetados outros subtipos de alto risco. Em Mogambique, dois
estudos diferentes avaliaram a prevaléncia de HPV em populacdes jovens. Omar e
colaboradores®® analisaram uma populacao (feminina e masculina) de Maputo com idades
compreendidas entre 18 e 24 anos. Neste estudo, DNA viral foi detetado em 168 de 412 pacientes
(40,8%; IC 95% 36,0 a 45,5), sendo esta prevaléncia significativamente maior em mulheres do
que em homens (63,6% vs 10,2%). 0 HPV52 foi o tipo mais frequente encontrado em mulheres,
seqguido pelo HPV35,16,53,58, 6 e 51. Nos homens, o HPV51 foi 0 mais bem classificado, sequido
pelo HPV6, 11, 52, 59 e 70.8° Um outro estudo analisou amostras de auto-colheita de 504
mulheres entre 0518 e 30 anos de cinco institui¢des do ensino superior em Maputo. A prevaléncia
de qualquer gendtipo de HPV detetada neste estudo foi de 28,6% (144,/504). Infecdes Unicas e
multiplas por HPV foram detetadas em 76 (15,1%) e 68 (13,5%) participantes, respetivamente. O
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HPV16 foi o gendtipo mais frequente, sequido pelo HPV58, HPV66, HPV52, HPV18, HPV56,
HPV61 e HPV70. Um dado relevante foi que a prevaléncia dos gendtipos cobertos pela vacina
bivalente, quadrivalente e nonavalente foi de 14,3%,15,9% e 23,4%, respetivamente.®

Estudos no Sul de Africamostraram que os gendtipos hrHPV que causam principalmente cancro
do colo do (itero variam de pais para pais. Por exemplo, na Africa do Sul HPV16 e 52, na Tanzania
e no Zimbdabue® HPV16 e 35, e HPV53 e 68 em Madagdscar®® foram os gendétipos mais comuns
entre mulheres. Da mesma forma, estudos em paises do leste de Africa mostraram que nao hd
distribuicao uniforme de gendtipos hrHPV. No Uganda, HPV52 e 58;°° na Tanzania, HPV52 e
16;'°°no Quénia, HPV58 e 16, e na Etidpia, 0s gendtipos HPV16 e 52'° foram identificados como
as principais causas da infecao por hrHPV. A distribuicao dos gendtipos hrHPV nos paises da
Africa Ocidental tem um padrao diferente dos paises da Africa Austral e Oriental. No Senegal, os
gendtipos HPV52 e 31'% no Burkina Faso os genétipos HPV52 e 59'° e na Nigéria os genétipos
HPV35 e 16 foram identificados como as principais causas da doenca.®™ Em paises
geograficamente préximos de Angola, verificou-se uma maior prevaléncia de HPV68,58 e 52 na
Republica Democratica do Congo,” enquanto no Gabao os gendtipos mais detetados foram o
HPV16 e 33.8% Num estudo realizado na Zambia, os gendtipos HPV16 e 18 foram os mais
prevalentes, correspondendo a mais de 40% das amostras analisadas.®3

Numa recente meta-analise que compilou os dados obtidos em 28 estudos realizados em paises
da Africa Subsaariana classificou por ordem de prevaléncia os genétipos observados da seguinte
forma: HPV16 (18%), HPV35 (10,12%), HPV52 (9,98%), HPV18 (9,7%), HPV45 (6,82%), HPV51
(6,60%), HPV58 (6,40%), HPV56 (6,20%), HPV33 (6,10%), HPV31 (5,90%), HPV39 (4,20%),
HPV68 (3,96%), HPV59 (3,41%), HPV66 (2,20%), HPV62 (0,30%) e HPV61(0,10%). E de realcar
que muitos destes gendtipos com elevada prevaléncia em Africa nao estao incluidos nas vacinas
atualmente disponiveis. Esta situacdo é particularmente relevante nos paises da Africa
Subsaariana, onde o acesso as vacinas hivalentes e quadrivalentes é relativamente facil, mas
devido aos recursos limitados ou falta de estudos sobre o uso das vacinas nonavalentes nos
paises menos desenvolvidos, a aplicacao destas tem sido escassa.'®®

Em Portugal, pais que apesar de geograficamente e culturalmente distante, compartilha um
vinculo histdrico e uma relacao de proximidade com Angola, foi reportada uma prevaléncia de
12,5% de hrHPV. Segundo os resultados do programa regional de rastreio cervical do Norte,
envolvendo 462 401 mulheres, os cinco gendtipos de HPV de alto risco mais comuns foram

HPV68 (16,09%), HPV31 (15,30%), HPV51 (12,96 %), HPV16 (11,06%) e HPV39 (11,01%)."
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De forma semelhante, neste trabalho verificou-se uma elevada positividade para os genétipos
incluidos no cluster (aproximadamente 80% das amostras positivas para HPV, correspondendo
a uma prevaléncia global de 14%), com apenas 3% de prevaléncia do gendtipo HPV16 (16% de
todos os testes HPV positivos) e cerca de 2% de HPV18 (11,9% das amostras HPV+). Estes
resultados parecem indicar que os gendtipos mais prevalentes na populagao angolana nao serao
o HPV16 e 18 o que podera ter implicagdes na escolha das vacinas para aimplementacao de um
programa de vacinacao adequado em Angola. Seria importante no futuro haver uma melhor
caracterizacao da distribuicao genotipica do virus HPV em Angola, de forma a ter um
conhecimento mais completo sobre os tipos em circulacao e ajudar na tomada de decisao por
parte das autoridades de saude angolanas.

A introducao da citologia cervicovaginal para detecao de cancro ou lesoes pré-cancerosas em
amostras recolhidas de células do colo do utero contribuiu decisivamente para a reducao do
numero de casos e mortes por cancro cervical, sobretudo nos paises desenvolvidos. S6 nos
Estados Unidos da América, o nimero de mortes reduziu cerca de 75% desde a suaintrodugao.'’
Além disso, mais de 50% dos cancros do colo do Utero sao observados em mulheres sem exames
de Papanicolau nos cinco anos anteriores ou mesmo sem qualquer teste feito.'® Sendo este um
teste relativamente econdmico, de facil aplicacdao, e com uma boa aceitacao por parte das
pacientes, o seu uso generalizou-se como estratégia primaria de prevencao do cancro do colo do
Gtero. No entanto, na maioria das populacdes da Africa Subsaariana a sua implementacéo é
limitada e os exames de citologia acabam muitas vezes por ser utilizados para diagndstico em
vez de rastreio.?’

Um dos motivos de preocupacao na andlise de amostras de citologia cervical sao 0s casos
classificados como “Insatisfatdrios para avaliacao”. Aquiincluem-se, por exemplo, amostras com
baixa celularidade, preparacao inadequada ou obscurecidas por elementos inflamatdrios ou
sangue.”” Os resultados insatisfatdrios sao responsaveis por uma série de falhas no rastreio e sao
uma fonte de angustia para as mulheres e um desperdicio de recursos.'” Embora as taxas de
insatisfatdrios sejam geralmente baixas (0,2%-10%), estes casos encontram-se associados a
um risco aumentado de lesoes epiteliais no seguimento subsequente."0-"2

As principais causas de diagndsticos insatisfatdrios sao a escassez de elementos epiteliais,
sequida do obscurecimento de detalhes do esfregaco por sangue/células inflamatdrias/muco e
artefactos de secagem ao ar. Com a introducao da citologia de base liquida no final da década de

1990, a preponderancia deste tipo de situacoes reduziu consideravelmente.">-"> Faixas etdrias
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mais velhas e erosao cervical sao tamhém preditores de Papanicolaous insatisfatdrios, pelo que
nestes casos os critérios de adequacao devem ser ajustados.”

Como foi realcado nos resultados, cerca de 41% (n=472) das amostras analisadas foram
classificadas como insatisfatdrias para diagndstico por PAP, perfazendo aproximadamente 46%
das amostras que testaram negativo para hrHPV (n=433) e 18% das amostras positivas para
HPV de alto risco (n=39). Destas, quatro amostras apresentaram resultado positivo para a dupla
marcagao imunocitoquimica e uma apresentou um resultado inconclusivo. Aqui foram incluidas
todas as amostras classificadas como ‘insatisfatdrias” devido a auséncia de células
representativas da zona de transformacao (metapldsicas e/ou endocervicais). Num grande
estudo realizado nos Paises Baixos, que comparou os resultados de mais de 85 mil mulheres,
verificou uma taxa de auséncia de células endocervicais na ordem dos 15% em citologia de meio
liquido e ligeiramente inferior (12%) em citologia convencional.™ No entanto, apesar da
importancia de uma boa representatividade da amostra recolhida, os dados compilados ao longo
de décadas, apesar de contraditdrios, parecem indicar que as mulheres cujo teste nao
apresentava células da zona de transformacao nao apresentam um maior risco de desenvolver
alteracdes malignos nos anos seguintes."® A maior positividade muitas vezes associada a
presenca de células endocervicais pode ser explicada por uma maior acessibilidade e/ou
descamacao destas células em colos do utero com alteracdes."”

A elevada taxa de insatisfatdrios por falta de representacao das células endocervicais dazona de
transformacao aqui obtida sugere a existéncia de uma ma pratica de colheita, o que resulta em
colheitas pouco esfoliativas. Esta incidéncia poderia ser reduzida por meio da educacao e
retreinamento de profissionais de saide e médicos."®

De acordo com o The Bethesda system for reporting cervical cytology, dados de referéncia
obtidos pelo College of American Pathologists (CAP) mostra que a taxa mediana de LSIL varia
entre 2,5 e 2,9% e de HSIL era de 0,5%.” Além disso, as Estimativas de Risco que apoiam as
diretrizes de consenso da Sociedade Americana de Colposcopia e Patologia Cervical (ASCCP) de
2019 relatam que 1,7% dos exames de citologia era LSIL e 0,3% HSIL."9120

Os dados obtidos neste trabalho apontam para uma taxa de les6es precursoras de carcinoma
cervical ligeiramente superiores: 4,2% de LSIL e 5,7% de HSIL. No total, a percentagem de
citologias com alterac6es (~ASC-US) foi de 16,6%. Este valor é semelhante ao obtido num estudo
realizado na populacao de Cabo Verde (16,9%), embora em Cabo Verde as taxas encontradas de

LSIL e HSIL tenham sido consideravelmente inferiores (2,7% e 0,5%, respetivamente). Num
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grande estudo, conduzido na provincia de Limpopo, Africa do Sul, foi reportado que, em 84.466
mulheres rastreadas, 19,6% tiveram um resultado de citologia cervical anormal."® Outro estudo
recente, numa coorte menor de 480 mulheres do Quénia, encontrou uma prevaléncia de 37% de
lesdes cervicais nacitologia,'®percentagens superiores aquela aquireportada. Como tal,embora
existam limitacdes que impedem uma comparacdo direta, uma vez que os nossos dados nao
foram colhidos no ambito de uma iniciativa de triagem nacional, mas sim de consultas
ginecoldgicas ocasionais apenas numa unidade de satde (Maternidade Lucrécia Paim), as
percentagens que encontramos em Angola estao de acordo com esses relatdrios.

Uma revisao sistematica e meta-analise, determinou as taxas gerais de prevaléncia de HPV em
mulheres africanas com citologia cervical normal (29,3%), ASC-US (46,5%), LSIL (74,2%) e HSIL
(84,8%)."22 Os resultados do estudo recentemente publicado de Cabo Verde sequem a mesma
tendéncia (ASC-US - 40,4% de prevaléncia de HPV; LSIL - 78,1% de carga de HPV; e HSIL - 100%,
embora com uma percentagem de casos positivos ligeiramente menor em mulheres com
citologia normal - 10,3%). Neste estudo, a correlacao entre o exame molecular (HPV) positivo e a
PAP em Angola foi de: 55 (11,2%) casos classificados como NILM, 13 (20%) ASC-US, 49 (100%)
LSIL, 9 (10%) dos casos ASC-H, 14 (78,8%) das mulheres com HSIL e 39 (8,3%) dos resultados
considerados insatisfatérios. O Unico caso aqui reportado de atipia glandular, também
apresentou teste de HPV positivo. Estes valores sao duma maneira geral inferiores aos
observados noutros estudos realizados em paises africanos, a excecao dos casos de LSIL, todos
eles positivos para hrHPV. A prevaléncia de HPV em mulheres com citologia normal é
relativamente baixa comparando com a média dos valores observados em Africa,’?2 mas
semelhante aquela observada em Cabo Verde.”

Numa meta-analise de 423 estudos baseados em PCR de todo o mundo, que incluiu 14256 casos
de todo o espetro de lesdes cervicais em Africa, em que 37,8% eram HPV positivos, foi detetada
uma prevaléncia de 22% em amostras normais, 35% em ASC-US, 61% em amostras LSIL e 76%
nos casos de HSIL. O mesmo estudo calculou o potencial oncogénico de diferentes tipos e
comparou a prevaléncia dos diferentes tipos de HPV em todo o espectro da doenca. Verificou-se
que, o HPV 35 foi bem representado em mulheres HPV-positivas com citologia normal (6,6%) e
com les6es precursoras de cancro cervical de baixo grau (7,9%) ou alto grau (11,8%). No entanto,
encontrava-se mal representado nas amostras provenientes de carcinomas invasivos (4,9%),
sugerindo que seu potencial oncogénico é menor do que o do HPV16 ou 18, sendo este mais bem

representado em casos de cancro invasivo (53,1% e 19,8%, respetivamente), comparativamente
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com citologias normais ou com lesdes precursoras (entre 13,1% e 30% para HPV16 e a volta de
8-9% para HPV18). Da mesma forma, os tipos 31, 33, 52 e 58, revelaram-se muito frequentes
em mulheres com citologia normal, mas menos frequentes em carcinoma invasivo.””® Neste
trabalho, em linha com os dados publicados verificou-se um aumento da prevaléncia de HPV16
com o aumento da severidade da lesdo (1% NILM, 10,2% LSIL; 27,3% HSIL). J& para HPV18 a
prevaléncia foi superior em lesdes de baixo grau (16,3%) do que nas lesdes de alto grau (6%) e
citologia normal (1,2%). No caso dos gendtipos testados em cluster, estes foram os que
apresentaram uma prevaléncia mais elevada quer nas citologias negativas (10%), quer naquelas
em que foram detetadas lesdes precursoras de cancro cervical (87,7% dos casos de LSIL e 54,5%
dos casos de HSIL). Estas evidéncias reforcam uma vez mais a relevancia que as infecoes por
subtipos de HPV naoincluidos nas vacinas bivalentes parecem apresentar em Angola. Apesar da
literatura apontar para um menor potencial oncogénico destes gendtipos, a sua elevada
prevaléncia representa uma contribuicao significativa para o nimero de lesées precursoras
detetadas e, eventualmente, para as elevadas taxas de cancro cervical observadas no pais.

Um estudo realizado no contexto portugués mostra que o CINtec® PLUS Cytology Kit é um teste
vdlido para o diagndstico de lesoes persistentes de HPV, com excelente sensibilidade e valores
confidveis de especificidade. Os grupos de pacientes relevantes para aplicacao do kit estao de
acordo com as recomendacoes do fabricante: mulheres com resultado ASC-US/LSIL e citologia
NILM com teste HPV positivo, essencialmente com mais de 30 anos.™*

Neste estudo a correlacao entre PAP e CINtec® PLUS (DS) para mulheres HPV positivas
foi: NILM (n=55) — 5 (9,1%) DS positivas; 2ASC-US (n=189) — numa primeira fase obtiveram-se
36 casos (19,0%) DS-positivos, niimero que apds repeticao de alguns casos de HSIL subiu para
61(32.2%) DS-positivos.

Existem alguns aspetos que podem ajudar a explicar a percentagem de CINtec® PLUS negativas
numa primeira fase. Um deles é o facto das laminas utilizadas para a técnica CINtec® PLUS nao
terem sido as laminas originais de interpretacao de >ASC-US, pelo que aquando da realizacao de
uma segunda preparacao o conteudo celular da amostra poderia ser inferior e nao terem sido
detetadas células positivas no ensaio imunocitoquimico. Numa segunda fase, e para casos
discordantes (>ASC-US e DS negativo), removeu-se a lamela das laminas primordiais e realizou-
se a coloracao imunocitoquimica nessas mesmas laminas. Assim obteve-se uma percentagem
superior de DS+, apesar de ainda haver cerca de 60% de casos >ASC-US/DS negativos. Se

focarmos apenas nos casos HPV+/>ASC-US, observa-se que essa percentagem baixa para
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cerca de metade. Alguns destes casos poderao ser explicados pela perda de alguns grupos
celulares, no procedimento de desmontagem da lamela e descoloracao da lamina o que pode ter
afetado o resultado esperado.

Num estudo realizado na Turquia em mulheres de faixa etdria entre 34 a 74 anos, revela que
34/52 (65,4%) casos foram positivos para HPV-DNA (5/18-ASC-US; 6/9-LSIL; 10/11-HSIL;
13/14-SCC). O teste CINtec® PLUS foi positivo em 41/52 (78,8%) casos (11/18-ASC-US; 6/9-
LSIL; 11/11-HSIL; 13/14-SCC). Ao comparar a positividade do CINtec® PLUS (78,8%) com a
positividade do HPV (65,4%), a positividade dupla foi vistaem 3/18 casos de ASC-US, 6/9 casos
de LSIL,10/11 casos de HSIL e 12/14 casos de carcinoma pavimentoso. Um caso de HSIL e SCC
foi negativo no teste de HPV e foi positivo no CINtec® PLUS.™* Noutro estudo, no Canadd, em
todas as idades (19-76 anos, n= 598), 44,3% testaram CINtec PLUS positivo vs. 55,4% HPV
positivo (p< 0,001). Para detetar CIN2+ (n= 99), CINtec PLUS foi 81,8% sensivel vs. 93,9% para
teste de HPV (p= 0,009); a sensibilidade especifica do gendtipo 16/18 foi de 46,5%. A
especificidade foi de 52,9% vs. 36,6%, respetivamente (p< 0,001). Em todas as idades, para
detetar CIN3+ (n= 44), a sensibilidade foi de 93,2% para ambos os testes; a sensibilidade
especifica do gendtipo 16/18 foi de 52,3%. A especificidade foi de 48,4% para CINtec PLUS vs.
31,1% parateste de HPV (p< 0,001). Em pacientes <30 anos, o CINtec foi 91,7% sensivel vs 95,8%
para teste de HPV (p = 0,549). 26

Neste trabalho, verificou-se ainda que todos os casos >LSIL e positivos para os genétipos de
HPV16 e 18 foram tamhém positivos para CINtec PLUS e apenas um caso de LSIL/HPV18+ se
revelou negativo para DS. Reforcando o potencial oncogénico destes genétipos e a capacidade
do teste CINtec® PLUS em detetar leses com maior potencial de progressao. Em contraste
verificou-se uma taxa menor de positividade para CINtec® PLUS naqueles casos identificados
como positivos unicamente para o cluster. Apenas um estudo mais aprofundado, poderia ajudar
a compreender quais dos gendtipos incluidos neste grupo estariam associados a uma maior
positividade para estes biomarcadores.

Ha ainda a destacar dois casos de HSIL/DS+, que testaram negativo para HPV, podendo estar
aqui perante uma falha no teste molecular. Adicionalmente, quatro exames classificados como
insatisfatorios na citologia, revelaram-se positivos para CINtec® PLUS e cluster HPV
demonstrando a complementaridade entre técnicas de forma a dar o melhor diagndstico e

encaminhamento as pacientes.
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Assim, com base na citologia PAP 2ASC-US e HPV +, seriam encaminhadas 136 pacientes para
colposcopia, enquanto por DS+ teria implicado apenas 68 colposcopias, ou seja, uma reducao de
50%. Esta reducao teria um impacto significativo na procura por colposcopias, uma clara mais-
valia no contexto angolano, onde existem poucos locais habilitados para realizar este tipo de
procedimento.

Inicialmente CINtec® PLUS recebeu aprovagao como teste para ajudar a identificar pacientes
positivos para HPV que correm maior risco de desenvolver lesoes pré-malignas e malignas.
Recentemente a OMS e a ASCCP atualizaram as recomendac6es da prevencao do cancro cervical
para incluir o CINtec® PLUS para triagem de individuos HPV-positivos. Pacientes com DS+ sao
encaminhados para colposcopia, enquanto aqueles com um teste negativo podem ser
submetidos aum novo teste posteriormente para determinar se ainfecao e orisco de lesoes pré-
malignas ou malignas persiste, reduzindo o nimero de colposcopias desnecessarias.'?"128

Este estudo teria ganho maior robustez e abrangéncia caso tivesse sido possivel integrar os
resultados das pacientes encaminhadas para colposcopia, complementando os achados com a
avaliacao histoldgica e a marcacao de p16 nos casos diagnosticados com lesdes intraepiteliais
escamosas de alto grau (HSIL) ao exame histoldgico. A inclusdo desses dados permitiria uma
correlagao mais direta entre os achados citoldgicos, moleculares e histopatoldgicos, fortalecendo
as conclusoes sobre a eficacia do rastreio molecular e o seu impacto na detecao precoce e
seguimento de lesdes pré-cancerigenas.

Por fim apresenta-se uma possivel estratégia de rastreio com o teste de HPV, na qual se
introduzem os testes com marcadores moleculares de forma a minimizar o nimero de
colposcopias efetuadas em mulheres HPV positivas com citologia reflexa anormal. A inclusao
dos biomarcadores neste ponto da triagem justifica-se se estes testes forem economicamente
acessiveis e a sua taxa de resultados negativos em mulheres com lesées ASC-US e LSIL for
significativa, a ponto de reduzir o custo global no acompanhamento das doentes,

comparativamente arealizar colposcopia em todos os resultados alterados na citologia reflexa.®’

46



Teste de HPV

Positivo para os « ' » Negativo

g  J
enotipos 16 e 18
genotipo Positivo para tipos de

HPV de alto risco que
nao 16 e 18

A/

Realizar citologia

s
A

Anormal Normal ‘
HSIL #
AGC \ l
ASC-H Repetir teste de ‘
LSIL HPV e citologia Rastreio com
vy = ASC-US em 12 meses teste de HPV em
Colposcopia l 5 anos
A
A

Dupla marcacao p16"™4a/Ki67

£ A

Positivo Negativo

Figura 20: Exemplo de possivel algoritmo futuro, adaptado do algoritmo atualmente implementado, cominclusao dos testes com
marcadores moleculares.
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6. Conclusao

0 cancro do colo do utero tornou-se rapidamente um dos principais problemas de satide publica
em Africa, exigindo intervencdes urgentes para a sua prevencao e controlo. Neste sentido, este
estudo teve como grande objetivo gerar um conjunto de evidéncias sobre a prevaléncia da
infecao por HPV de alto risco (hrHPV) em Angola e avaliar o impacto da implementacao de
métodos moleculares no rastreio primario do cancro cervical. Ao realizar a triagem dos casos
hrHPV+ com a dupla marcacao imunocitoquimica p16/Ki-67, em vez da citologia de Papanicolau,
pretende-se reduzir o numero de referenciacoes desnecessarias para colposcopia. Este é o
primeiro estudo a caracterizar a prevaléncia do HPV e das lesoes cervicais em Angola e, até onde
sabemos, o primeiro em Africa a usar trés metodologias distintas com resultados significativos.
Os dados confirmam a importancia de implementar programas de rastreio eficientes e baseados
em tecnologias moleculares em paises de baixo rendimento como Angola. A elevada prevaléncia
de HPV de alto risco (18,2%) e a proporcao significativa de lesdes de alto grau (55%) entre as
mulheres HPV-positivas sublinham a necessidade urgente de estratégias de rastreio mais
eficazes que a citologia convencional. A introducao do teste de HPV como método primario,
complementado pela dupla marcacao citoldgica p16/Ki-67, demonstrou ser uma ferramenta
eficaz para identificar mulheres com maior risco de desenvolver lesdes pré-cancerigenas,
melhorando a precisao na referenciacao para colposcopia.

Além disso, a elevada taxa de resultados citolGgicos insatisfatdrios (40,7%) reflete as limitacoes
da citologia convencional, reforcando a necessidade de métodos complementares como o
CINtec® Plus. Esta estratégia reduziria as referéncias desnecessarias para colposcopia e
permitiria otimizar o seguimento de pacientes com lesoes de alto risco, particularmente em
cenadrios de recursos limitados como Angola.

Nos ultimos anos, a luta contra o cancro beneficiou da introducao de novas tecnologias,
permitindo a prevencao de muitos casos por meio de rastreio. A OMS ja estabeleceu uma
estratégia regional para o controlo do cancro em Africa, mas a viabilidade econémica dessas
intervencoes nos sistemas de sadde de Angola deve ser avaliada. Este estudo procura acelerar
acoes de saude publica e apoiar a implementacao de programas de rastreio nacionais, com
enfoque em decisores politicos, profissionais de salde e organizacées internacionais como a

ONU, PEPFAR, o Fundo Global e a Unitaid.
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