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RESUMO

O cancer de colo do utero ocupa a quarta posicao em incidéncia e mortalidade entre as
mulheres com 569.847 novos casos (6,6%) e 311.365 obitos (7,5%). Sua incidéncia esta
relacionada ao indice de Desenvolvimento Humano (IDH), embora sua frequéncia esteja
diminuindo nos paises desenvolvidos, observamos um aumento de novos casos em
regides menos desenvolvidas, onde ocorrem 80% dos casos. A infec¢do pelo papiloma
virus humano (HPV) de alto risco € a principal causa do cancer cervical. O HPV 16 é
responsdvel por metade dos casos de cancer de colo do utero. Vdrios estudos sugeriram
que a variabilidade genética entre as variantes do HPV 16 poderia influenciar o potencial
de infeccdo, a persisténcia viral e o risco de desenvolvimento do cancer invasivo do colo
do ttero. Foi feita a hipdtese que este polimorfismo filogenético dos nucleotideos entre
as linhagens e sublinhagens do HPV 16 poderia fornecer uma diferenca na resposta ao
tratamento do cancer cervical com radioterapia e quimioterapia. Este estudo teve como
objetivo estimar a frequéncia de linhagens do HPV 16 em amostras de cancer de colo de
utero, relacionar os fatores patolégicos nessas variantes e avaliar ao tratamento com
radioterapia e quimioterapia. A populacdo do estudo consistiu de mulheres encaminhadas
aos hospitais de referéncia para o tratamento de cancer em Sao Luis-MA, responderam
questiondrios sociodemograficos e foram coletadas amostras de cancer de colo do utero
para testar a presenca do DNA dos tipos e variantes do virus do papiloma humano. As
mulheres com linhagem do HPV 16 tratadas com quimioterapia e radioterapia foram
avaliadas apds 3 meses para determinar a resposta ao tratamento. O protocolo padrdo do
servigo consistiu de quimioterapia a base de cisplatina na dose de 40mg/m? mais
irradiacdo pélvica convencional na dose de 45-50,4 Gy e Braquiterapia de alta taxa de
dose de 28-30 Gy prescritos no Ponto A. O DNA do HPV foi detectado em 104 (88,1%)
das pacientes. A presenca do HPV 16 foi positiva em 63 mulheres (53%). As linhagens
do HPV 16 foram identificadas em 57 pacientes, sendo: 33 da linhagem A (57,8%), 2 da
linhagem B (3,5%), 2 da linhagem C (3,5%) e 20 da linhagem D (35,0%). A média de
idade dessas pacientes foi de 48,4 anos (faixa de 25 a 85 anos). O carcinoma de células
escamosas foi detectado em 48 amostras (84,2%). O adenocarcinoma foi mais frequente
na linhagem D, onde foram registradas 3 dos 4 casos de adenocarcinoma. Um total de 11
pacientes com a variante do HPV 16 foi tratada com radioterapia e quimioterapia. Apds
trés meses, observou-se que 9 dos 11 pacientes (81,8%) obtiveram resposta completa:
sendo cinco da linhagem A, dois da linhagem C e dois da linhagem D. Os casos de
resposta parcial e progressao de doenga, um cada, ocorreram na linhagem A. Nao foi
possivel estabelecer uma associacdo entre linhagens do HPV 1 e resposta local a
quimioterapia e radioterapia devido o pequeno nuimero de pacientes e distribuicdo
irregular de linhagens, embora os dois casos de persisténcia tumoral tenham ocorrido em
pacientes portadores da linhagem A.

Palavras-chaves: Cancer de colo do tutero; Papilomavirus humano; HPV-16; Radioterapia;

Recorréncia.



ABSTRACT

Cervical cancer occupies the fourth position in incidence and mortality among women,
with 569.847 new cases (6.6%) and 311.365 deaths (7.5%). Its incidence relates to Human
Development Index (HDI), although its frequency is declining in developed countries, we
observe a burden of new cases in regions less developed, where occurr 80% of cases.
High-risk human papillomavirus (HPV) infection are the main cause of cervical cancer.
The HPV 16 is responsible for half of the cases of cervical cancer. Several studies
suggested that this genetic variability between the HPV 16 variants could influence the
potential for infection, viral persistence and development of invasive cervical cancer. It
was hypothesized that this phylogenetic single-nucleotide polymorphism among HPV 16
lineages and sublineages could provide difference in the response to cervical cancer
treatment with radiotherapy and chemotherapy depending of the detected HPV variant.
This study aimed to estimate the frequency of Human papilloma virus (HPV) 16 lineages
in specimens of cervical cancer, relate the pathological factors in those variants and assess
the response to treatment with radical chemoradiotherapy. The population consisted of
women forwarde to reference cancer hospital in Sdo Luis-MA, answered
sociodemographic data and samples of cervical cancer were collected hospital to test the
presence of Human papilloma virus types DNA and variants. The women with HPV -16
lineage treated with chemoradiotherapy, were avaliated after three months to access
response to treatment. The standard protocol of the service consisted of cisplatin based
chemotherapy 40 mg/m? plus conventional pelvic irradiation in the dosis of 45-50.4 Gy
and high dose rate brachytherapy of 28-30 Gy to Point A. HPV DNA was detected in out
104 (88.1%) of the 118 patients. HPV-16 present in 63 patients (53%). Lineages of HPV
16 identified in 57 patients being: 33 (57.8%) lineage A, 2 lineage B (3.5%), 2 lineage C
(3.5%) and 20 (35.0%) lineage D. The median age of the patients was 48.4 years (range
25-85 years). Squamous cell carcinoma was detected 48 times (84.2%). Adenocarcinoma
were more likely to occur in lineage D, as three of the four cases occurred in this lineage.
A total of 11 patientes with HPV-16 variant were treated with chemoradiotherapy. After
three months, was observed that nine of the eleven patients (81.8%) achieved complete
response: five of the lineage A, two of the lineage C and two of the lineage D. The cases
of partial response and progression of disease, one each, occurred in the lineage A. We
could not establish a association between HPV-16 lineages and local response to
chemoradiotherapy due to small number of patients and irregular distribution of lineages,
although the two cases of tumor persistence occurred in patients with lineage D.

Keywords: Cervical cancer; Human papillomavirus; HPV-16, Radiotherapy;

Recurrence.
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1 INTRODUCAO

O cancer € um termo genérico para um conjunto de doengas com duas caracteristicas
basicas: o crescimento celular descontrolado e a capacidade de se espalhar para outros tecidos,
invasao esta, que pode ser local ou a distancia (metéstase). A maior parte dos canceres pode ser
curada por: cirurgia, radioterapia e/ou quimioterapia; especialmente se forem detectados
precocemente (Desforges, 1978). Muitos tipos de cancer podem ser evitados, através da
diminui¢do da exposi¢do a fatores de risco como: tabagismo, etilismo e alguns tipos de virus
(Schottenfeld et al., 2013).

Fatores como envelhecimento da populacdo, mudangas nos fatores de risco e
desenvolvimento socioecondmico estdo associados com o aumento na incidéncia e mortalidade
do cancer. Mundialmente espera-se que o cancer seja a principal causa de morte e isoladamente
seja a principal barreira que impeca o aumento da expectativa de vida no século XXI. Para 2018
estimam-se 17 milhdes de novos casos (excluindo tumores de pele ndo melanoma) e um total
de 9,5 milhdes de mortes. Apresenta incidéncia crescente, estima-se em 29,5 milhdes de casos
novos para 2040. Aproximadamente 70% das mortes por cancer ocorrem em paises de baixa e
média renda (Bray et al., 2018). O tabagismo € o fator de risco mais importante para o cancer,
sendo responsdvel por aproximadamente 22% das mortes por cancer. (Collaborators, 2016).
Infec¢des causadas pelo virus sdo responsaveis por até 25% dos casos de cancer em paises de
baixa e média renda. (Plummer et al., 2016).

O cancer de colo do utero, também chamado de cancer cervical, apresenta uma
incidéncia variavel e relacionada com o Indice de Desenvolvimento Humano (IDH). Entre as
mulheres, mundialmente € o quarto cancer mais incidente, com 527.459 novos casos em 2012
(Ferlay et al., 2015). No Brasil, o cancer cervical € o terceiro mais frequente entre as mulheres,
com 16.370 novos casos em 2018. No Maranhao, o cincer de colo de utero € o tumor mais
frequente entre as mulheres, sendo esperados 1.090 novos casos para 2018 (INCA, 2017).

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) € a principal causa do cancer de colo do
utero, sendo sua presenca considerada necessdria, mas nao suficiente para o desenvolvimento
deste tipo de cancer (Bosch et al., 1995). Existem varios tipos de HPV; dentre os tipos de HPV
de alto potencial oncogénico, destaca-se o HPV 16, o qual € responsdvel por metade dos casos

de cancer cervical (American College Of Gynecologists, 2002).



17

Além da classificacdo do HPV em tipos, estes ainda podem ser subdivididos em
variantes. As variantes do HPV sdo definidas através da diferenca em até 2,0% do material
genético de um mesmo tipo de HPV (Burk ef al., 2013). O estudo das variantes estd concentrado
principalmente sobre as variantes do HPV 16, o tipo mais prevalente, seja em citologia normal
ou em neoplasias cervicais (Gheit et al., 2011). O interesse no estudo das variantes do HPV esta
baseado no fato das variantes apresentarem diferentes potenciais de infeccdo, de persisténcia
viral e de desenvolvimento de lesdo precursoras, podendo provocar alteracdes no
desenvolvimento do cancer (Villa et al., 2000; Bernard et al., 2006).

As variantes do HPV 16 podem ser divididas em grupos: europeu (linhagem A) e ndo
europeu (linhagens B, C, D). As linhagens ndo europeias sdao apontadas como sendo mais
patogénicas que as do grupo europeu (Sichero et al., 2007; Burk et al., 2009). Foi feita a
hipotese que essa variabilidade genética entre as variantes do HPV 16 poderiam proporcionar
variacdo na resposta ao tratamento oncolégico com Radioterapia e Quimioterapia (Hang et al.,
2014). Este estudo se propde a reportar a detec¢do de variantes do HPV 16 em pacientes com

cancer cervical e a sua resposta ao tratamento oncoldgico com Radioterapia e Quimioterapia.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Epidemiologia do Cancer de Colo do Utero

O ndmero de casos de cancer tem aumentado progressivamente. Em 1975, observou-se
2,9 milhdes de novos casos de cancer (excluindo tumores de pele ndo melanoma) entre as
mulheres. O cancer cervical, em 1975, com 15,8% foi o segundo tumor mais frequente entre as
mulheres, com 459.000 novos casos (Parkin et al., 1984). Em 2012, o nimero total de cancer
entre as mulheres aumentou para 6,5 milhdes de novos casos. O cancer de colo de utero
compareceu com 527.459 novos casos, correspondentes a 7,9%, sendo o quarto tumor mais
frequente entre as mulheres (Ferlay et al., 2015).

Para 2018, estima-se em 8,6 milhdes de novos casos de cancer entre as mulheres e 4,2
milhdes de mortes. O cancer de mama € o mais comumente diagnosticado e a principal causa
de morte por cancer. Os proximos na incidéncia s@o o cancer colorretal e o cancer de pulmao,
0s quais apresentam posi¢Oes inversas no tocante a mortalidade. O cancer de colo de ttero

ocupa a quarta posicao, tanto em incidéncia quanto em mortalidade (Figura 1).
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H Incidéncia ™ Mortalidade

Figura 1: Incidéncia e mortalidade mundial dos principais tipos de cancer em mulheres para
2018 (Fonte: Adaptado de GLOBOCAN, 2018).
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O cancer cervical comparece com 569.847 novos casos (6,6%) e 311.365 mortes
(7,5%), registrados em mulheres, em 2018. Estima-se um aumento na quantidade de casos
novos de cancer de colo do tdtero nos préximos anos. Espera-se para 2020 (609.270 novos
casos); 2025 (659.010 novos casos); 2030 (710.249 novos casos); 2035 (756.273 novos casos);
2040 (776.657 novos casos) (Bray et al., 2018). Os paises de IDH médio e baixo (49,7% da
populacdo mundial) sd@o responsdveis por 63,6% da incidéncia e de 74,5% da mortalidade dos
casos de cancer de colo do utero, sugerindo uma associacdo com o nivel socioecondmico

(Figura 2).
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Figura 2: Taxas de incidéncia e mortalidade do cancer de colo do ttero, ajustadas por idade
para cada 100.000 mulheres, em paises de IDH muito alto/alto e paises de IDH médio/baixo.
(Fonte: Adaptado de GLOBOCAN, 2018).

O cancer de colo do ttero apresenta uma situagao paradoxal em sua incidéncia, enquanto
o total de novos casos vem aumentando, o seu percentual entre a totalidade dos canceres tem
diminuido. Nas ultimas décadas as taxas de incidéncia e mortalidade pelo cancer cervical tem
se mostrado em declinio em vérias partes do mundo. O aumento dos niveis socioecondmicos

tem contribuido para uma melhor cobertura de exames preventivos, diminui¢do da paridade,
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diminui¢do de doengas sexualmente transmissiveis, resultando na diminui¢do no risco de
infecgdo persistente por tipos de HPV de alto risco (Franceschi, 2005).

Apresenta uma taxa de incidéncia mundial correspondente a 14,3/100.000 mulheres,
com uma alta variacdo entre os paises. As regides com maiores indices (> 25/100.000 mulheres)
incluem o sul da Africa (43,1/100.000), Africa oriental (40,1/100.000), Africa ocidental
(29,6/100.000) e Melanésia (27,7/100.000). As taxas mais baixas sdo observadas na América
do Norte (6,8/100.000), Austrdlia e Nova Zelandia (6,0/100.000), e Asia ocidental
(4,1/100.000) (Figura 3).
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Figura 3: Taxas de incidéncia e mortalidade ajustadas por idade do cancer de colo de tdtero
(Fonte: Adaptado de GLOBOCAN, 2018).

Em 2018 foram projetadas um total de 4,2 milhdes de mortes por cancer em mulheres,
o cancer cervical contribui com 7,5% (311.365 mortes). As regides de médio e baixo IDH
contribuem com a maior parte dessas mortes (63,6%). As taxas de mortalidade variam de menos
de 2,5/100.000, observadas na Europa, América do Norte, Austrélia e Nova Zelandia, até taxas
superiores a 20/100.000, observadas na Africa Central 2L,1), Africa ocidental 23,0) e Africa
oriental (30,0) (Bray et al., 2018).
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No Brasil, para o ano de 2018, estima-se que os tipos de cancer mais incidentes em
mulheres (excluindo o tumor de pele ndo melanoma) sejam: em primeiro lugar, o cancer de
mama (29,5%), com 59.700 novos casos, seguido do céancer colorretal (9,4%), com 18.980
novos casos, e na terceira posicao, o cancer de colo de ttero (8,1%), com 16.370 novos casos.
(Figura 4). Estima-se um aumento dos casos de cancer de colo de ttero no Brasil (22.211 casos

novos em 2020), (24.674 casos novos em 2025), (27.099 casos novos em 2030). (INCA, 2017).

Distribuicio proporcional dos dez tipos de cincer mais incidentes estimados para 2018 por

sexo, exceto pele nio melanoma*
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Figura 4: Incidéncia de casos novos de cancer, exceto pele ndo melanoma, estimados para 2018-
2019. (Fonte: Adaptado de Estimativa 2018 — Incidéncia de cancer no Brasil, INCA, 2017).

Observa-se uma grande variabilidade na incidéncia de cancer de colo do utero entre as
regides do Brasil. Descontando-se os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de colo uterino,
ocupa a quarta posi¢ao na regido sul (14,0/100.000) e na regido sudeste (9,9/100.000), ocupa a
segunda posi¢do na regido centro oeste (18,3/100.000) e na regido nordeste (20,4/100.000), e é
o tumor mais frequente na regido norte (25,6/100.000). Enquanto as menores taxas de
incidéncia de cancer de colo do utero sdao observadas nos estados de Minas Gerais
(8,37/100.000) e Sao Paulo (8,43/100.000); as maiores taxas de incidéncia ocorrem nos estados
do Maranhao (30,5/100.000) e Amazonas (40,9). (Tabela 1).
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Tabela 1: Representacao das taxas brutas de incidéncia de cancer por 100.000 mulheres. (Fonte:
Adaptado de Estimativa 2018 — Incidéncia de cancer no Brasil, INCA, 2017).

Brasil Regido Regido Regido Regido Regido
Sudeste Sul Centro-Oeste | Nordeste Norte
1° Mama Mama Mama Mama Mama Colo utero
56,3 69,5 73 51,9 40,3 25,6
2° | Colorretal | Colorretal | Colorretal | Colo tdtero | Colo ttero Mama
17,9 23,8 22,9 18,3 20,4 19,2
3° | Colo utero Pulmao Pulmao Colorretal Colorretal | Colorretal
15,4 12,7 20,5 17,9 9,5 7,3
4° Pulmao Colo ttero | Colo ttero Pulmao Pulmao Pulmao
11,8 9,9 14,0 11,5 7,8 5,8

A variacdo na distribui¢do do cancer cervical nas regides brasileiras pode ser explicada
pela grande extensao territorial do pais e pelas desigualdades sociais entre as diferentes regioes.
Taxas reduzidas de incidéncia e mortalidade sdo encontradas principalmente nas regides Sul e
Sudeste, onde as mulheres sdo essencialmente urbanas e possuem melhor acesso a servicos de
saide de qualidade. As regides Norte e Nordeste apresentam os menores indices de
desenvolvimento humano (IDH) do pais, com condi¢des socioecondmicas precdrias e reduzido
acesso da populagdo aos servigos de saude (Vale et al., 2016). No Maranhao, o cancer de colo
de ttero € a neoplasia mais frequente entre as mulheres, sendo estimados para 2018, 1.090

novos casos, 28,6 % do total das neoplasias entre as mulheres (INCA 2017).

2.2 Fatores de risco para o Cancer de Colo de Utero

A infec¢do persistente pelo HPV estd diretamente relacionada com o surgimento de
lesdes pré-malignas e o desenvolvimento do cincer cervical. E uma condigdo necesséria, mas
ndo suficiente, sendo necessdria a associagdo com outros fatores para o desenvolvimento,
manuten¢do e progressdo das lesdes intraepiteliais (Walboomers et al., 1999). Cerca de doze
tipos de HPV sido classificados como de alto risco oncogénico. Os subtipos 16 e 18 sdo
encontrados em 70% dos canceres de colo uterino (American College Of e Gynecologists,
2002). Devido a alta prevaléncia de HPV na populacido feminina em geral e relativamente baixa
taxa de cancer cervical, fatores ambientais e genéticos poderiam influenciar a progressao de

infec¢do para cancer.
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Estudos tem demonstrado uma associacdo entre o tabagismo e o risco de
desenvolvimento de cincer cervical. Mulheres fumantes e ex-fumantes, infectadas pelo HPV,
tem risco aumentado em duas a trés vezes para desenvolver lesdo intraepitelial de alto grau ou
cancer invasivo. O fumo passivo também estd associado com risco aumentado, mas em menor
grau (Trimble et al., 2005).

O uso de anticoncepcionais hormonais, mais comumente formulagcdes orais com
associacdo de estrogénio e progesterona, estd associado com o desenvolvimento de lesdes pré-
invasivas e cancer cervical invasor. O risco aumenta significantemente quando a duracdo é
superior a cinco anos. Aumenta em até quatro vezes o risco de cancer cervical naquelas
mulheres positivas para HPV, comparadas com as mulheres positivas para HPV, mas que nunca
usaram anticoncepcional (Munoz et al., 2002).

A precocidade do inicio da atividade sexual (antes dos 20 anos de idade) e
multiplicidade de parceiros sexuais (mais de seis parceiros) promovem aumento significativo
do risco para o desenvolvimento de cincer cervical. A multiparidade também aumenta o risco
de desenvolver o cancer de colo do ttero. Mulheres com um ou dois partos tem risco aumentado
em 1,8 vezes, enquanto que as que tiveram mais de 7 partos, este rico aumenta 3,8 vezes, quando
comparado com mulheres nuliparas (Moreno et al., 2002).

Mulheres imunodeprimidas devido infec¢do pelo HIV (virus da imunudeficiéncia
humana) cursando com AIDS (sindrome da imunodeficiéncia adquirida) ou em uso de
imunomoduladores apds transplante renal, apresentam maiores taxas de infec¢do pelo HPV e
de neoplasia cervical (Dugue et al., 2013). Fatores como baixo nivel de escolaridade, idade
mais avancgada, obesidade e miséria, estdo independentemente relacionados a taxas mais baixas

de rastreio do cancer cervical (Datta et al., 2006).

2.3 Histérico do HPV e Cancer de Colo do Utero

Os primeiros relatos da existéncia de verrugas genitais t€ém origem desde antes da era
cristd, onde eram chamadas de condiloma acuminado, na Roma e Grécia antigas, e j4 eram
associadas a promiscuidade sexual. O compéndio De Medicina, baseado em textos gregos,
descreve o surgimento e a evolugdo dessas lesdes, inclusive o tratamento preconizado naquela
época, com o uso de cinzas da borra de vinho. O termo condiloma sobreviveria aos séculos que

viriam, sem maiores descobertas acerca de seu agente causador (Donaldson, 2014).
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A epidemia de sifilis na Europa no fim do século XV renova o interesse nas doencas
genitais, as quais sdo atribuidas a um “veneno venéreo” e sem diferenca na causalidade entre
as doencas agora conhecidas como sifilis, gonorreia e verrugas genitais. Posteriormente a
crenca que as verrugas eram causadas pela sifilis foi abandonada, seguida da dissociacdo das
mesmas da gonorreia. No fim do século XVII é documentado que a morte devido cancer
cervical € rara em virgens e freiras, sendo mais comum em mulheres casadas e vidvas, sendo
feita a primeira associac¢do de cancer com doenga venérea (Oriel, 1971).

Em 1891, Joseph F. Payne, no artigo “On the contagiousness of common warts”,
descreve a natureza contagiosa das verrugas cutineas, ao raspar lesdes de uma crianga em sua
propria pele e observar o surgimento de verrugas apds uma semana. Na mesma época € sugerido
que as verrugas cutaneas sejam causadas pelo mesmo agente patoldgico que causa as verrugas
genitais. Em 1907, G. Ciuffo demonstra a natureza viral das verrugas genitais, ao inocular na
pele um extrato filtrado através de poros capazes de reter fungos e bactérias, mas que deixam
passar virus. (Oriel, 1971).

Nas décadas seguintes sdo realizadas vdrias descobertas. E demonstrado que tumores
epiteliais benignos em coelhos, chamados de papiloma, podiam malignizar e se transformar em
cancer invasor (Rous e Beard, 1935). A descri¢do de particulas de HPV em verrugas cutineas.
(Strauss et al., 1949). O conceito de coildcitose em esfregacos e bidpsias cervicais, sugestivos
da presenca de HPV (Koss e Durfee, 1956; Meisels e Fortin, 1976). A descricdo do grupo
papovavirus (Melnick, 1962). A identificagdo da estrutura gendmica do HPV, sendo concluido
tratar-se de um DNA circular de dupla fita (Crawford, 1965; Klug e Finch, 1965). A
demonstracdo do HPV em verrugas genitais através da microscopia eletronica (Dun e Ogilvie,
1968). E finalmente as descobertas feitas pelo virologista alemao Herald zur Hausen, a hipdtese
de correlacao entre HPV e o cancer cervical humano (Zur Hausen, 1976), a descobertas dos
tipos de HPV 16 e 18 (Boshart et al., 1984), estudos detalhados do papel desses virus no cancer
genital (Zur Hausen e De Villiers, 1994), o papel dos genes virais E6 e E7 em linhagens de
tumor cervical através da integracdo do genoma viral e a imortaliza¢do do virus na célula (Zur
Hausen, 2002). Pela sua pesquisa zur Hausen recebeu o prémio Nobel de Medicina em 2008.

Na década de 90 inicia o estudo das variacdes intratipo do HPV, abordando as variagcoes
genomicas do HPV de acordo com sua distribuicao geografica (Ho et al., 1993). As variantes
virais foram estudadas através das técnicas de hibridiza¢do por Southern Blotting ou digestdao
por enzimas de restricdao (De Villiers et al., 2004; Burk et al., 2011), até se chegar a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento do DNA viral, fornecendo evidéncias de que

variagdes intratipos de HPV 16 e 18 poderiam influenciar na heterogeneidade das neoplasias
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cervicais (De Villiers et al., 2004; Arias-Pulido et al., 2005). Associa¢dao do genoma completo

do virus e suas variantes com aspectos bioldgicos (Burk et al., 2013).

2.4 Estrutura genomica do HPV

O papilomavirus humano (HPV) € um virus do tipo ndo envelopado, que mede 55 nm,
cujo genoma é composto por DNA em formato de dupla fita circular, Ao microscépio eletronico
lembra uma bola de golfe (Van Doorslaer et al., 2018). A particula viral, ou virion, consiste de
uma camada externa ou capsideo que envolve o genoma viral. A cdpside viral ndo € envolta por
membrana lipidica, apresenta uma simetria icosaédrica, e consiste de 360 cépias (arranjadas
como 72 pentameros), da proteina maior do capside, L1 e 12 moléculas da proteina menor do

capside L2 (Figura 5) (Baker et al., 1991; Sapp et al., 1995).

Figura 5: Estrutura gendmica da cdpside do HPV a microscopia eletronica (esquerda).
Diagrama esquematico representando o arranjo das 360 proteinas da cdpside, em disposi¢ao
icosaédrica, formando 72 capsdmeros (centro). Microscopia eletronica de virions do HPV1, a
barra representa 100 nm (direita). (Fonte: ICVT, 2018).

O genoma do papilomavirus humano (HPV) contém poucos genes, todos codificados
na mesma cadeia do DNA, em formato de dupla hélice circular, com cerca de 7.900 pares de
base, ligadas covalentemente e associadas a histonas de origem celular (Favre, 1975). O genoma
viral pode ser divido em trés regides: regido nao codificadora, regido precoce e regido tardia.
As regides precoce e tardia possuem fases abertas de leitura, chamadas de ORF (Open Reading
Frame) que contém os genes codificantes das proteinas. A regido nao codificadora, representa

10% do material genético, € chamada de LCR (Long Control Region) ou de URR (Upstream
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Regulatory Region), ndo apresenta funcdo de codificar proteinas, mas contém elementos que
regulam o inicio da replicacdo e da transcri¢do viral (Booy et al., 1998).

A regido precoce E “Early”, ocupa 50% do material genético, engloba seis fases abertas
de leitura (E1, E3, E4, ES, E6 e E7), que codificam proteinas que regulam a transcricio e a
replicacdo viral, controlando o ciclo celular, apresentando potencial para transformar e

imortalizar as células hospedeiras.

URR E6

7 E7

7,908/1
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Figura 6: Estrutura gendmica do HPV 16. A regido regulatoria (URR) em cinza. Os genes
precoces (early) em setas continuas, responsdveis pelas sinteses das proteinas ndo estruturais
El, E2, E4, E5, E6 e E7. Os genes tardios (late) em setas tracejadas, que codificam as proteinas
estruturais L1 e L2. (Fonte: Burk, 2010)

A proteina E1 estd relacionada com a replicagdo e amplificacdo do DNA epissomal do
virus no nucleo das células infectadas, permitindo que o virus utilize os mecanismos da célula
hospedeira para replicar o seu genoma (Bergvall ef al., 2013). A proteina E2 também € expressa
nos estdgios iniciais e intermedidrios do ciclo celular viral, atuando na regulagcdo da transcricao
viral (Bernard et al., 1989; Mcbride, 2013). A proteina E4, cuja fase aberta de leitura é
sobreposta ao gene E2, tem func¢do ndo totalmente esclarecida, aventando-se papel na
amplificacdo gendmica viral (Doorbar, 2013). A proteina ES estimula a proliferacao celular e
inibe a apoptose (Zhang et al., 2002; Dimaio e Petti, 2013). As proteinas E6 e E7, sdo oncogenes

que inativam proteinas supressoras de tumor, sdo responsaveis pela transformacdo maligna
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celular e sua imortalizagdo, ao inibir a apoptose e promover proliferacdo celular com
instabilidade cromossdmica. A proteina E6 degrada as proteinas p53 e BAK, envolvidas na
apoptose e interrup¢ao do ciclo celular (Werness et al., 1990; Jackson et al., 2000), além de
ativar a enzima telomerase (Veldman et al., 2001). A proteina E7 interage com a proteina do
retinoblastoma (pRb) que ativa genes envolvidos na sintese de DNA e progressdo do ciclo
celular (Dyson et al., 1992).

A regido tardia L (late region), ocupa 40% do genoma viral, codifica duas proteinas L1
e L2. A proteina maior L1 € responsédvel pela maior parte do capsideo viral, e apresenta uma
estrutura altamente imunogénica (Kirnbauer et al., 1992), fato que propiciou o surgimento de
vacinas contra o HPV. A proteina menor L2, atua no encapsulamento viral e no processo
infeccioso (Day et al., 1998). Esses sdo os genes que costumam ter sequencias mais conservadas

em todos os papilomavirus (Bernard et al., 1994).

2.5 Taxonomia viral

A sua classificacdo dos papilomavirus é baseada em genétipos, com base nas diferencas
do préprio genoma. A classificacao se baseia na comparagdo de sequéncias de nucleotideos do
gene L1, que € o sitio gendmico mais conservado entre os tipos virais. Os papilomavirus estao
agrupados em familia, subfamilia, género, espécies, tipos e variantes. Familia apresenta 60%
de diferenca nas sequéncias nucleotidicas da proteina L1. Subfamilia apresenta 55% de
diferenga nas sequéncias nucleotidicas da proteina L.1. Género apresenta diferenca maior de
40% nas sequéncias nucleotidicas da proteina L1. Espécie apresenta ao menos 30% de diferencga
nas sequéncias nucleotidicas da proteina L1. Tipo apresenta ao menos 10% de diferenca nas
sequéncias nucleotidicas da proteina L1. (De Villiers et al., 2004; Chen et al., 2015; Kukimoto
e Muramatsu, 2015)
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Figura 7: Distribuicao de frequéncia de porcentagens de identidade pareada da comparagdo de
sequéncia nucleotidica de L1 de 118 tipos de papilomavirus (Fonte: de Villiers, 2004).

A taxonomia e a nomenclatura dos virus sao elaboradas por um comité internacional de
taxonomia viral (ICVT) da Divisdo de Virologia da Unido Internacional de AssociacOes de
Microbiologia. Até 1995, a familia Papovaviridae englobava os géneros Papillomavirus e
Polyomavirus. Em 2000 foi criada a familia Papillomaviridae, na qual passou a ser incluido o
género Papillomavirus. Esta familia € composta de duas subfamilias: Firstpapillomavirinae
(com mais de 50 géneros de Papillomavirus, designados pelas letras do alfabeto grego: alpha,
Beta, Gamma, Delta, etc; e mais 130 espécies) e Secondpapillomavirinae (com um género de
Papillomavirus). As espécies sdao nomeadas de acordo com o grupo de animais que infectam:
Human papillomavirus (HPV), Bovine papillomavirus (BPV), Canine papillomavirus,
Cottonnail rabbit papillomavirus, Deer papillomavirus, e assim por diante (Van Doorslaer et

al., 2018).



29

Genus
Alpha-papillomavirus

Beta-
papillomavirus

Delta-
papillomavirus

Gamma-

. 24
Epsilon-papillomavirus papillomavirus

Zeta-papillomavirus ¥ /
GO

|
PR T
/ 4 B3 ll-laOP
MmPv ( crpy < |apyaBPY

Y

W

FdPV™

1

s \J II,"\BWM_.-"PH" W‘\‘ Pi-papillomavirus
Eta-papillomavirus tf_‘f"' /' AJF A b -
Omikron-papillomavirus
! ] c‘f" Mu-papillomavirus T  Xi-papillomavirus
Theta-papillomavirus Lambda-papillomavirus

Kappa-papillemavirus Nu-papillomavirus
lota-papillomavirus

Figura 8: Arvore filogenética contendo a sequéncia de 118 tipos de papilomavirus. Os
semicirculos externos identificam o género. O nimero do semicirculo interno identifica a
espécie. Os nimeros se referem ao tipo de HPV. A outra sequéncia de letras se refere aos tipos
de papilomavirus animais. (Fonte: de Villiers, 2004).

Os papilomavirus humanos foram identificados em cinco géneros: Alpha-
papillomavirus, Beta-papillomavirus, Gamma, Mu-papillomavirus e Nu-papillomavirus
(Bernard er al., 2006). A medida que diferentes tipos de HPV foram sendo descobertos,
receberam numeros sequenciais como, por exemplo: HPV-6, HPV-11, HPV-16 e HPV-18. A
“International Human Papillomavirus Reference Center”

(http://www.hpvcenter.se/html/refclones.html) até o momento identificou mais de 150 tipos,

mas nem todos eles foram totalmente sequenciados (Bzhalava et al., 2015; Doorbar et al., 2015)

(Figura 8).
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Figura 9: Arvore filogenética contendo a sequéncia de 170 tipos de papilomavirus humanos,
baseados na andlise da sequéncia de L1. Os semicirculos externos identificam os géneros e os

semicirculos internos, as espécies. (Fonte: de Villiers et al. 2013).

2.6 Classificacao do papilomavirus humano

Os virus da familia Papillomaviridae sdao conhecidos por provocarem em seus

hospedeiros, lesdes chamadas de papilomas, do latim papila, diminuto de papula, saliéncia em

forma de mamilo e da desinéncia “oma”, nome ja usado pelos antigos médicos gregos e

romanos. Sao virus que evoluiram durante milhdes de anos, se propagando ao infectar vérias

espécies: peixes, répteis passaros e mamiferos, inclusive humanos. Virus que co-evoluem

lentamente junto com seu hospedeiro, costumam causar infec¢des cronicas nao aparentes, invés
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de lesodes graves, esse € um dos motivos ser possivel isolar HPV em pele, swabs em pessoas da
populacdo em geral (Antonsson ef al., 2003).

As relagdes filogenéticas entre os tipos de HPV, com base na variagdo de sequéncias em
uma dada regido do genoma, permitem interpretar como os diferentes tipos e subtipos
evoluiram. A constru¢do, com o auxilio de softwares especializados, de arvores filogenéticas
dos papilomavirus humanos e de outros animais, tem mostrado que a classificagdo gendmica
tem uma correlagdo com o tropismo por um tipo especifico de epitélio (pele ou mucosa). Os
virus dos géneros: beta, gamma, mu e nu infectam apenas pele, enquanto que os virus do género

alpha infectam pele e mucosa (Crow, 2012).

Subtipos de alto risco
mais relacionados ao
céncer.

. Subtipos responsaveis
por 90% das verrugas
genitais.

Subtipos responsaveis
“ por verrugas cutaneas.

Figura 10: Arvore filogenética do HPV, segundo géneros, espécies e tipos de acordo com seu
tropismo e potencial oncogénico. (Fonte: Crow, 2012).
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Os tipos cutaneos sao aqueles que infectam a pele, os tipos mais comuns identificados
em lesOes verrucosas em maos e pés, sao os tipos: 1, 2, 3, 4 e 10. O virus mucoso trépicos sdao
os que infectam as mucosas urogenitais, anais e oro respiratérias. Os HPV cutineos sao
filogeneticamente distantes dos HPVs tipo mucoso (De Villiers, 2013; Van Doorslaer, 2013).

Os do tipo mucoso trépico podem ainda ser divididos em baixo ou alto risco oncogénico,
de acordo com o potencial de risco de progressao ao cancer. Considera-se como de baixo risco
oncogénico, os tipos 6 e 11, frequentemente encontrados em verrugas genitais benignas,
chamadas de condiloma. Os HPV 16 e o HPV 18 sdo considerados carcinogénicos desde 1995.
Todos os tipos de HPV com alto potencial oncogénico pertencem ao género alfa e se encontram
distribuidos da seguinte forma, na espécie: 5 (tipo 51), espécie 6 (tipos 56, 66), espécie 7 (tipos

18, 39, 45, 59), espécie 9 (16, 31, 33, 35, 52, 58) (Munoz et al., 2003; Crow, 2012).

2.7 Prevaléncia dos tipos virais em lesoes e cancer cervical

A maior parte dos individuos sexualmente ativos ird adquirir infeccdo de um HPV com
tropismo ano genital em alguma fase de sua vida. A técnica de PCR (polymerase chain reaction)
Ja demonstrou a presenga de material genético do HPV 16 em amostras de tecido cervical de
5% a 40%, de mulheres sem evidéncias clinicas ou histoldgicas de infeccdo por esse virus
(Syrjanen et al., 1990; Hildesheim et al., 1994). A mais extensa compilacdo de dados sobre
prevaléncia de HPV em mulheres com citologia normal foi provida por uma meta-anélise de 78
estudos, publicados entre 1995 e 2005, que avaliaram 157 879 mulheres nos diversos
continentes, observou que a prevaléncia geral de HPV em mulheres com citologia cervical
normal foi estimada em 10,4%. As estimativas correspondentes por regiio foram Africa 22,9%,
América latina 18,64%, América do Norte 13,8%, Asia 8,3% e Europa 6,6% (Figura 9). Em
todas as regides do mundo, a prevaléncia do HPV foi maior em mulheres com menos de 35
anos de idade, diminuindo em mulheres com idade mais avangada. Na Africa, nas Américas e
na Europa, um claro segundo pico de prevaléncia do HPV foi observado em mulheres com 45
anos ou mais. Com base nessas estimativas, cerca de 291 milhdes de mulheres em todo o mundo
sdo portadoras de DNA de HPV (De Sanjose et al., 2007). Apesar da infec¢do pelo HPV ser
um evento comum, 90% dessas infeccdes cervicais sdo resolvidas num intervalo de até 2 anos,
se a infeccdo persistir, poderdo surgir células anormais, e apenas se essas células cruzarem a

membrana basal, que essa condi¢do passa a ser considerada cancer cervical (Crow, 2012).
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Figura 11: Prevaléncia dos tipos de HPV mais frequentes em mulheres, com citologia normal.
(Fonte: de Sanjose, 2007)

Os oito tipos de HPV mais frequentes foram: HPV 16, HPV 18, HPV 31, HPV 33, HPV
35, HPV, HPV 52 e HPV 58. Todos pertencem ao género Alpha-papillomavirus e apresentam
alto risco oncogénico. O HPV 16 € o tipo mais comum em todas as regides, com uma
prevaléncia global de 2,6%, o que significaria 7,8 milhoes de mulheres no mundo infectadas
pelo HPV 16. A prevaléncia mais alta do HPV 16 foi observada na América do Norte, com
3,5%, enquanto a mais baixa foi na Europa, com 2,3%. Mundialmente o segundo tipo mais
prevalente € HPV 18 com 0,9% (De Sanjose et al., 2007). A prevaléncia de HPVs de alto risco
correlaciona com a incidéncia de cancer cervical, e a associagdo fica mais forte com o aumento
da idade (Maucort-Boulch et al., 2008).

Uma infec¢do persistente pode provocar o surgimento de poucas células anormais na
superficie do colo uterino, que sdo classificadas neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de baixo
grau (NIC I), que o organismo tipicamente resolve em poucos meses. A progressao para varias
células pré-cancerosas na superficie cervical € classificada como lesdo de alto grau (NIC Il e
NIC III), neste estdgio o organismo ainda consegue reverter espontaneamente parte dessas
lesdes. Quando comparamos as lesdes de baixo grau (NIC I), lesdes de alto grau (NIC Il e NIC
III) e neoplasia invasiva, observamos que aumenta o percentual dos HPV de alto risco, em
especial os tipos 16 e 18. O HPV 16 € detectado 2,6% em colos aparentemente normais, esse
numero sobe para em 18,5% das lesdes de baixo grau (NIC I), em 44,1% das lesdes de alto grau

(NIC III), e esta presente em 54,5% das neoplasias invasivas (Crow, 2012).
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Figura 12: Progressao das lesdes cervicais e prevaléncia dos tipos de HPV. (Fonte: Crow, 2012).

Apenas os HPV 16 e 18 sdo responsdveis por 70% dos casos de cancer cervical no
mundo, seguido pelos tipos 31, 33, 45, 52 e 58. (Munoz et al., 2003; Clifford et al., 2005; Guan
et al., 2012). Estudos no Brasil avaliando a presenca de DNA de HPV em mulheres com
citologia normal demonstraram uma prevaléncia geral de infeccio pelo HPV entre 10% a 24,5%

(Ayres e Silva, 2010).

2.8 Ciclo biolégico do HPV e carcinogénese

O ciclo biolégico do HPV estd relacionado com a diferenciacdo celular do epitélio
cervical. O surgimento de micro abrasdes, que podem ser provocadas pelo intercurso sexual,
no epitélio escamoso do colo do utero, permite o acesso do virus as camadas basais, onde ocorre
a interacdo das proteinas do capsideo com receptores especificos da membrana celular (Evander
etal., 1997; Mcmillan et al., 1999). Apds entrar na célula, o virion perde seu capsideo, e o DNA
viral é transportado para o interior do nicleo, onde permanece sob a forma circular, epissomal,

ndo integrado ao genoma celular. Este DNA epissomal replica-se, gerando de 50-100 cépias
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por célula (Feller et al., 2009). As células basais infectadas ao se dividirem, distribuem o DNA
viral igualmente entre as duas células filhas. Uma célula permanece na camada basal, servindo
de depdsito de DNA viral e garantindo uma infec¢do persistente (Walhart, 2015; Hong e
Laimins, 2017). A outra célula inicia processo de diferenciagdo celular e migra para camada
suprabasal espinhosa, onde ocorre a amplificacio do genoma viral. Nas células da camada
granulosa ocorre a sintese das proteinas da cdpside. E no estrato cérneo ocorre a formacao da
particula viral, as quais sao liberadas naturalmente pela descamagdo dos queratindcitos mais
superficiais (Doorbar, 2006).

A transcri¢do dos genes precoces ocorre por “splicing diferencial”, processo pelo qual
proteinas sdo clivadas em diferentes locais da molécula de RNA, a partir de promotores
diferentes. As proteinas traduzidas a partir desses RNAs mensageiros vao promover mudangas
no funcionamento do ciclo da célula, na sua diferencia¢do e na apoptose, fendmeno que costuma
ocorrer como resposta a infeccao viral (Doorbar et al., 1990; Rohlfs et al., 1991).

As proteinas E1 e E2 sdo expressas nas células da camada basal e regulam a transcricao
de genes precoces para a producdo de virions (Feller et al., 2009). A proteina El, que tem
atividade de helicase, inicia a replicacio do DNA epissomal viral (Yang et al., 1993). A
expressao da proteina E2 provoca a diminuicdo da expressao das proteinas E6 e E7. Quando
ocorre a integracdo do DNA viral com o DNA celular, ocorre a quebra do gene E2, que ird
ocasionar aumento na concentracio das proteinas E6 e E7, que irdo provocar a progressdao do
ciclo celular e a imortalizacao celular (Villa, 1997; Doorbar, 2006).

A proteina E6 também atua no controle do ciclo celular, ao degradar a proteina p53, que
regula a passagem pelas fases celulares G1/S e G2/M, e que € uma proteina celular supressora
de tumor. Observa-se que esta inativagao da pS3 é muito mais eficiente quando ocorre em HPV's
de alto risco oncogénico (Storey et al., 1998). A proteina E7 além de interagir com fatores de
transcricao AP1 e promover a proliferacao dos queratindcitos infectados, ela também se associa
a pRb (proteina de suscetibilidade ao retinoblastoma), que é quem regula negativamente o ciclo
celular, deste modo estimulando a célula a sintetizar material nuclear. As proteinas E6 e E7 sdo
as proteinas de maior potencial de transformacao celular, sendo diretamente responsaveis pela
proliferacdo de células infectadas pelo HPV, processo que acarretard a imortalizagdo dessas

células e a conversdo em células tumorais (Flores et al., 2000).
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Figura 13: Organizagdo do ciclo celular viral. Diferentes camadas do epitélio e os estidgios do
ciclo de vida do HPV (esquerda). A cronologia da expressdo de proteinas virais (direita). (Fonte:
ICVT, 2018).

A expressio da proteina E4 ocorre em células em estdgios mais avancados de
diferenciagdo, e sua funcdo ainda ndo estd bem definida. O gene que codifica a proteina ES,
frequentemente estd excluido em amostras de cancer cervical, demonstrando que sua presenca
€ dispensavel para a transformacao maligna (Doorbar ez al., 1986).

As proteinas de expressdo tardia L1 e L2, sdo as udltimas a serem produzidas, sdo
montadas para envolver o material genético viral e originar um novo virion (Zur Hausen, 2002).
A proteina L1 codifica a proteina maior da capside, enquanto L2 codifica a proteina menor da
capside. Apesar da proteina L2 ser dispensavel para a formacdo do capsideo, a sua presenca
multiplica a formacdo da camada externa da particula viral. A libera¢do dos virions ocorre na
superficie da lesdo, durante a descamacao celular. (Hagensee et al., 1993; Villa, 1997). A fase
de incubacdo tem um periodo de duracdo de duas a trés semanas, apds esse periodo ja podem

ser observadas lesoes (Oriel, 1971).
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Figura 14: Esquema de infec¢ao pelo HPV, mostrando a expressao diferencial dos diferentes
genes virais nas diferentes camadas do epitélio (Fonte: Frazer, 2004).

A infeccdo cervical pelo HPV € bastante comum. Estima-se que 80% das mulheres
sejam infectadas até os 50 anos de idade. Cerca de 90% dessas infeccdes sdao eliminadas
naturalmente pelo sistema imunolégico do organismo em até um ano (Rodriguez et al., 2008).
Caso ocorra a persisténcia da infec¢do, poderdao surgir células anormais. Menos de 1% das
infeccdes persistentes acarretardo um cancer cervical invasivo (Myers et al., 2000).

O momento de cada nova infeccdo pelo HPV, ¢ definida como “tempo zero”, cuja
histéria natural dessas infec¢des € basicamente a mesma. Cerca de metade dessas infec¢cdes nao
sao detectadas num periodo de seis a 12 meses e a grande maioria € resolvida em até 2 anos. O
risco para desenvolvimento de cancer cervical aumenta bastante para os 5% de infec¢des por

HPV oncogénico que persistem detectadas por alguns anos. (Rodriguez et al., 2008).
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Figura 15: Risco de persisténcia de infec¢do pelo HPV e progressao. Esquerda: Propor¢ao de
infec¢des por HPV que sdo resolvidas, persistem ou progridem para NIC III, nos 3 primeiros
anos apos sua deteccdo. Direita: Propor¢do de NIC III ndo tratadas que progridem pra cincer
num periodo de 30 anos. (Fonte: Schiffman, 2011).

O processo que leva a célula infectada pelo HPV a transformar-se em lesdo maligna, é
um processo lento, que estd associado ao tipo oncogénico, a carga viral, ao sitio acometido e a
persisténcia da infeccdo As lesdes intraepiteliais de baixo grau costumam ser observadas nas
infec¢Oes virais produtivas. A progressdo dessas lesdes para malignidade estd associada a
trancri¢do ativa dos genes virais E6 e E7, que promovem o crescimento celular e contribuem
para a imortalizacdo dessas células, com a integracio do DNA viral pelo DNA da célula

hospedeira (Feller et al., 2009; Egawa et al., 2015).

2.9 Variacoes intratipo do HPV

Para o HPV ser classificado como tipo, € necessario que seu genoma apresente a0 menos
10% de diferenca nas sequéncias nucleotidicas da protepina L1. Subtipo ou variante é definido
como quando ocorre uma diferenca menor de 10% nas sequéncias nucleotidicas da proteina L1.
Esta classificacdo baseada na andlise de uma tnica regido pode provocar ambiguidade. Foram
utilizados outros fragmentos do genoma viral para poder subdividir os tipos em variantes
intratipo. Para a andlise das variantes intratipo, as regides LCR e E6 do genoma do HPV, sdo
as mais estudadas, a regido LCR por ser formada por regides promotoras e importantes sitios
de ligacdo para fatores de ligacao celulares e os genes codificantes das proteinas E6 e E7 por

sua habilidade de inativacdo de proteinas de controle celular (Zuna et al., 2009). Para ser
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considerada uma linhagem de um tipo de HPV, este deve apresentar diferenca entre 1 e 10%
nas sequéncias nucleotidicas da proteina L1 e em até 5% na LCR. Sublinhagem apresenta 0,5
a 0,9 % de diferenca nas sequéncias nucleotidicas de E6 e LCR. Estudos tem demonstrado
diferenga no potencial oncogénico de acordo com a linhagem de um mesmo tipo de HPV (Ho
et al., 1993; De Villiers et al., 2004).

A andlise comparativa do genoma humano e da filogenia do HPV sugere que a infeccao
humana pelo HPV ocorreu hd milhares de anos e que a divergéncia evolucionaria dos diferentes
tipos e variantes do HPV acompanharam os padrdes de migracdao humana (Chan et al., 1992;
Burk et al., 2003). Essas variacdes genéticas entre um mesmo tipo de HPV podem provocar
alteracdes na replicacdo e transcricdo do DNA viral, imortalizacdo e transformacdo celular,
concorrendo para que ocorra variacdo na capacidade de promover infeccdo, na persisténcia de
lesdes pré-neoplédsicas e no desenvolvimento de cancer invasivo (Bernard et al., 2006;
Tamegao-Lopes et al., 2014; Chen et al., 2015). Divergéncias estas que poderiam ser
parcialmente responséveis pelas diferentes taxas de cancer cervical no mundo.

O HPV 16 € o tipo mais prevalente desde exames de citologia normal, passando por
lesdes em diferentes estagios de progressdo até chegar a cancer cervical, quando € observado
em mais de 50% dos casos (De Sanjose et al., 2007; Crow, 2012). E do mesmo modo que ja foi
demonstrada variacdo na prevaléncia do HPV 16, observa-se diferenca de prevaléncia das
variantes do HPV 16 em diferentes regides (Burk et al., 2009).

Inicialmente as variantes do HPV 16 foram classificadas avaliando a regiao LCR obtidas
de amostras cervicais de varias partes do mundo. Estas variantes do HPV 16 foram inicialmente
agrupadas em 5 ramos: Europeia (E), sendo esta a linhagem prot6tipo do HPV 16, Asidtica (As),
Asiatico-americana (AA), Africana 1 e Africana 2 (Af 1 e Af 2). (Ho et al., 1993). Um ensaio
posterior avaliando sequéncias de L1 e E6, adicionou a linhagem Norte-Americana (NA) as

linhagens ja descritas (Yamada et al., 1997).
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Figura 16: Relacdo entre 48 das variantes gendmicas do HPV 16, divididas em 5 ramos,
identificadas em 301 amostras de 25 grupos étnicos e localizacdes geograficas. (Fonte: Ho,
1993).

A classificacdo das variantes do HPV 16 foi revista em 2013, quando foi proposto um
padrdo alfa numérico. As variantes foram agrupadas em quatro linhagens principais: A, B, C e
D; que ainda seriam divididas em sublinhagens, adicionando nimero. A linhagem A inclui as
sublinhagens: Al, A2, A3 e A4 (Europeias e Asiatica). A linhagem B inclui as sublinhagens:
B1 (Africana 1a) e B2 (Africana 1b). A linhagem C, ndo contém sublinhagem engloba o antigo
ramo Africana 2. A linhagem D, inclui as sublinhagens: D1 (Norte Americana), D2 (Asidtico
Americana 2) e D3 (Asidtico Americana 1). As variantes podem ainda ser divididas em dois
grandes grupos: o grupo Europeu (E) que incluem as linhagens Europeias (Al, A2, A3) e
Asiatica (A4); e o grupo Nao Europeu (NE) que incluem as linhagens Africana 1 (B1 e B2),
Africana 2 (C), Norte Americana (D1) e Asidtico Americana (D2 e D3) (Burk et al., 2013).
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Type Lineage Sublineage Variant genome ID  GenBank accession no.  (yiphor names”™
HPVIG A Al Ref KO2ZT718 European (E)
A2 w122 AF536179 European (E)
A3 AS411 HO644236 E
Ad w0724 AF3 34061 Asian, E{ As)
B Bl W0236 AF536180 Adfrican-1, Afrla
B2 Z109 HO6442098 African-1, Afrlb
R460 AF472509 African-2, Afr2a
D Dl OVons12 HOQ644257 Morth American (NA)]
D2 OV 15321 AYGRG5TO Astan=American (AA)2
D3 OQVo0o9s AF4026TR Astan—Amencan (AA)]

Figura 17: Classificacdo gendmica para as linhagens e sublinhagens variantes. (Fonte Burk,
2013)

Estudos indicam que as variantes do grupo Nao Europeu sejam mais patogénicas em
comparacdo as variantes do grupo Europeu. (Sichero et al., 2007; Burk et al., 2013). As
variantes nio europeias estdo associadas a uma maior persisténcia da infec¢do viral. Nas
variantes do grupo Nao Europeu o risco até quadriplica para desenvolver NIC II e NIC III em
relacio ao grupo Europeu. Até mesmo em um grupo pode haver diferenca, estudos
demonstraram que dentro do grupo Europeu, a sublinhagem A4 (Asidtica) apresenta um risco
até dez vezes maior de NIC III, quando comparado com a sublinhagem A1 (Europeia) (Villa ef
al., 2000; Schiffman et al., 2010). O grupo Nao Europeu apresenta um maior risco de cancer,
embora muito desse risco seja influenciado pela linhagem D (Asidtico Americana) (Zuna et al.,
2009). Esta linhagem D também tem um risco maior de desenvolver adenocarcinoma quando
comparada com a linhagem A. (Berumen ef al., 2001). O grupo europeu pode ainda ser dividido
em dois conjuntos, de acordo com o polimorfismo no nucleotideo E6 350, que leva a troca do
aminoécido de leucina para valina, promovendo duas variantes: E-350T e E-350G (Yamada et
al., 1997). A variante E-350T apresenta um risco de persisténcia da infeccdo viral duas vezes

superior ao da variante E-350G (Gheit et al., 2011).



42

2.10 Aspectos histolégicos do Cancer de Colo do Utero

O colo do utero representa o segmento inferior do dtero, o qual se projeta para a cavidade
vaginal. O colo do ttero pode ser dividido em ectocérvice e endocérvice. A ectocérvice € por¢ao
externa do colo uterino, em contato com a vagina. E coberta por epitélio escamoso estratificado
nio queratinizado (escamoso). E similar ao epitélio da vagina, sendo menos sensivel a abrasdes.

A endocérvice € o limen que atravessa o colo uterino, conectando a cavidade uterina ao
limen da vagina. A abertura deste canal para a cavidade vaginal € conhecida como orificio
cervical externo e a abertura para a cavidade uterina é conhecida como orificio cervical interno.
E coberta por epitélio cilindrico simples, colunar. Contém células glandulares produtoras de
muco cervical. A jun¢do escamo-colunar (JEC) é parte do colo onde ocorre o encontro do
epitélio escamoso ectocervical com epitélio colunar endocervical. A sua localizacdo € varidvel,
de acordo com a fase de vida da mulher; no periodo reprodutivo encontra-se na ectocérvice,
enquanto que na infancia e na menopausa encontra-se no canal cervical. (Bartoli et al., 1991;
Herfs et al., 2012). A JEC € o local onde as anormalidades costumam surgir, podendo progredir
para neoplasia. Os tumores originados na zona de transformacdo, podem apresentar
caracteristicas de célula escamosa, glandular ou padrao misto (Herfs et al., 2012). Existem dois
tipos principais de cancer de colo de ttero: o carcinoma de células escamosas e o
adenocarcinoma (Marsh, 1956).

O carcinoma de células escamosas € responsavel por aproximadamente 80% dos casos
de cancer de colo de tutero. Nos paises desenvolvidos apresenta um declinio em sua incidéncia
e mortalidade, provavelmente devido ao resultado de exames preventivos efetivos, embora
ainda corram variagdes de acordo com aspectos raciais, étnicos e geograficos (Bray, Loos, et
al., 2005; Barnholtz-Sloan et al., 2009; Wang et al., 2010).

O adenocarcinoma de colo de utero representa 20% dos casos de cancer de colo de ttero.
Sua incidéncia tem aumentado nas ultimas décadas, provavelmente devido aos métodos de
citologia oncética serem menos efetivos para o adenocarcinoma que costuma incidir no canal
endocervical, onde é mais dificil de ser coletada amostra (Bray, Carstensen, et al., 2005;

Sherman et al., 2005; Sasieni et al., 2009).
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2.11 Estadiamento do Céancer de Colo do Utero e sobrevida

O estadiamento descreve aspectos do cancer, como localizagcdo, invasdo de estruturas
vizinhas e disseminacdo a distancia. Ajuda a definir a melhor conduta terapéutica em cada
situacdo e a prever o progndstico da paciente (Benedet e Pecorelli, 2006). Existem dois sistemas
utilizados para estadiar o cancer do colo utero. O sistema FIGO (International Federation of

Gynecology and Obstetrics) e o sistema TNM da AJCC (American Joint Committee on Cancer).

FIGO| T [Tumorprimario
TX | Tumor primario ndo pode ser avaliade
T0 | Sem evidéncia de tumeoer pimano

I [Tl |[Carcinoma cervical confinado aoutero
IA [Tla |Carcinoma invasor diagnosticado pormicroscopia
IA1l |Tlal|Invasioestromal de até 3 mm de profimdidade e até 7 mm de extensdohorizontal
IA2 | Tlal|Invasioestromal maior que 3 mma ate 3 mm de profimdidade e ate 7 mm de extensdo honzontal
IBE [Tlb |Lesio clinicamernte visivel confinada aocolo oulesio microscopicamaior que T1a2/TAZ
IE1 |Tibl|Lesio clinicamente vizivel de até 4.0 cm em sua maior dimensio
IBZ |T1b2|Lesdo clinicamente visivel maior que 4.0 cm em sua maior dimensdo
II |T2 | Twmeor quemvade alem do atero, masndo atinge parede pelvica ou tergo mfenor da vagma
IIA |T2a | Twmorseminvasio de paramétrio
IIAl1 [TZal|Lesdo clmicamente visivel de até 4,0 cm em sua maior dimensio
ITA2 | T2a2| Lesdo clinicamente visivel maior que 4,0 cm em suamaior dimensio
IIE |T2b | Twmorcominvasio de paramétrio
IIT T3 | Twmorque se estende 3 parede pélvica, compromete o tergo inferior da vagina ou causa hidronefrose ou exclusdorenal
ITIA |T3a | Tumor que compromete o tergo mfenor da vagina, sem extensdo a parede pelvica
ITIE |[T3b | Tumor que se estende 3 parede pélvica ou causa hidronefrose ou exclusiorenal
IVA |T4 [ Tumorqueinvade a mucosavesical ouretal, ou que se estende além dapelve verdadeira
FIGO| N [Linfonodos Regionais
NX | Linfonodos regionais ndo podem ser avahados
N0 | Auséncia de metastase em linfonodo regional
N1 |Metastase em infonodo regional
FIGO| M |Metastase a distincia
MO | Auséncia de metastase 3 distancia
IVE [n1 [Metastase a distancia

Figura 18: Estadiamento do cancer de colo do ttero, sistemas FIGO e TNM (Fonte: Adaptado
de AJCCC Cancer Staging Manual Eight edition, 2017).

O sistema da FIGO ja foi revisado diversas vezes, a maioria das mudangas foram
realizadas no Estdgio I. E originalmente baseado nos resultados do exame clinico, avaliando
basicamente a extensdo anatdmica da doenga, é determinado no momento do diagnéstico
primdrio. Permite a utilizagdo de procedimentos como colposcopia, bidpsia, conizac¢ao do colo,
cistoscopia e retosigmoidoscopia. A utilizagdo desses procedimentos simples permitiria
padronizar o estadiamento em localidades de diferentes niveis de desenvolvimento, sendo
possivel comparar os resultados usando diferentes modalidades de tratamento. Nao permite a
utilizacdo de dados cirdrgicos ou exames de imagem mais avangados como tomografia

computadorizada ou ressonancia magnética (Pecorelli e Odicino, 2003).
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A classificagdo TNM utiliza 3 fatores pra estadiar o cincer: T (indica o tamanho do
tumor primdrio e invasdo de estruturas vizinhas), N (a existéncia de comprometimento
linfonodal regional) e M (indica presenca de metdstases a distancia) (Horn et al., 2011).
Atualmente estd na 8%dicdo. E um sistema mais completo que permite a utilizacio de exames
de imagem como tomografia ou ressonancia, dados pds-operatérios; que podem avaliar
comprometimento linfonodal, que é um dos maiores fatores progndsticos. A incidéncia de
metdstases linfonodais pélvicas aumenta com a progressao do estddio da doenca. No estddio IA
é€de0a3,7%,noIB éde 12 a 22%, no IIA de 10 a 27% e no IIB de 34 a 46%. O envolvimento
linfonodal paraadrtico segue o mesmo comportamento, no estddio 1B € de 2 a 4%, no estadio
ITA € 7 a 11% e no estidio 1IB acima dos 7% (Sakuragi, 2007). O envolvimento neopldsico
paraadrtico tem forte associagdo com o envolvimento linfonodal pélvico e o risco de metéstases
linfonodais paraadrticas aumenta em 25% se ha linfonodos pélvicos acometidos pela neoplasia
(Richard et al., 2008)

Atualmente, o estadiamento da FIGO se alinha ao estadiamento TNM, com excecdo do
estdgio 0, que ndo existe no sistema da FIGO. Adicionalmente, a avaliacio linfonodal ndo é
incluida nos critérios da FIGO. O uso de tomografia ou ressondncia nuclear pode auxiliar no
planejamento terapéutico, mas ndo pode ser utilizado para fins de estadiamento (Hricak et al.,
2007; Siegel et al., 2012). A tomografia computadorizada ajuda a avaliar o tamanho do tumor,
identificar a extensdo da dissemnina¢do da doenca, envolvimento linfonodal (aqueles maiores
de 1,0 cm sdo considerados positivos) , hidronefrose e alteraces hepaticas e dsseas (Lea e Lin,
2012). A ressonancia nuclear magnética € especialmente util para avaliar com acuricia a
extensdo da doenca em estadios iniciais, sendo considerada superior a tomografia e exame
clinico para avaliar a medida do tamanho tumoral e determinacdo de envolvimento do
paramétrio.(Mitchell et al., 2006; Thomeer et al., 2013; Woo et al., 2016).

A classificacdo em grupos progndsticos permite separar por grupos pacientes que
apresentam prognostico semelhante. Um dos valores mais utilizados em termos progndstico €
a taxa de sobrevida em cinco anos, que se refere ao percentual de mulheres que estdo vivas apés
cinco anos do diagndstico do tumor. As taxas de sobrevida sdo baseadas em resultados
anteriores, refletindo o tratamento realizado pelo menos cinco anos atrds, podendo neste
intervalo terem surgido novas opg¢des terapéuticas com melhor resultado. Sdo estatisticas que
se baseiam no momento do diagndstico, ndo contemplando recidivas ou disseminagao do tumor.
De um modo geral, a taxa de sobrevida € melhor, quando o tumor € diagndsticado em estagio
precoce. Fatores como idade, estado geral, resposta ao tratamento e acesso ao tratamento

especializado podem influenciar na taxa de sobrevida.
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Tabela 2: Estadiamento de acordo com grupos prognésticos (Fonte: Adaptado de INCA, 2018).

T N M

Estagio 0 Tis NO MO
Estédgio I T1 NO MO
Estagio [A Tla NO MO
Estdgio IA1 | Tlal NO MO
Estagio [A2 | Tla2 NO MO
Estdgio IB T1b NO MO
Estagio IB1 | T1bl NO MO
Estdgio IB2 | TIb2 NO MO
Estagio 11 T2 NO MO
Estagio ITA T2a NO MO
Estdgio I[IA1| T2al NO MO
Estagio [IA2 | T2a2 NO MO
Estagio IIB T2b NO MO
Estagio IIIA T3 NO MO
Estagio I11B T3b NO MO
T1-3 N1 MO

Estdgio IVA T4 NO-1 MO
Estagio IVB | TI1-4 NO-1 Ml

A ultima atualizacdo das taxas de sobrevida em 5 anos das mulheres portadoras de
cancer de colo de ttero, data de 2010, quando foi publicada a sétima edi¢do do sistema de
estadiamento da AJCC e se refere a dados catalogados entre 15.070 casos diagnosticados entre
2000 e 2002. As taxas de sobrevida em 5 anos de acordo com o estadiamento clinico: EC IA
(93%), EC IB (80%), EC IIA (63%), EC 1IIB (58%), EC IIIA (35%), EC IIIB (32%), EC IVA
(16%), EC IVB (15%) (AJCC, 7th edition, 2010).
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Figura 19: Sobrevida em 5 anos, de acordo com estadiamento clinico em portadoras de cancer

cervical (Fonte: AJCC, 7th edition).

No Brasil observa-se que o cancer cervical é diagnosticado em fases mais avancgadas.

Aventa-se que o acesso aos servicos de saude (o que inclui a distdncia ou tempo de

deslocamento até o servigco de saide e o ingresso nesses servigos), a fatores socioecondmicos e

demograficos (mulheres em idades mais avangadas ou mais jovens, cor da pele preta ou parda,

baixa escolaridade, baixa renda familiar, grande niimero de filhos), revelando desigualdades no

acesso e na cobertura das estratégias de deteccao precoce do cancer cervical. No Brasil, o cincer

cervical no EC I é diagnosticado em 23,7% dos casos, o EC II em 29,8% dos casos, o EC III

em 39,5% dos casos e o EC IV € observado em 7,0 % dos casos (Thuler et al., 2014).
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2.12 Fatores prognésticos do Cancer de Colo do Utero e risco de recorréncia

Os principais fatores progndsticos para pacientes com cancer de colo de dtero, com risco
aumentado para recidiva sdo: envolvimento linfonodal, infiltragdo de paramétrio, tamanho
tumoral, invasdo vascular linfatica e margens cirdrgicas.

O comprometimento linfonodal representa o fator progndstico mais importante.
Pacientes com envolvimento de linfonodo tinico ou metéstases linfonodais abaixo do nivel dos
nddulos iliacos comuns apresentam sobrevida em 5 anos de 85 e 84,6%, respectivamente.
Quando ocorre o envolvimento multiplo de linfonodos pélvicos a sobrevida em 5 anos cai para
50%, e se o envolvimento linfonodal for paraadrtico diminui ainda mais para 20%. (Tsai et al.,
1999; Kim et al., 2000). O acometimento linfonodal esta associado, além de piora da sobrevida
global, a maiores taxas de recidiva. Pacientes sem linfonodos comprometidos apresentam taxa
de recidiva de 14%, enquanto que o envolvimento linfonodal esta taxa sobe para 44% de chance
de recidiva (Sartori et al., 2007).

O paramétrio € um tecido que se conecta diretamente ao colo do utero, rico em vasos
venosos, arteriais e linfdticos. Acredita-se que seja através dele que ocorre a primeira
dissemina¢do do cancer do colo do utero, seja por invasao local ou embolizagao linfatica. O
principal preditor para o acometimento do paramétrio € a presenca de metdstase linfonodal,
sendo observado a acometimento neopldsico parametrial em todos os pacientes com metastase
linfonodal (Benedetti-Panici et al., 2000; Stegeman et al., 2007; Wright et al., 2007). Pacientes
com tumores com didmetro menor que 2,0 cm e auséncia de invasao angiolinfatica, apresentam
risco menor de 1% para envolvimento parametrial, sendo, portanto, candidatas para cirurgias
menos radicais (Schmeler et al., 2011; Kato et al., 2015).

A presenca de células tumorais na rede linfatica dos espécimes cirurgicos tratados com
cirurgia radical mostrou ter implicacdo progndstica, a sobrevida em 5 anos foi de 88% em
pacientes sem invasdo neoplasica angiolinfdtica em contraste com 58% naquelas com invasao
neoplasica angiolinfatica (Friedell et al., 1967). A invasdo neopldsica angiolinfitica também
estd relacionada a recidiva, a sobrevida livre de doenca neste grupo de mulheres foi de 77% em
contraste com 89,2% nas pacientes com auséncia de invasao neoplésica angiolinfatica (Delgado
et al., 1990; Rutledge et al., 2004)

O tamanho tumoral é um fator progndstico independente para o cancer de colo de ttero
no estdgio I, com associacdo positiva com metéstase linfonodal, infiltracio de paramétrio e

diminui¢do de sobrevida (Delgado et al., 1989). Pacientes com EC IB apresentam sobrevida
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global em cinco anos de 90%, mas quando se avalia o subgrupo das pacientes com tumores
maiores que 4,0 cm (EC IB2), esta sobrevida em 5 anos diminui para 65-80%, e tumor maior
de 6,0 cm estd associado a maior taxa de recidiva (Rutledge et al., 2004).

A presenca de margem cirdrgica positiva ou exigua (até 0,5 cm) é uma varidvel de
prognostico reservado. Um estudo que avaliou 1.233 pacientes submetidas a histerectomia
radical, avaliando a presenca de margem positiva ou exigua (até 0,5 cm), demonstrou que as
pacientes que ndo realizaram radioterapia tiveram pior sobrevida em 5 anos (28,6% versus

81,3%) e maior taxa de recorréncia (85,5 contra 12,5 %) (Estape et al., 1998).

2.13 Tratamento do Cancer de Colo do Utero por estigio clinico

- Estdgio 1Al

Esses tumores apresentam invasdo estromal menor ou igual a 3 mm e disseminacdo
horizontal ndo maior que 7 mm e estdo associados a baixo risco de envolvimento linfonodal.
Quando ndo ha invasdo vascular linfatica (IVL), o risco de metastase linfonodal é de 1,5%, e
como opc¢ao de tratamento pode-se utilizar de procedimentos como conizacdo cervical (prole
incompleta) ou histerectomia simples (prole completa) (Ueki et al., 1994; Al-Kalbani et al.,
2012). A presenca de invasdo vascular linfatica em tumores estdgio IA1, aumenta o risco de
metdstase linfonodal para 5%. Assim, nesses casos recomenda-se conizacdo com amostragem
linfonodal pélvica ou histerectomia radical modificada mais linfadenectomia pélvica (Lee et

al., 2006).
- Estdgio 1A2

Lesdes cervicais com 3 a 5 mm de invasao estromal e disseminag@o horizontal ndo maior
que 7 mm, tem risco de 7% de metastase linfonodal e mais de 4% de risco de recidiva tumoral
(Elliott et al., 2000). Recomenda-se a histerectomia radical mais linfadenectomia pélvica
(Kokka et al., 2014). Pacientes nio candidatas a procedimento cirirgico, podem ser tratadas

com Radioterapia externa e Braquiterapia (Small et al., 2012).
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- Estagio IB e IIA

O cancer de colo de utero estdgio IB e IIA pode ser tratado com histerectomia radical
mais linfadenectomia pélvica bem como com radioterapia externa e intracavitaria associada ou
ndo a Quimioterapia. Em ambos os casos apresentam semelhantes sobrevida global em 5 anos
(83%) como sobrevida livre de doenga (74%), porém quando a cirurgia é realizada associa-se
maior taxa de morbidade. A cirurgia radical costuma ser a escolha para pacientes jovens, com
baixo indice de massa corporal. (Landoni et al., 2017).

Enquanto para pacientes com EC IB1 e IIAl o tratamento com Radioterapia e
Quimioterapia ainda ndo esteja bem esclarecido. Para EC 1IB2 e IIA2, a Quimioterapia
concomitante contendo cisplatina mostrou aumento na sobrevida dessas pacientes (Keys et al.,

1999; Morrtis et al., 1999).

- Estagio IIB até IVA

Trata-se de doencga avangada, com tumores se estendendo para 6rgdos adjacentes e
linfonodos pélvicos. Representam a maioria dos cénceres cervicais tratados em paises em
desenvolvimento ou subdesenvolvidos. A taxa de sobrevida em 5 anos costuma ser menor que
50%. O tratamento consiste de Radioterapia pélvica associada a quimioterapia com cisplatina

mais Braquiterapia (Monk et al., 2007; Gaffney et al., 2011; Rose, 2011).

- Estagio IVB

Sdo tumores com progndstico reservado. A radioterapia pélvica pode ser utilizada para

alivio de sintomas locais como dor e sangramento. Enquanto que a quimioterapia pode ser

utilizada caso haja sintomatologia sist€mica.
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2.14 Cirurgia no Cancer de Colo do Utero

- Conizagao

Objetiva a remoc¢do em bloco da ectocérvice e do canal endocervical com margens
livres. Caso a margem seja positiva, pode ser feita nova ressec¢@o. A forma do cone retirado
pode variar de acordo com o tamanho, tipo e localizacdo da lesdo. Apds o procedimento, o
tecido removido € analisado em microscopio, caso a margem seja positiva, deve-se repetir o

procedimento (Andikyan et al., 2014; Tierney et al., 2014; Yoneda et al., 2015).
- Histerectomia

Em 1912, Ernst Wertheim descreveu a histerectomia radical para o tratamento do cancer
de colo de utero. Em 1951, Vincent Meigs definiu as bases da linfadenectomia (Meigs, 1951;
Swailes et al., 2017). Em 1974, Piver, Rutledge e Smith definiram 5 tipos de histerectomia,
sendo as classes II e III as op¢des para o tratamento do cancer de colo de tdtero (Piver et al.,
1974). Em 2008, Denis Querleu e Paul Morrow propuseram uma nova classificacdo das
histerectomias, descrevendo o grau de ressec¢do e preservacdo de nervo para histerectomia
radical em trés planos. Abordagens de histerectomia incluem histerectomia simples (tipo A),
histerectomia radical modificada (tipo B) e histerectomia radical (tipo C), esta dltima sendo a
recomendada para o tratamento do cancer de colo de dtero (Querleu e Morrow, 2008). E um
procedimento tipicamente utilizado em tumores iniciais como EC IA, IB1 e IIA1 (American

College Of e Gynecologists, 2002).
- Exenteracdo pélvica

Para tumores recorrentes ou persistentes, confinados a pequena pelve (sem metdstase a
distancia), pode-se considerar a exenteracio pélvica como modalidade potencialmente curativa.
E realizada uma histerectomia radical e disse¢do linfonodal pélvica adicionada a retirada da

bexiga, reto, vagina e parte do colon (Chiantera et al., 2014; Sardain et al., 2015).
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2.15 Quimioterapia e Radioterapia no Cancer de Colo do Utero

A Radioterapia associada a Quimioterapia costuma ser o tratamento de escolha para EC
IB2 até IVA (Monk et al., 2007; Gaffney et al., 2011). A Quimioirradiacdo também pode ser
utilizada em pacientes ndo candidatas a histerectomia. A Radioterapia associada a
Quimioterapia usando cisplatina demonstrou um uma redugao de 30-50% no risco de morte,
uma melhora na sobrevida geral e na sobrevida livre de doenca, quando comparada com a
Radioterapia isolada (Keys et al., 1999). A Quimioterapia com Cisplatina endovenosa em seis
ciclos semanais, deve ser fornecida com dose de 40 mg/m? semanal, ndo devendo exceder 70
mg/m2. A carboplatina concomitante a radioterapia pode ser uma opcao para as pacientes que
ndo tolerem a Cisplatina (Dubay et al., 2004; Cetina et al., 2008). Convém observar que a
Quimioterapia dever ser concomitante a Radioterapia externa, ndo sendo utilizada junto a
Braquiterapia (Monk et al., 2007). Deve-se ter cuidado para que o tratamento com
Quimioterapia e Radioterapia nio seja realizado na vigéncia de anemia, o que pode resultar em
piores resultados de tratamento (Harrison et al., 2000). Nao ha diferenca na modalidade caso
se trate de um carcinoma de células escamosas ou um adenocarcinoma (Gien et al., 2010).

A Radioterapia é costumeiramente realizada em duas etapas: a Radioterapia externa
(Teleterapia) e a Radioterapia interna (Braquiterapia). O Planejamento da Radioterapia externa
pode ser feito usando vdrias modalidades. O planejamento convencional, usando radiografias e
estruturas 0sseas como pontos de referéncia, que € o autorizado pelo SUS. O planejamento
conformacional, que utiliza tomografia computadorizada, que permite o uso de colimagdes
individualizadas de acordo com a geometria do tumor e variedade anatdomica dos pacientes, 0
que permite campos de irradiacdo mais precisos, quando sdo utilizados os conceitos de volume
de tumor grosseiro, volume de tumor clinico e 6rgaos normais irradiados (Jadon et al., 2014).

O planejamento radioterdpico deve levar em consideracdo o potencial impacto em
estruturas ao redor do colo do ttero e sitios de drenagem, como reto, bexiga, intestino delgado,
sigmoide e cabeca de fémur. Os efeitos agudos mais comuns sdo diarreia, cistite e astenia. Esses
efeitos sdo menores com o planejamento conformacional. O volume de tratamento deve
englobar o tumor grosseiro, paramétrios, ligamentos uteros-sacrais, margem vaginal,
linfonodos iliacos internos, iliacos externos, obturatérios e pré-sacrais. Caso os linfonodos
paraadrticos estejam comprometidos, estes também devem ser irradiados. A Radioterapia
externa costuma fornecer uma dose de 45-50,4 Gy para toda a pelve, com fracionamento didrio

de 1,8 Gy, dose considerada necessdria para promover a redug¢ao tumoral e permitir o tratamento
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com Braquiterapia. Um refor¢o parametrial pode ser necessario em casos selecionados que
demonstrem infiltracdo em paramétrios apds a 1 fase de tratamento (Koh et al., 2018).

A Braquiterapia ¢ um componente critico do tratamento pela sua capacidade de fornecer
uma alta dose de radiagdo ao tumor, poupando estruturas proximas. Para pacientes com utero
intacto a Braquiterapia utiliza acessdrios como sonda intrauterina e ovoides ou anel que
fornecerdo dose para a ectocérvice e por¢do superior da vagina. Utilizam-se as orientagdes do
“International Commission on Radiation Units” (ICRU) 38, para a normatizacdo da dose
prescrita (Potter et al., 2000). O ponto A representa um ponto de referéncia paracervical mais
utilizado para definir a dose de Radioterapia fornecida a paciente. A dose no ponto B e em reto
e bexiga também sdo documentados e podem restringir a dose realizada devido a tolerancia
desses orgaos. A Braquiterapia no Brasil costuma ser realizada usando equipamentos de alta
taxa de dose (HDR — High Dose Rate), que € definida como um tratamento que permite entregar
uma grande quantidade de radiacdo em um pequeno periodo, com uma taxa superior a 0,2
Gy/min (12 Gy/h) (Da Silva et al., 2014). A dose prescrita costuma ser de 6-7,5 Gy no ponto
A. Nas pacientes que ap0s a Teleterapia externa ainda apresentam volume tumoral maior de 4,0
cm, ndo é possivel a realizacdo da Braquiterapia, devendo-se utilizar reforco com campos
reduzidos de Teleterapia, mas que apresenta pior resultado de tratamento. (Koh et al., 2018)

Virios estudos sugerem que uma duracao prolongada da Radioterapia seja deletéria para
as pacientes, com piora nos resultados do tratamento. Calcula-se que um tratamento que se
prolongue além de 8 semanas (56 dias), ocorrerd em decréscimo de 0,5-1,0% em controle
pélvico para cada dia extra de tratamento radioterdpico, com consequente piora na sobrevida
dessas pacientes (Fyles et al., 1992; Chen et al., 2003). Apesar da falta de estudos prospectivos
randomizados avaliando a durac@o do curso radioterdpico, recomenda-se que a Teleterapia e
Braquiterapia sejam completados em oito semanas, devendo-se evitar pausas ou atrasos, sempre

que possivel.
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2.16 Seguimento apés tratamento primario do Cancer de Colo do Utero

O conceito de vigilancia apds o tratamento do cancer € definido como a observacao e
seguimento das pacientes assintomaticas, livres de doenca. E baseado na premissa que a
detec¢do precoce da recidiva, levaria a um melhor progndstico, uma vez que o tratamento seria
iniciado de modo mais precoce e com a necessidade de procedimentos menos radicais
aumentando a sobrevida e diminuindo a mortalidade. Cerca de 50% das recidivas ocorrem no
primeiro ano, € 85% das recidivas sdo diagnosticadas em até dois anos. A média de sobrevida
para a maioria das pacientes variou de 7 a 17 meses apds deteccao da recidiva (Bodurka-Bevers
et al., 2000; Elit et al., 2009).

Apenas 5% das pacientes que evoluem com recidiva costumam estar vivas apds 5 anos
(Petignat e Roy, 2007). O local da recidiva tem papel na sobrevida das pacientes, as recidivas
em cuipula vaginal apresentam sobrevida maior que as que tiveram recidiva em outros locais
(Zola et al., 2007). De cada 100 pacientes com a doenca em estigio inicial, cerca de 20
pacientes recidivam; dessas, cerca de cinco tem uma recidiva central, e cerca de duas podem
ser curadas por tratamento futuro (Elit ez al., 2009).

A vigilancia das pacientes € baseada no risco de recidiva de cada paciente. A maior parte
das pacientes (80-90%) vai apresentar sintomas e ter sinais que levardo a investigar a suspeita
de recidiva (Larson et al., 1988; Ansink et al., 1996). Os sintomas mais frequentes sao secrecao
vaginal, sangramento vaginal, dor pélvica, edema de membros inferiores, fadiga e perda
ponderal (Dreyer et al., 2005). A anamnese e exame fisico sdo recomendados a serem feitos a
cada 3 meses no primeiro ano; a cada 4 meses no segundo ano; depois a cada 6 por 3 a 5 anos.
Depois anualmente (Salani et al., 2011).

A citologia pode ser feita anualmente. Embora tenha sido demonstrado que é uma
ferramenta pouco efetiva para detectar a recidiva precoce do cancer de colo de ttero (Elit ez al.,
2009). A Tomografia computadorizada pode ser realizada 3-6 meses apds o término do
tratamento (Salani et al., 2011). Seu papel em pacientes assintomaéticos € controverso, sendo
mais efetiva quando houver sintomatologia (Jeong et al., 2003). A Ressonancia nuclear
magnética é um procedimento opcional, e excelente para avaliar extensdo local (Balleyguier et
al., 2011; Sala et al., 2013). Apesar do relativo alto custo, seu uso criterioso poderia culminar
sendo custo-afetivo, ao substituir procedimentos como cistoscopia, retosigmoidoscopia e
urografia excretora (Hricak et al., 1996). Além de ser superior a tomografia, na capacidade de

detectar tumor residual (Schwartz et al., 1994). A Radiografia tordcica apresenta baixa
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capacidade de detectar recorréncia pulmonar assintomatica, deve ser solicitada caso ocorram

sintomas pulmonares.

2.17 Tratamento da recidiva apds tratamento primario

Deve-se diferenciar persisténcia de recidiva. Doencga persistente é aquela que ndo
regrediu completamente apds 3 meses da Radioterapia, enquanto que recidiva € aquela que
surge apds o término do tratamento primario. Em ambas as situacdes o tratamento vai depender
da localizacdo e extensdo. As pacientes que realizaram tratamento primario com cirurgia € que
nao houve indicacao de radioterapia, caso ocorra recidiva local podem ser tratadas com intencao
curativa. Essas pacientes costumam ter sobrevida em 5 anos de 30 a 70% (Potter et al., 1990;
Dreyer et al., 2005).

As pacientes que realizaram tratamento primdrio com Radioterapia e que cursaram com
persisténcia ou recidiva podem ser tratadas com histerectomia radical, caso tenham doenca
limitada (Coleman et al., 1994). Em tumores mais extensos pode ser necessidrio um
procedimento mais agressivo, com a retirada da massa tumoral, reto e bexiga. A radioterapia
prévia aumenta o risco de complicagdes devido vascularizacio e cicatrizacdo prejudicadas
(Peiretti et al., 2012). A Quimioterapia também pode ser utilizada em tumores persistentes ou
recorrentes. Geralmente com inten¢do paliativa. A duracio da resposta € de apenas 4 a 6 meses,
e a sobrevida nessas mulheres costuma ser apenas 7 meses (Park e Thigpen, 1993; Boussios et

al., 2016).
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3 JUSTIFICATIVA

No Maranhio, o cincer de colo de ttero é o mais frequente entre as mulheres, e quando
diagnosticado a maioria das pacientes ja apresenta tumor em estdgio avang¢ado, quando as
chances de cura sao menores.

Os estudos que avaliam o papel do HPV no cancer do colo do ttero se concentram em
estudar os tipos de HPV, poucos trabalhos contemplam o impacto das variantes intratipo no
cancer cervical. O HPV 16 € responsavel por mais da metade dos casos de cancer cervical.
Espera-se que o estudo genotipico do HPV possa fornecer novas informacdes sobre a
etiopatogénese dessa neoplasia e que possa ser utilizado como um marcador para avaliar
resposta ao tratamento e progndstico. As variantes do HPV 16 ja sdo conhecidas por
apresentarem diferenca na capacidade de infectividade e no processo oncogénico, que se reflete
na imortalizacdo celular; foi formulada a hipdtese que a resposta ao tratamento com
Quimioterapia e Radioterapia poderia ser diferente de acordo com a variante do HPV.

O objetivo deste estudo visa reportar a detec¢do do HPV oncogénicos de alto e baixo
risco em amostras de cancer cervical e avaliar a relacao das variantes do HPV 16 com a resposta
ao tratamento realizado com Quimioterapia e Radioterapia. Identificar as subpopulacdes
responsaveis pela forma mais agressiva do tumor de colo co ttero, com vistas a estabelecer

estratégias diferenciadas para se conseguir uma maior taxa de controle da doenca
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

- Estabelecer a relacdo das linhagens do Papilomavirus Humano (HPV) 16 com a resposta ao
tratamento com Quimioterapia, Radioterapia e Braquiterapia.em pacientes com cancer de colo

do utero.

4.2 Objetivos Especificos

- Descrever os dados sociodemograficos e epidemioldgicos da populagdo em estudo;

- Avaliar aspectos patologicos tumorais dessas pacientes;

- Identificar os tipos de Papilomavirus Humano (HPV) mais frequentes e estudar sua associacao
com parametros patoldgicos tumorais.

- Estimar a frequéncia das linhagens do HPV 16 e relacionar com parametros patolégicos

tumorais.
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S METODOLOGIA

5.1 Populacao do estudo

Este € um estudo descritivo, prospectivo e transversal, realizado entre abril de 2016 e
abril de 2018, no Centro de Assisténcia de Alta Complexidade em Oncologia (CACON) do
Hospital do Céancer Aldenora Bello e na Unidade de Assisténcia de Alta Complexidade
(UNACON) do Hospital do Céncer Tarquinio Lopes Filho, localizados em Sao Luis —
Maranhao, ambas habilitadas na Rede SUS. Foram coletadas fragmentos de neoplasia do colo
de utero de 125 mulheres, sendo realizado o seguimento dessas mulheres, registrando o
tratamento oncoldgico, conforme o protocolo dos hospitais, até 0 momento em que as mesmas

retornassem para consulta de avaliacdo do tratamento realizado.

5.2 Coleta de dados epidemiol6gicos

As pacientes encaminhadas para atendimento ambulatorial no Servico de Ginecologia
Oncoldgica nesses hospitais eram convidadas a participar desse estudo, sendo explicados os
objetivos do estudo, caso aceitassem, registravam assinatura no Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) (Anexo A) e foram submetidas a um formuldrio para coleta dos dados
sociodemogréficos (Anexo B), elaborado previamente com base nas informagdes de interesse
ao projeto de pesquisa. As informagdes foram coletadas pelos pesquisadores e colaboradores
da pesquisa em ambos 0s servigos.

As pacientes em que foi demonstrada a presenca de tumor na bidpsia do colo uterino e
que se enquadrassem nos critérios de inclusdo, foram acompanhadas apds o diagndstico, e
coletados os dados do tratamento em Formuldrio Clinico (Apéndice A) registrando
procedimentos oncoldgicos realizados (Cirurgia, Radioterapia, Quimioterapia ou sua nao
realizacdo), até o seu primeiro retorno de seguimento com exames para avaliacdo de resposta
ao tratamento executado. Foi realizada a digitacdo dupla, com a constru¢do de um banco de

dados usado para anélise estatistica.
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5.3 Critérios de inclusao

Mulheres maiores de 18 anos com diagndstico de cancer do colo do ttero que aceitaram

participar da pesquisa mediante assinatura de TCLE (Anexo A).

5.4 Critérios de exclusao

Mulheres com lesdes pequenas, nas quais a realizacdo da bidpsia pudesse interferir no

estadiamento. Também foram excluidas mulheres em tratamento psiquiétrico.

5.5 Calculo da amostra

Este projeto utilizou os dados da Estimativa-2014, publicada bianualmente pelo INCA,
entdo a ultima disponivel, que calculava uma incidéncia de 200 novos casos/ano de cancer de
colo de utero para Sao Luis-MA. Sendo uma amostra finita, menor de 100.000 individuos, foi

utilizada a seguinte formula:

1
n= 0 0
n, —
1+
N
Legenda:

n,= intensidade da amostragem:;

N = tamanho da amostra na populacao.

Sendo, n,igual a:

_ z(k)’
n()_ 4d2



59

Legenda:
z(K)? = valor na tabela do teste t-student com (n-1)
graus de liberdade para o intervalo de confianca;

d=erro

Foi aceita como populagdo a estimativa de incidéncia de novos casos do INCA para a
populagcdo de Sdo Luis, com indice de confianca de 95% e erro amostral de 5%, temos os

seguintes valores:

__Lo6" 384,16
0 = 40,052~ 2"
Substituindo nyna equagdo, teremos:
_ 384,16 _ 13201
n= L3846 —1 7
200

Logo, baseado nos valores de nossa populacdo, seriam indicadas 132 amostras.

5.6 Coleta das amostras

As amostras coletadas contendo fragmentos tumorais foram acondicionadas em
microtubos, contendo um ml de RNA Later e transportadas em caixas térmicas a 4°C e enviadas
ao Laboratério Multiusuério localizado no Biobanco de Tumores e DNA do Maranhao seguindo
protocolos de cadastro e armazenamento. Apds 24 horas, a amostra foi retirada do RNA later e

armazenada em freezer a -80°C até a realizacdo dos procedimentos laboratoriais.
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5.7 Extracao e quantificacao do DNA

A extracdo do DNA gendmico das amostras congeladas foi realizada conforme
protocolo descrito pelo manual de uso do kit Dneasy Blood and Tissue. O DNA foi eluido em
tampao TE e armazenado a -20°C até sua quantificagdo. A pureza e a concentragdo do DNA
foram determinadas através do espectrofotdmetro Nanovue. As amostras que tiveram a
absorbancia no comprimento de onda 260/280 nm entre 1,8-2,0 foram eluidas em tampao TE e

diluidas a uma concentracio de ~5 ng/ul.

5.8 PCR Nested

Para a identificacdo do DNA do HPV nas amostras de tumores do colo do ttero, foi
utilizada a técnica de amplificacdo do PCR Nested, esta técnica consiste na amplificacdo do
DNA de interesse em duas rodadas, utilizando primers especificos para cada rodada (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009). Com a realizacdo de duas rodadas de PCR a primeira
amplificacdo € realizada de forma mais abrangente e a segunda reacdo, que utiliza como
produto o amplicon produzido na primeira rodada, leva a amplificacdo de sequéncias menores
e mais especificas do DNA viral. A primeira rodada utiliza os primers PGMY 09 e 11,
amplificando sequéncias de 450pb daregido L1 do DNA viral; no segundo rodada sdo utilizados
os primers GP+5 e GP+6, que amplificam sequéncias de 190pb da regido L1 do DNA viral
(VIDAL et al., 2016). Para verificacdo da qualidade e existéncia de DNA nas amostras, foram
utilizados os primers GH20 e PC04 para o gene constitutivo humano da B-globina. Como
controle positivo da reagdo, foram utilizadas amostras conhecidamente positivas e, como
controle negativo, foi utilizada d4gua. Para minimizar a possibilidade de contaminac¢do externa,
as reacOes foram preparadas em capela de fluxo laminar exposta a luz ultravioleta por

aproximadamente 15 minutos, juntamente com todo o material plastico a ser utilizado.
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5.9 Visualizacao dos produtos amplificados

Os produtos das reagdes foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em
tampdo TBE 1X. Uma aliquota de SuL. de DNA foi homogeneizada em uma solugdo de tampao
de carregamento e corante 0,1% de Gel Red sendo toda a mistura aplicada no gel. Os fragmentos

de DNA amplificados foram visualizados em um transiluminador de luz ultravioleta.

5.10 Purificacao do produto da PCR

Os produtos de PCR foram purificados com o kit Genelute PCR Clean up kit de acordo
com o protocolo do fabricante (Sigma-Aldrich, USA). A cada microtubo foram adicionados
500 pL de tampao de captura a 100 uL. de produto de PCR. O material foi centrifugado e 2 uLL
do DNA purificado foi submetido a corrida eletroforética em gel de agarose 2 % para avaliacdao

da amostra purificada.

5.11 Sequenciamento automatico

A determinagdo dos genétipos do HPV foi realizada por sequenciamento automatizado
do produto de PCR utilizando o sequenciador MegaBACE 1000 (GE Healthcare, UK). As
reacOes foram realizadas no Laboratdrio de Biologia Molecular da Universidade Estadual do
Maranhdo localizado no Centro de Estudos Superiores de Caxias (CESC - UEMA). O
sequenciamento foi realizado com o kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo
Fisher Scientific), de acordo com o protocolo do fabricante. Foram utilizados, em cada reagao,
2 uL do produto de PCR purificado, 40 ng dos oligonucleotideos especificos para o éxon
utilizado (senso ou antisenso) e 2 uLL de Big Dye.

Para a andlise e alinhamento das sequéncias de nucleotideos obtidas no sequenciamento
foi utilizado o programa Chromas, obtendo-se eletroferogramas de sequéncias de DNA do HPV

presentes nas amostras. Para a confirmacgao e identificacdo do tipo do HPV, foi realizada a
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comparacao das sequéncias nucleotidicas das amostras sequenciadas, submetendo-as ao Banco

de Dados Mundial de Nucleotideos — Gene Bank, utilizando o programa BLAST (NCBI).

5.12 Identificacao das variantes do HPV 16

Ap6s a identificacdo dos tipos de HPV presentes, as amostras infectadas pelo tipo viral
16 foram submetidas a um novo protocolo de amplificacdo por PCR de regides especificas do
genoma viral, capazes de identificar a variante a qual pertence aquele tipo de HPV detectado.
Foram utilizados dois pares de iniciadores, que amplificam toda a regido LCR e o gene E6.

O produto da PCR foi posteriormente purificado e sequenciado de acordo com protocolo
citado anteriormente. Sequéncias consenso foram unidas usando o software Geneious
(Biomatters Ltd.) e todas as sequéncias geradas foram alinhadas de acordo com as linhagens
especificas para o HPV 16, utilizando sequéncias referéncia propostas por Burk et al (2013)

utilizando o software MEGA (versao 6.0, www.megasoftware.net). A andlise das variantes do

HPV 16 e a construg@o da arvore filogenética foi realizada no Instituto Nacional do Céncer

(INCA), sob a supervisio do geneticista Prof. Dr. Miguel Angelo Martins Moreira.

5.13 Seguimento pos-tratamento oncologico

A avaliacdo de resposta local ao tratamento, preconizada para ocorrer 12 semanas apds
o término da Radioterapia, realizada com exame clinico ginecoldgico, exame citoldgico,
tomografia computadorizadas e/ou ressonancia nuclear magnética, nos casos duvidosos,
realizacdo de bidpsia para comprovagdo de auséncia/presencga tumoral.

Foi utilizado o protocolo RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) que
classifica em: resposta completa (100% de reducdo do volume tumoral inicial, sem evidéncia
clinica ou radiolégica de doenga), resposta parcial (redu¢do no volume tumoral inicial em pelo
menos 50%), doenca estavel (definida como redugdo inferior a 25% do volume tumoral inicial
ou progressao de até 25% do volume tumoral inicial) e progressao de doenca (aumento superior

a 25% do volume tumoral inicial).
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5.14 Analise estatistica

Foi realizada andlise estatistica descritiva utilizando o programa Stata (versdo 14.0),
sendo os dados apresentados na forma de figuras e tabelas. Para verificar associagdo entre o
HPV e varidveis sociodemogrificas e clinicas foi utilizado o teste x*(Quadrado), sendo
considerados estatisticamente significantes os valores de p < 0,05. Os valores referentes a nao

sabe/nao respondeu foram excluidos da andlise de associagao.

5.15 Aspectos éticos

Foram cumpridos nesse estudo todos os principios enunciados na Declaracdo de
Helsinque e na Resolucdo 466 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Satide do
Ministério da Saude, garantindo o sigilo, a confiabilidade e a dignidade dos sujeitos da pesquisa,
bem como garantida sua autonomia e a defesa de sua vulnerabilidade.

O projeto de estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Maranhdo (CEP-UFMA), sob Parecer Consubstanciado n°
1.289.419/2015 (ANEXO C).
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6 RESULTADOS

6.1 Dados sociodemograficos

A populacdo do estudo foi composta por 118 mulheres diagnosticadas com cancer
cervical atendidas no Hospital do Cancer Aldenora Bello e no Hospital do Céancer Tarquinio
Lopes Filho. A faixa etéria variou entre 25 e 89 anos, com idade média ao diagnostico de 50,6
anos. A faixa etdria mais acometida ocorreu entre os 40 e 49 anos, com 35 casos (29,7%). Cerca
de 82 (69,5%) mulheres se autodeclarou da cor parda. As casadas ou com unido estdvel

predominaram (51,7%) (Tabela 3).

Tabela 3: Dados Sociodemograficos das pacientes com cancer de colo do utero, Sdo Luis —
Maranhao, 2016-2018, parte 1, (n = 118).

Variaveis Sociodemograficas (parte 1) Pacientes incluidas
n=118 (%)

Idade
20 a 29 anos 8 6,8%
30 a 39 anos 21 17,8%
40 a 49 anos 35 29.7%
50 a 59 anos 19 16,1%
60 a 69 anos 18 15,3%
70 a 79 anos 14 11,9%
80 a 89 anos 3 2,5%
Raca/Cor de pele
Branca 19 16,1%
Parda 82 69,5%
Preta 13 11,0%
Amarela 3 2,5%
N3ao sabe/ndo respondeu 1 0,8%
Estado civil
Solteira 39 33,0%
Casada/Unido Consensual 61 51,7%
Divorciada/Separada 6 5,1%
Vitva 11 9,3%

N3ao sabe/ndo respondeu 1 0,8%
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O tabagismo foi um hdabito declarado por cerca de 50 mulheres (42,4%). O maior
contingente de mulheres era formado por analfabetas (33,0%), apenas 22 mulheres (18,6%),
tinham 12 anos ou mais de estudo. A renda per capita nas familias de 76 mulheres (64,4%) era
inferior a meio saldario minimo (valor correspondente de R$ 880,00 na época). A maior parte

das mulheres, 52 (44,1%) eram provenientes de municipios de baixo IDH. (Tabela 4).

Tabela 4: Dados Sociodemograficos das pacientes com cancer de colo do utero, Sdo Luis —
Maranhao, 2016-2018, parte 2, (n = 118).

Variaveis Sociodemograficas (parte 2) Pacientes incluidas
n=118 (%)

Tabagismo
Sim 50 42,4%
Nao 67 56,8%
N3ao sabe/ndo respondeu 1 0,8%
Escolaridade (anos de estudo)
Nenhum 39 33,0%
Até 6 anos (primario) 20 16,9%
Até 9 anos (fundamental) 34 28,8%
Até 12 anos (médio) 20 16,9%
Acima 12 anos 2 1,7%
N3ao sabe/ndo respondeu 3 2,5%
Renda per capita (em salario minimo-SM)
até 1/4 SM 40 33,9%
Acima de 1/4 até 1/2 SM 36 30,5%
Acima de 1/2 até 1 SM 23 19,5%
Mais de 1 SM 11 9.3%
N3o sabe/ndo respondeu 8 6.8%
IDH do municipio de origem
Alto IDH 44 37,3%
Médio IDH 20 16,9%
Baixo IDH 52 44.1%
Muito Baixo IDH 1 0,8%
Nao sabe/ndo respondeu 1 0,8%
Municipio de origem
Municipio de Sdo Luis 39 33,0%
Outros Municipios do Maranhao 76 64,4%
Municipios de outros estados 2 1,7%
N3ao sabe/ndo respondeu 1 0,8%

Os municipios de alto IDH do Maranhdo foram na sua totalidade, representados por
municipios da ilha de Sao Luis, com 43 (36,5%). Do total de mulheres, 78 (66,0%) residiam
fora de Sdo Luis-MA. (Tabela 5)
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Tabela 5: Distribuicdo segundo IDH do Municipios de origem das pacientes com cancer de colo

do ttero, Maranhdo, 2016-2018, (n = 118).

Municipios de alto IDH
Sao Luis

Sao José de Ribamar
Municipios de médio IDH
Bacabal

Bequimao

Chapadinha

Cururupu

Lago Rodrigues

Novo Progresso-PA
Pedreiras

Pinheiro

Municipios de baixo IDH
Alto Alegre do Maranhao
Alto Alegre do Pindaré
Arame

Bacurituba

Barreirinhas

Bela Vista do Maranhdo
Belagua

Boa Vista do Gurupi
Buriticupu

Codo

Coroata

Gov. Eugenio Barros
Itapecuru Mirim

Lago da Pedra

Lago do Junco
Maracacumé

Mirador

Mongao

Municipio de muito baixo IDH

Maraja do Sena

39
3

—_ = = = = N DN W

1

Paco do Lumiar
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Observando o mapa que demonstra os municipios de origem das pacientes, percebe-se

que a maioria das pacientes sdo oriundas da regido metropolitana da ilha de Sdo Luis e da regido

central do estado. Nao sendo catalogados casos dos municipios de Imperatriz, Caxias e Timon,

pela ordem, 2%, 4* e 5* cidades mais populosas do estado, segundo o IBGE. (Figura 19).
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Figura 20: Mapa com os municipios de origem da populacdo em estudo e IDH.

Avaliando a histéria reprodutiva, observou-se que 75 mulheres (63,6%) iniciaram
atividade sexual antes dos 18 anos de idade, e 63 mulheres (53,4%) relataram ter tido até 2

parceiros sexuais ao longo da vida. Foi observada uma alta paridade, com 62 mulheres (52,6%)
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tendo tido mais de 5 filhos. A maioria das mulheres, 87 (73,7%) relatou ter conhecimento da
finalidade do preventivo, e cerca de 15 mulheres (12,7%) relataram n@o realizar preventivo e
mais 48 mulheres (40,7% %) o realizam com uma periodicidade superior a 3 anos ou de modo

irregular (Tabela 6).

Tabela 6: Histéria reprodutiva e conhecimento sobre preventivo das pacientes com cancer de
colo do tutero, Sdo Luis — Maranhao, 2016-2018, (n = 118).

Historia reprodutiva e exame preventivo Pacientes incluidas
n=118 (%)

Idade de inicio da atividade sexual (anos)
10 a 15 anos 38 32,2%
16 a 18 anos 37 31,5%
19 anos ou mais 20 16,9%
N3ao sabe/ndo respondeu 23 19,5%
Numero de parceiros sexuais
1 37 31,5%
2 26 22,0%
3 18 15,3%
4 ou mais 17 14,4%
N3ao sabe/ndo respondeu 20 16,9%
Numero de partos
Nenhum 4 3,4%
la2 21 17,8%
3a4 29 24.,6%
5a6 16 13,6%
7a8 22 18,6%
9 ou mais 24 20,3%
Nao sabe/ndo respondeu 2 1,7%
Conhecimento sobre finalidade do preventivo
Sim 87 73,7%
Nao 29 24.,6%
N3ao sabe/ndo respondeu 2 1,7%
Realizacao do preventivo antes do diagnéstico
Sim 102 86,4%
Nio 15 12,7%
N3ao sabe/ndo respondeu 1 0,8%
Periodicidade de realizacao do preventivo
Anualmente 43 36,4%
De 2 em 2 anos 9 7,6%
De 3 em 3 anos 2 1,7%
Irregular 48 40,7%
Nio fazia 15 12,7%

N3ao sabe/ndo respondeu 1 0,8%
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Nos antecedentes morbidos familiares, foi observado um historico familiar de cancer de
utero em 23 das 118 mulheres (19,4%), e nestas foi verificado um menor conhecimento da
finalidade do exame preventivo e uma menor realizacdo do mesmo, demonstrando que este fato
ndo apresenta poder de mobilizar as mulheres para sua precaucdo, mesmo acompanhando
previamente familiar com essa neoplasia. O conhecimento sobre a finalidade do preventivo esta
associado a escolaridade, verifica-se que a propor¢ao de pacientes que nao sabem, é maior do
que seria esperado na popula¢do com escolaridade até primdrio (que engloba pacientes com

nenhuma escolaridade) (Tabela 7).

Tabela 7: Pratica do exame preventivo das pacientes com cancer de colo do utero, Sao Luis —
Maranhio, 2016-2018, (n = 118).

Pratica do exame preventivo SIM NAO p-valor
n (%) n (%)

Finalidade do preventivo
Antecedente familiar sem cancer de utero 71 76,3% 22 23,7% 0.5014
Antecedente familiar com céncer de itero 16 69,6% 7 30,4% ’
Realizacao do preventivo
Antecedente familiar sem cancer de ttero 83 88,3% 11 11,7% 0.4644
Antecedente familiar com cancer de ttero 19 82,6% 4 17,4% ’
Finalidade do preventivo
Escolaridade até primario 37 62,7% 22 37,3%
Escolaridade nivel fundamental 28 84,8% 5 15,2% 0,0031
Escolaridade nivel médio ou superior 21 95,4% 1 4,6%
Realizacao do preventivo
Escolaridade até primario 49 83,0% 10 17,0%
Escolaridade nivel fundamental 30 88,2% 4 11,8% 0,3257
Escolaridade nivel médio ou superior 21 95,4% 1 4,6%

Foi verificada uma alta frequéncia de estddios avancados ao diagndstico, o EC IIB foi
registrado em 30 mulheres (25,4%) e o EC IIIB em 50 mulheres (42,4%). O carcinoma de
células escamosas foi o mais frequente, com 94 casos (79,7%), enquanto o adenocarcinoma foi
observado 11 vezes (9,3%). Cerca de 67 pacientes (56,8%) apresentam tumor com diametro
maior de 4, 0 cm. A presenca de metastase linfonodal foi observada em 12,7% dos casos.

(Tabela 8).
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Tabela 8: Fatores patoldgicos avaliados nas pacientes com cancer de colo do ttero, Sdo Luis —

Maranhio, 2016-2018, (n = 118).

Fatores patolégicos

Estadiamento
ECO

ECIAl

EC IB1

EC IB2

EC ITIA
ECIIB

EC IIIB
ECIVA
ECIVB

Tipo histolégico

Carcinoma de células escamosas

Adenocarcinoma
Carcinoma
Neoplasia maligna
Grau de diferenciacao
Grau I

Grau II

Grau III

Grau IV

Grau nao avaliado
Didmetro tumoral
Até 4,0 cm

Maior de 4,0 cm
Nio avaliado
Metastase linfonodal
Sim

Nao

Nao avaliado

Pacientes incluidas

n=118

18

10
30
50

94
11

12
41
36

22

49

67

15
60
43

(%)

1,7%
0,8%
15,3%
0,8%
8,5%
25,4%
42,4%
3,4%
1,7%

79,7%
9,3%
6,8%
4,2%

10,2%
34,7%
30,5%
5.9%
18,6%

41,5%
56,8%
1,7%

12,7%
50,8%
36,4%

Em relacdo ao tratamento realizado, observa-se que a Cirurgia (seguida ou ndo por

adjuvancia com Radioterapia e/ou Quimioterapia) foi o procedimento realizado por 25

mulheres (21,1%), em sua maioria eram portadoras de estdgio clinicos iniciais. O tratamento

com Radioterapia e Quimioterapia usadas isoladamente ou associadas, foi usado por 64

mulheres (54,2%), em sua maioria portadoras de estdgios clinicos avangados. Um total de 06

pacientes (5,0%) realizou tratamento em outra cidade e cerca de 20 mulheres (16,9%) nao

realizou tratamento (Tabela 9).
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Tabela 9: Estadiamento clinico e tratamento realizado nas pacientes com cancer de colo do
utero, Sdo Luis — Maranhao, 2016-2018, (n = 118).

Tratamento realizado ECO ECI ECII ECIII ECIV n=118 (%)

Cirurgia 1 11 1 0 1 14 11,8%
Cirurgia + Radioterapia + Quimioterapia 0 6 2 0 0 8 6,7%
Cirurgia + Radioterapia 0 1 2 0 0 3 2.5%
Radioterapia + Quimioterapia 0 1 27 30 1 58 49,1%
Radioterapia 0 0 0 7 0 7 5,9%
Quimioterapia 0 0 0 1 0 1 0,8%
Realizou tratamento em outra cidade 0 0 2 3 1 6 5,0%
Nao realizou tratamento 1 1 6 9 3 20 16,9%

6.2 Analise dos tipos de HPV

A pesquisa do HPV foi positiva em 104 amostras (88,1%). Cerca de 98 amostras eram
de HPV de alto risco oncogénico (HPV 16, HPV 18, HPV 31, HPV 33, HPV 35, HPV 45, HPV
52, HPV 58 e HPV 59), 04 amostras eram de HPV de baixo risco (HPV 09 e HPV 53) e em 02
amostras foi observada coinfeccdo. O HPV 16 com 63 amostras (53,3%) foi o mais frequente,
seguido do HPV 18 com 12 amostras (10,2%), HPV 35 com 06 amostras (5,1%), HPV 45 com
05 amostras (4,2%), HPV 52 com 04 amostras (3,4%), HPV 9 com 03 amostras (2,5%), HPV
33 com 03 amostras (2,5%), HPV 31 com 02 amostras (1,7%), HPV 58 com 02 amostras
(1,7%), HPV 53 e HPV 59 com 1 amostra (0,8%) cada (Figura 21).

HPV negativo
Coinfecgao
HPV 59
HPV 53
HPV 58
HPV 31
HPV 33
HPV 9

HPV 52
HPV 45
HPV 35
HPV 18
HPV 16

53,3%

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0%

Figura 21: Frequéncia dos tipos de HPV encontrados na populagao estudada (n = 118).
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A distribuicdo dos tipos de HPV por faixa etdria, mostra que os tipos mais prevalentes,

HPV 16 e HPV 18, tiveram sua maior frequéncia na 5* década de vida (Figura 22).

40 W HPV negativo
35 B Coinfeccgdo
. ®HPV 9
30 = HPV 59
m HPV 58
25 HPV 53
20 HPV 52
. m HPV 45
15 . e HPV 35
. m HPV 33
10 — e | EHPV 31
5 | [ | HPV 18
N m o
0 -
20-29a  30-39a  40-49a  50-59a  60-69a  70-79a  80-83a

Figura 22: Distribui¢@o dos tipos de HPV de acordo com a faixa etéria (n = 118).

O carcinoma de células escamosas foi observado em 53 amostras (84,1%) do HPV 16 e
em 8 amostras (66,7%) do HPV 18. Proporcionalmente, o adenocarcinoma foi mais frequente
no HPV 18, onde ocorreu em 03 amostras (25%), do que no HPV 16, onde se registrou em 4

amostras (6,3%) (Tabela 10).

Tabela 10: Frequéncia dos tipos de HPV de acordo com o tipo histologico do cancer de colo do
utero, Sdo Luis — Maranhao, 2016-2018, (n = 118).

Carcinoma
de células Neoplasia
Tipo escamosas  Adenocarcinoma Carcinoma maligna p-valor
HPV 16 53 84,1% 4 6,3% 3 4,8% 3 4,8%
HPV 18 8  606,7% 3 25,0% 0 0,0% 1 8,3%
HPV 31 2 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
HPV 33 2 66,7% 0 0,0% 1 333% 0 0,0%
HPV 35 6 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
HPV 45 4 80,0% 1 20,0% 0 0,0% 0 0,0%
HPV 52 3 750% 0 0,0% 1 250% O 0,0% 04912
HPV 53 1 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
HPV 58 1 50,0% 0 0,0% 0 0,0% 1 0,0%
HPV 59 1 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
HPV 9 3 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Coinfec¢ao 2 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
HPV Negativo 8  57,1% 3 21,4% 3 214% 0 0,0%
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Nao foi encontrada associacdo estatisticamente significativa entre o grau

histopatoldgico e o estadiamento clinico com os tipos de HPV encontrados (Tabela 11).

Tabela 11: Frequéncia dos tipos de HPV de acordo com o grau histolégico e estadiamento
clinico do céncer de colo do ttero, Sdo Luis — Maranhao, 2016-2018, (n = 118).

Tipo Graul Graull Graulll GraulV  GraulV p-valor

HPV 16 20 3 14

HPV 18
HPV 31
HPV 33
HPV 35
HPV 45
HPV 52
HPV 53
HPV 58
HPV 59
HPV 9

Coinfecgao
HPV Negativo
Tipo E
HPV 16
HPV 18
HPV 31
HPV 33
HPV 35
HPV 45
HPV 52
HPV 53
HPV 58
HPV 59
HPV 9
Coinfeccao
HPV Negativo
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6.3 Analise das variantes do HPV 16

Do total de 63 amostras de HPV 16, em seis amostras ndo foi possivel a identificacao
de variante intratipo, restando entdo 57 amostras que puderam ter a variante identificada, sendo
33 amostras (57,8%) da linhagem A, 02 amostras (3,5%) da linhagem B, 02 amostras (3,5%)
da linhagem C e 20 amostras (35,0%) da linhagem D (Figura 23).
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K02718.1 A1 Human papillomavirus type 16 (HPV16) complete genome
HPV16 REF PAVE

99-hpv16 lcrr

88-hpv16 lcrr

67-hpv16 lcrr

34-hpv16 lcrr

1-hpv16 lcrf

17-hpv16 lcrr

15-hpv16 lcrf

113-hpv16 lcrf

03 LCRR

23 LCRF

42 LCRF

54 LCRF

57 LCRF

68 LCRF

116 LCRF

9-hpv16 ebf A

106-hpv e6f

20 LCRF

5-hpv16 lcrr

35-hpv16 lcrr

64-hpv16 lcrr

52-hpv16 lcrr

22 LCRF

56-hpv16 lcrr

83-hpv16 lcrr

59-hpv16 lcrf

44 LCRF

98-hpv16 lcrr

89-hpv16 lcrf

36-hpv16 lcrr

T77-hpv16 lcrr

94-hpv16 lcrr

HQ644236.1 A3 Human papillomavirus type 16 isolate AS411 complete genome

19 LCRF

AF536179.1 A2 Human papillomavirus type 16 isolate European German 131 type complete genome

AF534061.1 A4 Human papillomavirus type 16 East Asian type complete genome

70 LCRF

HQ644298.1 B2 Human papillomavirus type 16 isolate Z109 complete genome

AF536180.1 B1 Human papillomavirus type 16 isolate African-1 type complete genome B

33-hpv16 lcrr

14-hpv16 lcrr

AF472509.1 C Human papillomavirus type 16 variant (African type 2) complete genome

93-hpv16 ebr C
22-hpv16 lcrr

HQ644257.1 D1 Human papillomavirus type 16 isolate Qv00512 complete genome

24-hpv16 lcrr

AY686579.1 D2 Human papillomavirus type 16 isolate Qv15321AA complete genome

AF402678.1 D3 Human papillomavirus type 16 Asian-American variant complete genome

97-hpv16 lcrr

13-HPV16 E6R

38-hpv16 ebf

109-hpv16 ebr

112-hpv16 lcrf

61-hpv16 lcrr

47-hpvé lcrr

27-hpv16 lcrr

115-hpv lcrr D

101-hpv16 ebr
69 LCRF
49-hpv16 lcrr
37-hpvé lcrr
32-hpv16 lcrf
60 LCRF
4-HPV16

-84-hpv16 lcrr
39-hpv16 lcrr
80-hpv16 lcr f

Figura 23: Arvore filogenética com identificacdo das linhagens do HPV 16.
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Em relacdo a idade, a média foi de 48,3 anos para linhagem A, 58,5 para linhagem B,
58,5 para linhagem C e 46, 4 para a linhagem D. O tipo histolégico de maior prevaléncia foi o
carcinoma de células escamosas, com 48 amostras (84,2%); seguido do adenocarcinoma, com
4 amostras (7,0%), destas, trés eram pertencentes a linhagem D. As lesdes maiores de 4,0 cm
foram maioria, com 37 amostras (64,9%). O estdgio clinico III, foi o mais observado, com 28

casos (49,1%) (Tabela 12).

Tabela 12: Fatores patoldgicos e linhagens do HPV 16 nas pacientes com cancer de colo do
utero, Sao Luis — Maranhao, 2016-2018, (n = 57).

Fatores patolégicos Linhagens do HPV 16
n=157 (%)

Idade 16 A 16 B 16 C 16 D

20-29 anos 4 0 0 1 5 8,7%
30-39 anos 7 0 0 5 12 21,0%
40-49 anos 9 0 1 8 18 31,5%
50-59 anos 4 1 0 3 8 14,0%
60-69 anos 6 1 0 2 9 15,7%
70-79 anos 2 0 1 0 3 5.2%
80-83 anos 1 0 0 1 2 3,5%
Tipo histologico 16 A 16 B 16 C 16 D

Carcinoma células escamosas 30 2 1 15 48 84,2%
Adenocarcinoma 1 0 0 3 4 7,0%
Carcinoma 1 0 0 1 2 3,5%
Neoplasia maligna 1 0 1 1 3 5,2%
Diametro tumoral 16 A 16 B 16 C 16 D

Até 4,0 cm 9 0 1 9 19 33,3%
Maior de 4,0 cm 23 2 1 11 37 64,9%
Nido avaliado 1 0 0 0 1 1,7%
Estadiamento 16 A 16 B 16 C 16 D

ECO 1 0 0 0 1 1,7%
ECI 4 0 0 3 7 12,2%
ECII 11 0 1 5 17 29,8%
EC III 16 1 1 10 28 49,1%
ECIV 1 1 0 2 4 7,0%
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6.4 Tratamento com Quimioterapia + Teleterapia + Braquiterapia

Do total de 118 pacientes, cerca de 24 mulheres (20,3%) realizaram o tratamento com
Quimioterapia, Teleterapia e Braquiterapia e puderam ser avaliadas quanto a resposta na
primeira consulta de seguimento. O tratamento realizado consistiu de Quimioterapia, a base de
cisplatina, na dose de 40 mg/m?, com 6 ciclos semanais, associado a Radioterapia externa
(Teleterapia) convencional, cuja dose variou entre 45 Gy e 50,4 Gy, em 25 a 28 fracoes e
Braquiterapia de alta taxa de dose, com dose de 28 a 30 Gy no ponto A. O tratamento foi de um
modo geral bem tolerado, a maior toxicidade relatada foi a gastrointestinal grau II, em 12
pacientes (50,0%), houveram poucas reacdes grau III, quando € necessario interromper o

tratamento (Tabela 13).

Tabela 13: Toxicidade ao tratamento com Quimioterapia + Teleterapia + Braquiterapia, em
pacientes com cancer de colo do tutero, Sdo Luis — Maranhdo, 2016-2018, (n = 24).

Toxicidade Toxicidade Toxicidade
cutinea gastrointestinal hematolégica
Grau 0 16 66,6% 3 12,5% 19 79,2%
Grau I 5 20,8% 8 33,3% 0 0,0%
Grau II 2 8,3% 12 50,0% 3 12,5%
Grau III 1 4,2% 1 4,2% 2 8,3%

Quanto a avaliagdo do tipo de HPV, 12 mulheres eram portadoras do HPV 16, 2
mulheres eram portadoras de HPV 18, 4 eram HPV negativo, e o restante com 1 amostra cada
tivemos HPV 9, HPV 31, HPV 33, HPV 35, HPV 58 e uma coinfecc¢ao.

O retorno para avaliacdo da resposta ao tratamento ocorreu 110,3 dias, em média.
Devido ao nimero reduzido de pacientes as categorias: resposta parcial, doenga estdvel e
progressao de doenga foram unificadas para serem consideradas “tumor presente”, enquanto
que a categoria resposta completa, foi considerada “tumor ausente”.

Neste grupo de 24 pacientes, observou-se que 17 pacientes (70,8 %) obtiveram resposta
completa ao tratamento no seu primeiro retorno. A idade variou entre 25 e 79 anos, com idade
média de 52,5 anos. Um total de sete mulheres (29,28%), apresentavam anemia, com valor de
hemoglobina inferior a 10,0 g/dL, necessitando transfusdo sanguinea. Cerca de 20 amostras
(83,3%) eram carcinoma de células escamosas. Os tumores maiores de 4,0 cm foram a maioria,
com 13 casos (54,1%) e apresentaram pior resposta ao tratamento que o grupo de pacientes com

tumores de até 4,0 cm. A andlise do grau histolégico mostrou que quanto maior o grau, maior
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¢ a presenca de tumor residual ou recidivado (Tabela 14). Das 12 pacientes portadoras de HPV

16, a resposta completa foi observada em 10 pacientes (83,3%).

Tabela 14: Avaliagdo de resposta ao tratamento com Quimioterapia + Teleterapia +
Braquiterapia, em pacientes com cancer de colo do tutero, Sdo Luis — Maranhao, 2016-2018, (n
=24).

Tumor ausente Tumor presente Total p-valor

n (%) n (%) n=24
Idade
20-29 anos 1 50,0% 1 50,0% 2
30-39 anos 1 100,0% 0 0,0% 1
40-49 anos 6 85,7% 1 14,3% 7 0.8571
50-59 anos 3 60,0% 2 40,0% 5
60-69 anos 4 66,7% 2 33,3% 6
70-79 anos 2 66,7% 1 33,3% 3
Hemoglobina
Menor que 10,0 g/dL 5 71,4% 2 28,6% 7 0.8576
Igual ou maior de 10,0 g/dL 12 70,6% 5 29.4,% 17
Tipo histologico
Carcinoma células escamosas 15 75,0% 5 25,0% 20
Adenocarcinoma 1 50,0% 1 50,0% 2 0.604
Neoplasia maligna 1 50,0% 1 50,0% 2
Dimensao tumoral
Até 4,0 cm 9 81,8% 2 18,2% 11 02761
Maior de 4,0 cm 8 61,5% 5 38.5% 13
Grau histolégico
Grau | 2 100,0% 0 0,0% 2
Grau II 5 62,5% 3 37,5% 8
Grau III 4 57,1% 3 42.9% 7 0.3788
Grau IV 1 50,0% 1 50,0% 2
Grau ndo avaliado 5 100,0% 0 0,0% 5

6.5 Avaliacao de resposta ao tratamento nas linhagens do HPV 16

Das 57 mulheres que tiveram variante de HPV 16 identificadas, um total de 11 pacientes
realizou tratamento com Quimioterapia, Radioterapia externa e Braquiterapia; sendo sete do
grupo europeu, portadoras da linhagem A, e quatro do grupo ndo europeu, sendo duas
portadoras da linhagem C e duas portadoras da linhagem D. A faixa etdria variou entre 25 e 76

anos, com idade média de 46,5 anos. O carcinoma de células escamosas foi o tipo histolégico
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mais frequente, sendo observado em 10 mulheres (90,9%). Os tumores eram bem avancados,
em nove mulheres (81,8%), mediam mais de 4,0 cm. O estagio clinico I1IB foi o mais frequente,
com 07 pacientes (63,6%). A avaliacdo de resposta ao tratamento ocorreu trés meses apds seu
término. A resposta completa ocorreu em nove pacientes (81,8%), sendo cinco da linhagem A,
nas duas da linhagem C e nas duas da linhagem D. Os casos de resposta parcial e progressao de

doenca ocorreram, uma vez com pacientes portadoras da linhagem A (Tabela 15).

Tabela 15: Avaliagdo de resposta ao tratamento com Quimioterapia + Teleterapia +
Braquiterapia, em pacientes com cancer de colo do tutero e portadoras de variantes do HPV 16,
Sao Luis — Maranhao, 2016-2018, (n = 11).

Linhagens do HPV 16

n=11 (%)

Idade 16 A 16 C 16 D

Idade média (anos) 44.4 58,5 42.0

Tipo histolégico 16 A 16 C 16 D

Carcinoma células escamosas 7 1 2 10 90,9%
Neoplasia maligna 0 1 0 1 9,1%
Grau histolégico 16 A 16 C 16 D

Grau II 2 0 2 4 36,4%
Grau III 1 1 0 2 18,2%
Grau IV 0 1 0 1 9,1%
Grau nao avaliado 4 0 0 4 36,4%
Diametro tumoral 16 A 16 C 16 D

Até 4,0 cm 1 1 0 2 18,2%
Maior de 4,0 cm 6 1 2 9 81,8%
Estadiamento 16 A 16 C 16D

ECIIA 2 0 0 2 18,2%
ECIIB 1 1 0 2 18,2%
EC IIIB 4 1 2 7 63,6%
Avaliacao de resposta 16 A 16 C 16 D

Resposta completa 5 2 2 9 81,8%
Resposta parcial 1 0 0 1 9,1%
Progressdo de doenga 1 0 0 1 9,1%
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7 DISCUSSAO

A presente pesquisa faz parte de um projeto guarda chuva, que teve como objetivo
principal estimar a frequéncia dos tipos de HPV e das variantes do HPV 16, em tumores de colo
do utero, em mulheres atendidas nos dois principais hospitais de referéncia de atencdo
oncoldgica do estado do Maranhido, abrangendo o periodo de abril de 2016 até abril de 2018.
Além de descrever o perfil sociodemogréfico e epidemioldgico desta populacdo, buscou-se
avaliar a associacdo dos fatores patolégicos dos tumores com os tipos de HPV e variantes do
HPV 16 encontrados. Finalmente, estudou-se a resposta ao tratamento realizado com
Quimioterapia, Radioterapia e Braquiterapia com especial aten¢do nas portadoras de variantes
do HPV 16. O projeto foi um estudo descritivo, prospectivo e transversal, com as coletas sendo
realizadas de forma continua e consecutiva, em mulheres atendidas no setor de Ginecologia
Oncoldgica destes dois hospitais.

A andlise do perfil sociodemografico da populacdo em estudo ratifica os estudos que
associam o cincer de colo de utero com mulheres de meia idade, de baixa escolaridade, de baixa
renda, multiparas e provenientes de regides de baixo IDH. Em relacdo a idade, é descrito na
literatura que a maior incidéncia de cancer cervical ocorre em mulheres de meia idade, com
pico na média de 50,9 anos (Munoz et al., 2003; Castellsague, 2008; De Sanjose et al., 2010).
O INCA recomenda a realizacdo de preventivo em mulheres entre os 25 e 64 que j4 tiveram
relacdo sexual. No presente estudo a idade média foi de 50,6 anos, sendo que a menor idade
observada foi 25 anos. Vale ressaltar que 25 mulheres (21,2% do total) tinham idade superior a
64 anos que poderiam representar uma clientela que ndo frequentava servigos de saude ou que
frequentavam devido outras patologias comuns nessa faixa etdria como hipertensao arterial,
mas eram resistentes a realiza¢do do exame preventivo.

O Brasil é um pais com padrdo elevado de miscigenacdo racial, principalmente de
pessoas com origem europeia, africana e indigena; neste estudo, cerca de 69,5% das mulheres
se autodeclaram pardas. A maioria das mulheres (51,7%%) era casada ou em unido consensual.
Chama a atenc¢@o o baixo nivel de instru¢io, com 33,0% de mulheres sendo iletradas e 16,9%
com apenas o ensino primario. A renda familiar registrada também foi baixa, com 64,4% das
familias recebendo renda per capita inferior a meio saldrio minimo. Esses dados ratificam as
associagoes ja descritas em outros estudos (Eluf-Neto et al., 1994; Castellsague, 2008; Berraho

et al., 2017) que associam maior risco de cancer cervical a um baixo nivel de instrucdo e baixa
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renda. A pesquisa mostrou que a maioria das pacientes era oriunda de cidades de baixo IDH
(44,1%) que estéd associado a um menor acesso aos servicos de satde, o que pode levar a um
retardo para busca por auxilio médico. Os dados socioecondmicos influenciam no
conhecimento da importancia da prevengao das doengas e tem impacto em identificar doencas
em estdgios mais iniciais (Musselwhite et al., 2016). Além do IDH, a distancia geogréfica pode
influenciar no acesso ao tratamento oncolégico. Neste estudo, cerca de 33,0% informaram ser
provenientes da capital, enquanto que 64,5% informaram ser de outras cidades do estado. Ao
se avaliar o mapa com a localizacao das cidades das pacientes, percebe-se que a maioria sdo da
ilha de Sao Luis e do centro do estado. Pode se aventar que as regides dos extremos leste, oeste
e sul do estado estejam drenando pacientes para cidades mais proximas que Sdo Luis e que
também disponham de centros de referéncia em oncologia, como Imperatriz-MA, Teresina-PI
e Palmas-TO.

O tabagismo € um fator de risco costumeiramente relacionado com o cancer de colo do
utero (Eluf-Neto et al., 1994; Munoz et al., 2003; Schiffman et al., 2010), nesta pesquisa foi
um hdébito descrito por 42,4% das pacientes. A coitarca precoce, multiplicidade de parceiros e
multiparidade sdo considerados fatores de risco para a infec¢io pelo HPV e o desenvolvimento
de cancer cervical (Almonte et al., 2008; Berraho et al., 2017). No presente estudo, 32,2%
iniciaram vida sexual até os 15 anos e 31,5% iniciaram entre os 16 e 18 anos. Essa precocidade
sexual estd associada a uma maior persisténcia de infec¢ao pelo HPV, devido o epitélio cervical
ainda ndo estar maduro (Hwang et al., 2009). Em relacdo a quantidade de parceiros sexuais, a
maioria (53,5%) relatou até dois parceiros, € apenas 14,4% relataram quatro ou mais parceiros
ao longo da vida sexual. A multiparidade foi um evento bastante frequente neste estudo, com
cerca de 52,5% das mulheres tendo cinco ou mais partos. O risco de desenvolvimento de lesdes
pré-neoplasicas aumenta de acordo com o aumento das gestagdes, o risco aumenta 3,8 vezes se
a mulher tiver sete ou mais partos; € 0 menor nimero de partos mundialmente, ja tem sido
inquirida como fator contribuinte para a diminui¢cao do cancer de colo do dtero (Munoz et al.,
2002).

Sobre o preventivo ginecoldgico, houve um distanciamento entre o conhecimento de
sua importancia e sua realizacdo adequada. A maioria (73,7%) relatou conhecimento sobre a
finalidade do preventivo e 86,4% relataram ter feito preventivo antes do diagndstico de
neoplasia cervical, mas ao avaliarmos a periodicidade de sua realizacdo, apenas 44,0%
realizavam regularmente com intervalo de até dois anos. A elevagdo dos anos de estudo esta
associada a uma maior procura dos servicos de saide para realizagcdo do preventivo

ginecoldgico (Jain et al., 2017). Na populagdo em estudo, cerca de 19,4% relataram histdrico
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de familiar pr6ximo com cancer de colo de utero, que foi separado em um grupo e comparado
com o restante que ndo tinha antecedente familiar de cancer cervical. No grupo com antecedente
de cancer cervical na familia foi observado um menor conhecimento da finalidade do
preventivo, uma menor realizagdo do mesmo. Também foi avaliado o papel da escolaridade no
conhecimento da finalidade do preventivo, e foi estatisticamente significante (p = 0,0031), em
especial quando comparadas as mulheres com escolaridade até primario (que engloba as sem
escolaridade).

O carcinoma de células escamosas foi o tipo histolégico mais frequente, com 79,7% dos
casos, seguido do adenocarcinoma, com 9,3%. A literatura descreve que além de ser mais
frequente, o carcinoma de células escamosas também apresenta melhor progndstico que o
adenocarcinoma (Bray, Carstensen, et al., 2005; Wang et al., 2010). Os tumores eram
avancados em sua maioria, com 56,8%, medindo mais de 4,0 cm. O estagio clinico ao
diagnéstico pode representar um indicador do acesso ao sistema de sadde e nivel de educacao
das pacientes. Nesta pesquisa observou-se que a maior parte das pacientes foi diagnosticada em
estdgios avancgados, 25,4% eram EC IIB, 42,4% eram EC IIIB, e 5,1% ja eram EC IV; todos
estdgios em que a cirurgia ndo é considerada como tratamento com finalidade curativa e
realizam tratamento com Radioterapia e Quimioterapia como unica opg¢do. Este grande
percentual de casos avancgados estd de acordo com o observado no Brasil, em que o EC Il e EC
III sdo observados em 29,8% e 39,5% dos casos, respectivamente (Thuler et al., 2014); porém
deve-se atentar que ocorre uma tendéncia destes tumores serem diagnosticados em fases mais
iniciais, quanto melhor o nivel instrucional e melhor acesso ao sistema de satide, fato observado
em paises mais avancados (Bray e Moller, 2006). Ao analisar o tratamento realizado, observa-
se que a cirurgia foi um procedimento realizado, sozinho ou associado a outra modalidade, em
21,0% dos casos, e em sua maioria eram tumores em estigios iniciais. Os tumores mais
avancados fizeram tratamento com as modalidades de Radioterapia e Quimioterapia. Cerca de
5,0% das pacientes relataram ter feito tratamento oncoldgico em outra cidade e 16,9% nao
realizaram tratamento, incluindo-se neste percentual pacientes com estigio clinico inicial, o que
se pode inferir que distancia ao centro de tratamento, nivel educacional e estigmas relacionados
ao diagnostico do cancer possam influenciar na realizacdo do tratamento (Zeferino, 2008).

A relacdo do HPV com lesdes pré-neopldsicas e cancer de colo de ttero estd bem
documentada (Zur Hausen, 1976; Bosch et al., 1995). A prevaléncia do HPV em amostras de
cancer cervical costuma variar entre 70% e valores préoximos de 100%, principalmente de
acordo com a técnica utilizada (Eluf-Neto et al., 1994; Coutlee et al., 2002; De Sanjose et al.,

2010; Schiffman et al., 2010). Em nossa casuistica a pesquisa do HPV foi positiva em 88,1%
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dos casos. O HPV 16 € mais prevalente, sendo encontrado em metade das amostras de cancer
cervical, seguido do HPV 18, juntos s@o responsaveis por 70% dos tumores de colo de ttero,
estudos mundiais relatam prevaléncia de 54-57% do HPV 16, e de 16% para o HPV 18 (Crow,
2012; Guan et al., 2012). A frequéncia dos demais tipos de HPV costuma variar de acordo com
a regido geografica, o terceiro tipo mais comum de HPV ja foi registrado como o HPV 31, em
Sdo Paulo (Eluf-Neto et al., 1994), HPV 58, no Nordeste (Fernandes et al., 2010). Em nossos
resultados, os cinco tipos de HPV mais frequentes foram HPV 16 (53,3%), HPV 18 (10,2%),
HPV 35 (5,1%), HPV 45 (4,2%) e HPV 52 (3,4%). O HPV 31 e o HPV 38, foram o oitavo e o
nono tipos mais frequentes, com 1,7%, cada. Os dados encontrados ratificam a variacdo na
prevaléncia dos tipos de HPV. Foi avaliada a relacdo dos tipos de HPV com aspectos
sociodemogréficos e fatores de risco para o cancer cervical, porém ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes.

Os dados da literatura costumam indicar que as pacientes com HPV 16 e HPV 18 sdo
diagnosticadas em idade menor que a dos demais tipos (De Sanjose et al., 2010; Saraiya et al.,
2014). Em nossa pesquisa, as pacientes com HPV 16 e HPV 18, tiveram idade média ao
diagnostico, de 47,5 e 48,5 anos, enquanto todo o grupo teve idade média de 50,6 anos. Os
estudos que avaliaram a relac@o dos tipos histolégicos com os tipos de HPV, mostram que o
carcinoma de células escamosas € o tipo histolégico mais encontrado entre todos os tipos de
HPV, e o0 adenocarcinoma € o segundo tipo histolégico mais frequente, porém sua incidéncia
aumenta no HPV 18 (Altekruse et al., 2003; Burk et al., 2009; Nogueira Dias Genta et al.,
2017). Em nossa pesquisa o carcinoma de c€lulas escamosas foi presente em 84,1% dos casos
com HPV 16, e em 66,7% dos casos com HPV 18; ja o adenocarcinoma foi observado em 6,3%
dos casos com HPV 16, e em 25,0% dos casos com HPV 18, confirmando os relatos da
literatura. Nao foi observada relagdo entre grau histolégico ou estadiamento clinico com os
tipos de HPV encontrados na pesquisa.

Os estudos que comparam o DNA humano com o DNA do HPV, sugerem que a
divergéncia evoluciondria que levou ao surgimento de diferentes tipos e variantes intratipo
acompanharam os padrdes da migracao humana, o que pode ser comprovado pela variagdo na
distribuicdo de tipos e linhagens de acordo com aspectos geograficos e étnicos (Chan et al.,
1992; Burk et al., 2003). Essas divergéncias do padrao gendomico dentro de um mesmo tipo de
HPYV propiciam variacdo na persisténcia da infeccdo pelo virus, no risco de desenvolvimento
de lesdes precursoras e cancer cervical (Bernard et al., 2006; Burk et al., 2013), o que seria em
parte responsavel pelas diferentes taxas de cancer cervical no mundo. Estudos que avaliaram

mundialmente a prevaléncia das linhagens do HPV 16, demonstraram que a linhagem A € mais
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frequente em populagdes com ascendéncia europeia, as linhagens B e C sdo mais comuns no
continente africano, e a linhagem D é mais prevalente em popula¢des amerindias (Ho et al.,
1993; Yamada et al., 1997). O trabalho de Yamada et al. (1997) que analisou amostras por
continente mostrou a seguinte prevaléncia de linhagens do HPV 16: Europa (A = 86,0%, B =
0%, C=0%, D = 14,0%), América do Norte (A= 96,6%, B = 0%, C =3,3%, D = 0%), América
Latina (A = 85,7%, B =2,2%, C = 1,3%, D = 19,7%), Asia (A = 85,7%, B = 0%, C = 8,6%, D
=5,7%) e Africa (A = 9,4%, B = 60,9, C =29,7%, D = 0%).

Dentre os trabalhos realizados no Brasil, destaca-se pesquisa realizada em Belém-PA,
que numa populacdo de 63 casos de cancer cervical invasivo, infectadas por HPV 16, apds a
exclusdo de seis casos de coinfeccdo, foram obtidas foram obtidas 57 amostras com a seguinte
prevaléncia de linhagens (A = 45,6%, B = 1,7%, C =1,7%, D = 50,8%) e o estudo de coorte
realizado no Rio de Janeiro-RJ, que em 334 amostras de cancer cervical com presenca de HPV
16, observou-se a frequéncia de linhagens (A =64,9%, B=2,9%, C =2,9%, D =29,0%) (Junes-
Gill et al., 2008; Vidal et al., 2016). Neste estudo, realizado em Sdo Luis-MA, foi registrado
um total de 57 amostras de HPV 16 que tiveram a linhagem identificada, sendo 33 amostras
(57,8%) da linhagem A, 02 amostras (3,5%) da linhagem B, 02 amostras (3,5%) da linhagem
C e 20 amostras (35,0%) da linhagem D. O percentual das variantes A e D, ficou em niveis
intermedidrios em relacdo aos estudos realizados no Pard e Rio de janeiro, o que pode ser
resultado de miscigenacdo da populacao desses estados, onde sabidamente o sudeste brasileiro
apresenta um maior percentual de individuos de origem europeia, onde foi observado maior
indice da variante A, e o norte do Brasil, onde hd uma maior porcentagem de populagdo de
origem amerindia teve o maior percentual de variante D. Chama a atenc@o que de todos os
estudos comentados em nivel nacional ou mundial, apenas na Africa, as variantes B ¢ C
apresentem percentual significativo, quando seria esperado uma maior participagdo dessas
variantes em uma populacdo com forte ancestralidade africana, como no caso do Brasil.

A variabilidade no material genético das variantes do HPV 16 pode propiciar diferenga
na prevaléncia dos tipos histolégicos tumorais, a exemplo do que ocorre nos diferentes tipos de
HPV, onde a frequéncia do adenocarcinoma € maior no HPV 18 que no HPV 16 (Altekruse et
al., 2003). Um estudo que avaliou a prevaléncia de variantes do HPV 16 em amostras de tumor
cervical de regides da Europa, América Latina e Asia, mostrou que nos carcinomas de células
escamosas o percentual da linhagem A variou entre 83,7% e 97% e da linhagem D variou entre
3,0% e 16,3%, j4 quando avaliamos os adenocarcinomas, a linhagem A variou de 36,6% a
67,9% e a linhagem D variou entre 28,6 e 63,3% (Nicolas-Parraga et al., 2017). Em nossas

amostras, na linhagem A, o percentual de carcinoma de células escamosas foi de 90,1% e de
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adenocarcinoma foi de 3,0%, ja quando avaliamos a linhagem D, foi observado uma prevaléncia
de 75,0% de carcinoma de células escamosas e de 25,0% de adenocarcinoma. Uma limitagcdo
em nosso estudo foi a ndo classificagdo em sublinhagens, vérias amostras tiveram dubiedade
quanto a que sublinhagem pertenceriam, diminuindo a casuistica, além de que o aumento das
categorias dificultaria a andlise estatistica. O maior estudo j realizado com variantes do HPV
16, avaliou 3.215 mulheres com lesdes precursoras e lesdes malignas invasivas de colo uterino,
demonstrou que mesmo dentro das linhagens ocorrem diferengas. Quando comparada com as
sublinhagens A1/A2, a sublinhagem A4 foi associada a um risco 3,16 vezes maior de
desenvolver cancer e a um risco 9,8 vezes maior de adenocarcinoma. Enquanto que as
sublinhagens D2 e D3, tiveram respectivamente riscos de 137,3 e 59,4 vezes maior de
desenvolverem adenocarcinoma que as sublinhagens A1/A2. Aparentemente as sublinhagens
A4, D2 e D3 apresentam maior habilidade para infeccionar células epiteliais glandulares
(Mirabello et al., 2016)

O tratamento com Quimioterapia, baseada em Cisplatina, associada a Radioterapia tem
sido o tratamento recomendado para pacientes com tumores com estadiamento IB2-IVA nos
ultimos 20 anos. A publicacido quase simultanea de estudos randomizados demonstraram uma
melhora tanto na sobrevida livre de doenga quanto na sobrevida geral, quando comparada com
o entdo tratamento standard de Radioterapia com Quimioterapia com Hidroxiuréia (Morris et
al., 1999; Rose et al., 1999; Whitney et al., 1999); bem como metandlises demonstraram
significante melhora na sobrevida da Quimioterapia concomitante a Radioterapia, quando
comparada a Radioterapia isolada (Green et al., 2005). Diversas drogas como Cisplatina, 5-
Fluoracil e mais recentemente o Paclitaxel tem sido usadas como radiosensibilizadoras, com
objetivo de agir sinergicamente, inibindo reparo do dano subletal, diminuindo a hipdxia e
promovendo a sincronizagdo de células tumorais em fases mais sensiveis a Radioterapia (Chen
et al., 1997; Pignata et al., 2000). O regime mais comumente utilizado é a Quimioterapia
semanal, com 40mg/m? de cisplatina (Chemoradiotherapy for Cervical Cancer Meta-Analysis,
2008). A Radioterapia € administrada com campos pélvicos, com dose de 50,4 Gy, seguida de
reforco preferencialmente com Braquiterapia (Klopp e Eifel, 2011). Apesar da alta dose
aplicada, em virtude da maioria dos tumores tratados com essa modalidade j4 serem estagios
avangados, as falhas nao s@o comuns. O uso da Radioterapia isolada fornece um controle
locoregional de 60% para o estdgio Il (Perez et al., 1983). A resposta completa apds a
Radioterapia representa um fator preditivo de sobrevida, visto que a taxa de sobrevida em cinco
anos € de 76%, quando é conseguida a resposta completa, e € de 41%, quando ndo € alcancada

a resposta completa (Jacobs et al., 1986; Huang et al., 2016).
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Em nossa pesquisa, 24 pacientes realizaram o tratamento com Quimioterapia,
Teleterapia e Braquiterapia. A Teleterapia, realizada com técnica convencional de quatro
campos, mostrou-se bem tolerdvel. A maior toxicidade observada, ainda que moderada foi a
gastrointestinal, grau I (33,3%) e grau II (50,0%), ainda que nesses niveis ndo seja necessdrio
interromper o tratamento. As toxicidades grau III, quando € necessdria pausa no tratamento e
uso de sintomadticos, foram registradas pequena quantidade (cutanea grau III em 4,2%,
gastrointestinal grau III em 4,2%, hematoldgica grau III em 8,3%). Nao foram observadas
toxicidades grau IV. O uso de técnicas de planejamento mais avancadas, como a
conformacional e a de intensidade modulada, permitiria aumentar a dose no tumor e diminuir
o volume de 6rgdos sadios irradiados (Forrest ef al., 2012). A resposta completa foi alcancada
em 17 (70,8%). Os tumores maiores que 4,0 cm tiveram pior resposta completa (61,5%) quando
comparados aos tumores menores (81,8%). Em relacdo ao grau, quanto maior o grau, pior o
nivel de resposta completa (Grau I = 100%, Grau Il = 62,5%, Grau IIl = 57,1%, Grau IV =
50,0%). O valor de hemoglobina prévio ao inicio do tratamento ndo mostrou diferenca em
termos de resposta completa (Hg < 10 =71,4% e HG > 10 =70,6).

A diferenca no potencial oncogénico entre os tipos de HPV sugeria que estes poderiam
ser usados como marcadores prognésticos no tratamento do cancer cervical. A utilizacdo do
tipo de HPV como fator progndstico no cancer cervical permanece controverso. Inicialmente
foi feita a hipétese que o tipo de HPV ndo tinha impacto progndstico no céancer cervical
(Kristensen et al., 1996); enquanto alguns trabalhos demonstraram pior progndstico para
tumores com HPV 18 (Lai et al., 2007), outros trabalhos demonstraram um pior progndstico
para os tumores com HPV 16 (Ferdousi et al., 2010; Lau et al., 2015). Nesse grupo de pacientes,
doze eram portadoras de HPV 16, duas eram portadoras de HPV 18 e a seguir amostras tnicas
de HPVs de alto risco variados e uma coinfec¢do. Foi observada resposta completa em 83,3%
nas pacientes com HPV 16; das duas amostras de HPV 18, uma obteve resposta completa e a
outra alcancou resposta parcial.

O conhecimento que a persisténcia do HPV ap6s o tratamento para o cancer cervical
estd associada a uma maior taxa de recidiva (Bachtiary et al., 2002; Badaracco et al., 2010)
associado ao fato de metade dos tumores cervicais serem induzidos pelo HPV 16, o qual possui
variantes que apresentam diferenca no potencial de infec¢do e de imortalizar a célula, levaram
a pensar que estas variantes poderiam ser usadas como marcador de resposta ao tratamento
oncoldgico. Foi feita a hipotese que essa variabilidade genética entre as variantes do HPV 16
poderiam proporcionar variagdo na resposta ao tratamento oncoldgico com Radioterapia e

Quimioterapia (Hang et al., 2014).
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Existem pouquissimos trabalhos que avaliam o papel que as variantes do HPV 16
desempenham como fator progndstico e resposta ao tratamento. O tnico trabalho, até o
momento, semelhante ao nosso, foi realizado na Colombia e avaliada a resposta apds 3 meses:
13 pacientes da linhagem A realizaram Radioterapia exclusivada (resposta completa em 07 e
persisténcia tumoral em 06 pacientes), 02 pacientes da linhagem D também realizaram
Radioterapia sem quimioterapia (uma obteve resposta completa e a outra observada persisténcia
tumoral), 04 pacientes da linhagem A realizaram Radioterapia e Quimioterapia (todas tiveram
resposta completa). Nao houveram outras linhagens que realizaram tratamento com
Radioterapia e Quimioterapia (Moreno-Acosta et al., 2017).

Em nosso estudo, obtivemos 11 pacientes que tiveram linhagem do HPV 16
identificadas e que fizeram o tratamento com Quimioirradiacdo, sendo sete pacientes da
linhagem A, duas pacientes da linhagem C e duas pacientes da linhagem D. A resposta completa
foi observada em 9 das 11 pacientes. Apesar da literatura registrar uma pior evolu¢do nas
linhagens nao europeias do HPV 16, em nosso estudo foi o grupo europeu que registrou pior
resposta, sendo registrado um caso de reposta parcial e outro caso de progressdo de doenca. O
numero limitado de pacientes nao permitiu que seja definido com precisdo o grau de influéncia
da variante intratipo na resposta ao tratamento com Quimioterapia e Radioterapia. A realizacao
de estudos com maior nimero de pacientes poderia responder melhor essa questdo. Um grande
desafio para mais estudos esbarra ainda na prépria situacdo do estado, um dos mais pobres do
pais, com baixo IDH, poucos servicos especializados em tratamento de cancer que atendem
majoritariamente uma populagdo pobre, o que proporciona atraso e dificuldade no acesso aos

servicos de saide, com consequente piores resultados no tratamento do cancer.
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8 CONCLUSAO

- Na populacdo estudada foi registrada idade média de 50,6 anos, a maioria das mulheres
se declarava parda, com baixos niveis de escolaridade e renda, precoces no inicio da atividade
sexual, com alta paridade e provenientes de cidades de baixo IDH do interior do estado do
Maranhao. O conhecimento sobre o preventivo e sua realiacio estavam fortemente associados
ao nivel de escolaridade.

- Os tumores foram diagnosticados em sua maioria em estdgios clinicos avangados. O
carcinoma de células escamosas observado em 79,7% dos casos e o adenocarcinoma em 9,3%
dos casos.

- A presenca do HPV foi confirmada em 88,1% das mulheres com cancer de colo de
utero. O HPV 16 foi o tipo mais prevalente, observado em 53,3% das amostras, seguido do
HPV 18, presente em 10,2% dos casos.

- O carcinoma de células escamosas foi observado em 84,1% dos casos do HPV 16. O
adenocarcinoma esteve mais associado ao HPV 18, sendo observado em 25,0% das amostras
deste tipo. Nao foram registradas demais associag¢des entre os tipos de fatores patolégicos como
grau e estadiamento clinico.

- Em relagdo as variantes do HPV 16, predominou a linhagem A (57,8%), seguida da
linhagem D (35,0%), linhagem B (3,5%) e linhagem C (3,5%). O carcinoma de células
escamosas foi o mais frequente nas quatro linhagens. Dos 4 casos de adenocarcinoma, 3
ocorreram em pacientes da linhagem D.

- Dentre as pacientes com variantes do HPV 16 que fizeram tratamento com
Quimioterapia, Radioterapia e Braquiterapia, foi observada que 81,8% obtiveram resposta
completa, sendo que os casos de resposta parcial e progressao de doenca ocorreram apenas em

pacientes portadoras da linhagem A.
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ANEXO A

2 Banco de
Tumores e DNA
do Maranhéao

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

BIOBANCO DE TUMORES E DNA DO MARANHO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DETECCAO DE VARIANTES DO HPV 16 E 18 EM CANCER DO COLO DO UTERO
EM USUARIAS DA REDE SUS EM SAO LUIS, MARANHAO

Nome do Voluntario:

Vocé estd sendo convidada a participar de um estudo que tem por objetivo descrever as
caracteristicas bioldlogicas do cancer do colo do ttero. O Cancer do colo do ttero € o segundo
tipo de tumor mais comum em mulheres. Sabe-se que sua origem estd associada ao um virus.
Conhecer as caracteristicas desse virus e do tumor que ele originou € importante para
compreende melhor a doenga, o tratamento e as maneiras de prevenir o aparecimento desse
tumor, assim como o desenvolvimento de vacinas. Para que voc€ possa decidir se quer
participar ou ndo deste estudo, precisa conhecer seus beneficios, riscos e implicagdes.

OBJETIVO DO ESTUDO

Este estudo tem como objetivo identificar os diferentes tipos de HPV presentes nos tumores do
colo do utero de pacientes atendidas no Hospital do Cancer da Secretaria do Estado de Saude
do Estado do Maranhdo e Hospital do Cancer Aldenora Bello e associar as caracteristicas do
tumor com as caracteristicas do tipo de virus presente.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé concordar em participar deste estudo serd coletada uma amostra do tumor para a
realizacdo da bidpsia (exame que diagnostica o tipo de tumor) ou uma amostra do mesmo no
caso de vocé ser submetida a uma cirurgia, como parte do tratamento. A coleta de material para
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a bidpsia serd feita por uma médica (0) pesquisadora (or) participante desse estudo. As amostras
serdo armazenadas no Biobanco de Tumores € DNA do Maranhdo. O tumor serd levado ao
laboratério onde serd isolado o DNA para ser submetido a procedimentos que permitirdao
identificar o virus associado ao seu desenvolvimento. Vocé também responderd a um
questiondrio com perguntas sobre hdbitos de vida, atividade sexual e uso de hormdnios ao longo
de sua vida. Se vocé concordar em participar deste projeto de pesquisa os pesquisadores
participantes também consultardo seus registros médicos para obter dados que podem ser
importantes para compreender o cancer do colo do ttero.

E importante que vocé saiba que a sua participacio neste estudo é completamente voluntéria e
que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participa¢do a qualquer momento, sem
penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Caso vocé decida interromper
sua participacdo no estudo, a equipe de pesquisadores deve ser comunicada e a coleta e o uso
das amostras para os fins relativos ao estudo serd imediatamente interrompida.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Seu nome ndo serd revelado ainda que informagdes de seu registro médico sejam utilizadas para
propositos educativos ou de publicacdo, que ocorrerdo independentemente dos resultados
obtidos.

CUSTOS

Nao haverd qualquer custo ou forma de pagamento para vocé€ pela sua participacdo nesse
estudo.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

N6s estimulamos a vocé ou seus familiares a fazerem perguntas a qualquer momento do estudo.
Neste caso, por favor, ligue para a Dra. Maria do Desterro Soares Branddo Nascimento no
telefone (98) 3272-8535.

Li as informagdes acima e por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para
participar neste estudo.

(Assinatura da Paciente) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo a paciente
indicada acima e/ou pessoa autorizada para consentir pela paciente.
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(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento) dia més ano

Comité de Etica em Pesquisa — UFMA

Avenida dos Portugueses s/n, Campus Universitario do Bacanga, Prédio do CEB Velho, PPPG,
Bloco C Sala 07. E-mail para correspondéncia cepufma@ufma.br; Tel: 3272-8708

Coordenador: Prof. Dr. Francisco Navarro
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ANEXO B

Numero do Formulario: || | | |

PROJETO: DETECCAO DE VARIANTES DO HPV 16 E 18 EM CANCER DO COLO DO UTERO
EM USUARTAS DA REDE SUS EM SAQ LUIS, MARANHAOQ.

FORMULARIO

Nome da unidade de salde:

N° do prontuario/registro na unidade de saude: |__|_ ||| | | |

IDENTIFICAGCAO E CONTROLE

Nome da entrevistada:

Endereco:

Bairro: cep: ||| || |-1_|_I_|
Tel. Residencial: Celular:

Tel. Comercial: CPF:

Cidade onde nasceu: UF:

Nome da mae:

TIPO DE ENTREVISTA

1.|_| Realizada Totalmente 2.|__| Realizada Parcialmente 3.|_| Nao Realizada

1|_|Recusa
2|__|Outro

especificar o outro motivo de ndo realizacdo da entrevista:

Data de realizacdo da entrevista: __ /__ /

EQUIPE ‘

ENTREVISTADORA: |||

SUPERVISOR Ji it |

DIGITADOR |||

As informacdes prestadas nesta pesquisa terdo carater confidencial e serfo utilizadas exclusivamente para
fins estatisticos
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1
Quadro 1 - Nossa pesquisa tem como objetivo investigar os fatores de risco que estdo associados com o

desenvolvimento do cancer do colo do Utero em nosso pais.

1. Qual a data do seu nascimento?

TV __ll_|_|(passe para a pergunta 3)

99|__| NS/NR (siga para a pergunta 2)

2.Quantos anos a senhora tem?

1__|__| anos

3.Na sua opinido, qual é a sua cor ou raca?

Entrevistador: Leia as alternativas.

1|__| Branca
2|__|Preta

3 |_| Amarela
4 |_| Parda
5|__| Indigena
6 |__| Outra

4. Qual é a sua situagao conjugal?
Entrevistador: Leia as alternativas.
1]__| Solteira

2|__| Casada/uniao consensual

3|__| Divorciada/desquitada/separada
4|__| Viava

5. Qual a série (ou periodo) e qual o grau de escolaridade que Sra. concluiu?

Série ou Periodo Grau de Escolaridade

(00)y  (07) (00) Nenhum

(01)  (08) (01) Alfabetizacio de adultos

(02) (09) (02) Antigo primario/elementar

(03) (10) (03) Antigo ginasio

(04) 11 (04) 1° grau/ensino fundamental

(05) (12) (05) Antigo classico/normal/cientifico/2° grau/ensino médio

(06) (99) NS/NR (06) Superior (3° grau) - incompleto
(07) Superior (3° grau) - completo
(08) Educacéo infantil
(99) NS/NR

|__|__| Série OU |__|__| Periodo ||| Grau
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6. Qual a sua religidao?

1|_| Eu n&o tenho religido

2|__| Catdlica

3|__| Evangélica/Metodista/Batista/Presbiteriana/Protestante/Crista
4|__| Espiritismo de Candomblé/Umbanda/Africana

5|__| Espiritismo Kardecista

6|__| Budista

7|__| Judaica

8|__| Mulgumana

9|__| Outra, qual? (especifique)

7. Quantos comodos existem na sua casa?

|__|__| cébmodos

8. Quantos cOmodos da casa sao usados permanentemente para dormir?

|__|__] cébmodos

9. Quantas pessoas moram na sua casa?

|__|__| pessoas

10. Atualmente a Sra. /vocé tem um trabalho ou atividade remunerada?
1|__|Sim2|__| Ndo (passe 12)

11. Qual é a sua principal ocupac¢ido? Por exemplo: Empregada doméstica, recepcionista, professora,

auxiliar de pesquisa, contadora etc.

12. Contando com salario, pensao, aluguel, bico, etc., qual é a renda total de sua familia, por més?
RS |__|— | —— L —|—]

99999,99 |__| NS/NR (passe 14)

00000,00 |__| Nao tem renda (passe quadro 2)

13. No total, quantas pessoas dependem economicamente desta renda familiar?

|__|__| pessoas

14. Agora, por favor, responda-me, qual é a sua renda mensal?
RS |l — | ——]

99999,99 |__| NS/NR

00000,00 |__| Nao tem renda
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Quadro 2 - A pergunta que farei agora é sobre a percep¢éo do seu estado de saude.

15. De um modo geral, em comparagao a pessoas da sua idade, como Sra. considera o seu proprio
estado de saude?

Entrevistador: Leia as alternativas.

1|__| Excelente

2|__| Muito bom

3|__| Bom
4|__| Regular
5|__| Ruim

Quadro 3 - As perguntas que farei agora séo sobre o exame preventivo para o céncer do colo do

utero.

16. Vocé sabe para que serve o exame preventivo?

1]__| Sim 2|__| Nao (passe e leia o Quadro 4)

17. Vocé poderia me dizer, quais os problemas que o exame preventivo é capaz de identificar?

1 Cancer do colo do Utero 1_] sim 2|__| nao

2 Inflamagdes 1] sim 2|__| ndo

3 Infecgdes 1| sim 2|__| nédo

4 Deoengas sexualmente transmissiveis (DSTs) 1|__| sim 2|__| ndo

5 Qutros 1|__| sim 2|__|ndo
especifique

18. Antes do problema de salude atual, vocé fazia exames preventivos para o cancer do colo do
utero?
1]__| Sim 2|__| Nao

19. Com que idade vocé comecou a fazer exames preventivos?
|__|__Janos 99 | NS/NR

20. De quanto em quanto tempo vocé costumava fazer o exame preventivo?
1|_| Mais de uma vez por ano

2|__| Todo ano

3|_| De 2 em 2 anos

4|__| De3em 3 anos

5|__| Com intervalo de mais de 3 anos

6|__| Sem regularidade

9|__| Ndo sabe/N&o respondeu



21. D& um modo geral, quando vocé precisava ir ao Posto de Saude:
Entrevistador: Leia as alternativas.

1|__| Conseguia logo marcar a consulta

2|__| Nao precisava marcar consulta: era so ir e ser atendida

3|__| Tinha muita dificuldade em marcar a consulta. Por que?

4|__|Outra situagao, qual?

110

ENTREVISTADORA: LEIA O QUADRO ABAIXO

Quadro 9 - Agora farei perguntas sobre menstrua¢cao, o numero de filhos que a Sra. tem ou
teve. Também farei perguntas sobre uso de métodos anticoncepcionais.

22. Com que idade vocé ficou menstruada pela primeira vez?
[_|__|anos 99 |__|NS/NR

23. Vocé tem ou ja teve atividade sexual?
1]__| Sim 2|__| Nao (passe quadro 10, paq. 13)

24. Com que idade vocé teve a sua primeira relagédo sexual?
|__]__|anos 99 |_| NS/NR

25. Desde que vocé teve a sua primeira relagido sexual, quantos parceiros vocé teve?
|__|__| parceiros 99 |__| NSINR

26. Atualmente, vocé tem atividade sexual?
1__| Sim (passe 57) 2|__| Nao

27. Ha quanto tempo vocé ndo tem atividade sexual?

1__|__| dias
2|__|__| semanas
3|__|__| meses
4__|_|anos
98|__| NS/NR

28. Vocé usou algum método para evitar a gravidez em algum periodo da sua vida?
1]__] Sim, uso

2 |__| Sim, ja usei

3 |__| Nao. Por qué? (passe 60)

especifique



29. Qual (is)?

Entrevistador: Leia as alternativas.

TEMPO DE USO

1. Pilulas Anticoncepcionais 1]_]| Sim 2|_|Néo |_|_|Anos|_|_|Meses
2. Injecoes 11| Sim 2|_|Nao |_|_|Anos|_|_|Meses
3. Diu (com progesterona) 1]_] Sim 2|_|N&o |_|_|Anos|_|_|Meses
4. Camisinha/ preservativo 1]_| Sim 2|__| Nao
5. Camisinha feminina 1|_]| Sim 2|__| Nao
6. Diafragma 1]__] Sim 2|__| Nao
7. DIU de cobre 1| Sim 2 |__| N&o
8. Ligadura de trompas 1]__] Sim 2 |__| Nao
9. Anel 1]_| Sim 2|__| Nao
10.implantes 1]_| Sim 2|__| Nao
11. Coito interrompido 1 || Sim 2|__|Nao
(passe 60)
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30. Vocé ja ficou gravida alguma vez, incluindo gravidez tubaria, possiveis abortos ou gravidez

atual?

1__| Sim 2|__| N&o (quadro 10, pag. 13)

31. Quantas vezes vocé ficou gravida, incluindo gravidez tubaria, possiveis abortos ou gravidez

atual?
|__|__| vezes 99 |__| NS/NR

32. Quantos partos vocé teve?
|__|__| partos 00 |__| nenhum (passe 67) 99 |__| NS/NR

33. Vocé tem ou teve filhos nascidos vivos?
1]__] Sim 2|__| Nao (passe 67)

34. Quantos filhos nascidos vivos vocé teve?

|__|__| filhos nascidos vivos

35. Qual era a sua idade quando nasceu o seu primeiro filho?

|_|_Janosou|_|_|_|__|Ano da primeira gravidez ou |__|__|ldade do filho mais velho

99 |__| NS/NR 9999 |__| NS/NR 99 |__| NS/NR
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36. Qual era a sua idade quando nasceu o seu ultimo filho?
|__|_Janos ou |__|__|__|__]Ano da ultima gravidez ou |__|__|ldade do filho mais novo

99 |__| NS/NR 9999 |__| NS/NR 99 |__| NS/NR

38. Vocé ja abortou ou perdeu bebé?

1_| Sim 2|__| Nao (passe para o quadro 10)

39. Quantos abortos, provocados ou espontineos, vocé teve?
|__|__| abortos 99 |__| NS/INR

Quadro 10 - Entrevistador: As perguntas a seguir devem ser respondidas

pelas mulheres que tém 35 anos ou mais. Caso a entrevistada tenha 34

anos ou menos, agradeca e finalize a entrevista.

|Agora farei algumas perguntas sobre menopausa

40. Vocé sabe o0 que é menopausa?

1|__| Sim (passe 70) 2|__| Nao (ler o texto abaixo)

Quadro 11 - A menopausa ocorre quando os periodos de sangramento da mulher terminam
e, geralmente, acontece nas mulheres que tém em torno de 48 a 52 anos, mas também pode
ocorrer mais cedo. Antes de ocorrer a menopausa, a mulher comeca a apresentar alguns
sintomas como calores no corpo (também chamado de fogacho), altera¢gdes no
sangramento menstrual, irritabilidade, insénia, queda de cabelo, falta de lubrificagéo
vaginal, dores nos 0ssos e outros.

41. Vocé ja entrou na menopausa ou algum médico lhe disse que vocé estava apresentando
sintomas da menopausa?

1__| Sim

2|__| Nao (Agradeca e finalize a entrevista)

9|__| NS/NR (Agradeca e finalize a entrevista)

42. Com que idade vocé entrou na menopausa?
|__|__| anos 99 |__| NS/NR

43. Vocé usa ou ja usou medicacao hormonal para a menopausa?
1]__| Sim, usa atualmente

2|__| Sim, ja usou

3|__| Nunca usou (Agradeca e finalize a entrevista)

44. Ha quanto tempo vocé usa ou ja usou medicagdo hormonal para a menopausa?

1|_|__| dias

2|_|__| semanas
3|_|__| meses
4|_|__|anos

99__|__|NS/NR
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USO DE TABACO

INTRODUCAQ: Agora eu vou fazer algumas perguntas sobre uso de tabaco. Vou fazer perguntas sobre o
uso de produtos do tabaco que sdo fumados, isto inclui: cigarros, charutos, cigarrilhas, cachimbos, cigarros
de Bali (ou kreteks), cigarros indianos (ou bidis) e narguilé (cachimbo de agua). N&o considere cigarros de
maconha.

45, Atualmente, vocé fuma: diariamente, menos que diariamente ou nao fuma?

DIARIAMENTE .....ovvvvoeooree. || 1— PASSE 48
MENOS QUE DIARIAMENTE ...... |2
NAO FUMA ..o || 3 — PASSE 47

46. No passado vocé ja fumou algum produto do tabaco diariamente?

SIM.ceeee e || 1> PASSE 48
N7 |_| 2 — PASSE 48

47. No passado vocé fumou: diariamente, menos que diariamente ou nunca fumou?

ENT: CASO O ENTREVISTADO RESPONDA QUE JA USOU “DIARIAMENTE” E “MENOS QUE
DIARIAMENTE” NO PASSADO, ASSINALE “DIARIAMENTE”.

DIARIAMENTE ... [

|
MENOS QUE DIARIAMENTE ....... |
NUNCA FUMOU ... |__| 3 — Agradeca e finalize a entrevista
48. Com que idade vocé comegou a fumar?

99|__|__| N&o sabe/n&o respondeu

[FUMANTE DIARIO]

49. Em média, quantos dos seguintes produtos vocé fuma por dia?

ENT: PARA CADA ITEM REGISTRE A QUANTIDADE POR DIA. CASO O INFORMANTE NAQ FUME ,
FUME UM DOS ITENS, MAS FUME MENOS QUE 1 UNIDADE POR DIA OU NAO SAIBA RESPONDER,
DEIXE O CAMPO PARA REGISTRO EM BRANCO E ASSINALE A OPCAO CORRESPONDENTE:
“NENHUM” (000) OU “MENOS QUE 1 VEZ POR DIA” (888) OU “NAO SABE” (999).

SE O ENTREVISTADO RESPONDEU EM MACOS OU PACOTES, SE INFORME PARA SABER
QUANTOS TEM EM CADA UM E CALCULE O NUMERO TOTAL.

Menos que 1 por

LEIA CADA ITEM: Por dia dia, Nenhum Nao sabe

porém mais do

que 0

a. Cigarros industrializados
(n&o incluir cigarros de Bali/kreteks, cigarros L] [ ]sss [Jooo []o99
indianos/bidis)
b. Cigarros de palha ou cigarros enrolados a mao (fumo
desfiado ou de rolo)? DD D 888 D 000 D 0990
¢. Cachimbos? (N [Jsss CJooo [ o999
d. Charutos ou cigarrilhas? (] []sss [Jooo []o99
h. Qutros 0] [] sss [Jooo []o99

— Especifique:
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[FUMANTE OCASIONAL]
50. Em média, quantos dos seguintes produtos vocé fuma por semana?

ENT: PARA CADA ITEM REGISTRE A QUANTIDADE POR SEMANA. CASO O INFORMANTE NAO FUME
, FUME UM DOS ITENS, MAS FUME MENOS QUE 1 UNIDADE POR SEMANA OU NAO SAIBA
RESPONDER, DEIXE O CAMPO PARA REGISTRO EM BRANCO E ASSINALE A OPGAO
CORRESPONDENTE: “NENHUM” (000) OU “MENOS QUE 1 VEZ POR SEMANA” (888) OU “NAO SABE”
(999).

SE O ENTREVISTADO RESPONDEU EM MACOS OU PACOTES, SE INFORME PARA SABER
QUANTOS TEM EM CADA UM E CALCULE O NUMERO TOTAL.

LEIA CADA ITEM: Por Menos que 1 semana, Nenhum Nao

' semana porém mais do que 0 sabe
a. Cigarros industrializados
(ndo incluir cigarros de Bali/kreteks, cigarros |:||:| |:| 888 |:| 000 |:| 999
indianos/bidis)
b. Cigarros de palha ou cigarros enrolados @ méo (fumo
desfiado ou de rolo)? DD D 888 D 000 D 999
¢. Cachimbos? L] [ ]sss [ Jooo []o99
d. Charutos ou cigarrilhas? |:||:| |:| 888 [:l 000 |:| 999
e. Outros
— Especifique: L] []sss [Jooo []o99

51. Quanto tempo depois de acordar vocé fuma o primeiro cigarro?
Entrevistador: Leia as alternativas.

1|__| Dentro de 5 minutos

2 |__| Entre 6 minutos e 30 minutos
3 |_| Entre 31 minutos e 60 minutos
4 |_| Apds 60 minutos

Agradeca e finalize a entrevista
[EX-FUMANTE ATUAL ]

52. Ha quanto tempo vocé parou de fumar?

ENT: REGISTRE APENAS OS TEMPOS EM QUE O ENTREVISTADO PAROU DE FUMAR
REGULARMENTE. NAO INCLUA AS OCASIOES EXCEPCIONAIS EM QUE ELE FUMOU.

MARQUE A UNIDADE E REGISTRE O NUMERO.

ANOS []
MESES  []
SEMANAS [ ]
DIAS []

Agradeca e finalize a entrevista

Observacgdes:




115

CARACTERIZAGAO

Atividade Fisica
(1)Sim (2)Nao

Qual?

( ) diario

( )1-2x/semana
Antecedentes Familiares
1)Céancer

( YMama ( )Utero (

Qual?

2) Osteoporose: (1) Sim
3) Hipertenséo: (1) Sim
4) Doenga Cardiovascular

Qual doenga?

( ) 3-4x/semana
( ) 5-6x/semana

)Ovario () Célon

(2) Nao
(2) Nao

-(1)Sim  (2) Nao

() Outro

5) Diabetes Mellitus: (1) Sim (2) Nao

Dados Clinicos da Paciente

6) Hipertensao: (1) Sim
7) Tireiodopatia: (1) Sim
Qual?

(2) Nao
(2) No

8) Doencga Cardiovascular: (1) Sim

Qual doenga?

(2) Nao

9) Diabetes Mellitus: (1) Sim (2) Nao
10) Cirurgia: (1) Sim (2) Nao

Qual(is)?

11) Cancer: (1) Sim (2
( ) Mama

( ) Ovario

12) Faz uso de alguma medicacao?

Qual (is)?

) Nao
( ) Utero
( ) Codlon

(1) Sim

( )Outro Qual?

(2) Nao

AVALIACAO INDIVIDUAL

Parametros

Valores Normais

Valores Obtidos

Observacgdes

Altura (cm)

Peso atual (kg)

IMC

Classificacdo
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Estadiamento

( )Estadio 0 Tis MO
() Estadio IA T1a NO MO
() Estadio I1A1 T1a1 NO MO
( ) Estadio IA2 T1a2 NO MO
( ) Estadio IB T1b NO MO
() Estadio IB1 T1b1 NO Mo
( )Estadio B2 T1b2 NO MO
() Estadio lIA T2a NO MO
() Estadio lIB T2b NO MO
() Estadio llIA T3a NO MO
() Estadio llIB T1,T2,T3a N1 MO

T3b Qualquer N MO
( ) Estadio IVA T4 Qualquer N MO0
() Estadio IVB Qualquer T Qualquer N M1

Agradeca e finalize a entrevista

Observagbes:

11
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ANEXO C

UNIVERSIDADE FEDERAL DO g~ qmpomp
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGQUISA

Titulo da Pesquisa: Detecgdo de Variantes do HPV 18 e 18 em Céncer do Colo do Utero em Usudrias da
Rede SUS em 530 Luis, Maranhio

Pesquisador: Maria do Desterro Soares Brandio Nascimento

Area Tematica: Genética Humana:
[Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana gque ndo necessita de analise
&fica por parte da CONEP;);

Versdo: 1
CAAE: 47408215.0.0000.508T7
Instituigdo Proponente: FUNDACAD UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARAMNHAD

Patrocinador Pringipal: FUND DE AMPARD A PESQUISA AD DESEN CIENTIFICO E TECHOLOGICOD
DO MARANHAD - FAPEMA

DADODS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.288.41%2

Apresentagio do Projeto:

Introdugdo: O cancer do colo do dtero (CCU) & o terceino tipo de cancer mais comum entre as mulheres no
mundo com aproximadamente 530 mil casos moves por ano, sendo responsavel pelo obito de 274 mil
mulheres per anc. Mo Maranhdo, o cincer de colo de Utero € o mais prevalente, com estimativa de 280
casos em 2014, O papilomavirus humaneo (HPV)} sdo virus nao envelopades, de formato icosasdro & medem
aproximadamente 55nm. O genoma do HPV & constituido de um DMA dupla fita circular, contendo cerca de
7.900 pares de base. O HPVY & classificado como de alto risco oncogénico & baixo risco oncogénico, sendo
os tipos 16 & 18 os tipos de HPY de alto risco oncogénico mais relacionados ao cancer de colo do

Utero. Objetivos: Objetivou-se estimar a frequéncia dos tipos e varianies infratipo de HPY em amosiras de
cancer cervical utering de mulheres encaminhadas para o Hospital do Cancer da Secretaria do Estado de
Salde do Estado do Maranhao e para o Instituto de Oncologia Aldenora Bello. Métodos: Sera realizada
avaliagdo clinica 2 sociodemografica das mulheres com CCU atendidas no Hospital do Cancer do Estado do
Maranhdo = no Instituto de Oncologia Aldenora Belle. Serio coletadas amostras de pegas cinlrgicas, com
exfracio do DMA. Sera realizada PCR

Enderego:  Awenida gios Portugueses, 1056 CES Vielno

Balmo: Hoco C,33la 7, Comie de Ellca CEP: £5.080-040
LIF: WA Muniziplo: SAQ LIS
Telefone: [353272-3708 Fam: [3B 327257048 E-mall: cepumaiiuimalor
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Mested & sequenciamento automatico para deteccdo do HPW. Mas amosiras positivas para HPV 16 & HPW
18 serd realizada detecc3o das variantes.

resultades Esperados: Espera-se conhecer as variantes imtratipo de HPY 16 2 18 na populagio
maranhense, com vistas & promogdo da saldde e atengdo oncoldgica.

Cbjetive da Pesquisa:

Objetive Primario:

Estimar a frequéncia dos fipos e varanies intratipo de HPV em amostras de cancer cervical utering de
mulheres encaminhadas para o Hospital do Cancer da Secretaria do Estado de Saldde do Estado do
Maranhdc e para o Instituto de Oncologia Aldencra Bello.

Ohbjetivo Secundario:

1. Descrever o perfil epidemiologico da populagio de estudo:

2. Estimar a frequéncia das variantes de HPV 18 & HPV 18;

3. Estabelecer possiveis comelagies entre os dados moleculares e epidemiclagicos.

4. Estudar a associagdo dos tipos de HFV e varantes intrafipo com caracteristicas dos

tumores enconfrados;

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

s riscos decorrenties dessa pesquisa s30 minimas. Se a pacients concordar em participar deste estudo
serd coletada uma ameostra do tumor para a realizagdo da bidpsia ouw uma amostra da mesma ser submetida
a uma cirurgia, como pare do tratamento. A coleta de material para a bidpsia sera feita por uma medicalo)
pesguisadoralor) participante desse estudo. O tumor sera levado ao laboratorio onde sera isolado o DA
para ser

submetido a procedimentos que permitir3o identificar o virus associado ao seu desenvolvimento. Ma
realizagdo da bidpsia pode ocomer sangramento, que serdo manejados pelo médico que esta realizando o
procedimenio, sendo prestada asssiténcia integral 3 paciente.

Beneficios:

Aphes de vigilincia dos tipos de HPY dirculantes podem favorecer o surgimento de vacings confra novos
tipos de HPV proprios da regifio, ou seja, especificas para o Estado do Maranh3o. Poucos estudos foram
realizados no Brasil em relagdo ao estudo das varantes dos HPW 16 e HPV 18. Mo Maranhdo, este tipo de
estudo nunca foi realizado. E pioneiro. O interesse neste topico vem crescendo muito nos dltimos ancs,
tendo em vista

possiveis varfagies no progndstico dos carcinomas em diferentes estagios de evolugdo dependendo da

wvariante wviral encontrada. Mesmo em trabalhos realizados no mundo, muitas

Enderegn: Avanida 806 Porugueses, 1956 CEB Vano

Balmmo: Bioco C.Sala 7, Comié de Elica CEP: £5.080-D40
IF: WA Municiplo:  SA0 LUIS
Telefone: (o5E272-5708 Fax: [36)32r2-0704 E-mall; cepuimaduimaor
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destas gquestdes permanscem ainda nio esclarecidas & muito achades s3o contraditorios, tomanda
fundamentais novas e continuas abordagens a cerca desse tema.Com os dados ocbtidos neste projeto,
pretende-se adicionar informagdes & esclarecer questies que envolvam a patologia do cdncer de colo
utering. Através da analise molecular da presenga do HPV & sua genotipagem, poderemos monitorar a
prevaléncia do HPV nos tumores de colo de Utero e estabelecer possiveis comelagdes entre as
caracteristicas clinicas dos

tumores & os dados moleculares dos HPVE presentes A avaliagdo das variantes dos HFWs 16 = 18
presentes nas lesdes nos dardo informagdes inéditas sobre estes virus presentes nas mulheres
maranhenses além de informacdes valiesas sobre os fatores que levam a persisténcia ou a eliminagio viral
uma vez que estudos sugerem que as variantes intratipo podem ter grande influéncia nessa questio acerca

da patogénese do virus.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
& pesquisa esta bem elaborada com bons objetives, que sdo possiveis de serem alcangados, tem

financiamentos da FAPEMA o que torma a pesquisa com boa capacidade de execugdo.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Todos os termos de apresentagio obrigatdrias foram apresentados e estdo dea cordo coma resolugdo
48612 do CHE.

Recomendagdes:
MEo existemn recomendagies.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Mao existem pendéncias.

Consideragies Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documenio Arguivo Postagem Autar Siuaca
Informacgdes Basicas |PE_INFORMACOES_BASICAS DO_P 21072015 Aceito
do Projeto ROJETO 5122097 pdf 0B-22-66
TCLE f Termas de [ TCLE do Projeto Universal Dra 2107205 Acaita
Assentimento / Destermo.doc 082140
Jusfificativa de
Aussncia
Projeto Detalhado /| Projeto Universal FAPEMA 2015 Dra. 210072015 Aceito
Brochura Destemo.pdf 082136

Enderegn:  Avanlda dos Porugueses, 1956 CEB Vo
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LIF: WlA Municiplo: SA0 LS
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Inwestigador Projeto Universal FAPENA 2015 Dra. 2072015 Aceito
Destermo.pdf 08-21:-36
Projeto Detalhado /| Projeto Universal FAPEMA 2015 Dra. 210772015 Aceito
Brochiura Desterro.doc 082117
Investigador
Folha de Rosto FOLHA DE ROSTO - HPW pdf 1210572015 Aceit
00-D0-32

Situagao do Parecer:

Apronvada

Mecessita Apreciagdo da CONEP:

Hao

SAO0 LUIS, 21 de Outubro de 2015

Assinado por:

FRAMCISCO NAVARRO

(Coordenador)
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APENDICE A

Nimero do Formulario: |__|_|

Projeto: Avaliagao das linhagens do papilomavirus humano (HPV) 16 no
cancer de colo do utero e seu impacto na resposta ao tratamento com
radioterapia e quimioterapia

Essa pesquisa tem como objetivo investigar avaliar correlacdes entre as variantes do HPV 16 e a resposta

ao tratamento oncoldgico do cancer do colo do utero. ‘

IDENTIFICACAO

Nome da unidade de sadde:

N° do prontudrio/registro na unidade de satde:

Nome da paciente:

Data de nascimento:
Idade:

Data da coleta da amostra do HPV:

Tipo do HPV:

Variante do HPV:

INFORMACOES CLINICAS

Antecedentes pessoais:

HAS  ()Sim () Nao

DM  ()Sim () Nio

Outra patologia, Quais?




Cirurgia prévia, Quais?
Data bidpsia (__/_/__
Tipo Histolégico:
Grau Histolégico ()X

Hidronefrose ao diagndstico?

Meta linfonodal regional ao diagndstico?

Oo  OmOIvV
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Estadiamento
() Estadio 0 Tis MO
() Estadio IA Tla NO MO
() Estadio IA1 Tlal NO MO
() Estadio 1A2 Tla2 NO MO
() Estadio IB T1b NO MO
() Estadio IB1 T1bl NO MO
() Estadio IB2 T1b2 NO MO
() Estadio ITA T2a NO MO
() Estadio 1IB T2b NO MO
() Estadio IIIA T3a NO MO
() Estadio 1IIB T1, T2, T3a N1 MO
T3b Qualquer N MO
() Estadio IVA T4 Qualquer N MO
() Estadio IVB Qualquer T Qualquer N M1

PREENCHER, SE TIVER SIDO REALIZADA CIRURGIA

Data cirurgia (__/__/__)

Tipo cirurgia?

Tipo histolégico?




Grau histolégico?

Invasao angiolinfética?

Profundidade de invasao?

Dimenséo tumor?

Margens?

Infiltracdo paramétrios?

Linfonodos regionais infiltrados?

Estadio patlogico?
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PREENCHER, SE TIVER SIDO REALIZADA QUIMIOTERAPIA

Quimioterapia neoadjuvante?

Quimioterapico?

Dose?

Quimioterapia radiosensibilizadora?

Quimioterapico?

Dose?

Ciclos?

Intercorrencias?

PREENCHER, SE TIVER SIDO REALIZADA RADIOTERAPIA

Data de inicio da Rradioterapia (_ / /)

Data de término da Radioterapia (__/__/

Duracdo da Radioterapia (dias)

Dose Radioterapia pélvica?
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Dose paramétrios?

Dose reforgo rotatério?

Braquiterapia completa?

Dose ponto A?

Dose ponto B?

Braquiterapia cilindro?

Dose na superficie?

Intercorrencias?

TOXICIDADE

Hemograma prévio Radioterapia?

Transfusdo sanguinea?

Toxicidade sanguinea?

Toxicidade urinaria?

Toxicidade gastrointestinal?

AVALIACAO DE RESPOSTA

EXAME CLINICO?

EXAME DE IMAGEM?

EXAME

CITOLOGICO?
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APENDICE B

Number assigned to your submission (Manuscript #8APJCP-1901-3953)
De: Asian Pacific Journal of Cancer Prevention
Para: vidal2T@uol.com_br
Copia: apjcp.copy@gmail com
Cépia oculta:
Assunto: Mumber assigned to your submission (Manuscript #4PJCP-1801-2053)

Enviada em: 31/12/2018 | 22:00

Recebida em: 31/12/2018 | 22:05

Manuscript ID: APICP-1501-35853
Manuscript Title: Impact of HPV16 lineages infection on response to radio-chemotherapy in cervical cancer

Authors: FABIO VIDAL FIGUEIREDO, LAILSON OLIVEIRA DE CASTRO, Liwerbeth Pereira, Rodrige Da Silva, Gerusinete dos
Santos, ZULMIRA SILVA BATISTA, Maria do Desterro Scares Mascimento

Dizar Mr. FABIO VIDAL FIGUEIREDD

I would like to acknowledge receiving of your manuscript titted "Impact of HPV16 lineages i
radio-chemotherapy in cervical cancer”. Your manuscript will undergo the review process. ¥ou can learn about our
review process by wisiting APJCP's peer review process page.
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Title :
Impact of HPV16 lineages infection on response to radio-chemotherapy in cervical cancer
Running title:

HPV16 variants response radiotherapy

Abstract

Objective: Estimate the frequency of Human papilloma virus (HPV) 16 lineages in specimens of
cervical cancer, relate the pathological factors in those variants and assess the response to treatment
with radical chemoradiotherapy.

Methods: Samples of cervical cancer were collected from women referred to reference cancer hospital
to test the presence of Human papilloma virus types DNA. The standard protocol of the service
consisted of cisplatin based chemotherapy 40 mg/m? plus conventional pelvic irradiation in the dosis
of 45-50.4 Gy and high dose rate brachytherapy of 28-30 Gy to Point A The response to chemotherapy
was avaliated after three months in those patients with HPV -16 lineage.

Result: HPV DNA was detected in out 104 (88.1%) of the 118 patients. HPV-16 present in 63 patients
(53%). Lineages of HPV 16 identified in 57 patients being: 33 (57.8%) lineage A, 2 lineage B (3.5%), 2
lineage C (3.5%) and 20 (35.0%) lineage D. The median age of the patients was 48.4 years (range 25-85
years). Squamous cell carcinoma was detected 48 times (84.2%). Adenocarcinoma were more likely to
occur in lineage D, as three of the four cases occurred in this lineage. A total of 11 patientes with HPV-
16 variant were treated with chemoradiotherapy. After three months, was observed that nine of the
eleven patients (81.8%) achieved complete response: five of the lineage A, two of the lineage C and
two of the lineage D. The cases of partial response and progression of disease, one each, occurred in
the lineage A.

Conclusion: We could not establish a association between HPV-16 lineages and local response to
chemoradiotherapy due to small number of patients and irregular distribution of lineages, although
the two cases of tumor persistence occurred in patients with lineage D.

Keywords: Cervical cancer, HPV 16 variants, Radiotherapy, follow-up
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1 Introduction

Among women are estimated 8.6 million new cases of cancer and 4.2 million deaths for 2018. Cervical
cancer occupies the fourth position in incidence and mortality, with 569,847 new cases (6.6%) and
311,365 deaths (7.5%). Its frequency relates to Human Development Index (HDI), although its
frequency is declining in developed countries, we observe a burden of new cases in regions less
developed. Are expected 710,249 new cases in the world so soon as 2013 (Bray et al. 2018). High-risk
human papillomavirus (HPV) infection are the main cause of cervical cancer (zur Hausen, 2002). Its
presence is considered necessary, but nor sufficient for the development of this type of cancer (Bosch
et al., 1995). Among the high-risk types HPV with oncogenic potential, the HPV 16 is responsible for
half of the cases of cervical cancer (American College of Obstetricians and Gynecologists, 2002).

In addition to the classification of HPV types, we can analyze in terms of variants. A variants lineage
must show a difference between 1% and 10% in the nucleotide sequences of the protein L1. Since 2013
the classification of HPV16 variants utilizes a numerical alpha pattern, they were grouped in four main
strains: A, B, C and D. Lineage A includes the sublineages before known as European (A1, A2, A3) and
Asian (A4). Lineage B includes the sublineages African 1a and African 1b (B1, B2). Lineage C
encompasses the old African branch 2. Lineage D includes the sublineages North American (D1), Asian
American (D2, D3) (Yamada et al., 1975; Burk et al., 2013). Several studies suggested that this genetic
variability between the HPV16 variants could influence the potential for infection, viral persistence and
development of invasive cervical cancer (Villa et al., 2000; Bernard et al., 2006; Gheit et al., 2011).
Remains controversial the role of genotyping HPV to determine better outcome in cervical cancer
treatment. Some studies suggested that the determination of HPV type has no prognostic significance
in cervical carcinoma (Kristensen et al., 1996) and others demonstrated poorer response to
radiotherapy observed in the patients with the HPV16 genotype (Ferdousi et al., 2010). It was
hypothesized that this phylogenetic single-nucleotide polymorphism among HPV 16 lineages and
sublineages could provide difference in the response to cancer treatment with radiotherapy and

chemotherapy depending of the detected HPV variant (Hang et al., 2014) and thus serve as a
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prognostic factor in the treatment of cervical cancer. However the role of HPV variants as a modulator

factor on response to treatment in carcinoma of the cervix still uncertain.

2 Materials and methods

Patients with proven cervical cancer were invited to participate in this study, conducted
between April 2016 and April 2018 at the Aldenora Bello Cancer Hospital and Tarquinio Lopes
Filho Cancer Hospital, located in Sdo Luis — Maranhdo (Brazil). The Institutional ethical
committee approved the study. Written informed consent was obtained from all patients
before trial initiation.

2.1 Patient population

The detection of HPV genome was performed in the cervical tumor before treatment. All
patients were staged by the criteria of the International Federation of Gynecology and
Oncology (FIGO). Contrast enhanced computadorized tomography (CT) of the abdomen and
pelvis performed to access the lymph node involvement. Pathological features as tumor size,
histological type, grade of differentiation, hemoglobin level and parametrial and vaginal were
recorded. We included patients treated with concurrent chemotherapy radiotherapy
treatment (CCRT) for the purpose of cure.

2.2 Typing of HPV DNA and variant definition

Specimens were freshly collected from tumor tissues. The collected samples were conditioned
in micro tubes containing one ml of RNA Later and snap frozen at -80°C until use. The
extraction of the genomic DNA was performed according to the protocol described in Dneasy
Blood and Tissue kit. To identify the presence of HPV DNA, the Nested PCR amplification
technique was performed using specific sequence of primers, in two rounds. The amplified

DNA fragments visualized in an ultraviolet light transilluminator. The L1 PCR products purified
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with the Genelupe PCR Clean Up kit according to manufacturer’s protocol (Sigma-Aldrich,
USA). HPV positive specimens were typed by automated sequencing of the PCR product using
the MegaBace 1000 sequencer (GE Healthcare, UK), and the PCR sequencing was performed
by the Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Thermo Fisher Scientific) according to
manufacturer’s protocol. The program Chromas used to analysis and alignment of the
nucleotide sequences obtained. Those nucleotide sequences of the samples were compared
to the World Bank of Nucleotides Database (Gene Bank) using the BLAST program
(http://www.ncbi.gov/BLAST) to confirm the identified HPV types and variants. All generated
sequences were aligned according to HPV16 specific lines using reference sequences
proposed by Burk (2013) using the MEGA 6.0 software (www.megasoftware.net).

2.3 Radiotherapy and concurrent chemotherapy

Patients treated according to the department protocol. The treatment consisted of external
beam radiotherapy (EBRT) with a 4-field box technique to the whole pelvis, protecting organs
at risk, with a total dose of 45-50.4 Gy, five fractions applied weekly in daily fractions of 1.8
Gy. Additional parametrial boost until 54 Gy, protecting the midline, was given with dose
calculated according to the stage. External beam irradiation was carried out using Cobalt-60
or 6 MV linear accelerator (Siemens). The patients treated with CCRT, received cisplatin,
40mg/m? for 6 cycles, weekly, given concurrent with external beam radiotherapy.
Intracavitary brachytherapy was given using the high-dose rate (HDR) afterloading technique,
delivered in four fractions, two times a week, with a dose of 7-7.5 Gy per fraction to Point “A”
depending on the tumor stage and tumor volume.

2.4 Local response to treatment

The assessment of local response to treatment was programmed to occur 12 weeks after

radiotherapy finish, performed with gynecological clinical examination, a cervical cytology,
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appropriate imaging studies (in all cases CT, whenever appropriate ultrasound or magnetic
resonance imaging ) and cervical biopsies in doubtful cases to access absence or presence of
the tumor. They were classified as complete response (100% reduction of the initial tumor
volume without clinical or radiologic evidence of disease), partial response (reduction of the
initial tumor volume by at least 50%), stable disease (reduction of less than 25% or progression
up to 10% of the initial volume) and progression of disease (increase of more than 25% of the
initial volume).

2.5 Statistical analysis

Only a descriptive analysis was performed.

3 Results

3.1 Patient characteristics

HPV DNA was detected in 104 of the 118 (88.1%) women recruited. The HPV 16 present in 63
patients (53.3%), in six specimens it was not possible identify the intra-type variant, hence, 57
patients were included to analyze HPV 16 lineages. The clinical information database is shown
in Table 1. The European HPV-16 variants were more common, as 33 (57.8%) patients were
infected by lineage A. Non-European HPV16 variants were mainly lineage D, with 20 (35.0%)
patients. The lineages B and C were observed in two (3.5%) patients, each. The median age of
the patients was 48.4 years (range 25-85 years). Advanced FIGO stage was commonly
observed, the cases were classified as stage IB1 in 8 patients, stage IIA in 6, stage IIB in 11,
stage IlIB in 28 and stage IVA in 4 patients. The tumor size of the cervix was < 4.0 cm in 20
cases and > 4.0 in the remaining 37 patients. Squamous cell carcinoma was detected 48 times
(84.2%). Adenocarcinoma were more likely to occur in lineage D, as three of the four cases

occurred in this lineage.
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3.2 Irradiation techniques, doses and efficacy assessment of treatment
Out of the 57 HPV- 16 lineage identified patients, 11 patients underwent concomitant
radiochemotherapy with the intention of achieving cure. Seven of the European group with
lineage A and four of the non-European group, being two of the lineage C and two of the
lineage D. Chemotherapy cisplatin based with dose of 40 mg/m?, the number of cycles ranged
2-6 (mean 5,5). Conventional pelvic irradiation ranged from 45-50.4 Gy (mean 4.9 Gy) in 25 to
28 fractions. High dose rate brachytherapy of 28-30 Gy (mean 29 Gy) to Point A, distributed
in four fractions, two times a week.
The mean time of assessment of response to treatment was 119 days. Overall nine of the
eleven patients (81.8%) achieved complete response: five of the lineage A, two of the lineage
Cand two of the lineage D. The cases of partial response and progression of disease, one each,
occurred in the lineage A. The cases of partial response and disease progression were

confirmed by physical examination, CT and MRI.

Discussion

Cisplatin based chemoradioterapy has been a cornerstone in treatment of advanced cervical
cancer at the last two decades. The quasi-simultaneous publication of randomized trials
demonstrated improvement in disease-free survival and overall survival (Morris et al., 1999;
Rose et al., 1999; Whitney et al., 1999). Meta-analyses also observed a better survival when
compared to isolated radiotherapy (Green et al., 2005). After a complete course of
radiotherapy, the lower the stage, the more likely to achieve a complete response; Stage | =
94%; Stage Il = 86%, Stage Ill = 62% (Jacobs et al, 1986). The complete response after a
complete curse of radiotherapy is a predictor of survival, the 5 years survival rates varies

between 76% and 41% when a complete response is achieved or not (Huang et al., 2016).
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Since patients with the same pathological factors do not evolve the same way applying the
same therapy and the human papillomavirus is the virtually cause of all cervical cancers, it was
hypothesized that it types and it variants could be used as a prognostic factor to estimate
response to treatment and survival. The use of HPV type as a prognostic factor remains
controversial; some studies demonstrated a worse prognostic for HPV 18 infected patients
(Lai, et al., 2007), others studies have shown a poorer outcome for HPV 16 detected tumors
(Ferdousi et al.,, 2010, Lau et al.,, 2015). HPV 16 is the most prevalent type of human
papillomavirus worldwide, from normal cytology tests, ranging from lesions as different stages
of progression to cervical cancer, it counts at least for 50% of the all cervical cancer in the
world (de Sanjose, et al., 2007; Gheit et al., 2011; Crow, 2012). The study of variants and
lineages of human papillomavirus is concentrated in HPV 16 variants and could be the key to
understand how de difference in viral genome influence development of cancer and mediate
resistance to oncological treatment.
A few studies address the association of HPV variants and response to chemoradiotherapy.
The literature suggests that European human papillomavirus variants would provide the
better response to chemoradiotherapy. As Moreno-Acosta (2017) reported in his previous
work, out eleven of seventeen patients with European variant, treated with radiotherapy +/-
chemotherapy, achieved complete response; and in the non-European variants, the complete
response was observed in one of two cases. In our study, out two of the seven patients HPV
16 lineage A evolved with tumor persistence; while in the non-European HPV lineages, two
patients with lineage C and two patients with lineage D, was observed complete response
within three months after chemo-irradiation. The small number of patients studied and
irregular distribution of lineages evaluated do not permitted stablish association between

HPV-16 lineages and response to treatment. A multi-institutional cohort study, with a larger
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number of patients larger addressing the various HPV 16 intratype variants should answer this

question.
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Table 1 Clinical and pathological characteristics of patients with Human papilloma virus (HPV) 16

lineages identified (n = 57).

HPV 16 LINEAGES A B C D n=>57 (%)
N° of patients 33 2 2 20 57 100.0
Mean age (years) 48.3 58.5 58.5 46.4

FIGO stage

IB1 5 0 0 3 8 13.9
A 4 0 0 2 6 10.5
1B 7 0 1 3 11 19.3
1B 16 1 1 10 28 49.1
IVA 1 1 0 2 4 7.0
Tumor size

<4.0cm 10 0 1 9 20 35.1
> 4.0 cm 23 2 1 11 37 64.9
Histological type

Squamous cell carcinoma 30 2 1 15 48 84.2
Adenocarcinoma 1 0 0 3 4 7.0
Carcinoma 1 0 0 1 2 3.5
Malignant neoplasm 1 0 1 1 3 5.2
Grade of differentiation

Well 3 0 0 1 4 7.0
Moderately 10 1 0 8 19 33.3
Poor 12 1 2 6 21 36.8
Not reported 8 0 0 5 13 22.8

FIGO: International Federation of Gynecology and Obstetrics; HPV: Human papillloma virus.



140

10
9
8
7 .
Lineage A
6
5 .
M Lineage C
4
3
2 M Lineage D
1
0

Complete response Partial response Progression disease

Figure 1. Local response of treatment after chemoradiotherapy in patients with human papillomavirus
(HPV) 16 lineages.
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ABSTRACT

HF'W DMA wirus is not detected in 10-20% of cervical cancer. Attempis to establish
prognostic significance for the absence HPY generated conflicting results. To
determine the impact of undetected HPV in cervical cancer was performed a
Fterature search on PUBMED database of studies that evaluated presence of
HFW DMA in cervical cancer and response to treatment, and swrvival. Fifteen
studies inchuded in this review. Undetected HPV patients presents a higher tax of
adenocarcinomas and with worse complete response to chemo radiation,
disease-free survival and owerall survival. HPV-negative patients could be
beneficiated of more aggressive approaches and a closer follow-up.
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INTRODUCTION

Cemnvical cancer presents a paradox sibuation in its incidence, while the total
of new cases is increasing; s percentage among the total cancers has
decreased. As recently as 1875, cervical cancer was the sscond most common
cancer amaong women wordwide, with 450 000 new cases {15.8%). In 2018 mnks
the fourth position in ncidence and mortality, being expected 560 84T new cases
{8.8% ) and 311,385 deaths (7 5%). Its frequency relates to Human Devaloprent
Index (HDI); although its frequency is declining in deweloped counfries, we
observe a burden of new cases in regions less developed, were we obsamnve
53 3% of new cases and 74 5% of deaths by cenvical cancer [1, 2].

Histonically, cervical cancer has been suggested to be causad by sexoually
transmitted agent, but the natwre of this agent was not known untl the 1080s,
when was found the association between human papillomavinss (HPW) and
hmman cervical cancer, with nearly 100% of cervical cancer testing positive for
HPY [3, 4]. Persistent HPY infection s linked fo cenvical cancer premalignant
l=sions as inraepithelial neoplasia grade 3 (CIMN3) and the progression fo cenvical
cancer. HPY s considered necessary but nob sufficient condition for the
development, maintenance and progression of intraepithelial lesions 4, 5]
Factors like tabagism, use of homenal contfraceptives, early indiation of sexual
miercourse, madtipanty, immunosuppression and difficult access to heafth
senvices are associate with higher incidence rates of cenvical cancer [G-2].

HPY is a small double stranded circular DMA virus with & genome of
approximately 3.000 base pairs. The non-enveloped viral capsid measures 55
nm in diameter [10-12]. The carcnogenicity of HFV is attributed to viral eardy
expressed genes E6 and EV, whose proteins interfere with the turmor-suppression
proteins pid and pRb, stimulating the cell profiferation and immortalization of this
cells [13]. The classification of HFV = based on the comgarnson of nuclectide
sequences of the L1 gene, the most consernved genomic site [14]. There are more
than 100 types of HPW. All high-risk oncogenic type HPW belong to alpha genus
(16, 18, 21, 33, 35, 20, 45, 51, 52, 56, 5B, 50, and 0&). Two of these high-risk
type accounts for T0% of cenvical cancer wordwide. HPW 16 being observed in
55-60% of all cervical cancers, and HPWY 18 accuming in 10-15% with a high
association with adenocarcioma [15-17).
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The main prognostic factors for cenvical cancer patients with increased risk
for recurrence and poorer sundival are related to clinical stage, lymph node
mvolvement, parametrial inflraton, twmor sze and lymphatic wvascular
mvolvement [18-20]. The role of HPV infection as a prognostic factor in cenvical
cancer remains controversial. Some studies showed that nor the presence or type:
of HPWY DMA could be use as preditor of prognicsis [21, 22] others demonstrated
a worse evolution to HPY 18 infected twmors [4, 23] and finally also some works
suggested worse prognosis to HPV 16 detected tumors [24, 25]. The frequency
of HPW DMA in cervical samples usually varies between 70% and values chose to
100%, mainly according to the technique used [26, 27]. Although the HPW DNA
megative comesponds o a small porticn of cases of cenical cancer, it is related
m eyery study and suggests worse prognosis than HPV OMA positive cenical
cancer [28-30].

MATERIAL AND METHODS

A literature swrvey was camied out by consulting the Publed (LIS National
Library of Medicine) and MEDLIME databases. Initially, a search was made using
the key terms (HPY, negative, undetecied. cenncal cancer, swrvival). After
browsing the retrieved studies, Titlles and abstracts were analyzed. Works that
do mot contemplated the objective were excluded. Studies that met the propose
criteria were downloaded as full-text and compared.

RESULTS AND DISCUSSION

Aithough the human papillomavines is considered the wirbual eticlogic
agent in all cases of cenvical cancer, the cases wheme s not possible their
identfication is always reported. This populstion of cenvical cancer whose was
not identified the presence of HPV DMA apparentty presents an own pattern of
evclution of disease, diverse of those where 5 detected the presence of HPWV
wirus. The frequency of undetected HPW DMA in the studies usually varies from
5% to 205 (Table 1).
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The initial studies o access the significance of absence, presence or type
of HPW DMA wirus in women with cenvical cancer, showed no comelation with
patient age, grade tumaor, nodal metastases or swrvival; implicating no prognostc
significance of HPV DMNA in cervical carcinoma [21, 22). However, other studies
n the same time demonstrated a worse ewolution to HPY negative cenical
cancer. The cases with negative HFYV DMA had a 2.6 times higher risk of relapse
and 4.5 times of risk of distant metastases than that cancer with HPW DA
positive. The two years disease free survival was higher in HPV positive cancer
{(7T% wersus 40%) [21]. The fwe years overall survival was worse than the
survival of those with HPV +, HPVY 16 and HPV 18 (52% compared to 1%, 63%
and 62% respectively] but not stafically significant [3Z). Also has been
hypothesized that only HPWY 16 fo be an indspendent prognostic factor on the
survival of cenical cancer patients [33]. These studies demonstrated
nconsistencies that could be explaned by msufficient statistical power, selection
of patients based on type of treatment or avalability of tumor tisswe [24].

In the 20005 the studies of patients reated with curative radiotherapy
mient started to show a worse prognostic for cendical cancer HPW DMNA negative
and could be used as a predictive factor for radictherapy remission. One work
demonsirated poorer complete response (33% ws 67%, p = 0.04) for HPYV
negative patients [35]. Cthers studies that also addressed outcome of cenncal
cancer reated with radiation alone, in a3 moltivariate analysis showed statistical
significate poorer overall sureival and disease-free survival in HPY DMA negatve
turmmors [38, 37].

The larger study to analyze the mole of HPV DMA status englobed 1,087
women with eary stage cendcal tumor submitted o curative surgery. Traditional
factors associated with outcome like FIGO stage, lymph nodal invodvement,
parametrial infiliration and grade temor were comelated bo tumor relapse and risk
of death. The analysis of DMA status demonstrated an intermediany risk for HFW
negative tumaor. The five-years relapse free survval, where the HPV negative was
E2%, compared to BO% in the HFY positve tumor and 85% in the HPW18
patients. The same with the five-years owerall sureival in HPY negative tumars
was 38%, compared to 81% in HPV positive and B5% to HPV 13 cancer [23]

This intermmediary risk for HPY negative tumor was also demonstrated in a
wiork that studied patients treated with primary radiation. The complete response
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n HPFY negative tumors was 00.6%, compared to 82.4% for HPY positive tumor
and 85,8% for HPY 13 cancer. The § wears overall survival in HPV negative
turmor was 507%, compared to 85,2°% in HPY positive tumor and 33 3% for HPYW
18 cancer [24]. The cervical cancer patients treated with surgery or chemo
radiotherapy in which the DMA presence could not been demonstrated seems to
present a3 worse prognostic [28].

The role of HPY DMA status in cervical cancer persisted in doubt. Whils a
shudy demonstrated that HPV negativity was comelated with better complete
response in patients treated with radiotherapy. it had no significate effiect on
overall survival [39]. Other work showed that the 25% moriality ime (numbsr of
days that it takes 25% of patients to die) was significantly shorter in the group of
HFW negative. 544 days. compared to 1.207 days of the patients with HFW 16
and or 18. [40] The HPV OMA absence and HPFY 18 are induded in e high risk
group for cervical cancer that are independent of the established prognostc
factors ke clinical stage., age and lymph node infilration [37].

The association of more than one methed of diagnosis can reduce the
frequency of undetected HPFWV DMWA wirus in cenical cancer patients. A cobort
study whereas 136 women with invasive cenvcal cancer where submitted to
Hybrid Capture 2 {(HC2) test showed that 10.2% were not detected HPW DA
wirus. A posterior assay using polymerase cham reaction (PCR) reduced the
percentage of negative HPYW o 5.8%. It seems that HPV negativity be more
comimon in adenocarcinoma tumars than in squamaous c2l carcinoma. HPY DNA
undetecied shown a worse prognosis, with a disease free sureval of 512 months,
compared to 108.8 in the group where the HPY DMA was positive [30]. The
frequency of HPV DMA negative can be even reduced, when it s analyzed
surgery specmens. A study that analyzed cases of cervical cancer HPY negative
before treatment were submitted to swngery and a new assay was perfommed,
b=ing demonsirated the HPV genotype in 40% of cases [2E].

The freguency of undetected HPW DMA wvires vanes according to the
course of reatment. A study that analyzed the HPV DNA cl=arance in patients
submitted t©o exchsive radiation or chemoradiotherapy demonstrated HPW
negativity of 18% before freatment. 34% during radietherapy, 86% at the end of
treatment and 100% of undetected HPV DMA six months after completion of
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treatment. Even so, the group of undetected HPV before treatment had a worse
disease free survival [£1].

The frequency of adenocarcinoma s wery high in populabons of HPWY 18
and HPV nepgative cervical cancer patients. It seems that those groups share the
same pattem of worse disease fres survival and frve-years overall survival than
that cases of HPV 16 or HPV positive. Althowgh the owerall sureival in 3
multivariate analyses is no statically significant [42].

FINAL CONSIDERATIONS

HPY DOMNA negative 5 a unique subset of invasive cervical cancer,
represents @ desfavorable factor of prognosis, with a worse pattems of relapse
aind survival and high tae of adenocarcinoma association. Ther freguency can be
reduced with the association of different detection tests. Women with censical
turmor where the presence of HFW genotype has been detected presents high-
risk for local relapse and worse overall sureival. Maybe this onset of patients
could require carsful attention. The mplementation of HPY bivalent, guadnvalent
or nonavalent vaccmes shall not have impact in this growp of patients. The cument
management of cervical cancer do not consider the absence, presence or type
of HPY like a factor that could imply a3 more aggressive approach. Larger and
more comprehensive clinical fnals are reqguired to answer this guestion.
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Table 1- Frequency of HPW DA not detected in the stadies evaloated

Mathod of detecting  Mumnbsr of Hﬂ.ﬁl‘m}'l'w

danthor Yaar HPW CasEs distected Endpoimt
L= 1869  in sfv hybrdisation B5 35,2% L
Fiou 1960 SBH and PCR 106 16,0% DF5
Bmper 1886 PCR 24 15, 1% L
Krisiensen 1886 PCR 223 4, O
Plich 201 PCR 223 23,56% L
Lird=d 201 PCR 40 30,0% 05, OFS
Harima 2002 PCR B 23,56% 05, OFS
Lal 2007  PCR 1067 4,9% 05, OFS
Fendousl 20 PCR 113 15,9% 05, GR
Vosmik 24 PCR T2 2A0,5% R
Cushizr 204 HPY INNC-LIPA assay am 12, 1% O
Rodrguez-Cannchin 25 PCR and HC2 136 5,8% OFS
Ckuma 2iie  PCR T 13,3% O
Chomg 2l PCR 2 13,5% DOFS
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