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RESUMO

O céancer de colo do utero (CCU) é considerado um problema de saude publica mundial e
origina-se a partir da infeccao persistente do Papillomavirus humano (HPV) oncogénico,
principalmente os gendtipos 16 e 18. O follow up das pacientes, apds tratamento do CCU,
pode levar a um melhor progndstico e aumentar a sobrevida dessas mulheres por meio do
monitoramento de deteccdo precoce de recidiva/persisténcia, o qual pode ser feito pela
deteccdo do DNA circulante do HPV no plasma das pacientes, e a presenca do material
genético do virus esta associado a tendéncia de desenvolver recidiva/persisténcia.Objetivo:
Analisar a presenca do DNA circulante livre do HPV (cf- DNA HPV) no plasma como marcador
preditor de recidiva/persisténcia de doenga no acompanhamento do tratamento do cancer de
colo do utero.Metodologia: Tratou-se de um estudo de coorte prospectivo envolvendo
mulheres amazonidas em tratamento na Fundacao Centro de Controle de Oncologia, no qual
as coletas das amostras ocorreram em quatro momentos: fase zero (antes do inicio do
tratamento), fase 1 (cerca de seis meses apoés o inicio do tratamento), fase 2 (cerca de nove
meses apos o inicio do tratamento) e fase 3 (cerca de 18 meses apos o inicio do tratamento).
As mulheres foram divididas em Grupo A (FIGO IA a lIB) e Grupo B (FIGO IlIA a IVA). Para
deteccdo de HPV, as amostras foram submetidas a ensaio de real-time PCR (qPCR) tendo
como alvo o gene E7 dos HPV 16 e 18. Resultados: 39 pacientes diagnosticadas com cancer
de colo do utero no periodo de 31 de agosto de 2020 a 30 de setembro de 2022 foram
incluidas no estudo, 13 do Grupo A e 26 do Grupo B. A idade variou entre 25 e 80 anos, com
idade média 48,4 +SD 13,4; Dezoito mulheres (46,1%) relataram serem analfabetas ou terem
ensino fundamental incompleto; 30 (77,0%) ndo possuiam renda ou possuiam renda de até
um salario-minimo; 31 (79,5%) tiveram a primeira relacdo sexual entre 12 e 17 anos; 17
(43,6%) foram hiper-rastreadas conforme as diretrizes brasileiras (mais de uma citologia a
cada trés anos); uma (16,7%) tinha infeccao por HIV; 59,1% informaram n&o fazer o exame
de rastreio para o CCU por inibicdo, vergonha, medo ou falta de tempo; 35 (89,7%) tiveram
diagndstico histopatoldégico de carcinoma de células escamosas, quatro (10,3%) de
adenocarcinoma; 26 (66,5%) apresentaram estadio IlI-IV. A escolha terapéutica mais
frequente foi quimioterapia (QT) e radioterapia (RT) (74,4%); 12 (30,8%) mulheres
apresentaram recidiva/persisténcia da doenca apos tratamento; quatro (10,3%) foram a 6bito;
21 (53,8%) foram positivas antes do tratamento para cf- DNA HPV 16 no plasma e nenhuma
para HPV 18; o grupo B apresentou maior frequéncia de cf- DNA HPV detectavel (81,0%) (p
= 0,041); uma paciente foi positiva para HPV16 nas fases zero, 1 e 2 de modo que na fase 1
houve diminuicdo do numero de cépias de cf- DNA HPV 16, fato que coincidiu com o término
da radioterapia; em paciente que apresentou recidiva/persisténcia da doenca, foi possivel
detectar o cf- DNA HPV no plasma seis meses antes do diagndstico de recidiva/persisténcia
da doenca. A data da primeira consulta e o inicio do tratamento variaram entre um e 29
meses, com valor médio igual a 6 £5 meses. Concluséo: A deteccéo do cf- DNA HPV é um
marcador clinicamente util na vigilancia pés-tratamento do cancer de colo do utero. O cf- DNA
HPV pbde ser detectado 6 meses antes da recidiva/persisténcia da doenca.

Palavras-chave: HPV, DNA livre, neoplasia do colo uterino, recidiva, Amazonas.



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) is considered a global public health problem and originates from
persistent infection with oncogenic Human Papillomavirus (HPV), mainly genotypes 16
and 18. Follow-up of patients after treatment of CC, can lead to a better prognosis and
increase the survival of these women through monitoring early detection of
relapse/persistence, which can be done by detecting circulating HPV DNA in patients’
plasma, and the presence of HPV genetic material. virus is associated with the
tendency to develop relapse/persistence. Objective: To analyze the presence of
circulating HPV DNA in plasma as a predictive marker of disease relapse/persistence
in monitoring cervical cancer treatment. Objective: This study aimed to analyze the
presence of circulating HPV DNA in plasma as a predictive marker for disease
recurrence/persistence in the monitoring of cervical cancer treatment. Methods: This
was a prospective cohort study involving Amazonian women undergoing treatment at
the Fundacdo Centro de Controle de Oncologia, in which samples were collected at
four stages: phase zero (before the start of treatment), phase 1 (around six months
after starting treatment), phase 2 (about nine months after starting treatment) and
phase 3 (about 18 months after starting treatment). The women were divided into
Group A (FIGO IA to 1IB) and Group B (FIGO IlIA to IVA). To detect HPV, the samples
were subjected to a real-time PCR (qPCR) assay targeting the E7 gene of HPV 16 and
18. Results: 39 patients diagnosed with cervical cancer between August 31, 2020 and
September 30, 2022 were included in the study, 13 from Group A and 26 from Group
B. Age ranged between 25 and 80 years, with mean age 48.4 +SD 13.4; Eighteen
women (46.1%) reported being illiterate or having incomplete primary education; 30
(77.0%) had no income or had an income of up to one minimum wage; 31 (79.5%) had
their first sexual intercourse between 12 and 17 years old; 17 (43.6%) were hyper-
screened according to Brazilian guidelines (more than one cytology every three years);
one (16.7%) had HIV infection; 59,1% reported not taking the CC screening exam due
to inhibition, shame, fear or lack of time; 35 (89.7%) had a histopathological diagnosis
of squamous cell carcinoma, four (10.3%) of adenocarcinoma; 26 (66.7%) presented
stage IlI-IV. The most frequent therapeutic choice was chemotherapy (CT) and
radiotherapy (RT) (74.4%); 12 (30.8%) women presented relapse/persistence after
treatment; four (10.3%) died; 21 (53.8%) were positive before treatment for HPV 16 in
plasma and none for HPV 18; group B had a higher frequency of detectable circulating
HPV DNA (81.0%) (p = 0.041); one patient was positive for HPV16 in phases zero, 1
and 2 so that in phase 1 there was a decrease in the number of circulating HPV16 DNA
copies, a fact that coincided with the end of radiotherapy; in a patient who had
relapse/persistence of the disease, it was possible to detect circulating HPV DNA in
plasma six months before the clinical diagnosis of relapse/persistence. The date of the
first consultation and the start of treatment varied between one and 29 months, with an
average value of 6 £ 5 months. Conclusions: Detection of cf-DNA HPV is a clinically
useful marker in post-treatment surveillance of cervical cancer. Cf- HPV DNA could be
detected 6 months before disease relapse/persistence.

Keywords: HPV, free DNA, cervical neoplasia, recurrence, Amazonas.
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1 INTRODUCAO

O cancer de colo do utero (CCU) €é o quarto tipo de neoplasia malignaprevalente
nas mulheres, caracterizando um sério problema de saude publica, especialmente nos
paises em desenvolvimento (1). No mundo a incidéncia e a mortalidade desse cancer
sdo de 604.127 casos/ano e de 341.831 Gbitos/ano (2)

No Brasil, foram estimados 17.010 casos novos de cancer de colo do Utero para
cada ano do triénio 2023-2025, com incidéncia estimada de 15,38 casos a cada 100
mil mulheres. Em termos de mortalidade em 2020, ocorreram 6.627 Obitos, e a taxa
de mortalidade bruta por cancer de colo do utero foi de 6,12 mortes a cada 100 mil
mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o CCU é o segundo
mais incidente na Regidao Norte (20,48 casos/100 mil mulheres). No Estado do
Amazonas a taxa de incidéncia ajustada é de 31,7 novos casos por 100 mil mulheres
para o ano de 2023 e uma taxa de mortalidade ajustada de 14,49 6bitos por 100 mil
mulheres em 2020 (3)

Potencialmente, todos os casos de cancer de colo do utero estéo relacionados
a infeccao persistente pelo Papillomavirus humano oncogénico (HPV). Varios fatores
podem influenciar essa persisténcia viral: o gendtipo, o tropismo celular e a capacidade
imunologica da mulher para promover ou ndo o clearence viral (4—6). A maioria das
infeccbes por HPV é assintomética e autorresolutiva e pode ter regressao espontanea
em torno de 90% dos casos em dois anos. Contudo, em cerca de 10% das mulheres,
a infeccdo é perduravel e pode evoluir para o cancer de colo do Utero
(7). Ao conhecer a histéria natural da infeccdo por esse virus e 0S processos
necessarios para que uma lesdo precursora progrida para um cancer, uma etapa
importante é o diagnostico precoce dessas lesdes, o que viabiliza a prevencao e a

cura da doenca (8-10).

O continuo avanco para melhoria na investigacao do cancer levou a descoberta
de DNA livre de células circulantes (cf-DNA) no soro e no plasma de pacientes com
essa patologia, o que possibilitou a abertura de um novo campo de pesquisa no
diagndstico e no monitoramento da resposta ao tratamento. O DNA tumoral circulante

(ctDNA) é um tipo de cfDNA sérico encontrado em pacientes com cancer e contém
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informagdes abundantes sobre as caracteristicas do tumor de modo que se destaca
seu potencial valor diagnéstico no cenario clinico. Nesse sentido, o DNA livre do HPV
(cf-DNA HPV) tornou-se um foco importante para o diagnéstico precoce e para o
prognastico no cancer de colo do utero (11).

Normalmente, o CCU ¢é causado por HPVs de alto risco (hrHPVS),
principalmente os gendtipos 16 e 18. Os hrHPVs linearizam o DNA para integragdo no
genoma do hospedeiro e induzem a expressdao dos genes E6 e E7, que estédo
envolvidos na oncogénese do CCU (12,13). As células tumorais e o cf-DNA HPV
abrigam rearranjos gendmicos que podem ser liberados no sangue periférico da
paciente. Desse modo, do ponto de vista do monitoramento diagndstico, a presenca
de cf-DNA HPV no sangue periférico de pacientes com cancer de colo do Gtero pode
ser usada como biomarcador tumoral e como mecanismo de deteccdo precoce de

recidiva/persisténcia em mulheres apds tratamento (11,14).

Atualmente, as Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do Cancer do Colo
do Utero estdo em processo de atualizacdo para abordar as recomendacdes de
utilizacdo do teste DNA-HPV, com a definicdo de faixa etaria e periodicidade do
rastreamento. No dia 8 de marco de 2024, foi publicada a Portaria SECTICS/MS n° 3,
de 07 de marco de 2024, que incorpora os testes moleculares para deteccdo de HPV
oncogénico (DNA-HPV), no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS).

Os tratamentos disponiveis para o cancer de colo do Utero apresentam taxas
de cura em torno de 80% a 90% em pacientes diagnosticados em estagio inicial da
doenca e aproximadamente de 60% em pacientes com doenga mais avancada,
algumas dessas mulheres podem apresentar recidiva/persisténcia da doenca apos
tratamento primario(15—-17) A quimiorradioterapia concomitante € o tratamento padréo
para o CCU localmente avancado e € eficaz para muitas pacientes; no entanto a
mortalidade relacionada ao cancer de colo do utero permanece elevada (18)

A alta morbimortalidade pelo cancer de colo do Utero no Amazonas, que é 0
maior estado do Brasil, com uma area geogréfica de 1.559.159.148 km?, é atribuida
ao retardo no diagnéstico. A dificuldade de acesso aos servicos de saude é uma
realidade, pois existem grandes desafios geoespaciais e ambientais, que incluem
enchentes e secas sazonais da Regido Amazonica. Ademais, a infraestrutura

hospitalar é insuficiente, pois existem somente cinco unidades de saude pelo SUS que
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oferecem o exame de colposcopia — todos localizados na capital, Manaus. Logo, as
mulheres residentes no interior do Estado lidam, diariamente, com a falta de
infraestrutura e com o dificil acesso a saude, o que as leva ao direcionamento tardio
para o hospital de referéncia no tratamento do cancer (19-21).

Destarte, quanto mais o diagnostico é retardado, maiores as chances de o
cancer de colo do utero tornar-se invasivo, 0 que compromete outros 6rgaos e resulta
em tratamentos mais agressivos e com menores chances de cura da paciente. Varios
estudos foram realizados demonstrando a utilizacdo do teste de DNA circulante do
HPV (cDNA HPV) na detecc¢éo precoce de recidiva em mulheres em tratamento para
0 CCU (22). Nesse sentido, este estudo buscou descrever a presenca do DNA
circulante do HPV no plasma como marcador preditor de recidiva/persisténcia de

doenca no acompanhamento do tratamento do cancer de colo do Gtero.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Papillomavirus humano (HPV)

Na Antiguidade as verrugas genitais, também conhecidas como condilomas,
eram bastante comuns, e os médicos gregos e romanos foram os primeiros a observar
a transmissao sexual dessas lesdes (23). Contudo a primeira evidéncia da etiologia

viral foi reportada na Itélia, no inicio do século XX (24)

A utilizacdo da microscopia eletrénica — a partir da década de 1930 — e do cultivo
de células — na década de 1940 — possibilitou um grande avanco na virologia. Em
1949, foi demonstrada a presenca de particula viral por meio da microscopia
eletrbnica; e um ano mais tarde, foi possivel caracterizar o Papillomavirus humano

(HPV) como o agente etiolégico das verrugas (25).

Na década de 1970, apGs inUmeras pesquisas, Harald Zur Hausen identificou
diversos tipos de HPV em vérias lesbes de pele e de mucosas (verrugas, displasias
epiteliais e carcinomas de cérvice uterina e de pénis), o que reforcou a importancia
médica do HPV. Por meio de métodos de biologia molecular, foi demonstrada a

correlagcdo do HPV com o céncer cervical (26).

O Papillomavirus humano (HPV) pertence a familia Papillomaviridae, que
compde um grupo diverso de virus epiteliotrépicos que podem causar alteracdes
verrucosas e neoplasicas nos epitélios em diferentes locais anatdmicos. Sao virus nao
envelopados de simetria icosaédrica, que apresentam uma unica molécula de DNA de

dupla hélice circular com cerca de 8.000 pares de bases (27).
O DNA circular é composto por trés segmentos (Figura 1):

1. Regido precoce: com seis genes precoces “E” (do inglés early) que codificam
as proteinas néo estruturais (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) na replicagéo viral e na

transformacao.

2. Regiao tardia: que contém dois genes tardios “L” (do inglés late) (L1 e L2),

responsaveis pela sintese das proteinas do capsideo.
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3. Regido regulatéria: “LCR” (do inglés long control region), regido nao
codificante responsavel pelo controle da transcricdo e que contém a origem da

replicagéo viral (28).

Figura 1 — Representacao esquematica das principais proteinas do genoma do HPV
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>ﬁ Transformagao

=
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Replicagao ﬁ

Transformagao

Fonte: Adaptado de Villa e Denny (2006) (29)

Filogeneticamente, os HPVs sdo classificados com base na semelhanca de
suas sequéncias de DNA no gene L1, em cinco géneros: Alpha, Beta, Gamma, Mu e
Nu (30). Os virus dos géneros Beta, Gamma, Mu e Nu infectam especificamente o
epitélio cutaneo, enquanto os virus do género Alpha infectam os epitélios cutaneo e
mucoso. Além desse tropismo tecidual distinto, 0s virus pertencentes a esses géneros
diferem em sua associa¢édo com a clinica das doencas (31).

Nos humanos os géneros de HPVs de importancia sdo: Alpha, Beta e Gamma,;
os dois ultimos estdo associados a verrugas cutaneas, e a maioria dessas infecbes
sdo assintomaticas. Os gendétipos pertencentes ao género Alpha sao ainda
classificados como HPV de baixo risco (LR-HPV) ou HPV de alto risco (HR-HPV)

oncogénico, com base em sua capacidade de desenvolver cancer (31).

A Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer (IARC) classificou os
genatipos dos HPVs 16, 18, 45, 33, 31, 52, 58, 35, 39, 51, 59 e 56 (listados na ordem

de risco, do maior para o menor) por estarem associados com lesdes intraepiteliais
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escamosas de alto grau (HSIL) ou cancer cervical, sendo os HPVs 16 e 18
responsaveis por cerca de 70% do total desse tipo de cancer (32,33). Os genotipos 53
e 68, entre outros, sédo provavelmente carcinogénicos, enquanto os tipos 6, 11, 40,
42, 43, 44, 54, 61, 72 e 81 estdo associados ao baixo risco de lesdes e comumente
sao relacionados aos condilomas acuminados, aos condilomas planos ou as lesdes
intraepiteliais de baixo grau (LSIL), conhecidas como neoplasias intraepiteliais
cervicais grau 1 (NIC 1) (34,35).

Até o momento, mais de 200 gendtipos de HPV foram identificados e
caracterizados (36). Destes, cerca de 40 podem infectar o colo do Utero. A variacao
do potencial oncogénico desses tipos de HPVs esta relacionada em parte com a

expresséao de dois genes precoces — E6 e E7 (31).

O HPV é capaz de alterar o ciclo celular pela expressdo das proteinas virais
desde a entrada na célula hospedeira. Acredita-se que o ciclo de vida viral seja iniciado
pela infeccdo nas células epiteliais basais, infectando os queratinécitos. Inicialmente,
0 genoma permanece nas células da camada basal, como epissomo estavel, com
baixo numero de copias, sem integracdo ao genoma da célula hospedeira. As células
basais sofrem divisdo celular; as proteinas precoces E1, E2, E6 e E5, permitem a
amplificacdo do genoma viral, ha expressdo de genes do capsideo (L1, L2) e a
montagem do virus. Por fim, nas camadas superiores do epitélio ocorre o

empacotamento e a liberacdo das particulas virais (9,37,38) (Figura 2).

Figura 2 — Representacao da replicacao do HPV no epitélio basal. (A) inicio da infec¢éo pelo HPV.
(B) Ciclo e replicagédo viral.
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Fonte: Adaptado de Banks et al. (2012) (38).
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Os genes precoces E2, E6 e E7 estdo envolvidos principalmente no potencial
oncogénico do HPV. As proteinas E6 e E7 interagem diretamente no mecanismo de
controle do ciclo celular, degradando e inativando as proteinas p53(53KDa) e pRB
(105KDa) respectivamente, o que resulta em acumulo de muta¢des oncogénicas,
sendo responsaveis pela supressdo tumoral, além de apresentarem eficientes
mecanismos de evasdo do sistema imune. Quando ocorre a integracdo no genoma
humano, o gene E2 torna-se inativo, e ocorre o0 aumento da transcricao dos genes E6
e E7, que por sua vez inativam as proteinas pRB e P53. Essa acao conjugada de E2,
E6 e E7 resulta na interrup¢éo de diversos pontos de checagem do ciclo celular e leva
ao acumulo de mutacfes em diversos genes celulares, contribuindo para a progressao

do céancer cervical (39-41).

A infeccdo pelo HPV é uma etapa crucial na tumorigénese, sendo responséavel
por 99,7% dos casos de cancer de colo do utero. Os HPVs 16 e 18 s&o os dois
genadtipos mais importantes, identificados em mais de 70% dos carcinomas cervicais

em todo o mundo (11).

Varios estudos foram realizados no Estado do Amazonas para identificar a
prevaléncia e os gendtipos do HPV na populacdo feminina. Castro et al. (2011)
realizaram um estudo em Manaus, com mulheres sexualmente ativas sem alteragdes
citologicas e mulheres com alteracdes citoldgicas pré-malignas e malignas e utilizaram
a técnica de PCR e de sequenciamento. Os gendtipos de HPV encontrados foram: 16,
33, 58, 66, 68. O HPV 16 foi o prevalente e apresentou duas variantes semelhantes
ao asiatico-americano (AA) e as variantes do tipo Leste Asiatico (As). Também foi
detectado um raro HPV tipo 13 relacionado & doenca de Heck (42).

No municipio de Coari (Amazonas) foi realizado um estudo de prevaléncia
utilizando o exame de Papanicolau e diagnéstico molecular para o DNA do HPV por
meio da PCR em 361 mulheres sexualmente ativas, usuarias do servico de saude do
municipio, com mais de 18 anos. Verificou-se a presen¢a do DNA do HPV em 105
(29,1%) delas. Os gendtipos mais encontrados foram HPV 16 (58,1%) e HPV 58
(20,0%) (43).

Torres et al (2018) realizaram um estudo em regides remotas do Amazonas
com mulheres ribeirinhas utilizando a técnica da autocoleta. Foi realizada a deteccao

da proteina E6; o DNA foi extraido das escovas e avaliado para os genoétipos de HPV
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por PCR (PGMY09/11), seguido de tipagem pelo Papillocheck™. A prevaléncia de
HPV encontrada foi de 19,1%, sendo prevalente o HPV 51, seguido do HPV 16 (44).
Fantin et al (2023) (45) realizaram estudo em duas policlinicas de Manaus em
mulheres que apresentaram alteracfes nos exames citolégicos e que foram
encaminhadas para a colposcopia. As amostras de DNA obtidas do epitélio cervical
foram analisadas por PCR com primers tipo-especificos para deteccdo de oito
genotipos oncogénicos. Os gendtipos encontrados foram: 18 (47,1%),16 (45,1%), 31
(19,6%), 58 (19,6%), 33 (18,6%) e 45 (15,7%); em mais de 50% dessas mulheres
foram detectadas infecgcdes multiplas com até cinco tipos oncogénicos, o que indicava
alto risco de surgimento de novos casos de CCU nessa populacdo. Esses estudos

demonstram a diversidade dos gendétipos de HPV de alto risco no Amazonas.

2.2 Cancer de colo do uUtero

2.2.1 Epidemiologia

O céancer de colo do utero é um importante problema de salude publica com alta
morbimortalidade. Mundialmente, a incidéncia e a mortalidade desse cancer sao de
604.127 casos/ano e de 341.831 6bitos/ano, sendo a incidéncia maior nos paises em
desenvolvimento. Representa a quarta causa de cancer mais comum entre as
mulheres; e, quando estratificado por faixa etaria, € o segundo mais frequente entre

mulheres com idade entre 15 e 44 anos (46).

A ocorréncia do CCU varia nas diferentes regides geograficas, sendo mais
comumente diagnosticado em 28 paises, sendo a principal causa de morte em 42
paises. As maiores taxas de incidéncia e de mortalidade sdo observadas na Africa,
tendo a Suazilandia uma taxa de incidéncia de 43,1/100 mil mulheres; e Malawi e
Zimbabwe com taxa de mortalidade de 30/100 mil mulheres (1).

A estimativa de novos casos de CCU no Brasil para o triénio 2023-2025 é de
17.010 casos, com um risco estimado de 15,38 casos a cada 100 mil mulheres. Sem
considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de colo do utero € o segundo
mais incidente na Regiao Norte (20,48/100 mil) e no Nordeste (17,59/100 mil), seguido
do Centro-Oeste (16,66/100 mil); a Regido Sul (14,55/100 mil) ocupa a quarta posicao;
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e a Regido Sudeste (12,93/100 mil), a quinta posicédo(3). As taxas ajustadas de
incidéncia por Unidade Federativa estdo demonstradas na Figura 3. No Amazonas, o
CCU é o tumor mais frequente entre as mulheres (excluindo cancer de pele néo
melanoma), com uma incidéncia de 31,7/100.000; e na capital, Manaus, alcan¢ca uma
incidéncia de 36,4/100.000 mulheres (3)

Figura 3 — Representagéo espacial das taxas estimadas de incidéncia por CCU no Brasil ajustadas
por idade pela populagdo mundial, por 100 mil mulheres, segundo Unidade da Federacao
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Fonte: INCA, 2022

No Brasil, a taxa de mortalidade por cancer do colo do Utero, ajustada pela
populacdo mundial, foi de 4,51 6bitos/100 mil mulheres em 2021. Na série historica
das taxas de mortalidade do Brasil e regibes, observa-se que a Regido Norte
apresenta as maiores taxas do Pais, com nitida tendéncia temporal de crescimento

entre 2000 e 2017, contudo se nota uma queda a partir de 2018 (3)
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Figura 4 — Taxas de mortalidade por cancer do colo do Utero ajustada por idade pela populagéo
mundial. Brasil e regifes, 2000 a 2021
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Fonte: INCA. Atlas de Mortalidade.

As estimativas do INCA dos anos de 2023 a 2025 basearam-se nas taxas de
incidéncia e de mortalidade de periodos anteriores. Entretanto, a pandemia de covid-
19 causou interrupgdes nos sistemas de saude em todo o mundo; e, em se tratando
de casos de céancer, os impactos causados por ela ainda ndo sdo totalmente
conhecidos. Atrasos relevantes em diagnosticos de cancer foram relatados em
diversos paises, 0 que, por conseguinte, retardou o processo de informacdo nos
Registros de Cancer de Base Populacional (RCBP), sobretudo em paises emergentes
e subdesenvolvidos (47,48).

Segundo o IARC (2020) as estimativas de novos casos de CCU no mundo para
0s anos de 2020 e 2040 séao de 604 mil casos e de 798 mil casos, respectivamente.
Contudo o cancer de colo do utero é considerado passivel de erradicacdo por meio da
vacinacdo e do rastreamento e tratamento das lesdes precursoras. A estratégia
proposta pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para eliminar a doenca como
problema de saude publica inclui as seguintes metas, que devem ser alcancadas até
2030 (49):

1. 90% das meninas totalmente vacinadas contra HPV aos 15 anos.
2. 70% das mulheres submetidas a um teste de rastreamento de alta

performance aos 35 e aos 45 anos.
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3. 90% das mulheres identificadas com lesdes precursoras e cancer recebendo

tratamento.

2.2.2 Fatores de risco

O principal fator de risco para o CCU € a infeccéo persistente pelo HPV, que
ocorre quando ha presenca do mesmo tipo especifico de DNA de HPV na amostra
repetida apdés 6-12 meses (50,51). A idade também é um fator de risco a ser
considerado, pois mulheres com mais de 40 anos e infectadas com HPV apresentam
um risco 30 vezes maior de desenvolver cancer do que mulheres mais jovens (52).

O tabagismo suprime a resposta imune local, e a atividade mutagénica dos
componentes do tabaco pode contribuir para a persisténcia do HPV ou para alteragdes
malignas no colo do utero (53,54).

A multiparidade também é um fator de risco para infeccéo persistente por HPV
e cancer cervical. Os possiveis mecanismos sdo 0 aumento dos niveis hormonais e a
resposta imunolégica durante a gravidez (55). Nas mulheres multiparas, a zona de
transformacao permanece mais tempo na ectocérvice, e isso facilita a exposicao direta
ao virus e outros potenciais cofatores. No entanto o mecanismo mais plausivel é o
dano tecidual local que ocorre durante o parto vaginal ou o estresse oxidativo celular
com maior probabilidade de dano ao DNA e de integracédo do HPV (56,57).

O uso prolongado de anticoncepcional também é um fator de risco significativo.
Isso ocorre porque a regido reguladora do HPV de alto risco contém sequéncias que
sdo semelhantes aos elementos responsivos do glicocorticoide, que podem ser
induzidos por horménios esteroides como a progesterona, que é o componente ativo
dos contraceptivos orais (58,59).

A homeostase do microbioma cervicovaginal € mantida por meio da interacao
com o microambiente local, no entanto a diversidade da microbiota vaginal no estado
saudavel é baixa, sendo algumas espécies de Lactobacillus dominantes (60,61). A
microbiota vaginal foi classificada em cinco diferentes tipos de estado comunitario
(CST): L. crispatus (CST 1), L. gasseri (CST I), L. iners (CST lll), CST-IV (caracterizado
por uma escassez de Lactobacillus spp. e por uma ampla gama de anaerdbicos
facultativos e estritos) e L. jensenii (CST V). O CST IV contém um grupo heterogéneo
que se divide em dois subgrupos (CST IV-A e CST IV-B). CST IV-A



27

possui uma quantidade moderada de Lactobacillus spp. e baixas propor¢cbdes de
bactérias anaerdbicas, enquanto CST IV-B tem maior proporcdo de Atopobium,
Prevotella, Parvimonas, Gardnerella, Megasphera, Ruminococcaceae, Mobiluncus,
Sneathia. Estudos realizados mostraram que, durante a infecgao por HPV, o CST Il
prevalece, e aumenta a eliminacéo da infeccdo por HPV, enquanto o subgrupo CST
IV se correlacionou com a persisténcia do HPV (62—65).

Desse modo, a disbiose (perturbacdo da homeostase da microbiota) do
microbioma cervicovaginal pode ameacar o estado de saude da mulher devido ao
aumento da suscetibilidade a infeccbes sexualmente transmissiveis, conduzindo ao
desenvolvimento de cancer por meio da ruptura da barreira epitelial, da desregulacao
metabdlica, da proliferacdo celular anormal, da instabilidade do genoma, da
inflamacé&o cronica e da carcinogénese (66).

Todavia nem todas as infec¢des por HPV culminam em CCU. Em torno de 90%
delas séo transitorias e eliminadas espontaneamente. Contudo, em alguns casos, a
infeccdo persistente resultard no desenvolvimento de condicdes pré-malignas,

denominadas neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs) (67,68).

2.2.3 Historia natural do cancer de colo do Utero e resposta imune

O céancer de colo do utero é uma doenca de progresséo lenta, sendo precedido
por lesdes precursoras, denominadas neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs), as
guais foram classificadas por Richart em 1967 como neoplasia intraepitelial cervical
de grau 1 (NIC1), neoplasia intraepitelial cervical de grau 2 (NIC2) e neoplasia
intraepitelial cervical de grau 3 (NIC3) de acordo com grau de comprometimento do
epitélio. Sao caracterizadas pela perda gradual das fungbes celulares basicas, como
controle da divisdo celular e capacidade de amadurecimento. Em média transcorrem
de dez a 15 anos entre o momento da infecgcao por HPV e o desenvolvimento do

céancer (69).

Histologicamente o cancer de colo do utero € classificado com base em critérios
morfolégicos como carcinoma de células escamosas (CEC), que representa cerca de
80% dos casos; adenocarcinoma cervical (ADC), que abrange aproximadamente de
10% a 15% deles; e 5% consistem em outros tipos histologicos. Este ultimo

compreende um grupo heterogéneo de subtipos histologicos, endocervicais,
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intestinais, células em formato de anel de sinete, além de apresentar tipos mais raros,
entre 0s quais o de células claras, mesotéricas, serosas, endometrioide e do tipo
gastrico. Outros carcinomas invasores se apresentam como tumores mistos e contém
células malignas com diferenciacdo escamosa e glandular, denominados
adenoescamosos (ASC) (70-72).

Em virtude de muitas discordancias entre os diagndésticos citopatolégicos e os
achados histolégicos e aparente dicotomia biolégica entre a infec¢do pelo HPV e a
neoplasia, foi realizada em 1988, na cidade de Bethesda, Maryland (EUA), a primeira
conferéncia de consenso para desenvolver uma nova nomenclatura descritiva dos
achados da citologia ginecolégica quando surgiu entdo a nomenclatura de Bethesda
(73). Essa nova nomenclatura para o diagnostico citopatoldgico criou os conceitos de
lesbes intraepiteliais de baixo grau (LSIL) e de lesdes intraepiteliais de alto grau (HSIL),
das quais a lesdo de baixo grau é menos provavel de progresséo para o carcinoma
invasivo, diferentemente das lesGes intraepiteliais de alto grau, que sao
predominantemente causadas por genoétipos de HPV oncogénicos. A nomenclatura de
Bethesda foi submetida a revisbes nos anos de 1991, 2001 e 2014 (74-76).

Atualmente, a nomenclatura citopatoldgica para NIC 1 é LSIL; e para NIC 2 e 3é HSIL.

A histéria natural do cancer de colo do Utero tem seu inicio com a infecgcéo do
tecido metaplasico na zona de transformacao cervical por um ou mais tipos de HPV
de alto risco oncogénico, seguida de persisténcia viral, progressdo das lesbes
precursoras e invasdo que ocasiona o cancer (77,78) (Figura 5). A persisténcia do
virus pode ser também influenciada pelo gendétipo, pelo tropismo celular e pela
capacidade imunoldgica do hospedeiro em reverter ou ndo as etapas de progressao
das les@es pré-cancerosas apoés a eliminacao viral (79-81).
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Figura 5 — Patogénese do cancer de colo do Utero
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Fonte: Adaptado de Cohen et al (2019) (78)

Para infectar e manter a producao viral, o HPV utiliza véarias estratégias para
evitar sua deteccédo pelo sistema imune do hospedeiro. Uma delas é que os antigenos
virais ndo sejam detectados, 0 que minimiza sua exposi¢cdo ao sistema imunoldgico;
outra estratégia seria a expressao dos genes em baixo numero de coOpias e apenas
em células epiteliais basais. Além disso, ao contrario da maioria dos virus, o HPV néo
causa lise celular, o que diminui a probabilidade de células apresentadoras de

antigenos (APCs) entrarem em contato com virions e exp6-los a células imunes (82).

As proteinas mais imunogénicas do HPV sdo expressas apenas no epitélio
cornificado (queratinécitos), onde as células imunes estdo menos presentes (83). No
entanto os queratindcitos desempenham uma importante funcado imunoldgica e sao
considerados um tipo ndo especializado de células apresentadoras de antigenos
(APCs.) Eles expressam receptores de reconhecimento de patégenos (PRRsS) que

detectam a presenca microbiana e iniciam a sinalizag&o imune inata e adaptativa (84).

O sistema imune inato apresenta um papel importante na defesa antiviral, com
ativacao do sistema complemento e de células natural killer (NK), enquanto a resposta
imune adaptativa — composta por anticorpos, células T e interferons (IFNs) — possui
um papel importante na indugéo de um estado antiviral nas células infectadas. Dessa
forma, cerca de 90% das infec¢des pelo HPV sofrem o clearence viral e sdo eliminadas

antes do inicio da formacéo do cancer (83,85) (Figura 6A).
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No entanto, existem mecanismos que permitem ao HPV escapar das defesas
imunologicas, o que leva a persisténcia viral, entre 0s quais um dos principais € a
capacidade do virus de impedir a apresentacdo do antigeno, com auxilio das proteinas
E6 e E7, o que influencia diretamente na via do interferon e leva a diminuicdo na
guantidade de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de
classe | na superficie celular dos linfocitos, especificamente os linfocitos TCD8+
citotoxicos (CTLs); estes ndo conseguem eliminar as células infectadas pela nédo
expresséo do MHC de classe I, fato que resulta na inativagcdo de CTLs CD8, o que
leva a persisténcia viral e ao desenvolvimento do cancer cervical (83,85,86) (Figura
6B).

Figura 6 — Representacdo esquematica da resposta imune contra o HPV. A- Representacdo
esquemética da resposta imune mostrando o clearence viral. B- Representacdo esquemética
mostrando a evasédo do sistema imune.
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Fonte: Adaptado de Steinbach e Riemer (2018) (85). APC — célula apresentadora de antigeno; MHC |
— complexo principal de histocompatibilidade tipo I; ER — reticulo endoplasmatico; CTL — linfécito T
citotdxico; CD8+ — células T CD8

A resposta imune local é considerada fator determinante na carcinogénese do
cancer de colo do utero apoés infeccao persistente pelo Papillomavirus humano de alto
risco. A variagcdo que ocorre nos genes durante a resposta imune tem demonstrado
influenciar o risco de desenvolver CCU, bem como a progressao e a sobrevida das

pacientes (87).
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2.2.4 Meétodos de diagnosticos do cancer de colo do utero e do HPV

O enfrentamento ao cancer de colo do Utero teve significativos avancos apés a
confirmacgé&o do papel etiolégico do virus HPV sobre a doenca, cuja infecgdo pode ser
diagnosticada por métodos ndo moleculares e por deteccédo de acidos nucléicos. Os
meétodos ndo moleculares séo considerados indiretos, pois ndo detectam a presenca
do virus, mas sim as alteracdes citopatologicas e histopatologicas decorrentes da
infeccédo pelo HPV. Séo eles: inspec¢éo visual do colo, citopatologia, colposcopia e
histopatologia. Os métodos moleculares sao tidos como diretos e detectam a presenca
do DNA do HPV na amostra biolégica (88).

2.2.4.1 Métodos ndo moleculares

O exame clinico — inspec¢édo visual por exame especular — tem como objetivo
realizar a exposic¢ao do colo do Utero permitindo a sua visualizagdo completa e a coleta
adequada de material para o exame citolégico. Com o advento da inteligéncia artificial
(AVE), cuja aplicacao foi relatada em diferentes estudos (89—93) permite a avaliacao
visual automatizada com uso de algoritmos de AVE para diferenciar imagens com e

sem lesdes.

O rastreamento do cancer de colo do utero foi implementado no século XX em
diversos paises, utilizando o diagnostico morfolégico da infeccdo pelo HPV por meio
de esfregacos cervicais (citologia oncética), conhecido popularmente como exame de
Papanicolaou (94). E um exame indolor, de baixo custo e eficaz, sendo utilizado para
o rastreamento de mulheres com a finalidade de detectar lesbes pré-neoplasicas e
neoplasicas do colo uterino. Em 1998, o Ministério da Saude implantou no Brasil um
programa nacional de controle do cancer no colo de Utero e de mama, denominado
“Viva Mulher”, com o objetivo de reduzir as taxas de morbimortalidade por essas

neoplasias. No Pais, o programa destina-se as mulheres de 25 a 64 anos (3,95).

O INCA recomenda que o inicio da coleta desse exame deve ocorrer aos 25
anos de idade para as mulheres que ja tiveram ou tém atividade sexual. Os dois
primeiros exames devem ser realizados com intervalo anual; e, se ambos os

resultados forem negativos, os proximos exames devem ser realizados a cada trés
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anos (95). Porém o teste apresenta um numero elevado de resultados falso-negativos,
gue variam de 15% a 50%; e uma média de 10% de falso-positivos. Cerca de 40% dos
casos de cancer de colo do Utero ocorrem em mulheres que recentemente receberam

um resultado negativo na citologia oncotica (96).

Apesar dessa evidéncia, estima-se que a triagem citolégica sistematica pode
reduzir as taxas de morte resultante do cancer de colo do Utero em 70% (94). No inicio
dos anos 60, apdés a implantacdo de programas organizados de rastreamento, a
incidéncia do cancer de colo do Utero apresentou uma queda de mais de 50% na
Finlandia, Suécia, Dinamarca e Islandia, bem como nos Estados Unidos da América,
com uma reducéo em 75% dos casos. Nas Américas Central e do Sul a qualidade dos
programas de citologia e o acesso ao tratamento sdo insuficientes e por esse motivo
as taxas de incidéncia e de mortalidade por cancer de colo do utero permanecem altas
(94).

Véarias mudancas no rastreio, na prevencao e na gestdo do cancer de colo do
Utero foram vivenciadas ao longo do tempo, entre elas o diagndstico citolégico, com a
utilizacdo da citologia em base liquida (LBC), que surgiu para atender as demandas
de escrutinio computadorizado (97). Desde a década de 1990, o FDA (Food and Drug
Administration — EUA) aprova e recomenda a metodologia de base liquida. Contudo a
acuracia da citologia em base liquida foi comparada com a citologia convencional em
diversos estudos, e os resultados foram dispares, o que mostra uma melhora na
sensibilidade do teste (98,99).

A LBC permite melhor desempenho dos citologistas, pois reduz
consideravelmente a propor¢do de amostras insatisfatorias e diminui o nimero de
elementos que dificultam o diagnéstico como a presenca de muco, sangue e células
inflamatdrias (100). Além disso, a LBC oferece um Unico meio de coleta de amostras,
gue preserva os acidos nucleicos, permite o transporte e 0 armazenamento das
amostras a temperatura ambiente e triagem em algoritmos que incluem o teste de HPV
(101).

O exame de colposcopia tem como objetivo analisar de forma detalhada o colo
do utero, a vagina e a vulva da mulher e, assim, investigar lesdes benignas, pré-
malignas e malignas (cancer), utilizando solugéo de acido acético (concentracéo de

3%-5%) com uso de um equipamento chamado colposcoépio. Acredita-se que o acido
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acético causa edema do tecido epitelial — em especial do epitélio colunar e quaisquer
areas de epitélio escamoso anormal — e ocasiona uma precipitacdo reversivel das
proteinas nucleares e citoqueratinas. Por isso, o efeito do acido acético depende da
guantidade de proteinas nucleares e de citoqueratinas presentes no epitélio. Quando
aplicado no epitélio escamoso normal, ha pouca precipitacdo na camada superficial de
células, onde os ndcleos séo escassos. Embora as células mais profundas contenham
mais proteinas nucleares, o acido acético ndo penetra o bastante; e, portanto, a
precipitacdo resultante ndo é o suficiente para anular a cor do estroma subjacente. As
areas com neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) apresentam uma precipitacao
maxima em razdo de seu conteuddo maior de proteinas nucleares e impedem a
passagem da luz pelo epitélio. Como resultado, o padrdo do vaso subepitelial é
obliterado, e fica mais dificil de ser visto; o epitélio adquire uma coloragéo branca (aceto-
branca) e produz um efeito perceptivel, que contrasta com acor rosada do epitélio
escamoso normal circundante do colo uterino (102) (Figura 7). E um teste
extremamente valioso para detectar les6es geradas pelo HPV, porém outras situacdes
como inflamacédo intensa também expressam um epitélio branco. Portanto, existe o
risco de diagnosticar uma alteracdo epitelial que ndo é causada pelo HPV (96).
Entretanto, nos casos em que o médico colposcopista julgar pertinente, pode realizar

a biopsia para analise histopatologica.

Figura 7 — Representacdo esquemética do exame de colposcopia
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O exame histopatolégico do colo do utero é o padrao ouro para o diagnostico
de lesBes precursoras e neoplasicas do colo do Gtero. E um norteador para a maioria
das decisfes terapéuticas (até o momento), auxilia no diagnostico da infeccao pelo
HPV, além de ser capaz de graduar as lesdes de acordo com seu potencial proliferativo
(103). Atualmente, a classificacdo histopatolégica utilizada € a do Sistema Bethesda,
gue, assim como a Nomenclatura Brasileira de Laudos de Exames Citopatoldgicos,
classifica as células anormais em lesdes intraepiteliais de baixo grau (LSIL) e lesbes
intraepiteliais de alto grau (HSIL). As lesbes de baixo grau usualmente estéo
relacionadas a replicacdo ativa do HPV, enquanto as lesGes de alto grau incluem a

transformacao celular, caracterizada principalmente por alteracées nucleares (95).

A avaliacao histolégica de bidpsias cervicais (mesmo sendo considerada como
o “padrao ouro”) apresenta algumas limitagdes, visto que existem casos em que o
diagndstico anatomopatolégico microscopico nao é suficiente para conclusédo
diagnostica (104). Nesse sentido, surge a imunocitoquimica com a finalidade de
verificar processos neoplasicos de diagnostico diferencial de varios estagios de
carcinomas e processos metaplasicos associados ao HPV. Ki-67, Ciclina D1 e
pl6INK4a sdo os mais utilizados, estando associados a expressdo E7 do HPV durante
a infeccdo com tipos oncogénicos do virus e com o produto do gene antiapoptético
p53 (105). Contudo essa técnica ndo esta disponivel na maioria dos hospitais do
Sistema Unico de Saude (SUS).

2.2.4.2 Deteccao de acidos nucléicos

Na década de 1980, o diagnéstico molecular do HPV comecou a ser utilizado,
e desde entdo ha uma tendéncia mundial em relagéo a introducao dele no rastreio do
CCU (106,107). A utilizacdo de métodos mais acurados para a deteccdo do HPV em
investigagbes epidemioldgicas permitiu a confirmagdo da importancia do virus,
principalmente dos genoétipos oncogénicos, como fator principal de risco para o

desenvolvimento das neoplasias intraepiteliais e do cancer cervical (106).

A detecdo de &cidos nucléicos baseiam-se na detec¢cdo de DNA viral por
técnicas de biologia molecular e apresentam elevada sensibilidade e especificidade.

Pesquisa realizada na Italia com mulheres entre 25 e 60 anos
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evidenciou a efetividade dos testes moleculares para DNA do HPV no rastreio do
cancer de colo do utero quando comparados ao teste de citologia convencional (108).
Bains et al (2019) (109) realizaram estudo com o objetivo de avaliar a introducao do
teste priméario de HPV na Inglaterra e concluiram que a relacao custo-efetividade pode
ser ainda melhorada por meio da ampliacdo do intervalo entre os rastreios;
demonstraram ainda que essa estratégia podera aumentar o numero de lesbes
identificadas e tratadas por meio da colposcopia e consequentemente levara a
diminuic&o da incidéncia e da mortalidade pelo cancer de colo do utero.

As técnicas empregadas para detectar o material genético do HPV incluem:
hibridizacdo molecular com sondas de &cidos nucleicos, amplificacdo de sinal como a
Captura Hibrida Il; Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (28,29,107,110,111).

A metodologia da PCR expandiu-se com o desenvolvimento da PCR
guantitativa em tempo real, ou Quantitative Real Time PCR (gqPCR). Essa técnica
permite, além da deteccdo, a quantificacdo do HPV e de diversos outros agentes
infecciosos. Para a deteccdo do agente patogénico por esse meétodo, ndo sao
necessarias etapas pos-amplificacao (eletroforeses ou hibridizacdes); ele baseia na
irradiacao de sinais fluorescentes continuos, que sdo emitidos dentro das placas de
reacdes ao longo dos ciclos de amplificacdo em virtude da presenca de reagentes que
emitem luz a medida que ocorre amplificacdo do DNA do HPV. Ha varios sistemas
para deteccdo desses produtos de PCR, entre os quais 0s mais utilizados séo o
sistema TagMan®, que utiliza sondas; e 0 sistema do corante SYBR® Green, um
intercalante de DNA. Os resultados, que podem ser monitorados em tempo real pelo
operador na forma de gréficos, verificam tanto a positividade no momento do ciclo da
reacdo — no qual a amplificacdo de um alvo ultrapassa um limite (cutoff/thereshold) —
guanto a negatividade (112).

Atualmente, a PCR digital (ddPCR) é uma nova ferramenta de diagnostico que
adota uma abordagem fundamentalmente diferente para quantificar o nimero de
moléculas de DNA em uma amostra. Nesse método a reacdo de amplificacdo é
dividida em milhares de particdes independentes. O particionamento pode ser obtido
usando placas de micropocos, capilares, emulsbes de Oleo ou matrizes. Esse
particionamento ocorre de forma que cada mistura da reacao individual contenha uma
Gnica molécula-alvo ou nenhuma. As reacdes particionadas sdo entdo amplificadas

até o ponto final, e o numero de particbes positivas (fluorescentes) e negativas €
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contado de forma que o numero de copias na amostra pode ser calculado (113,114).
As plataformas ddPCR comerciais atuais particionam amostras usando goticulas de
agua em Oleo; e, tal como acontece com gPCR, todas requerem extracao prévia de
acido nucleico da amostra, otimizacdo do primer de PCR e concentra¢do da sonda
(115,116). Apesar de oferecer varias vantagens especificas, o alto custo dificulta sua
implementacéo na rotina laboratorial. No entanto o rendimento mais baixo e os tempos
de resposta mais longos dos sistemas ddPCR atuais em comparacao com o gPCR
dificultam sua implementag&o na rotina laboratorial. Por sua vez, existem algumas
aplicacdes para as quais o ddPCR supera o qPCR e deve ser considerado como em
ensaios que exigem alta precisédo para medi¢do da carga viral, testes de amostras que

contém inibidores de amplificagdo por PCR e detecc¢éo de sequéncias raras (116).

A metilacdo do DNA tem-se mostrado promissora como teste de triagem para
lesBes precursoras do cancer de colo do Utero, especialmente em mulheres hrHPV
positivas. Alteracdes nos niveis de metilacdo do promotor de varios genes (humanos
e parte do genoma do HPV) foram associadas ao status do HPV e a progresséo da
lesdo. Contudo, os relatos na literatura séo caracterizados pela heterogeneidade dos
cenarios de estudo, populacdes, estratégias metodoldgicas, detalhes técnicos e
valores de corte utilizados, entre outras variaveis, o que dificulta uma visdo abrangente
do desempenho desses testes e sua real utilidade clinica. Apesar de um desempenho
muito promissor demonstrado em estudos individuais, o fato é que tais testes
baseados em metilacdo ainda ndo passaram da pesquisa para a pratica clinica (117—
119).

2.2.5 Vacinas

A vacinacdo contra o HPV é uma abordagem eficiente para prevenir o cancer
de colo do Utero, especialmente nos paises em desenvolvimento e nas regides onde
a triagem do CCU nédo é viavel (120-122). As primeiras vacinas bivalentes e
guadrivalentes contra o HPV foram disponibilizadas em 2006, e cada uma delas
demonstrou mais de 90% de eficacia na prevencédo do HPV 16 e 18. A bivalente foi
desenvolvida para protecdo contra o HPV16 e 18 (123) e a quadrivalente, além de
proteger contra o HPV 16 e 18, protege contra o HPV6 e o HPV11, responsaveis pelas

verrugas genitais e pela papilomatose respiratéria recorrente (124,125). A
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nonavalente € a mais completa e a mais recente disponivel no mercado brasileiro; é
ativa contra os HPVs 6/11/16/18/ 31/33/ 45/52/ 58, responsaveis por 90% dos casos
de cancer cervical no mundo (123,124).

Nos paises onde os programas de vacinacao contra o HPV foram introduzidos,
sdo esperadas reducdes substanciais na incidéncia de cancer de colo do Utero. Na
Australia, o primeiro pais a estabelecer um programa de vacinacgéo contra o HPV (em
2007), foi utilizada a vacina quadrivalente com mais de 70% de cobertura vacinal em
meninas e meninos de 12 e 13 anos. Dentro do periodo de trés anos da implementacéo
do programa, foi observada reducéo de 38% na displasia cervical de alto grau em
mulheres acima de 18 anos de idade (126,127). Em paises onde pelo menos 50% das
mulheres elegiveis foram vacinadas, as infec¢des por HPV 16 e 18 diminuiram quase
70% (128).

No Brasil, as trés vacinas contra o HPV foram aprovadas e registradas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e estdo comercialmente disponiveis.
O Estado do Amazonas foi o primeiro no Pais a disponibilizar a vacina bivalente contra
HPV no SUS a partir do ano de 2013. No restante do Brasil, o Ministério da Saude
incorporou ao SUS, em 2014, a vacina quadrivalente. A implementacéo da vacinacao
no Programa Nacional de Imunizagdo (PNI) foi sucessiva: em 2014 a vacina foi
ofertada para as adolescentes de 11 a 13 anos; em 2015 houve expansdo para as
meninas/adolescentes de nove a 13 anos e também foi contemplada a populacéo
feminina de nove a 26 anos vivendo com HIV/Aids; em 2017 a vacinacao foi ampliada
para as meninas/adolescentes de nove a 14 anos e incluida para a populacdo
masculina de 11 a 14 anos e de nove a 26 anos de idade vivendo com HIV/Aids, além
de individuos submetidos a transplantes de 6rgaos solidos/medula 6ssea e pacientes
oncoldgicos da mesma faixa etaria. Em 2021, mulheres imunossuprimidas até 45 anos
foram incluidas. Em 2022, ocorreu a ampliacdo da vacinacao para meninos de nove e
dez anos e para homens imunossuprimidos com até 45 anos. Em 2024, a vacina contra
o HPV passou a ser administrada em dose Unica para criancas e adolescentes de 9 a
14 anos (129).

Atualmente, a cobertura vacinal contra o HPV para a populacao feminina em
nivel mundial para a 1.2 dose é de 55%; e para a 2.2 dose, em torno de 44%. No Brasil,
para essa mesma populacdo esse percentual é de 75,9% para a 1.2 dose; e 57,44%

para a 2.2 dose. No Estado do Amazonas, para essa mesma populacéo, a cobertura
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para a 1.2 dose € 81,52%; e € de 61,94% para a segunda dose, conforme dados
referentes ao ano de 2022 (130).

Diante desses numeros é de suma importancia intensificar esfor¢cos para
melhorar a adeséo aos esquemas recomendados de vacinacdo contra o HPV e assim
obter cobertura suficiente. A estratégia proposta pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) para eliminar a doenca como problema de saude publica inclui, entre suas
metas, que até 2030 devem ser alcancadas 90% das meninas totalmente vacinadas
contra HPV aos 15 anos (49).

2.2.6 Estadiamento e tratamento do cancer de colo do Utero

O estadiamento do céncer de colo do utero foi o primeiro sistema de
classificacdo em estadios para uma doenca neoplasica maligna, tendo sido proposto
em 1928. E realizado por meio da classificacdo recomendada pela Federacdo
Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) e/ou pelo sistema tumor, nédulo e
classificacdo da metastase (TNM) da American Joint Committee on Cancer (AJCC)
(131).

Em 1950, no Congresso Internacional de Ginecologia, em New York, foi definida
a “International Classification of the Stages of the Uterine Cervix”; e até 1994 foram
realizadas sete modificacbes nesse sistema, a maioria delas relacionadas as
subdivisdes do estadio |, especialmente apds o reconhecimento do conceito de

microinvasao (132,133).

Em 2018 a Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO)
realizou a ultima revisdo do estadiamento e propds modificacdo na subdivisdo do
estadio IIA em IIA1 e IIA2. O mais recente sistema de estadiamento referendado pela

FIGO esta descrito no Quadro 1.

O sistema TNM descreve a extensdo anatbmica da doenca com base na
avaliacdo de trés componentes: o tumor (T), avaliando a extenséo do tumor primario;
os linfonodos (N), verificando a auséncia ou presenca e a extensao de metastase em
linfonodos regionais; e a metastase (M), observando a auséncia ou a presenca de

metastase a distancia (134).
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Nos casos de carcinoma escamoso estadio IA1 sem invasdo vascular, a
conizacao € o tratamento padrdao em mulheres que desejam preservar a fertilidade,
contudo a histerectomia total pode ser realizada como opcao terapéutica em mulheres
com prole definida ou naquelas menopausadas. Nos casos de adenocarcinomas
estadio 1A1 sem invasao vascular, a conduta permanece controversa, e tratamentos
conservadores como conizacao tém sido indicados com mais reserva (135-137). Para
mulheres com carcinoma e adenocarcinoma em estadio 1A2, a histerectomia radical

modificada com linfadenectomia pélvica é o tratamento padréo (138,139).

Quadro 1 - Estadiamento do cancer de colo do Utero, Federacao Internacional de Ginecologia e
Obstetricia — FIGO, 2018

Estadiamento Descricao

A Carcinoma ir_lvasivo que pode ser di?gnosticado apenas com microscopia,
com profundidade méxima de invasdo <5mm
IA1 Invasédo do estroma <3mm de profundidade
1A2 Invasado estromal = 3mm e <5mm de profundidade
B Carcjnoma invasivo confinado ao colo uterino, com invasao mais profunda de
medida = 5mm
1B1 Tumor mede <2cm em sua maior dimensao
1B2 Tumor mede 22cm e <4cm em sua maior dimensao
B3 Tumor mede =24cm em sua maior dimensao
A Limitado aos dois tergos superiores da vagina sem envolvimento parametrial
lIA1 Tumor mede <4cm em sua maior dimensao
IIA2 Tumor mede 24cm em sua maior dimensao
1IB Com envolvimento parametrial, mas ndo até a parede pélvica

A Envolve o terco inferior da vagina, sem extensao para a parede pélvica

Extensao para a parede pélvica e/ou hidronefrose ou rim néo funcionante por

B tumor
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e !Envolvimento de ganglios linfaticos ) pélvicos e/lou para-aérticos,
independentemente do tamanho e da extensao do tumor

lnci1 Apenas metastase de linfonodo pélvico

lnc2 Metastase linfonodal para-aértica

IVA Disseminagéo para 6rgéos pélvicos adjacentes

IVB Disseminagéo para 6rgéaos distantes

Fonte: Adaptado de Lee e Atri (2019) (140).

A histerectomia radical com linfadenectomia pélvica bilateral (com ou sem
biépsia de linfonodo sentinela) € o tratamento preferencial para carcinoma escamoso
e para adenocarcinoma estadio IB1, podendo ser realizada nos estadios IB2 e,
eventualmente, 11A1(141,142). A necessidade de tratamento adjuvante apos cirurgia
dependera do resultado das pecas cirdrgicas: volume tumoral, invasao do estroma,
invasdo vascular, margens vaginais e parametriais e invasao linfonodal. Pacientes que
apresentam margens vaginais e parametriais comprometidas e invasao linfonodal séo
consideradas de alto risco para recidivas. Em ambos os casos, a terapia adjuvante
com radioterapia (RT) associada a quimioterapia (QT), em um esquema conhecido
como quimiorradiacéo, é indicada para reduzir o risco de recidivas locais e metastases
a distancia (143-145).

Para os estadios clinicos IB3, IIB, Il e IVA a radioterapia e a quimioterapia
formam os pilares do tratamento do céncer de colo do Gtero localmente avangado
desde 1999 quando a Food and Drug Administration (FDA) recomendou a adicao de
guimioterapia baseada em platina concomitantemente a radioterapia no tratamento

dessas pacientes (146).

2.3 Recidiva e persisténcia do cancer de colo do utero

O diagnostico de faléncia do tratamento, seja de persisténcia (periodo menor
ou igual a seis meses ap0s o término do tratamento), seja de recidiva de doenca

(periodo maior de seis meses apds o término do tratamento), pode ser clinico



41

(utilizando exame fisico ou exame de imagem) ou cito-histopatoldgico com bidpsias;
estas muitas vezes dificultadas em virtude de estenoses do canal vaginal,
consequentes do tratamento radioterapico (147,148). No entanto a distingdo entre
persisténcia e recidiva tem implicac6es prognosticas.

Cerca de 30% das pacientes apresentardo falha no tratamento, persisténcia ou
recidiva, com sobrevida de cinco anos, que pode variar de 3,2% a 13,0%. O risco
dessa falha no tratamento aumenta quando o diagndstico ocorre em estagio mais

avancado (149).

A caracterizacao de recidiva/persisténcia da doenca poderia estar relacionada
a dificuldade na avaliacdo clinica durante a conducdo terapéutica por ndo ser
detectada na maioria das consultas de acompanhamento; e geralmente resulta em um
prognostico de sobrevida ruim. Os dados da literatura variam muito quanto aos
principais fatores que influenciam a sobrevida e o valor prognostico favoravel, o que
dificulta estabelecer quais sdo os fatores mais importantes a serem avaliados para

estabelecer o manejo clinico ideal (150).

A classificagdo do tipo de recidiva do CCU é baseada no local onde o tumor
recorrente € identificado e é classificada como locorregional, distante ou linfonodal
(151-153).

O seguimento das pacientes tratadas € guiado pela avaliagao clinica, sendo os
exames de imagem realizados quando ha suspeita clinica de persisténcia ou de
recidiva da doenca, preferencialmente direcionados as queixas da paciente e
eventualmente acompanhados de confirmacdo histologica (150,154-156).
Aproximadamente um ter¢co das mulheres tratadas para cancer cervical apresentara
recidiva durante o follow up (157), com a maioria ocorrendo nos primeiros dois a trés

anos apos o tratamento (155,158).

O tratamento da recidiva/persisténcia da doenca é semelhante ao do tumor
primario e dependera de cada caso (dependendo do tratamento prévio e do local onde
a recidiva foi detectada), podendo ocorrer por cirurgia, quimioterapia, radioterapia
(159).

Ha pesquisas que avaliam a possibilidade do uso do teste de cf-DNA HPV na

vigilancia de recidiva/persisténcia da doenga. Em um estudo retrospectivo foram
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analisadas pacientes tratadas para o CCU para verificar o papel da deteccéo de cf-
DNA HPV de alto risco em predizer recidiva da doencga no seguimento, em amostras
de citologia liquida. Das pacientes que recidivaram, 42% apresentaram resultado
positivo no teste de HPV de alto risco no periodo de seguimento, enquanto a citologia
cérvico- vaginal apresentou capacidade limitada em predizer recidiva (5,7%); ja a
combinacéo da citologia com o teste para HPV de alto risco aumentou a sensibilidade
do teste para 89,3%. Em relagdo as recidivas, a presenca do HPV de alto risco
precedeu seu diagndstico, variando de 0 a 11 meses, com média de 2,8 meses. Dessa
forma, sugerem que a persisténcia de HPV de alto risco no seguimento seja um fator

de risco para a recidiva da doenca (160).

Desse modo, reforca-se o valor de um teste molecular, somado a outros
disponiveis como o diagnostico por imagem, no follow up de pacientes submetidas a
tratamento a fim de identificar aquelas com maior probabilidade de recidiva ou de

persisténcia da doenca e assim monitorar a resposta terapéutica.

2.4 Bidpsia liquida

As abordagens diagndsticas no tratamento do cancer destinam-se a triagem, a
deteccdo precoce, a estratificacdo de risco, a selecdo de terapia eficaz, ao
monitoramento da resposta ao tratamento e a prevencao da recidiva da doenca. Na
oncologia, em alguns casos, as ferramentas atuais de tomada de decisdo sé&o
limitadas, o que leva a sobrediagndsticos, falso-positivos e baixa especificidade
(particularmente com biomarcadores séricos como o CA125 (161-163). Como
resultado, as modalidades de imagem padrao geralmente fornecem deteccao de tumor
apenas em estagios avangados da doenga (164). Além disso, o “padrdo ouro” para o
diagndstico de cancer é a bidpsia de tecido, que é um procedimento invasivo
associado a desconforto e a risco de possiveis complicacdes (165,166). Ademais, a
acessibilidade dos tumores para bidpsia é limitada e ndo reflete a heterogeneidade
intratumoral ou o surgimento de novos subclones durante a evolucdo do tumor
(167,168). Em vista disso, surge a bidpsia liquida como uma abordagem promissora

gue pode superar essas deficiéncias (169,170).
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A bidpsia liquida possui uma abordagem minimamente invasiva para a detec¢ao
de marcadores derivados de tumores com significado progndstico ou diagndstico em

fluidos corporais (171). A definicdo de biopsia liquida se aplica a:
e células tumorais circulantes;

e acidos nucleicos extracelulares circulantes, incluindo DNA livre de células
(cfDNA), mRNA e microRNA (miRNA);

e vesiculas extracelulares (por exemplo, exossomos);
¢ nucleossomos;

evarias glicoproteinas e antigenos (por exemplo, PSA, CEA, CA 125, CA19-9,
BHCG, aFP etc.).

Estudos de cfDNA em oncologia sdo predominantemente direcionados a
aplicac@es clinicas como um biomarcador tumoral. Uma associacéo do nivel de cfDNA
com o resultado do tratamento e a implementacdo de técnicas de alto rendimento
tornam a biopsia liquida — usando DNA extracelular — um candidato atraente para um
teste de rotina no tratamento do cancer. No entanto ainda € necessario estimar a
significancia prognostica, padronizar e validar ensaios clinicos prospectivos de larga
escala (172,173). Além disso, apesar do aumento de estudos que implicam a
importancia do cfDNA em oncologia, uma série de questbes ndo resolvidas
permanecem sobre a sua natureza, seus subtipos, seus mecanismos de liberacéo e

sua eliminacdo em pacientes com cancer (174).

2.5 DNA livre-circulante (cell-free DNA ou cfDNA)

O cfDNA é o DNA que circula livremente no sangue e pode ou ndo ser de origem
tumoral. Sua descoberta no plasma desencadeou diversas possibilidades de
diagndstico ndo invasivo, monitoramento e prognostico de doencas. Esse fato

possibilitou utilizar esse teste diagndstico em diversas areas da medicina (175).
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Foi demonstrado que a quantidade total de cfDNA era maior em pacientes com
cancer do que em individuos saudaveis. No entanto niveis aumentados de cfDNA né&o
foram especificos para malignidades, ja que niveis elevados também foram detectados
no plasma de mulheres gravidas e em pacientes que receberam transplantes
(176,177). O cfDNA elevado também pode refletir processos fisiologicos; por exemplo,
exercicio fisico; e ndo malignos, como inflamacéao, diabetes, trauma tecidual, sepse e
infarto do miocardio (166,178).

Na década de 60, foi evidenciado que pacientes com lUpus eritematoso
sistémico também apresentavam grandes quantidades de cfDNA no plasma (179). A
primeira associacao entre cfDNA e cancer foi relatada em 1977 por Leon et al (1977)
(180), que observaram que, no soro de pacientes com varios tipos de cancer, havia
um nivel mais elevado de cfDNA em comparacdo com individuos saudaveis.
Constataram que pacientes com metastases apresentaram um nivel mais elevado de
cfDNA. Notaram ainda que, ap0s a radioterapia, os niveis de cfDNA diminuiram
enquanto constantes niveis aumentados de cfDNA foram associados a pior sobrevida
ou recorréncia do tumor, o que levou a hipétese de que o cfDNA no soro poderia
permitir avaliacao da resposta terapéutica. Contudo, apenas no final dos anos 80 é que
foi observado e relatado que o cfDNA plasmatico apresentava alteracées que estavam

associadas ao tumor (181).

Na década de 90, inUmeras alteracdes foram identificadas como a deteccéo de
fragmentos do gene RAS mutado no sangue de pacientes com cancer. Essas
alteracdes genéticas podem significar alta expressdo de oncogenese, pequena
expressao de genes supressores de tumores, alteracdes de microsatélites,integridade
de sequénicas repetidas do DNA gendmico néo codificante, alteracbes do DNA
mitocontrial. Outras alteracdes ndo genéticas encontradas também foram associadas
ao tumor como mudangas epigenéticas (hiper ou hipometilagdo de genes) e niveis
aumentados de cfDNA em pacientes com cancer em relacdo a pacientes saudaveis
(166,182-184).

O cf-DNA ocorre no soro, no plasma e em outros fluidos corporais como urina
ou saliva (185,186). O mecanismo de sua liberacdo na corrente sanguinea nao é
completamente compreendido (Figura 8). Acredita-se que sejam liberados por meio
da morte de células tumorais por apoptose e necrose ou por secrecdo pela propria
célula. Macrofagos podem fagocitar células necroticas e apoptoticas e liberar o DNA
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ingerido no microambiente tumoral. Acredita-se que células de tumor que circulam no

sangue e micrometastases também podem liberar material genético (166,187).

Figura 8 — Esquema sobre o principio da bidpsia liquida

Sanguineo e
Circulagao Tumor Circulagdo Circulagdo amostrj df 5010
de células Corrente de DNA
normal de
tumorais sanguinea tumoral
DNA ; !
\\ - JJ : %
! - X - 3 <= - » p‘-'
®© ‘ Vo ‘q“’
- ® ta ® P P ‘

! - E 2] "‘:!‘,-, #
? ® ® o @ ® @
- ) . Y - Y = . —

Fonte: Adaptado de Cervena, Vodicka e Vymetalkova (2019) (179)

O tipo de eliminacdo pode ser distinguido em processos apoptéticos ou
necréticos comparando o tamanho dos fragmentos dos 4cidos nucleicos extracelulares
circulantes produzidos. Células que sofrem apoptose (morte celular programada)
apresentam uma degradacéao fisiologicamente orquestrada do DNA gendmico, que
resulta em fragmentos pequenos e uniformes (~180-200 pares de bases). Contudo, na
necrose celular, ha formacéo de uma grande variedade de fragmentos com tamanhos

diversos resultantes da digestédo ao acaso (187).

A quantidade de DNA presente no sangue varia de acordo com a capacidade
de eliminacdo, de degradacdo e de outros eventos fisioldgicos da circulagcédo
sanguinea e linfatica. De acordo com a maioria dos estudos quantitativos o cfDNA é
observado em individuos saudaveis em concentracdes entre 0 e 100ng/ml de sangue,
com uma meédia de 30ng/ml, enquanto em pacientes com cancer a concentracao no

plasma ou no soro varia entre 0 e 1000ng/ml, com média de 180ng/ml (180,188,189).

Estudos mostram que a forma como o DNA se encontra livre no sangue (fita
dupla e circular ou fita simples e linear) influenciara a sua permanéncia. DNAs de fita
dupla e circular podem permanecer por mais tempo do que DNAs de fita simples e
linear (166).
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Varios estudos que tiveram como objetivo comparar os niveis de DNA em
amostras pareadas de plasma e soro observaram que, no plasma, as concentracdes
de DNA foram significamente maiores, o que proporcionou um melhor isolamento para
a analise do DNA. Entretanto interferentes como a lise (hemolise) de glébulos
vermelhos, a qual pode ocorrer durante a coleta inadequada de amostras,
armazenamento por periodos de tempo mais longos (> 6h) ou processamento
mecanico do sangue que causa ruptura das hemacias e liberacdo de seu contetudo
(incluindo DNA) no fluido, podem comprometer os niveis de DNA (190-192). Esse
aumento de DNA de células nucleadas pode dificultar a analise de cfDNA. Com isso,
0s resultados dos testes sdo menos precisos. Embora alguns estudos apoiem o uso
de soro em vez de plasma, pesquisas afirmam que a andlise de cfDNA da fracédo
plasmatica do sangue coletado é preferivel ao soro (179,193,194).

Estudos subsequentes realizados em pacientes com cancer identificaram varias
alteracbes, como grande quantidade de cf-DNA plasmético, alta expressdo de
oncogenes, pequena expressdo de genes supressores de tumores, mudancas

epigenéticas ou deteccdo de RNA plasmatico (182,184,195).

O cfDNA carrega informacfes sobre a dinamica das alteracbes genéticas e
epigenéticas especificas do cancer (196). Foi demonstrado que o nivel de cfDNA
durante o tratamento estava correlacionado com a resposta terapéutica (197,198).
Alguns estudos sugeriram que as analises de cfDNA superaram os métodos
convencionais (como a tomografia computadorizada), exigiram uma menor carga
tumoral e prolongaram a janela de tempo para a tomada de decisbes clinicas
(198,199).

No caso dos canceres com etiologia viral, por exemplo, carcinoma
nasofaringeo, linfoma de Burkkit e doenca de Hodking associados a infeccédo pelo
virus Epstein-Barr (EBV), carcinoma hepatocelular associado ao virus da hepatite B
(HBV) e cancer de colo do utero e carcinoma de células escamosas da orofaringe —
os dois ultimos causados pela infeccdo por HPV —, a detec¢cdo do genoma viral no
plasma ou no soro dos pacientes pode ser Util como ferramenta para detec¢ao precoce
de recidiva/persisténcia e monitoramento do tratamento (166,184,200). No entanto,
em pacientes com cancer de colo do utero, estudos demonstram que a carga viral

plasmatica do HPV é baixa, mas é especifica para esse tipo de cancer (201-205).
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Ho et al (2005) (206) avaliaram a deteccdo do DNA do HPV genotipos 16, 18 e
52 no sangue periférico de pacientes com CCU para determinar sua importancia
progndstica e observaram durante o follow up que oito de dez pacientes com CCU e
DNA viral detectado no sangue apresentaram recidiva trés meses apés o tratamento;
e uma alta porcentagem (87,5%, 7/8) dessa recorréncia envolveu metastases a
distancia. Também foi relatado que pacientes com CCU apresentavam maior carga

viral plasmética que os com carcinoma in situ (203).

O HPV apresenta ciclo viral local (epitélio cervical), o que pode afetar os niveis
de DNA plasmaticos. Em células malignas, apresenta-se na forma integrada ao
genoma da célula hospedeira. A baixa taxa de detecdo (aproximadamente 20 a 30%)
e 0 numero de coépias de DNA viral no plasma (1 a 35 coOpias/mL) sugerem que 0
mecanismo de liberacdo do DNA tumoral para a circulacdo seja menos eficiente (207).
Dessa forma, o processo de liberagdo do material genético do tumor para a circulacéao
€ menos eficaz, o que ocorreria em estagios mais avancados do desenvolvimento do
cancer, quando € esperada a presenca de metastases. Em virtude disso, os estudos
indicam a associacao entre a deteccdo do genoma do HPV no plasma e a presenca
de metastase (207,208).

As técnicas de deteccdo do genoma viral no plasma das pacientes podem ser
importantes tanto para a deteccao de estagios mais avancados do cancer quanto para
o0 monitoramento do tratamento. Estudos tém demonstrado que, apds o tratamento, o
genoma viral ndo é mais detectado no plasma de pacientes que apresentam resposta
completa a terapia, porém podem continuar a ser detectado ou ressurgir em pacientes

com doenca persistente, metastase ou recidiva (205,209,210).
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3 JUSTIFICATIVA

O céancer de colo do utero (CCU) é uma das neoplasias malignas mais comuns
entre as mulheres em todo o mundo, e a infec¢do persistente pelo HPV de alto risco
(HR-HPV) é considerada como fator importante para a ocorréncia desse tipo de
patologia. No Brasil, 0 CCU é a quarta causa mais frequente de morte por cancer nas

mulheres, e 0 Amazonas é o estado brasileiro com maior incidéncia.

Sabe-se que um terco das pacientes tratadas poderéo apresentar recidivas ou
persisténcia da doenga. Durante os dois primeiros anos apos o tratamento, até 85%
das recidivas/persisténcias podem ser diagnosticadas precocemente. Em virtude
disso, o follow up de mulheres, apdés o tratamento primario, € importante e

imprescindivel.

A relacdo da presenca do DNA circulante do HPV no plasma de pacientes com
o cancer do colo do utero ja foi descrita. Nesse sentido, o DNA circulante do HPV
detectado em bidpsia liquida é um biomarcador promissor para o diagnostico precoce
de recidiva/persisténcia da doenca e progressao tumoral. Assim sendo, estudos que
avaliam esse marcador em amostras de plasma de pacientes com diagndstico de
cancer de colo do utero trardo grande valor ao acompanhamento da resposta
terapéutica e poderdo contribuir como instrumentos de analise de progndstico e como

fatores decisorios para a conduta terapéutica.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral:

Analisar a presenca do DNA circulante do HPV no plasma como marcador
preditor de recidiva/persisténcia de doenca no acompanhamento do tratamento do

cancer de colo do utero.

4.2 Obijetivos especificos:

4.2.1 Caracterizar o perfil sociodemogréfico, epidemiolégico e clinico da
populacdoestudada.

4.2.2 Descrever a frequéncia de positividade do DNA circulante do HPV
no plasmaantes e durante o tratamento para cancer de colo do utero.

4.2.3 Descrever a frequéncia de casos de recidiva/persisténcia do cancer
de colo do utero na populacdo estudada.

4.2.4 Descrever a sobrevida global das pacientes com cancer de colo do
Gtero emseguimento incluidas no estudo.

4.2.5 Relacionar os dados clinicos (estadiamento) e histopatoldgicos das
pacientes com a presenca dos marcadores utilizados no seguimento das

pacientes estudadas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Modelo de estudo

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo que descreveu a presenca do DNA
circulante do HPV no plasma como marcador preditor de recidiva/persisténcia de

doenca no acompanhamento do tratamento do cancer de colo do Gtero.

5.2 Local de estudo

O estudo foi desenvolvido na Fundacdo Centro de Controle de Oncologia do
Estado do Amazonas — FCECON, hospital referéncia no diagnostico e no tratamento
de cancer em toda a Amazobnia Ocidental, e a etapa de recrutamento se deu no
periodo de 31 de agosto de 2020 a 30 de setembro de 2022.

5.3 Populacdo de estudo

O estudo foi realizado em mulheres com diagndstico de carcinoma invasor de
colo do utero, mediante consentimento prévio, atendidas na FCECON, com indicacéo

de tratamento cirargico ou nao cirdrgico.

5.4 Amostragem

A amostragem foi definida levando-se em considera¢do o total de mulheres
diagnosticadas com céancer de colo do Utero registradas na FCECON durante o ano
de 2017, que foi de 330 de casos (FCECON, 2018); e a prevaléncia do DNA do HPV
no sangue periférico, encontrada em estudo realizado por Centrone (2016) (211), que
foi de 58,8%.

No entanto € observada na pratica clinica entre as pacientes da FCECON uma
perda de seguimento de cerca de 35% em virtude de que muitas mulheres sao

provenientes do interior do Estado do Amazonas ou de regides e que, apos conclusao



51

da fase dos procedimentos terapéuticos iniciais, tém dificuldades para retornar para

as consultas de seguimento.

O estudo néo envolveu mulheres com doenca metastatica ao diagnostico (FIGO
IV-B) e previu que 0 seguimento ocorreria em quatro momentos: fase zero (antes do
inicio do tratamento), fase 1 (em torno de seis meses apods o inicio do tratamento),
fase 2 (em torno de nove meses apos o inicio do tratamento) e fase 3 (em torno de 18
meses apos o inicio do tratamento). Em cada fase haveria a coleta das amostras e
consequentemente as analises, 0 que elevaria 0os custos do estudo. Assim sendo,
respeitando todos os critérios acima demonstrados, bem como a viabilidade
econdmica para a execucao do estudo, a amostra esperada para esta pesquisa foi de
60 pacientes, distribuidas em dois grupos, conforme o Quadro 2.

Quadro 2 — Caracterizacdo dos grupos de pacientes

GRUPO CLASSIFICAGAO N° DE PARTICIPANTES
FIGO *
30 amostras de pacientes
Grupo A IAallB portadoras do cancer de colo do
Gtero
30 amostras de pacientes
Grupo B Aa IVA portadoras do cancer de colo do
Gtero

FIGO*: Federacao Internacional de Ginecologia e Obstetricia

As mulheres acometidas por cancer de colo do utero foram inseridas de forma

aleatdria a medida que se apresentaram para atendimento na FCECON.

5.5 Critérios de elegibilidade

e Critérios de inclusao:
Mulheres com idade maior ou igual a 18 anos.
Mulheres com diagnostico histopatologico confirmado de carcinoma
invasor de colo de utero, estadio IA a IVA.
Mulheres positivas para HPV 16 e/ou para 18 na lesdo tumoral
(tecido oumaterial cérvico-vaginal).
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Mulheres virgens de tratamento.

e Critérios de excluséo:
Mulheres que no re-estadiamento apresentaram doenca metastatica para
além da pelve ao diagndostico (FIGO IV-B).

Mulheres portadoras de outras neoplasias em outros sitios anatémicos.

5.6 Métodos a serem aplicados e materiais a serem utilizados

5.6.1 Procedimentos de abordagem a paciente com cancer de colo do Utero, coleta
de dados clinicos e epidemiolégicos

A seleg¢do das pacientes foi realizada inicialmente por meio de consulta ao
Relatério Analitico de Agendamentos, procedente do sistema I-doctor, cuja permissao
foi possivel mediante senha individual e do mapa cirargico semanal com acesso por
meio da equipe de enfermagem do centro cirargico. Esses documentos permitiram
identificar a Classificagéo Internacional de Doencas e Problemas Relacionados com a
Saude (CID). Com essa informacéo preliminar, as pacientes que obedeceram aos
critérios de inclusdo foram abordadas na consulta ambulatorial ou no leito, no dia
anterior ao procedimento cirargico, oportunidade na qual receberam uma explicacéo
sobre o0 objetivo do projeto, seus riscos e seus beneficios. Logo apos, foram
convidadas a participar da pesquisa, assinando o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE (Apéndice A).

Nesse momento, também foi aplicado um questionario (Apéndice B), no qual
foram coletados dados sociodemogréficos, clinicos e de risco para infecgéo pelo HPV,
bem como caracteristicas da lesdo obtidas durante o acompanhamento da paciente

na consulta médica ou pela busca de informa¢des nos prontudrios.

Sabe-se que a distingdo entre recidiva e persisténcia tem implicacdes
progndsticas. A recidiva é definida como reaparecimento do tumor ou desenvolvimento
de doenca metastatica mais de seis meses ap0s o término do tratamento, enquanto a
persisténcia é detectada em periodo inferior a seis meses apds o0 término do
tratamento  (212). Contudo, para este estudo, caracterizou-se como

recidiva/persisténcia da doenca a presenca de sinais e de sintomas (como
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sangramento vaginal persistente, dor abdominal com queixas urinarias e intestinais)
descritos na evolucao clinica, consultados nos prontuarios das pacientes. Essa analise
levou em consideracgao as observacdes meédicas sobre estado clinico da paciente, bem
como os exames histopatoldgicos e/ou de imagens do seguimento terapéutico.

5.6.2 Procedimentos de coleta e conservagdo das amostras bioldgicas

A coleta de tecido na fase zero (antes do tratamento) ocorreu, sempre que
houve indicacao clinica, no ambulatério, durante a primeira consulta da paciente; ou
no centro cirdrgico, durante o ato cirtrgico (o material foi separado para o estudo antes
do armazenamento do tecido no formol como de rotina do servi¢o). Os procedimentos
foram realizados pela equipe de cirurgibes pélvicos da FCECON. O tamanho do
fragmento coletado foi de aproximadamente trés a cinco milimetros de tecido tumoral.
Foram evitadas as &reas necrosadas, e o material foi retirado do cerne da lesdo. O
material coletado foi armazenado imediatamente, sem nenhum conservante, em
microtubos de 2,0mL livres de DNAase e RNAase e congelados a -30°C. As amostras
foram armazenadas no laboratério de biologia molecular da FCECON até o momento
da extracao do DNA.

A amostra de sangue foi coletada em tubos PPT™ (Plasma Preparation Tube)
PLUS (BD Vacutainer®, USA) com gel separador de 5mL por puncdo venosa e
processada para obtencdo do plasma, dentro de duas horas apds a coleta, por meio
de centrifugacdo a 1.400-1.600g por dez minutos; o plasma foi separado em aliquotas
e armazenadas a -30°C. Antes da extracdo de DNA, uma segunda centrifugacdo de
alta velocidade de 16.000g por dez minutos a 4°C foi realizada para garantir a

eliminacao de restos celulares.

O material cérvico vaginal foi coletado nos casos em que a paciente foi indicada
para tratamento n&o cirdrgico, sem indicacdo clinica para coleta de fragmento de
tecido tumoral; a coleta ocorreu no ambulatério utilizando-se a escova Cervex-Brush®
Combi (Rovers® Medical Devices B.V The Netherlands). Ao término da coleta a

cabeca da escova, que € removivel, foi acondicionada no frasco contendo solucao
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conservante de tiocianato de guanitidina-4M. O frasco foi levado ao vortex durante 15

segundos; em seguida separado em aliquotas e armazenado a -30°C.

5.6.3 Procedimento de triagem laboratorial

A triagem molecular para deteccdo do cf-DNA HPV 16 e 18 foi realizada
inicialmente nas amostras provenientes da lesdo tumoral (tecido ou material cérvico
vaginal). Somente as pacientes cujas amostras de lesdo tumoral foram detectaveis
para cf-DNA HPV 16 e/ou 18 seguiram para analise do plasma e foram submetidas ao

follow up. A estratégia diagnodstica encontra-se ilustrada na Figura 9.

Figura 9 — Estratégia diagnostica para deteccdo do cf-DNA HPV 16 e HPV 18 nas amostras das
pacientes com cancer de colo do utero
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5.6.4 Extracao do acido nucleico

Tecido — A extracdo de DNA, a partir do fragmento do tumor, foi realizada
utilizando-se o kit comercial DNeasy® Blood & Tissue Kit (QIAGEN Inc., USA),
seguindo instru¢cdes do fabricante. Em sintese, o fragmento de tecido foi cortado em
pedacos menores e pesado em uma balanca analitica a fim de se obterem 25mg de
amostra; em seguida foi adicionado o tampao de lise de tecido e proteinase K. A
mistura foi incubada a 56°C over night até que ocorresse a lise total do tecido. Apés a
incubacgéo, foram seguidas as instru¢cdes do fabricante. O volume final de DNA
extraido foi de 200y, e a aliquota foi armazenada a -30°C.

Plasma — A extracdo de DNA, a partir do plasma, foi realizada utilizando o kit
comercial ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System (Promega Inc., USA), seguindo
instrucdes do fabricante. Antes da extracdo os plasmas foram descongelados e
submetidos a uma segunda centrifugacdo de alta velocidade de 16.000g por dez
minutos a 4°C para eliminagéo de restos celulares. Em resumo, foi adicionado ao
plasma o tamp&o de lise celular e proteinase K. A mistura foi incubada a 56°C por 30
minutos no bloco térmico. Apds a incubacdo, foram seguidas as instru¢cdes do
fabricante. O volume final de DNA extraido foi de 40ul, e a aliquota foi armazenada a
-30'C.

Material cérvico vaginal — A extracdo de DNA, a partir do material cérvico
vaginal, foi realizada utilizando-se o kit comercial ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep
System (Promega Inc., USA) seguindo instrucdes do fabricante. Antes da extracao as
amostras foram descongeladas, colocadas no vortex por dez segundos e
centrifugadas por um minuto a 2000 RPM. O sobrenadante foi removido
cuidadosamente. Foi observada e registrada a formacéo de pellet. Em sintese, foi
adicionado ao material cérvico vaginal o tampao de lise celular e proteinase K. A
mistura foi incubada a 56°C por 30 minutos no bloco térmico. Apds a incubacao, foram
seguidas as instrucdes do fabricante. O volume final de DNA extraido foi de 60ul, e a
aliquota foi armazenada a -30°C.
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5.6.5 Quantificacdo do DNA extraido

A quantificacdo do DNA extraido das amostras oriundas da lesdao tumoral foi
realizada por espectrofotometria por meio do equipamento NanoDrop™ 2000/2000c
Spectrophotometers (Thermo Fisher Scientific© Inc, USA), seguindo os procedimentos
operacionais do equipamento.

As amostras de DNA provenientes do plasma (dada a necessidade de
quantificacdo precisa, especifica e sensivel de DNA) foram quantificadas no
fluorimetro Qubit® 3.0 (Thermo Fisher Scientific© Inc, USA) seguindo as orientacdes

do fabricante.

5.6.6 Deteccdo do gene da - actina humana

O controle da extracao foi realizado por meio da deteccdo de DNA gendmico
humano tendo como alvo o gene da B-actina humana, cuja deteccao foi realizada por
reacdo em cadeia da polimerase (qQPCR) utilizando-se as sequéncias Primer F: (5’
CCATCTACGAGGGGTATGC’3) e Primer R: (5 GGTGAGGATCTTCATGAGGTA’3)
e sonda (5VIC-CCTGCGTCTGGACCTGGCTG-NFQ 3) (Life Technologies, Sao
Paulo, Brasil) de acordo com o seguinte protocolo:

Reagentes Vol.(ul) Concf?:;rlagéo
TagMan Master Mix 2X 5,0 0,8x
Primer F (10uM) 0,3 0,3 uM
Primer R (10uM) 0,3 0,3 uM
Probe (10uM) 0,1 0,1 uM
H-0 1,8
DNA 25 pg/mL
TOTAL 10

A ciclagem foi de 50°C por dois minutos e 95 °C por dez minutos, seguida de
40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 55°C por um minuto e 60°C por um minuto. Foi

utilizado como controle positivo DNA de amostra conhecida e agua RNase e DNase-
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free para controle da reacdo. A reacdo de gPCR foi processada no equipamento
QuantStudioTM 5 (Thermo Fisher Scientific© Inc, USA), e todas as amostras foram

realizadas em duplicata.

5.6.7 Deteccao e genotipagem do HPV 16 e HPV 18

As amostras foram submetidas ao ensaio quantitative real-time PCR (QPCR) tipo
especifico, tendo como alvo o gene E7 dos HPV 16 e 18, protocolo adaptado de Veo
et al (2015) (213). Os ensaios de gPCR foram processados na plataforma
QuantStudio™ 5 de PCR em tempo real (Thermo Fisher Scientific© Inc, USA).

Nos ensaios de real time PCR (QPCR) do HPV-16 foram utilizados os seguintes
primers de oligonucleotideos: primer forward (5’GAT GAA ATA GAT GGT CCAGC3’)
e primer reverse (5’GCT TTG TAC GCA CAA CCG AAG C3’), e a sonda (5 FAM-CAA
GCA GAA CCG GAC AG-MGB-NFQ) (Life Technologies, Sao Paulo, Brasil), de acordo

com o seguinte protocolo:

Reagentes Vol.(ul) Conc;?:;rlagéo

TagMan Master Mix 2X | 6,25 1x

P HPV 16 E7 (10uM) 0,375 0,3 uM

P HPV 16 E7S (10uM) | 0,375 0,3 uM
Probe HPV 16 (10uM) | 0,125 0,1 uM
H.0 2,875

DNA 25 pg/mL
TOTAL 12,5

A ciclagem foi de 50°C por dois minutos e 95°C por dez minutos, seguida de 40
ciclos de 95°C por 15 segundos, 55°C por um minuto e 60 °C por um minuto. Foi
utilizado como controle positivo DNA de células SiHa e &gua RNase e DNase-free para
controle da reacédo. A reacdo de gPCR foi processada no equipamento QuantStudio™
5(Thermo Fisher Scientific© Inc, USA), e todas as amostras foram realizadas em
duplicata.
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Para os ensaios de qPCR do HPV-18 foram utilizados os seguintes primers de
oligonucleotideos: primer forward (5 AA GAA AAC GAT GAA ATA GAT GGA 3) e
primer reverse (5 GGC TTC CAC CTT ACA ACA CA 3’), e asonda (5" VIC-AAT CAT
CAA CAT TTA CCA GCC-MGBNFQ 3’) (Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil), de

acordo com o protocolo:

Reagentes Vol Concm_antragéo
() final

TagMan Master Mix 2X 6,25 1x

P HPV 18 E7 (10uM) 05 0,4 pM

P HPV 18 E7S (10uM) 05 0,4 pM

Probe HPV 18 (10uM) 05 0,4 pM

H20 2,25

DNA 2,5 pg/ml

TOTAL 12,5

A ciclagem foi de 50°C por dois minutos e 95°C por dez minutos, seguida de 40
ciclos de 95°C por 15 segundos, 50°C por um minuto e 60°C por um minuto. Foi
incluido como controle positivo DNA de células HeLA e 4gua RNase e DNase-free
como branco da reacdo. A reacdo de qPCR foi processada no equipamento
QuantStudio™ 5 (Thermo Fisher Scientific© Inc, USA), e todas as amostras foram

realizadas em duplicata.

5.6.8 Quantificacdo da carga viral HPV 16 em amostra de plasma

Para a realizacdo de ensaio de PCR em tempo real quantitativo para o HPV 16
foi construida uma curva padrao, utilizando-se DNA extraido de células SiHa, (uma
copia de HPV 16/célula) na concentracao 55,6ng/uL, gentilmente cedido pelo Dr. José
Eduardo Levi, do Laboratério de Virologia da Universidade de Sao Paulo. Inicialmente
100puL do DNA extraido de células SiHa foram adicionados a 300uL de plasma
negativo. Sabendo-se que 1 célula dipléide possui 6,6 pg de DNA e que a linhagem
celular SIHA possui 1 copia de HPV 16 em um volume final de 400 pL, uma série de

diluicdes seriadas (1:10) foi realizada para gerar a curva padréo (Figura 10).



Figura 10 — Curva-padrao de amplificacdo para calculo do nimero absoluto de moléculas de HPV
presentes na amostra testada

Reporter Target Slope Y-Intercept R2 Efficiency(%)

FAM Target 1 -3.480 41.076 0.995 93.790

Os resultados obtidos foram expressos em copias por reacao, portanto, para

converté-los em copias/mL de plasma, utilizou-se o seguinte calculo:

Resultado em copias/mL= Cépias/ yuL*x Volume de eluicdo (uL) **
Volume de amostra extraida (mL)**

* Resultado da quantificacdo da amostra fornecido pelo equipamento em copias /uL
** De acordo com o protocolo do kit de extracéo utilizado

5.6.9 Coleta das amostras de plasma das pacientes em follow up

O primeiro contato e a primeira coleta das pacientes foram realizados conforme

relatado nos itens 5.6.1 e 5.6.2. No entanto as coletas das amostras, durante o follow

up, foram feitas de acordo com as visitas ao hospital quer fossem para consulta

odontologica, médica, psicoldgica, servico social, fisioterapia, aléem de algumas visitas

domiciliares, juntamente com o servi¢co social da FCECON.
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A estratégia metodoldgica adotada para a selecdo das pacientes e para a coleta
das amostras pode ser visualizada na Figura 11.

Figura 11 — Selecao das pacientes e coleta das amostras

Paciente com diagnéstico de CCU

Ambulatério |
Identificacdo das paciente

Mapa cirtrgico l Fase O (zero): antes do tratamento

’ Fase 1: 6 6s o trat t
Abordagem na 1°Consulta/Leito b i i i

1 Fase 2: 9 meses apds o tratamento

Fase 3: 18 meses apo6s o tratamento
Coleta das amostras

|
( 1 )

Tecido Sangue Cérvico vaginal*
Fases O Fases: 0,1,2,3 Fase O

\ | )
l

* NoOs casos em que a paciente foi
indicada para tratamento néo cirdrgico
sem indicagdo clinica para coleta de
fragmento de tecido tumoral no
ambulatério.

Armazenamento

Os desfechos clinicos analisados no estudo foram recidiva/persisténcia da

doenca ou 6bito. A Ultima consulta aos prontuarios das pacientes foi realizada em junho
de 2023.

5.7 Andlise estatistica

Primeiramente, criou-se banco de dados no programa Epi Info verséao 7.2.5

para Windows com todas as variaveis relacionadas ao estudo. Realizou-se analise
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descritiva e exploratdria de todas as variaveis, tendo sido as frequéncias apresentadas

em tabelas ou graficos.

A presenca de positividade do cf-DNA HPV no plasma antes do tratamento para
cancer de colo do utero e, durante o tratamento, considerando os periodos deste
estudo (T1 a T3), foi apresentada por meio de um Swimmer Plot, tendo sido ele
elaborado no programa Microsoft Excel e Adobe illustrator. Essa forma gréfica descreve

a trajetdria das pacientes ao longo do tempo.

A analise de sobrevida foi realizada considerando o método de Kaplan-Meier,
tendo sido realizadas as comparacfes da sobrevida por fatores pelo teste de Log-
Rank. O tempo de sobrevida considerou a data do inicio do tratamento das pacientes
e a data de Obito ou a data final de seguimento de cada paciente neste estudo. Para
as trés pacientes que nao realizaram tratamento, considerou-se como data inicial a
data de entrada neste estudo. Foi analisado ainda o delta-tempo (At) das pacientes
gue realizaram o tratamento, cuja analise correspondeu ao periodo decorrido a partir

da primeira consulta até a data de inicio do tratamento das mulheres.

Para verificar a relacdo entre as caracteristicas clinicas (estadiamento) e
histopatoldgicas das pacientes com a presenca dos marcadores utilizados no

seguimento, utilizou-se o teste Qui-Quadrado de Pearson.

As analises foram realizadas prioritariamente no programa estatistico I1BM
SPSS Statistics versdo 21. Em todas as comparacg@es, utilizou-se o nivel de 5% de
significancia para a concluséo dos testes de hipoteses referentes a cada ferramenta
estatistica utilizada neste estudo (Sobrevida de Kaplan-Meier; Teste de Log-Rank; e

Teste Qui-Quadrado de Pearson).

5.8 Aspectos éticos do estudo

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacéo
Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas com numero de parecer
3.997.504. O protocolo foi desenhado de acordo com os requisitos da Resolugéo n.°
466/2012 (Anexo A).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de periodo de 31 de agosto de 2020 a 30 de setembro de 2022,
foram abordadas 67 mulheres com diagndstico histopatoldgico confirmado de
carcinoma invasor. Dentre os motivos de exclusdo, cita-se a ndo coleta da leséo
tumoral por dois motivos: mudanca de data da cirurgia da paciente e limitacao clinica

para a coleta da amostra.

Somente as pacientes cujas amostras de lesdo tumoral (tecido ou células
cérvico vaginais) foram detectaveis para cf-DNA HPV 16 e/ou 18 seguiram para
analise do plasma e foram submetidas ao follow up. O fluxograma das pacientes

elegiveis para o estudo é demostrado na Figura 12.

Os demais resultados obtidos e a discusséo da pesquisa serdo apresentados
na forma de artigo cientifico (Apéndice C).

Figura 12 — Mulheres elegiveis para o estudo

Elegibilidade
Mulheres com CCU
Agost 2020 - Set 2022
n=67
HPV 16 ¢/ou 18 ndo
detectivel na lesdo

tumoral (n=15)

Nio Coleta da lesdo
(n=8)

s )
_Excluidas _ Reavaliagdo: cincer de
ovdrio (n=1)
. J
~
Reavaliagdo: cincer de
endométrio (n=2)
@ J
s R
Estadiamento
FIGO: IV-B (n=2)
\ J

39 pacientes incluidas no estudo
HPV 16 e/ou 18 detectdvel na lesdo
tumoral

13 pacientes 26 pacientes
Grupo A Grupo B
FIGOIAa B FIGO A a IVA
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7 CONCLUSAO

v A deteccédo de cf-DNA HPV em pacientes com cancer de colo do utero,

apos tratamento, mostra uma tendéncia ao desenvolvimento de recidiva da doenga.

v O cf-DNA HPV no plasma na fase zero (antes do tratamento) foi

detectado em 53,8% das pacientes diagnosticadas com cancer de colo do utero.

v Foi possivel detectar o cf-DNA HPV no plasma seis meses antes do

diagndstico clinico da doenca (recidiva/ persisténcia).

v Foi possivel observar uma tendéncia segundo a qual mulheres que

apresentaram o cf-DNA HPV no plasma apresentaram menor sobrevida.
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8 DIFICULDADESE LIMITACOES DO ESTUDO

Devido as limitagBes causadas pela pandemia de SARS-CoV-2, algumas
dificuldades foram enfrentadas durante o estudo. A primeira delas foi em se obter o
numero inicial de 30 pacientes por grupo, conforme previsto preliminarmente, pois as
mulheres com cancer de colo do Utero ndo procuraram e/ou ndo conseguiram chegar
a FCECON. Em virtude dos entraves vivenciados no periodo da covid-19, também nao
foi possivel manter a continuidade nas coletas das amostras bioldgicas nas etapas
previstas. Dessa forma, a analise completa das quatro fases ficou comprometida,
portanto, com o numero amostral obtido, ndo foi possivel extrapolar os resultados.

Outra limitacdo foi quanto a consulta de informacfes e a interpretacdo dos
prontuarios das pacientes para observar presenca de recidiva/persisténcia da doenca.
Ademais, o tempo estudado variou de seis a 18 meses, 0 que pode ter comprometido

a analise de sobrevida.
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9 PERSPECTIVAS

Como perspectivas, continuar-se-a o follow up das pacientes participantes da
pesquisa a fim de se obterem mais informacgdes sobre o perfil clinico associado a
presenca ou a auséncia do cf-DNA HPV no plasma.

Ha também a perspectiva de, em havendo a ampliacéo de estudos de aplicacéo
da deteccao do cf-DNA HPV, inserir essa pratica na rotina do seguimento de pacientes

na Fundacédo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas.
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APENDICE - A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Titulo da pesquisa: “ldentificagdo de marcadores moleculares virais no
monitoramento da resposta terapéutica de pacientes com cancer de colo de
utero”.

Pesquisadoras responsaveis: Marcia Poinho Encarnacao de Morais, Kéatia Luz Torres
Silva, Valquiria do Carmo Alves Martins.

Instituicao responsavel pela pesquisa: Fundacdo Centro de Controle de Oncologia do
Estado do Amazonas — FCECON

A senhora estd sendo convidada a participar do projeto de pesquisa intitulado:
“Identificacdo de marcadores moleculares virais no monitoramento da resposta
terapéutica de pacientes com cancer de colo de utero”, pois vocé é maior de 18 anos,
apresenta diagndstico histopatoldgico confirmando carcinoma invasor, tem indicacao
de cirurgia, quimioterapia e/ou radioterapia e ainda nao fez tratamento para essa
doenca.

O objetivo deste estudo € acompanhar mulheres antes e ap0s tratamento para o
cancer de colo do utero por meio de exames laboratoriais que possam ajudar a
detectar se a doenca esta ocorrendo novamente (recidiva).

A senhora serd submetida a coletas de sangue da veia do braco. Essas coletas
acontecerao quatro vezes: uma antes do seu tratamento, uma trés meses apdés o inicio
do seu tratamento, outra seis meses apos o inicio do seu tratamento e outra 18 meses
apos o inicio do seu tratamento. Havera também coleta de preventivo, trés vezes apos
seu tratamento, no mesmo periodo da coleta do sangue.

Os riscos referentes ao estudo séo relacionados as coletas das amostras (pois podera
haver algum desconforto, dor ou incobmodo no bragco no momento da coleta de sangue)
na hora da entrevista e na analise do seu prontuario. Para reduzir esses riscos, a
senhora sera atendida dentro dos servicos de rotina da FCECON, e as coletas serdo
realizadas por profissionais especializados e por equipe treinada, que também
realizardo sua entrevista e acessardo seu prontuario em lugar reservado, sempre
garantido o sigilo de todos os seus dados, ou seja, sua identidade pessoal e/ou
profissional sera excluida de todos e quaisquer produtos da pesquisa.

N&do ha beneficio direto aparente, mas os resultados do estudo irdo promover
conversas entre profissionais da FCECON e os pesquisadores para verificar a
possibilidade de usar esses testes no acompanhamento de mulheres que fizeram
tratamento para o cancer de colo do utero a fim de detectar se a doenca esta ocorrendo
novamente.

A sua participagdo nesta pesquisa € voluntaria, ndo implicara custos adicionais, a
senhora ndo tera qualquer despesa com a realizacdo dos procedimentos previstos
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neste estudo, ndo havera nenhuma forma de pagamento pela sua participacéo e tera
o direito a indenizacédo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

A senhora podera retirar-se do estudo a qualquer momento sem que iSSo cause
gualquer prejuizo no seu tratamento ou acompanhamento na FCECON e tera o direito
a indenizacéo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

Sera entregue a senhora uma via idéntica deste documento assinada pelo pesquisador
do estudo.

Em qualquer etapa do estudo a senhora tera acesso as pesquisadoras responsaveis
pelo projeto para esclarecimento de suas duvidas, por meio do niumero 3655-4774 ou
por e-mail: marciapoinho@hotmail.com ou no terceiro andar da Fundagdo Centro de
Controle de Oncologia — FCECON, no Departamento de Ensino e Pesquisa. Caso a
senhora tenha alguma duvida ou consideracdo sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCECON - rua Francisco
Orellana, 215, 3.° andar — Planalto — Tel.: 3655-4600 ou 3655-4774 — E-mail:
comité.etica.pesquisa@fcecon.am.gov.br

O seu material coletado sera utilizado exclusivamente para atender aos objetivos
deste estudo.

Eu, , li e entendi
o termo de consentimento e compreendi a natureza e o objetivo do estudo do qual
concordei em participar. A explicacdo que recebi tratou de riscos e beneficios. Eu
entendi que sou livre para interromper minha participacdo a qualquer momento sem
justificar minha decisdo e sem que essa decisdo afete meu tratamento. Assino o
presente documento em duas vias de igual teor e forma, ficando uma em minha posse.
Sendo assim, eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Manaus, de de

Nome e assinatura do sujeito da pesquisa

Nome e assinatura do pesquisador
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APENDICE - B
INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS
QUESTIONARIO DE AVALICAO DA PACIENTE

“Ildentificacdo de marcadores moleculares virais no monitoramento da resposta

terapéutica de pacientes com cancer de colo do utero”.

Identificacdo no Projeto

Dados do estudo
1. Data da abordagem para o estudo: / /

2. Responsavel pela coleta dos dados:

3. Iniciais da paciente:

4. Namero do prontuério

5. Data do nascimento: /[

D i moaqrafi
6. Cor autodeclarada: ( ) branca ( )parda ( )negra( ) amarela ( ) indigena

7. Nivel educacional: ( ) analfabeta ( ) fundamental incompleto ( ) Fundamental completo
() médio incompleto ( ) médio completo ( )superior incompleto () superior completo

8. Estado civil: ( ) solteira ( )casada ( ) vidva ( ) unido estavel ( ) divorciada

9. Municipio de Nascimento: 10. Estado:

11.Endereco para contato:

12.Municipio de moradia nos ultimos cinco anos

13.Telefone: 14. Celular:

15.Dados de contatos por midias sociais (Instagram ou Facebook)

16. Telefone de contato de acompanhante

17.0cupacéo da paciente:

18. Renda familiar por més: ( ) sem salario ( ) 1 salario-minimo ( ) 2-3 salarios-minimos ( )
> 4 salarios-minimos

Dados comportamentais/epidemiolégicos
19. Histéria de tabagismo ( ) nunca ( ) antigo ( )atual ( ) desconhece

20. Com qual idade iniciou a atividade sexual (sexarca):

21. Faz uso de camisinha narelacao sexual: ( ) nunca ( ) as vezes ( )sempre

22. Quantos parceiros sexuais jateve aolongode suavida()1 ( )2a5 ()6al10 ( )+
10 ( ) desconhecido.
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23. Ja apresentou infeccBes sexualmente transmissiveis: () Sim () Nao () Nao
sabe

24.Se sim, qual(is):

25. Realiza exame preventivo de cancer do colo do uUtero com que frequéncia?

( ) Nuncarealizou ( ) 6em 6 meses ( ) 1x ao ano ( ) acada 2 anos ( ) mais de 3 anos ()
N&o sabe

26. Quais os motivos pelos quais ndo realizou o exame? (se for o caso) ( ) inibicdo/vergonha
() medo () falta de tempo ( ) dificuldade de acesso () falta de conhecimento () outros
(especificar):

Dados Clinicos

27. Histologia do tumor primario: ( )adenocarcinoma ( )escamoso ( ) adenoescamoso
()neuroendécrino ( ) indiferenciado ( ) desconhece ( )outros

28. Estadiamento FIGO: ( )IA ( )IAL ()IA2 ()IBL ()IB2 ( )IB3 ( )IA ( )IAL(
A2 OB O ()MA ()HB ()IMC ()MCL () Ncz (O)IV ()IVA ()
VB

Tratamento

29. Tratamento instituido: ( ) cirurgia ( )radioterapia ( )quimioterapia ( )quimioterapia
neoadjuvante+cirurgia () radioterapianeo adjuvante+cirurgia ( )quimioterapia neoadjuvante e
radioterapia neoadjuvante+cirugia ( ) quimioterapia+radioterapia ( )quimioradiacao (
) cirurgia+quimioterapia adjuvante ()cirurgia+radioterapia adjuvante ( )cirurgia + quimioterapia
adjuvante e radioterapia adjuvante.

Cirurgia priméaria do tumor

30. Data da cirurgia: / /
Radioterapia

31. Data de inicio da radioterapia: / /

32. Data de término da radioterapia: / /

Braquiterapia
33. Braquiterapia ( ) sim ( ) ndo

34. Data de inicio da braquiterapia: / /

35. Data de término da braquiterapia: / /

Quimioterapia

36. Data de inicio da quimioterapia: / /

37. Data de término da quimioterapia: / /
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Abstract

Background: O cancer de colo do utero (CCU) é considerado um problema de saude publica
mundial e origina-se a partir da infeccdo persistente do Papillomavirus humano (HPV)
oncogénico, principalmente os gendtipos 16 e 18. O follow up das pacientes, apds tratamento
do CCU, pode levar a um melhor progndstico e aumentar a sobrevida dessas mulheres por
meio do monitoramento de detec¢do precoce de recidiva/persisténcia da doenca, o qual pode
ser feito pela deteccdo do cf-DNA do HPV no plasma das pacientes, e a presenca do material

genético do virus esta associado a tendéncia de desenvolver recidiva/persisténcia.

Objectives: Analisar a presenc¢a do DNA circulante livre do HPV (cf- DNA HPV) no plasma como
marcador preditor de recidiva/persisténcia de doenca no acompanhamento do tratamento do

cancer de colo do utero.

Methods: Tratou-se de um estudo de coorte prospectivo envolvendo mulheres amazonidas
em tratamento na Fundac¢ao Centro de Controle de Oncologia, no qual as coletas das amostras
ocorreram em quatro momentos: fase zero (antes do inicio do tratamento), fase 1 (cerca de
seis meses apos o inicio do tratamento), fase 2 (cerca de nove meses apds o inicio do
tratamento) e fase 3 (cerca de 18 meses apds o inicio do tratamento). As mulheres foram
divididas em Grupo A (FIGO IA a 1IB) e Grupo B (FIGO IlIA a IVA). Para detec¢do de HPV, as
amostras foram submetidas a ensaio de real-time PCR (gPCR) tendo como alvo o gene E7 dos

HPV 16 e 18.
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Results: 39 pacientes diagnosticadas com cancer de colo do Utero no periodo de 31 de agosto
de 2020 a 30 de setembro de 2022 foram incluidas no estudo, 13 do Grupo A e 26 do Grupo
B. A idade variou entre 25 e 80 anos, com idade média 48,4 +SD 13,4; Dezoito mulheres
(46,1%) relataram serem analfabetas ou terem ensino fundamental incompleto; 30 (77,0%)
nao possuiam renda ou possuiam renda de até um saldrio-minimo; 31 (79,5%) tiveram a
primeira relacdo sexual entre 12 e 17 anos; 17 (43,6%) foram hiper-rastreadas conforme as
diretrizes brasileiras (mais de uma citologia a cada trés anos); uma (16,7%) tinha infeccao por
HIV; 59,1% informaram ndo fazer o exame de rastreio para o CCU por inibigdo, vergonha,
medo ou falta de tempo; 35 (89,7%) tiveram diagndstico histopatoldgico de carcinoma de
células escamosas, quatro (10,3%) de adenocarcinoma; 26 (66,5%) apresentaram
estadio llI-IV. A escolha terapéutica mais frequente foi quimioterapia (QT) e radioterapia
(RT) (74,4%); 12 (30,8%) mulheres apresentaram recidiva/persisténcia apds
tratamento; quatro (10,3%) foram a débito; 21 (53,8%) foram positivas antes do tratamento
para HPV 16 no plasma e nenhuma para HPV 18; o grupo B apresentou maior frequéncia de
cf-DNA do HPV detectdvel (81,0%) (p = 0,041); uma paciente foi positiva para HPV16
nas fases zero, 1 e 2 de modo que na fase 1 houve diminui¢cdao do nimero de cdpias de cf—
DNA do HPV 16, fato que coincidiu com o término da radioterapia; em paciente que

apresentou recidiva/persisténcia da doencga, foi possivel detectar o cf -DNA do HPV no

plasma seis meses antes do diagndstico da recidiva/persisténcia da doenca. A data da primeira

consulta e o inicio do tratamento variaram entre um e 29 meses, com valor médio iguala 6 £

5 meses.
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Conclusions: A detecgao do cf-DNA do HPV é um marcador clinicamente util na vigilancia
pos-tratamento do cancer de colo do utero. Cf-DNA do HPV pbde ser detectado 6 meses

antes da recidiva/persisténcia da doenca.

Keywords: HPV, DNA livre, neoplasia do colo uterino, recidiva, Amazonas.

Introduction

O cancer de colo do utero (CCU) é o quarto tipo de neoplasia maligna mais prevalente
nas mulheres, caracterizando um sério problema de saude publica, especialmente nos paises
em desenvolvimento. No mundo a incidéncia e a mortalidade desse cancer é de 604.127
casos/ano e 341.831 dbitos/ano (1,2). No Brasil, foram estimados 17.010 casos novos de
cancer de colo do Utero para cada ano do triénio 2023-2025, com incidéncia estimada de 15,38
casos a cada 100 mil mulheres. Em termos de mortalidade em 2020, ocorreram 6.627 ébitos,
e a taxa de mortalidade bruta por cancer de colo do utero foi de 6,12 mortes a cada 100 mil
mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o CCU é o segundo mais
incidente na Regido Norte do Pais (20,48 casos/100 mil mulheres). No Estado do Amazonas a
taxa de incidéncia ajustada é de 31,7 novos casos por 100 mil mulheres para o ano de 2023 e

uma taxa de mortalidade ajustada de 14,49 dbitos por 100 mil mulheres em 2020 (3).

Potencialmente, todos os casos de cancer de colo do Utero estdo relacionados a infeccdo
persistente pelo Papillomavirus humano oncogénico (HPV). O continuo avanco para melhoria
na investigacdo dessa doenca levou a descoberta de DNA livre de células circulantes (cf-DNA)

no soro e no plasma de pacientes com essa enfermidade, o que possibilitou a abertura de um
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novo campo de pesquisa no diagndstico e no monitoramento da resposta ao tratamento (4).
O DNA tumoral circulante (ctDNA) é um tipo de cfDNA sérico encontrado em pacientes com
cancer e contém informacdes abundantes sobre as caracteristicas do tumor, destacando seu
potencial valor diagndstico no cenario clinico (5). Nesse sentido, o DNA circulante do HPV
(cf- DNA HPV) tornou-se um foco importante para o diagndstico precoce e para o progndstico

no cancer de colo do utero (6).

A alta morbimortalidade pelo cancer de colo do Utero no estado do Amazonas, que é o
maior estado do Brasil com uma area geografica de 1.559.159.148 km? (regido norte do pais),
¢ atribuida ao retardo ao diagndstico e ao inicio do tratamento (7). A dificuldade de acesso
aos servicos de salde é uma realidade, pois existem grandes desafios geoespaciais, culturais
e ambientais, que incluem enchentes e secas sazonais da Regido Amazonica. A infraestrutura
hospitalar é insuficiente; existem poucas unidades de satde pelo Sistema Unico de Saude
(sistema publico de saude), que oferecem o exame colposcdpio e que estdo localizadas apenas
na capital, Manaus. Logo, as mulheres residentes no interior do Estado lidam, diariamente,
com a falta de infraestrutura e dificil acesso a salde, o que leva a chegada tardia ao hospital

de referéncia no tratamento de lesdes precursoras e do cancer (8—10).

Quanto mais o diagnostico é retardado, maiores as chances de as mulheres apresentarem
doenca avancada ao diagnéstico inicial, o que compromete outros drgdos e resulta em
tratamentos mais agressivos e em menores chances de cura da paciente. Estudo de revisao
sistematica e meta-andlise demonstrou a utilizacdo do teste de cf- DNA HPV na deteccdo
precoce de recidiva em mulheres em tratamento para o CCU (11). Nesse sentido, o

objetivo deste estudo foi analisar a presengca do DNA circulante do HPV no plasma como
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marcador/preditor de recidiva/persisténcia de doenca no acompanhamento do tratamento

do cancer de colo do Utero.

Materials and Methods

Enrollment

Trinta e nove pacientes com diagndstico de cancer de colo do utero, atendidas na
Fundagao Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas — FCECON, no periodo de
31 de agosto de 2020 a 30 de setembro de 2022, participaram do estudo. N3ao foram
envolvidas mulheres com doenca metastatica ao diagndstico. O seguimento ocorreu em
guatro momentos: fase zero (antes do inicio do tratamento), fase 1 (cerca de seis meses apds
o inicio do tratamento), fase 2 (cerca de nove meses apds o inicio do tratamento) e fase 3
(cerca de 18 meses apds o inicio do tratamento). As mulheres foram divididas em 2 grupos A
(IAaliB) e B (IllIA a IVA), conforme classificagao da Federagao Internacional de Ginecologia e
Obstetricia (FIGO). Todas as pacientes foram convidadas a participar da pesquisa, assinando o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE e respondendo ao questionario, no qual
foram coletados dados sociodemograficos, clinicos e de risco para infeccdo pelo HPV. Para
este estudo, caracterizou-se como recidiva/persisténcia da doenca a presenca de sinais e de
sintomas (como sangramento vaginal persistente, dor abdominal com queixas urindrias e
intestinais) descritos na evolucdo clinica, consultados nos prontuarios das pacientes. Esta
analise levou em consideracdo as observacdes médicas sobre estado clinico da paciente, bem

como os exames histopatoldgicos e/ou de imagens do seguimento terapéutico. O estudo foi
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aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCECON — Parecer aprovado 3.997.504, 29 de

abril de 2020.

Biological Samples Collection and Processing

Na fase zero (antes do tratamento), a coleta de tecido ocorreu sempre que houve
indicacdo clinica, no ambulatério, durante a primeira consulta da paciente; ou no centro
cirargico, durante o ato cirurgico. O tamanho do fragmento coletado foi de aproximadamente
3 a5 mm de tecido tumoral e armazenado em microtubo plastico seco livre de DNAse e RNAse.
As amostras foram armazenadas a -30 °C até serem processadas. A amostra de sangue foi
coletada em tubos PPT™ (Plasma Preparation Tube) PLUS (BD Vacutainer®, USA) com gel
separador de 5mL por puncdo venosa e processada, para obtencdo do plasma, dentro de duas
horas apds a coleta, por meio de centrifugacdo a 1.400-1.600g por dez minutos. O plasma foi
separado em aliquotas e armazenado a -30°C. Antes da extracdo de DNA, uma segunda
centrifugacdo de alta velocidade de 16.000g por dez minutos a 4°C foi realizada para garantir
a eliminacdo de restos celulares. O material cérvico vaginal foi coletado nos casos em que a
paciente foi indicada para tratamento nao cirldrgico, sem indicacao clinica para coleta de
fragmento de tecido tumoral; a coleta ocorreu no ambulatdrio utilizando-se escova Cervex-
Brush® Combi (Rovers® Medical Devices B.V The Netherlands). Ao término da coleta, a cabeca
da escova, que é removivel, foi acondicionada no frasco contendo solucdo conservante de
tiocianato de guanitidina- 4M. O frasco foi levado ao vértex durante 15 segundos; em seguida
a amostra foi separada em aliquotas e armazenada a -30°C. As coletas das amostras de sangue
durante o follow up foram feitas de acordo com as visitas ao hospital, seja para consulta

odontolégica, médica, psicoldgica, servico social, fisioterapia e de algumas visitas domiciliares,
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juntamente com o servigo social da FCECON. A triagem molecular para detec¢ao do DNA do
HPV 16 e 18 foi realizada inicialmente nas amostras provenientes da lesdo tumoral (tecido ou
material cérvico vaginal). Somente as pacientes com as amostras de lesdo tumoral detectaveis

para DNA do HPV 16 e/ou 18 seguiram para analise no plasma e o follow up.

DNA extraction

Tecido- o DNA tecidual foi extraido do tecido congelado utilizando o kit DNeasy® Blood
& Tissue Kit (QIAGEN Inc., USA) de acordo com as recomendacdes do fabricante. O volume

final de DNA extraido foi de 200 pl, e a aliquota foi armazenada a -30°C.

Plasma- O DNA foi extraido do plasma congelado utilizando o kit ReliaPrep™ Blood gDNA
Miniprep System (Promega Inc., USA) de acordo com as recomendagdes do fabricante. O

volume final de DNA extraido foi de 40 pl, e a aliquota foi armazenada a -30°C.

Cérvico vaginal — A extracdo de DNA, a partir do material cérvico vaginal, foi realizada
utilizando o kit comercial ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System (Promega Inc., USA)
seguindo instrucdes do fabricante. O volume final de DNA extraido foi de 60 pl, e a aliquota

foi armazenada a -30°C.
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Human B-actina PCR

Para controle de qualidade da extracdo de DNA, o gene da B-actina humana foi
amplificado por reagdao em cadeia da polimerase (qPCR) utilizando as sequéncias Primer F: (5
CCATCTACGAGGGGTATGC'3) e Primer R: (5" GGTGAGGATCTTCATGAGGTA'3) e sonda (5'VIC-
CCTGCGTCTGGACCTGGCTG-NFQ 3') (Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil), num volume de
reacao final de 10,0uL. Cada reacdo gPCR continha 1X mistura principal TagMan (Applied
Biosystems, Foster City, CA), 300 nM de cada um dos primers direto e reverso, 100nM de
sonda fluorogénica TagMan e 50-100 ng de DNA. As condi¢des de amplificacdo consistiram
em 50°C por dois minutos; e 95°C por dez minutos, seguida por 40 ciclos de 95°C por 15

segundos, 55°C por um minuto e 60°C por um minuto.

E7 HPV16/HPV18 type-specific quantitative real-time PCR (qPCR)

Todas as amostras foram submetidas a dois ensaios especificos de gPCR em tempo real
baseados em TagMan visando o gene E7 de HPV16 e de HPV18 em um sistema de PCR em
tempo real QuantStudio™ 5 (Thermo Fisher Scientific© Inc, USA). Todas as amostras e os

controles foram executados em duplicata.

HPV16-E7 - o ensaio gPCR incluiu os seguintes primers: primer forward
(5'GATGAAATAGATGGTCCAGC3') e primer reverse (5'GCTTTGTACGCACAACCGAAGC3') e a
sonda (5'FAM-CAAGCAGAACCGGACAG-MGB-NFQ) num volume final de 12,5 pL. Cada reacdo
de gPCR continha 1X da mistura principal TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA), 375

nM de cada um dos primers forward e reverse, 125 nM de sonda fluorogénica TagMan e 50-
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100 ng de DNA. As condi¢des de amplificagdo consistiram em 50°C por dois minutos; e 95°C
por dez minutos, seguida por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 55°C por um minuto e 60°C
por um minuto. O DNA de uma linhagem celular SiHa que contém 1-2 cépias de HPV 16

integrado por célula foi utilizado como controle positivo em todas as reacdes (12).

HPV18-E7 - o ensaio gPCR incluiu os seguintes primers: primer forward
(5’ AAGAAAACGATGAAATAGATGGA3’) e primer reverse (5'GGCTTCCACCTTACAACACA3’) e a
sonda (5'VIC-AATCATCAACATTTACCAGCC-MGBNFQ3’) num volume final de 12,5 uL — cada
reacao de gPCR continha 1X da mistura principal TagMan (Applied Biosystems, Foster City,
CA), 375 nM de cada um dos primers forward e reverse, 125 nM de sonda fluorogénica
TagMan, e 50-100 ng de DNA. As condi¢des de amplificagdo consistiram em 50°C por dois
minutos; e 95°C por dez minutos, seguida por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 55°C por um
minuto e 60°C por um minuto. O DNA da linhagem celular HelLa que contém 10-20 cépias de

HPV 18 integrado por célula foi utilizado como controle positivo em todas as reagdes (12).

HPV 16 viral load in plasma sample — foi construida uma curva-padrao, utilizando DNA
extraido de células SiHa, (uma cépia de HPV 16/célula) na concentra¢cdo 55,6 ng/uL.
Inicialmente 100 uL do DNA extraido de células SiHa foram adicionados a 300 pL de plasma
negativo. Sabendo-se que uma célula diploide possui 6,6 pg de DNA e que a linhagem celular
SiHa possui uma cépia de HPV 16 em um volume final de 400 pL, uma série de diluicoes
seriadas (1:10) foi realizada para gerar a curva-padrao, seguindo as recomendacdes do MIQE
Guidelines (Minimum Information for Publication of Quantitative real-time PCR Experiments)

(13).
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Statistical analysis

As analises descritivas foram representadas por frequéncia absoluta (n) e relativa (%)
e demonstradas por meio de tabelas e graficos. A presenga de positividade do DNA circulante
do HPV no plasma antes e durante o tratamento, considerando os periodos deste estudo (T1
a T3), foi apresentada por meio Swimmer Plot, elaborado no programa Microsoft Excel e
Adobe illustrator. A andlise de sobrevida foi realizada considerando o método de Kaplan-
Meier, tendo sido as comparacdes da sobrevida por fatores realizadas pelo teste de Log-Rank.
O tempo de sobrevida considerou a data do inicio do tratamento das pacientes e a data de
dbito ou a data final de seguimento de cada paciente neste estudo. Para as trés pacientes que
nao realizaram tratamento, considerou-se como data inicial a data de entrada neste estudo.
A andlise do At correspondeu ao periodo decorrido a partir da primeira consulta até a data de
inicio do tratamento das mulheres. A relacdo entre as caracteristicas clinicas (estadiamento)
e histopatoldgicas das pacientes, com a presenca dos marcadores utilizados no seguimento,
foi avaliada pelo teste Qui-Quadrado de Pearson. As andlises foram realizadas no programa
estatistico IBM SPSS Statistics versao 21. Em todas as comparagdes, utilizou-se o nivel de 5%

de significancia.

Results

Foram incluidas no estudo 39 pacientes atendidas na FCECON, no periodo de agosto de
2020 a setembro de 2022, sendo 13 do Grupo A (FIGO IA a IIB) e 26 do Grupo B (FIGO Il A a
IVA). Quanto ao perfil sociodemogréfico, a idade variou entre 25 e 80 anos, com idade média
de 48,4 +SD 13,4; 14 pacientes (35,9%) estavam na faixa etdria de 21 a 40 anos; 17 (43,6%),

entre 41 e 55 anos. Em relacdo ao nivel escolar, observou-se que 46,1% das mulheres
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relataram serem analfabetas ou terem ensino fundamental incompleto (tabela 1). A maioria

(48,6%) das pacientes incluidas no estudo sdo do lar/domésticas; e, quanto a renda familiar,

evidenciou-se que 30 (77,0%) ndo possuem renda, ou possuem renda de até um saldrio-

minimo tabelado no Brasil (tabela 2).

Tabela 1 - Caracterizagdo sociodemografica das pacientes com cancer de colo do Utero atendidas na

FCECON, no periodo de agosto de 2020 a setembro de 2022, Manaus — AM, Brasil.

Variaveis n (39) %
Faixa Etaria
21a40 14 35,9
41a55 17 43,6
56 a 65 2 51
> 65 6 15,4
Etnia
Branca 3 7,7
Negra 1 2,6
Parda 35 89,7
Nivel Escolar
Analfabeta 6 15,4
Fundamental incompleto 12 30,7
Fundamental completo 1 2,6
Médio completo 15 38,4
Superior incompleto 1 2,6
Superior completo 4 10,3
Estado Civil
Solteira 14 35,9
Casada 17 43,6
Divorciada 2 51
Viluva 6 15,4
Local de nascimento
Capital 9 23,1
Interior 19 48,7
Outros Estados 11 28,2
Moradia nos ultimos cinco anos
Capital 25 64,1
Interior 11 28,2
Outros Estados 3 7,7

n: Frequéncia absoluta; %: Frequéncia relativa
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Tabela 2. Perfil socioeconémico das pacientes com cancer de colo do Utero, atendidas na FCECON, no
periodo de agosto de 2020 a setembro de 2022, Manaus — AM, Brasil.

Variaveis n (39) %
Ocupagao
Agougueira 1 2,6
Agente de saude 1 2,6
Agricultora 2 51
Auténoma 2 51
Auxiliar de lavanderia 1 2,6
Costureira 1 2,6
Cozinheira geral 1 2,6
Diarista 1 2,6
Do lar / Doméstica 19 48,6
Estudante 1 2,6
Fisioterapeuta 1 2,6
Funciondria publica 1 2,6
Mediadora 1 2,6
Professora 2 51
Servigos gerais 3 7,5
Supervisora de almoxarifado 1 2,6
Renda Familiar
Sem renda 15 38,5
Até 1 SM 15 38,5
2a3sSM 8 20,5
>3 SM 1 2,5

n: Frequéncia absoluta; %: Frequéncia relativa
SM: Saldrio minimo no Brasil (US 286,00)

Ao se avaliar o comportamento e os habitos das mulheres ou possiveis fatores de risco

relacionados ao CCU, observou-se que 31 (79,5%) tiveram a primeira relacdo sexual (sexarca)
entre 12 e 17 anos; 24 mulheres (61,5%) tiveram entre dois e cinco parceiros ao longo da vida
e fazem uso de preservativo as vezes. Observou-se que 17 (43,6%) mulheres foram hiper-
rastreadas conforme as diretrizes brasileiras de rastreamento (mais de uma citologia a cada
trés anos); 18 (46,1%) eram hiporrastreadas (menos de uma citologia a cada trés anos); e
quatro (10,3%) nao souberam informar. Observou-se que seis (15,4%) pacientes informaram
que foram acometidas por alguma infecgdo sexualmente transmissiveis (IST). Destas seis, uma

(16,7%) foi infectada com HIV (tabela 3).
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258 Tabela 3 - Caracterizagdo dos fatores comportamentais e de risco das pacientes com cancer de colo do
259 utero, atendidas na FCECON, no periodo de agosto de 2020 a setembro de 2022, Manaus —AM, Brasil.

Variaveis n (39) %
Sexarca
Entre 12 e 14 anos 12 30,8
Entre 15 e 17 anos 19 48,7
A partir dos 18 anos 7 17,9
N3o informou 1 2,6
N2 de parceiros
Apenas 1 4 10,3
De2a5 24 61,5
De6al0 8 20,5
>10 1 2,6
Desconhecido 2 51
Uso de preservativo
As vezes 24 61,5
Sempre 1 2,6
Nunca 14 35,9
Teste Citolégico de Triagem
6 em 6 meses 3 7,7
1vezaoano 9 23,1
2 em 2 anos 5 12,8
Mais de 3 anos 12 30,7
Nunca realizou 6 15,4
N3o soube informar 4 10,3
Contato com o tabaco
Sim 15 38,5
Nao 24 61,5
ISTs
Sim 6 15,4
Nao 23 59,0
N&o sabe 10 25,6
Qual IST n (6) %
HIV 1 16,7
Sifilis 1 16,7
N3o sabe 4 66,6
260 n:Frequéncia absoluta; %: Frequéncia relativa; IST: InfeccOes
261 Sexualmente Transmissiveis; HIV: Virus da imunodeficiéncia humana.
262
263 Quanto as barreiras para nao realizagcdo do exame de rastreamento do CCU 59,1% das

264  mulheres relataram inibicdo, vergonha, medo ou falta de tempo (Grafico 1).

265



15

266 Grafico 1. Barreiras pelas quais as pacientes com cancer de colo do Utero, atendidas na FCECON no periodo de
agosto de 2020 a setembro de 2022, Manaus — AM, Brasil, ndo realizavam o preventivo rotineiramente
268

Descuido com a salde 2(9,1%)

Dificuldade de acesso 3 (13,6%)

Falta de conhecimento 1 (a,6%)

Falta de tempo 6 (27,3%)

Inibi¢do, vergonha ou

medo 7 (31,8%)

Ndo relatou dificuldade 3 (13,6%)

o
N

B Frequéncia n (%)

269 No que se refere ao tipo histolégico, 35 (89,7%) mulheres tiveram diagndstico
270  histopatolégico de carcinoma de células escamosas; e quatro (10,3%), de adenocarcinoma.
271  Quanto ao estadiamento FIGO, vinte e seis (66,5%) apresentavam estadios Il e IV. A escolha
272  terapéutica mais frequente foi quimioterapia (QT) e radioterapia (RT) (74,4%), entretanto trés
273 (7,7%) pacientes ndo realizaram tratamento. Os motivos relatados da ndo realizagdo do
274  tratamento foram: indicacdo direta de tratamento paliativo, sem condi¢des financeiras para
275  transporte até a FCECON (paciente moradora do Careiro Castanho — interior do Estado do
276  Amazonas) e decisdo de voltar para seu municipio (paciente do interior do Estado do Par3)

277  (tabela 4).

278

279

280
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281 Tabela 4. Caracterizagdo clinica das pacientes com cancer de colo do utero, atendidas na FCECON, no
282 periodo de agosto de 2020 a setembro de 2022, Manaus — AM, Brasil.

Variaveis n (39) %

Tipo Histolégico

ADC 4 10,3
CEC 35 89,7
Estadiamento (FIGO)
1A2 1 2,6
IB1 3 7,7
1B2 2 51
Il 1 2,6
A 1 2,6
1B 4 10,3
lIC1 1 2,6
I} 5 12,7
1B 6 15,3
lc 1 2,6
lnc1 9 23,1
1nc2 2 51
IVA 3 7,7
Tratamento h " 4 N
Cirurgico 7 17,9
QT+ RT 29 74,4
N3o realizou tratamento 3 7,7
283 n: Frequéncia absoluta; %: Frequéncia relativa; ADC: Adenocarcinoma;
284 CEC: Carcinoma de células escamosas; QT: Quimioterapia; RT:
285 Radioterapia; FIGO: Federagdo Internacional de Ginecologia e
286 Obstetricia
287
288 Ao se analisar a condicdo da resposta terapéutica (desfecho) das 39 mulheres, 12

289 (30,8%) apresentaram recidiva/persisténcia e quatro (10,3%) foram a 6bito. Das 12 pacientes
290 que tiveram recidiva/persisténcia, uma (2,6%) era do grupo A; e 11, do grupo B (28,2%) (tabela

291  5).

292

293

294
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Tabela 5 — Frequéncia de casos de recidiva/persisténcia das pacientes com cancer de colo do Utero,

atendidas na FCECON, no periodo de agosto de 2020 a setembro de 2022, Manaus — AM, Brasil.

Variaveis %
Recidiva/Persisténcia (n=39)
Sim 12 30,8
Nao 24 61,5
Nao realizou tratamento 3 7,7
FIGO (n=12) %
Grupo A 1 2,6
Grupo B 11 28,2
Desfecho (n=39)
Obito 4 10,3
Sobrevivente 35 89,7

A deteccdao e a genotipagem de HPV presente no plasma foram realizadas nas 39
amostras das pacientes com cancer de colo do utero, das quais 21 (53,8%) foram positivas
para HPV 16 e 18 (46,2%) amostras de plasma foram ndo detectdveis no tempo To (antes do

inicio do tratamento).

Ao se observar o follow up das pacientes, notou-se que no To 53,8% das mulheres
apresentaram cf- DNA HPV detectavel (cDNA HPV); e no T3 (18 meses apds
tratamento) 16,7% permaneceram detectdveis (tabela 6). Entretanto, ndo houve diferenca

estatistica entre os tempos.

Tabela 6 - Frequéncia da positividade do cf- DNA HPV das pacientes com cancer de colo do
Utero, atendidas na FCECON, no periodo de agosto de 2020 a setembro de 2022, Manaus — AM, Brasil.

DNA Circulante do HPV
TEMPO Coletado Nao
0, D 4 0, 0, *
(n) % etectavel % detectavel % p
To 39 100 21 53,8 18 46,2
T1 7 17,9 2 28,6 71,4 0,410
T2 11 28,2 2 18,2 9 81,8 0,046
T3 6 15,4 1 16,7 5 83,3 0,187

*Valor de p significativo para p<0,05 (5%)
Teste Exato de Fisher
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311 A tabela 7 demonstra a andlise entre as caracteristicas clinicas das pacientes e a
312  presenca do cf- DNA HPV. A relacdo entre o estadiamento FIGO e a presenca do cf- DNA HPV
313  nas 39 mulheres mostrou que o grupo B — estddio avancado — apresentou maior frequéncia
314  de cf- DNA HPV detectavel (81,0%), com um p valor de 0,041. Quanto a presenca

315 recidiva/persisténcia da doenca, observou-se que 6 (33,3%) mulheres apresentaram esse

316  quadro e quatro (19%) foram a dbito.

317

318 Tabela 7. Relagdo entre as caracteristicas clinicas das pacientes com o cf-DNA HPV 16, atendidas na
319 FCECON, no periodo de agosto de 2020 a setembro de 2022, Manaus — AM, Brasil.

cf-DNA HPV
Variaveis Detectavel % N3o detectavel % n (39) p*
(n=21) ? (n =18) ?
FIGO
Grupo A 4 19,0 9 50,0 13 0,041*
Grupo B 17 81,0 9 50,0 26
Histopatoldgico
ADC 2 9,5 2 11,1 4
CEC 19 90,5 16 88,9 35 0,636
Recidiva/recorréncia
Sim 6 28,6 6 33,3 12 0,491
N3o 15 71,4 12 66,7 27
Desfecho
Obi 4 1 4
ito . 9,0 0 0,0 0,073
Sobrevivente 17 81,0 18 100,0 35
320 *Valor de p significativo para p<0,05 (5%)
321 Teste Qui-Quadrado de Pearson
322
323 Durante o follow up nao foi possivel obter a coleta de plasma de todas as pacientes

324 deste estudo para a deteccdo de cf-DNAHPV. Entretanto, houve o

325 acompanhamento clinico das 39 pacientes. Sendo assim, de 16 pacientes que tiveram coleta
326  antese apds o tratamento, 11 (68,75% — 11/16) foram positivas para cf-DNA HPV no momento
327 do diagndstico e quatro (25,0% — 4/16) foram positivas em pelo menos uma amostra apds o

328 tratamento. A trajetodria das 39 pacientes incluidas no estudo pode ser verificada na figura 1.
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A paciente n.° 2 foi positiva para o cf-DNA HPV no To(carga viral=1.940 cdpias/mL),
estadiamento IIIC, tipo histoldgico CEC, 39 anos. No T3 (18 meses apds o tratamento) o cf-DNA
HPV foi indetectavel, mas a recidiva/persisténcia clinica foi detectada 33 meses apds o

tratamento.

A paciente n.° 6 foi positiva para o cf-DNA HPV no To(carga viral= 40.330 cdpias/mL),
estadiamento IVA, tipo histolégico CEC, 53 anos. Nao houve coleta no T: nem no T,. No T3
(carga viral=5,13 copias/mL), a recidiva/persisténcia da doenca foi detectada 26 meses apds
o tratamento. Portanto, o cf-DNA HPV foi detectado nove meses antes do diagndstico clinico

da recidiva/persisténcia da doenca.

A paciente n.° 8 foi positiva para o cf-DNA HPV no To (carga viral=7.470  cépias/mL),
estadiamento I11C2, tipo histolégico CEC, 36 anos. Nos T1, T2 e Tz 0 cf-DNA HPV foi indetectavel,

mas a recidiva/persisténcia da doenca ocorreu 23 meses apds o tratamento.

Quanto a paciente n.° 10, estadiamento IIIC, tipo histoldgico CEC, 53 anos, durante o
follow up nao foi detectada a presenca de cf-DNA HPV, porém os T1e Tz ndo foram coletadas as

amostras.

A paciente n.° 12 foi positiva para cf-DNA HPV no Tg(carga viral= 54.720 cdpias/mL),
estadiamento IlIC1, tipo histolégico CEC, 41 anos. Foi relatado que a paciente apresentou
intercorréncia clinica durante a quimioterapia, sendo essa etapa do tratamento nao concluida.
Foram realizadas as coletas T (carga viral= 6.120 copias/mL) e T, (carga viral= 68.090
cépias/mL). No T1 houve diminuicdo do nimero de cépias de HPV16, fato que se alinhou com
o término da radioterapia. A recidiva/persisténcia dadoenca foi detectada 14 meses apos

o tratamento. A paciente foi a 6bito 16 meses apds o tratamento.
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A paciente n.° 13 foi positiva para o cf-DNA HPV no To(carga viral= 43.400 cépias/mL),
estadiamento IlIC1, tipo histolégico CEC, 61 anos. No T, (nove meses apds o tratamento) o
cf-DNA HPV foi indetectavel; ndo houve coleta no T3 (18 meses apds o tratamento); a

recidiva/persisténcia da doenca foi detectada 23 meses apds o tratamento.

A paciente n.° 20 o cf-DNA HPV foi detectavel no To (carga viral= 5.800 cépias/mL),
indetectavel no T1 e no T2 (carga viral= 1.070 cépias/mL), estadiamento Il B, CEC, 49 anos. Ndo

houve coleta no Ts,

A paciente n.° 24 ndo apresentou cf-DNA HPV no To, estadiamento 11I1B, CEC, 52 anos,
cf-DNA HPV detectavel no T1 (carga viral= 920 cdpias/mL); a recidiva/persisténcia dadoenca
foi identificada 13 meses ap6ds o tratamento. Portanto, o cf-DNA HPV no plasma foi detectado

seis meses antes do diagndstico clinico da recidiva/persisténcia da doenca.
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Figura 1- Follow up clinico das 39 pacientes com cancer de colo do Uter atendidas na FCECON, no periodo
de 2022, Manaus-AM, Brasil
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Cada linha corresponde a uma paciente (n=39); Em vermelho ( J#e verde ( ) ® correspondem as amostras de
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Pacientes com DNA circulante do HPV detectdveis em suas amostras durante o tratamento sdo indicados por
uma seta preta;+ indica pacientes que foram a 6bito; P/R pacientes que apresentaram persisténcia/recidiva;

X pacientes que ndo realizaram tratamento.

A figura 2 apresenta a curva de sobrevida de Kaplan-Meier, considerando como fator
o resultado do DNA plasmatico das mulheres submetidas a coleta do plasma. De acordo com
o grafico, as mulheres consideradas detectaveis ao cf-DNA HPV tiveram tendéncia
a sobreviver menos tempo do que as mulheres ndo detectdveis, porém essa diferenca entre

as sobrevidas em ambos os grupos nao foi estatisticamente significativa (p=0,073).
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403 Figura 2. Andlise de sobrevida das pacientes por resultado do cf-DNA HPV nas mulheres
404 acompanhadas no seguimento apds tratamento na FCECON.
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407  dotratamento das 36 mulheres em seguimento terapéutico. O AT variou entre um e 29 meses,
408  sendo seu valor médio igual a 6 £ 5 meses. Observou-se que o valor do desvio-padrao foi muito
409 proximo ao valor médio (AT =6 meses), caracterizado por um viés devido ao AT de uma
410 paciente (29 meses). Destaca-se que a maioria das pacientes obtiveram um AT entre 5,1 e 7,0

411  meses com 30,6%; e 11,1% obtiveram um AT >10 meses (grafico 2).
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Grafico 2 — Delta tempo (AT) entre a data da primeira consulta e o inicio do tratamento das mulheres.
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Discussion
O uso de deteccdo de cf-DNA HPV como marcador progndstico de

recidiva/persisténcia de doenca em pacientes acompanhadas apds o tratamento do cancer de
colo de Utero foi avaliado neste estudo. A aplicacdo deste marcador foi analisada no contexto
do seguimento de pacientes oriundas de uma regido do norte do Brasil onde h3 alta
prevaléncia de cancer de colo de Utero e que na maior parte das vezes é causada por

dificuldade de acesso ao diagnodstico e ao tratamento da doenca.

Os atrasos no diagnodstico e no tratamento do cancer de colo do Utero podem ocorrer
por diversos fatores, relacionados a paciente, aos profissionais e ao acesso e a organizagao
dos servicos de saude (14,15). Entretanto, no ano de 2020, somou-se a esses fatores o efeito
da pandemia causada pelo novo coronavirus, pois os servicos assistenciais tiveram o encargo
de conter o avanco do virus SARS-COV-2, o que culminou em atrasos na triagem e no

diagndstico de lesdes cervicais. Esse cendrio trouxe a tona as fragilidades dos sistemas de
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salde, em particular o do Brasil, além de constatar, com maior intensidade, as imensas

desigualdades sociais presentes no Pais, sobretudo na Regido Norte.

O Amazonas é o maior estado do Brasil; estd localizado na Regido Norte, com uma drea
geogréfica de 1.559.159.148 km?. A dificuldade de acesso aos servicos de saude é devido as
suas caracteristicas geograficas, com grandes desafios culturais, geoespaciais e ambientais,
incluindo enchentes e secas sazonais da Regido Amazonica(16). Quanto a infraestrutura
hospitalar, existem somente cinco unidades de saude pelo SUS, que oferecem o exame de
colposcopia e que estdo localizados na capital, Manaus. Vale-se ressaltar que 71,5% da
populacdo brasileira depende do acesso ao servico publico de saude (17). As mulheres
residentes no interior do Estado do Amazonas lidam, diariamente, com a falta de
infraestrutura e com o dificil acesso a saude, o que as leva ao direcionamento tardio para o
hospital de referéncia no tratamento do cancer. Nesse sentido, 26 (66,6%) das pacientes deste
estudo foram classificadas no grupo B (FIGO IlIA a IVA), com destaque para o estadio IlIC1
(23,1%). Esses dados estdo proximos dos relatados na literatura, em que se observa que, em
cerca de 50% dos casos, a doenga é diagnosticada em estagios avangados (lll ou IV), o que
torna o tratamento mais agressivo e, consequentemente, com menor probabilidade de cura,

sobretudo nas localidades de dificil acesso, como é o caso do Amazonas (18).

Neste estudo, a populacdo estudada apresentou idade média de média 48,4 (+SD
13,4), o que corrobora a literatura, que demonstra que a maioria dos canceres de colo de
utero se desenvolve entre 45 e 55 anos (19). Entretanto, se observou que 14 (35,9%) das
pacientes estavam na faixa etaria entre 21 e 40 anos, o que coincide com os resultados do
estudo de Moysés et al. (20) (2019), realizado em Manaus (AM), na Fundacdo Centro de

Controle de Oncologia do Amazonas (FCECON), que descreveu as variaveis sociodemograficas
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e os fatores de risco para o CCU em 103 pacientes em tratamento e mostrou um perfil etario

entre 35 e 39 anos.

O baixo nivel de escolaridade tem sido associado ao risco para o cancer de colo do
Utero, o que sugere que essas mulheres podem ndo reconhecer a importancia do exame
preventivo ou ndo ter o conhecimento necessario para buscar rastreamento e tratamento
(21). Estudo transversal realizado em 451 mulheres com 18 anos ou mais nos condados de
Isiolo e Tharaka Nithi, no leste do Quénia, demonstrou que 49,2% relataram ndo serem
alfabetizadas ou possuirem apenas o ensino primdrio (22). Essa situacdo também foi
encontrada em um estudo qualitativo realizado com 35 mulheres em idades entre 21 e 65
anos residentes em duas favelas urbanas em Lagos, na Nigéria, o qual mostrou que 60% das
participantes disseram ter apenas educac¢do ndo formal ou ensino primario (23). No Brasil, em
um estudo prospectivo e observacional com 631 pacientes de 16 locais representativos das
cinco regides brasileiras, também foi observado que a menor escolaridade foi associada a nao
realizagcdo do exame para o cancer de colo do Utero (24). Nesta pesquisa, 46,2% das mulheres
relataram serem analfabetas ou terem ensino fundamental incompleto, o que corrobora o
estudo realizado em Manaus, no Estado do Amazonas, com 103 pacientes em tratamento para
o CCU na FCECON, no qual foi observado que 27,2 % das pacientes eram analfabetas ou so
possuiam ensino fundamental incompleto (20). Ademais, o estudo de Lucena et al. (2011)(25)
realizado no municipio de Porto Velho, Estado de Rondbnia, também Regido Norte do Pais,
mostrou que 78 (34,3%) das mulheres eram analfabetas ou s possuiam ensino fundamental
incompleto, o que confirma o baixo grau de instrucdo dessa populacdo. Esse cendrio enfatiza
a importancia de acdes de saude direcionadas as necessidades educacionais e sociais para a

Regido Amazobnica.
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O rastreio das lesdes precursoras do cancer de colo do utero é um desafio na Regido
Amazo0nica, principalmente nos municipios do interior dos estados, pois as peculiaridades
geograficas promovem um isolamento, principalmente das mulheres que moram em
comunidades nas margens dos rios (ribeirinhas), fato que pode justificar os resultados desta
pesquisa, pois 48,7% das pacientes relataram serem naturais do interior do Estado.
Entretanto, ao serem abordadas sobre moradia nos ultimos cinco anos, 64,1% reportaram
residir na capital, porém, em algumas situacdes em que foi necessario contato com a paciente,
houve dificuldades em encontrar alguns enderecos. Situacdo semelhante foi observada por
Torres et al. (2021) (26) em estudo de mulheres com cancer cervical atendidas no hospital
oncoldgico de Manaus, em que a referéncia de residéncia também foi imprecisa, pois algumas
delas indicam enderec¢o na zona urbana apesar de virem da zona rural ou de municipios do
interior do Amazonas. Nessa situagdo, pode-se considerar que essas pacientes ndo queiram
ser contactadas; as vezes pelo estigma da doenca, pois o CCU atinge um érgao repleto de
simbolismo para a mulher, visto que envolve questdes inerentes a sexualidade, a feminilidade

e a reproducdo (27).

As pacientes da FCECON s3ao em sua totalidade usuarias do SUS, portanto, quanto a
situacdo econdbmica da populacdo estudada observou-se que 30 (77,0%) relataram ndo terem
renda ou a renda familiar ser de até um saldrio-minimo (U$286,00). Os dados desta pesquisa
sdo reforcados pelo estudo realizado por Tadesse (2015) (28) em mulheres com diagndstico
de cancer do colo do utero atendidas em um hospital de referéncia na Etidpia com o objetivo
de avaliar diferentes fatores socioecon6micos e culturais relacionados as mulheres
vulneraveis ao cancer de colo do Utero. Observou-se também que a maioria das participantes

78 (39,4%) eram donas de casa; e 73 (36,9%), agricultoras. Moysés et al. (2023) (29) em um
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estudo envolvendo 119 mulheres em tratamento CCU, em um centro de referéncia para
tratamento do cancer em Manaus, observou que a maioria das mulheres (31,8%) ndo
trabalhava fora de casa e apresentava baixo nivel socioecondmico. Esses dados reforcam que
a baixa condicdo socioeconémica possui uma influéncia significativa nas mulheres com cancer
de colo do uUtero e é fator para a ndo realizacgdo do exame de rastreio e para,

consequentemente, maior incidéncia da doenca e maior mortalidade.

Esta evidenciado que o inicio da vida sexual precoce aumenta o risco de desenvolver o
CCU, caracteristica que é observada em paises em desenvolvimento(30). Mekonnen e Mittiku
(2023) (31) conduziram um estudo de revisdo sistematica e metandlise que revelou existir uma
associacdo entre o inicio da vida sexual precoce e o cancer do colo do Utero, o que indica que
as mulheres que iniciaram a relagdo sexual antes dos 18 anos de idade tiveram um risco maior
de contrair o CCU do que as mulheres adultas. Rozario et al. (2019) (32) identificaram em um
estudo realizado com 1.004 mulheres com diagndstico histolégico de carcinoma de células
escamosas que a faixa etaria de inicio da atividade sexual foi entre 17 e 19, diferentemente
dos resultados encontrados no presente estudo, que foram de 31 (79,5%) pacientes que
tiveram a primeira relacdo sexual (sexarca) entre 12 e 17 anos. E importante destacar que no
Estado do Amazonas a geografia dos rios, sua extensdo, a escassez e a limitacdo de recursos
em algumas regides também propiciam vulnerabilidades que acabam por suscitar a

exploracdo/violéncia sexual de meninas e mulheres.

Atualmente, o método de rastreamento do cdncer de colo do Utero no Brasil,
disponivel pelo Sistema Unico de Salde, é o exame citopatoldgico (exame de Papanicolaou),
gue deve ser oferecido as mulheres na faixa etaria de 25 a 64 anos e que ja tiveram atividade

sexual. Esse exame deve ser realizado a cada trés anos depois de dois exames consecutivos
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normais, com intervalo de um ano(33). Entretanto, a eficacia do rastreamento por meio do
exame de Papanicolaou é em grande parte dependente da qualidade da amostra coletada e
da acurdcia na interpretacdo (34-36). Neste estudo, 17 (48,6%) mulheres foram hiper-
rastreadas (mais de uma citologia a cada trés anos), o que corrobora os estudos que mostram
a baixa sensibilidade do exame, com taxas de falsos negativos que variam entre 6% e 56% e
podem ocorrer nas fases pré-analitica e analitica (37,38). Os fatores de risco associados a baixa
sensibilidade e, consequentemente, ao aumento da taxa de resultados falsos-negativos nao
sdo totalmente conhecidos. Apesar de esforcos, o controle de qualidade do rastreamento
ainda é voltado para a andlise laboratorial e pouco se direciona para a qualidade da coleta da
amostra(39). Nesse sentido, varios estudos de metanalise e analises agrupadas de ensaios
aleatorizados demonstraram que o rastreio com testes de HPV é superior ao rastreio por
citologia e, portanto, esta se tornando cada vez mais recomendado (40—43). No Brasil, apesar
de os testes para deteccdao de HPV ainda nao estarem incorporados no SUS, foram publicadas
recomendag¢des com o objetivo de orientar os profissionais que trabalham em cendrios nos
guais os testes estdao disponiveis para que possam utiliza-los embasados em evidéncias e de
acordo com as melhores praticas. Em paralelo, vem sendo publicados estudos investigando a
mudanca para a abordagem molecular no rastreamento do CCU no contexto brasileiro (44).
Dentre as vantagens do teste de HPV, é importante salientar que a coleta do material bioldgico
pode ser realizada pela prdpria mulher (autocoleta) sem comprometer a sensibilidade do
método (45). Isso facilitaria o acesso do exame as populacGes de localidades rurais e remotas,

o que é a realidade do Estado do Amazonas.

Embora exista um esforco para alcancar a melhor cobertura possivel para a realizacao

do teste de Papanicolaou, muitas mulheres relatam ndo realizar esse exame e referem alguns
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fatores para essa ndo adesdo. Estudo realizado em Estocolmo, Suécia, em que foram incluidas
1.510 mulheres que frequentavam o programa de rastreio do CCU, 44% ndo aderiram (ou seja,
ndao compareceram a triagem no prazo de um ano apds o convite inicial), 51% das quais
declararam dificuldades em se ausentar do trabalho(46). Neste estudo 59,1% das

mulheres relataram inibicdo, vergonha, medo ou falta de tempo, o que reforca os dados
encontrados no estudo de Silva et al. (2015) (47) realizado em uma Unidade Basica de Saude
do municipio de Londrina-PR, Brasil, onde, dentre os determinantes de crencas e atitudes em
saude, a vergonha (55,6%) foi o sentimento autorrelatado predominante. Qutro estudo
realizado com 40 mulheres cadastradas em uma Estratégia de Saude da Familia, na cidade de
Messias Targino/RN, Brasil mostrou que 20 (50%) responderam que a vergonha é o principal
fator para ndo realizarem o exame (48). Outros estudos demonstraram que sentimentos de
medo, vergonha e constrangimento foram verbalizados pelas mulheres como impedimentos

para acessar a unidade de saude e realizar o exame de Papanicolaou (27,49,50).

Mulheres que vivem com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)/sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, particularmente com imunossupressao, sao mais propensas a
contrair uma infeccdo persistente por HPV de alto risco que leve a displasia cervical ou ao
cancer cervical (51). No presente estudo, uma paciente foi detectada com infeccdo por HIV; e
sabe-se que mulheres vivendo com esse virus sdo de quatro a cinco vezes mais propensas a
desenvolver o CCU, o que corrobora com Clifford et al. (2017) (52), que realizaram uma revisao
sistematica e metanalise da distribuicdo dos tipos de HPV de alto risco em 19.883 mulheres
HIV positivas e encontraram maior prevaléncia de HPV 16, HPV 18 e HPV 45 em mulheres com
canceres cervicais invasivos. Bowden et al. (2023) (53) reforcam esse pressuposto com

evidéncias altamente sugestivas de que a positividade do HIV reduz a eliminacdo do HPV de



566

567

568

569

570

571

572

573

574

575

576

577

578

579

580

581

582

583

584

585

586

587

588

30

alto risco. Na cidade de Belém, Par3d, Brasil, um estudo realizado com 169 mulheres infectadas
pelo HIV mostrou que a prevaléncia da infeccdo pelo HPV foi de 63,3%. Das 47 amostras
genotipadas, 40,4% foram positivas para HPV de alto risco 16; e 12,8%, para HPV de alto risco
52 (54). Ademais, essas pacientes podem apresentar uma resposta nao satisfatéria aos

tratamentos cirurgico, radioldgico ou quimioterdpico (55-57).

Nesse estudo, o tipo histoldgico mais frequentemente observado foi o carcinoma de
células escamosas (CEC) (89,7%), seguido do adenocarcinoma (ADC) (10,3%); ja os achados do
presente estudo corroboram aquele realizado por de Sanjose et al. (2010) (58) que analisaram
amostras parafinadas de cancer de colo do Utero provenientes de 38 paises com positividade
para o HPV e identificaram que 87% eram CEC. No Brasil, em um estudo de coorte realizado
por meio da revisdo dos prontuarios fisicos e eletrénicos e dos laudos histopatoldgicos de
mulheres com diagndstico primario de cancer de colo do utero, o tipo histoldgico mais
frequente foi o CEC (83,9% dos casos) (32) Em estudo realizado em dois hospitais oncoldgicos
de referéncia no Estado de Sao Paulo, Brasil — o Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo
(ICESP) e o Hospital de Cancer de Barretos — envolvendo 172 amostras de pacientes com
diagndstico de cancer de colo do Utero, a avaliacdo histoldgica foi de 83,7% para CEC; e de
16,3% para adenocarcinoma (59). Outro estudo realizado na Unidade de Assisténcia de Alta
Complexidade (UNACON) do Hospital Estadual do Cancer do Maranhao- Brasil, e no Centro de
Assisténcia de Alta Complexidade em Oncologia (CACON), com 120 mulheres diagnosticadas

com cancer de colo de utero, também identificou um percentual de CEC (79,1%) (60).

Tendo em vista que, segundo dados do INCA (2022) (61), cerca de 35% dos casos de
cancer de colo do utero sao diagnosticados em fase avancada (Il e IV) e que ha um gradiente

entre estadiamento, progndstico clinico e tratamento das mulheres, ha de se refletir acerca
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dos fatores que influem nesse resultado. Na presente pesquisa também se encontrou o maior
percentual 23,1% (9/39) de mulheres com estadio mais avancado, IlIC1. Quanto ao
tratamento, a terapéutica mais frequente foi quimioterapia associada a radioterapia (74,4%).
Esse resultado pode ser explicado devido aos fatores sociodemograficos e econémicos (baixa
renda, residéncia em outras cidades) que implicam na dificuldade de acesso aos servicos de
saude na capital amazonense, o que as leva a buscarem atendimento somente quando a
doenca ja se encontra em estadio avancado. Isso torna o tratamento mais agressivo e,

consequentemente, com menor probabilidade de cura (10,62).

Uma situacao encontrada nesta pesquisa foi que trés (7,7%) pacientes ndo realizaram
tratamento, e os motivos relatados foram: indicacao direta de tratamento paliativo, sem
condicdes financeiras para transporte até a FCECON e decisdo de voltar para o seu municipio.
Ratifica-se que um dos obstdculos que dificultam o acesso as informacgdes sobre o cancer de
colo do utero é o baixo nivel socioecondmico, pois pessoas com menos poder aquisitivo tém
maior dificuldade de acesso aos servigos de salde e consequentemente menor acesso a
informacgdes fidedignas sobre a doenca — isso tanto na atencdao basica quanto na alta
complexidade (63). A paciente desprovida de informacdo ndo entende a importédncia e o
objetivo da terapia antineopldsica e opta por desistir do tratamento sem compreender o
prejuizo que pode sofrer em decorréncia dessa decisdo. Ademais, essa mulher muitas vezes é
abandonada pelo parceiro, amigos(as) ou familiar(es); e essa situacdo de vulnerabilidade a

torna deprimida, sem perspectiva de amparo emocional no seu cendrio de maior fragilidade.

Foi verificado, neste estudo, que o cf-DNA HPV 16 em amostras de plasma
foi detectado em 21 das 39 (53,8%) mulheres no momento do diagndstico da doenga, mas o

gendtipo 18 ndo foi observado em nenhuma das pacientes. Estes dados reafirmam os
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encontrados em outros estudos que analisaram a presenca de cf-DNA HPV no plasma pré-
tratamento por tipo de HPV e encontraram uma prevaléncia menor do genétipo 18. Em um
estudo semelhante foi encontrada no plasma a taxa de deteccdo para HPV 18 de 52,9%; e para
o gendtipo 16 de 57,1%, porém a deteccdo do cf-DNA HPV tanto no plasma quanto no soro de
pacientes com cancer descrita em trabalhos anteriores varia de 7 a 70% (64—66). Estudos
pretéritos usaram um numero amostral diferente, assim como popula¢Ges, materiais (soro ou
plasma) e diferentes métodos de extracdo do DNA; dessa forma, as taxas de deteccdo do cDNA

HPV, seja no soro, seja no plasma, ficam um pouco limitadas para comparacdes (67,68).

Uma revisdo sistemdtica que incluiu nove estudos revelou que 62%—89% das
recidivas/persisténcias da doencga foram detectadas no prazo de dois anos em mulheres apds
o tratamento primario para o CCU; e seis estudos relataram que 89% foram detectadas em
cinco anos (69). Esse fato também é confirmado por Mahantshetty et al. (2018) (67) em
estudo prospectivo, realizado com 135 pacientes com CCU, em que a resposta clinica
completa foi observada em 117 mulheres (86,6%), resposta parcial em 12 (9%) e doenga em
seis (4,4%), apds nove meses do tratamento, no acompanhamento de 60 meses; 56 (41,5%)
mulheres tiveram persisténcia/recidiva. Na presente pesquisa a recidiva/persisténcia
de uma paciente foi detectada em 33 meses (dois anos e nove meses) apds o tratamento, e
de outras em 23 meses (um ano e 11 meses) apds tratamento. Contudo o acompanhamento
delineado para o presente estudo foi de até 18 meses. Assim, para alguns casos, nao foi
realizada a detecg¢do do cf-DNA HPV em pontos chaves do tempo de seguimento, prejudicando

a analise prévia de possiveis recidivas/persisténcia da doenca.

Cervena et al. (2019) (4) em uma revisdo sistematica, revelaram as ultimas descobertas

sobre o cf DNA em muitos tipos de cancer e mostraram a possibilidade de usa-lo como
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biomarcador para prever a resposta a certas terapias e para detectar persisténcia/recidiva do
cancer de forma minimamente invasiva. Essas informacdes respaldam o que foi encontrado
nesta pesquisa, pois o cf-DNA HPV no plasma em uma paciente foi detectado nove meses antes
do diagnéstico de recidiva/persisténcia da doenca. Esse episddio também foi observado

em outra paciente uma vez que o cf-DNA HPV no plasma foi detectado seis meses antes do
diagndstico de recidiva/persisténcia da doenca. O achado deste trabalho corrobora o
estudo conduzido por Mittelstadt et al. (2023)(70) envolvendo 35 pacientes com CCU, virgens
de tratamento em estagio inicial e avancado, que mostrou que o cf-DNA HPV foi detectado em
22 (85%) mulheres, o que reforga o seu potencial como biomarcador para monitoramento

terapéutico em pacientes com CCU.

O teste de cf-DNA HPV pode ser Gtil como método de detec¢do de recidiva/persisténcia
apos radioterapia em pacientes com CCU (69,71). Em um estudo de metanalise que incluiu
dez estudos prospectivos de coorte publicados nas ultimas duas décadas, foi avaliado o papel
do teste de cf-DNA HPV para detectar recidiva/persisténcia precoce entre 1.055 mulheres com
CCU que receberam radiagcdo; e observou-se que 0s casos positivos para o cf-DNA HPV
apresentaram trés vezes mais chance de recidiva/persisténcia (11). Esse fato foi presenciado
no presente estudo, pois observou-se paciente que apresentou intercorréncia clinica durante
a quimioterapia, ndo tendo sido essa etapa do procedimento concluida e tendo sido
completado somente o tratamento de radioterapia. Observou-se que houve reducdo da carga
viral pods-radioterapia, seguida de uma elevacdo da carga; a paciente apresentou

recidiva/persisténcia da doenca e foi a dbito.

Bonlokke et al. (2023) (72)conduziram um estudo para investigar o valor diagndstico

do DNA circulante do HPV 16 e 18 em pacientes com CCU e identificaram que a quantidade
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de cf-DNA HPV estd intimamente relacionada a diferentes parametros clinicos como estagio da
doenca e tamanho do tumor. No entanto, para pacientes com menor carga de doencga, a
positividade do cf-DNA HPV é significativamente menor, ou seja, é necessaria uma

certa carga de doenca para que o cf-DNA HPV seja detectado ou mesmo para que esteja
presente na circulacdo sanguinea. Por outro lado, um estudo de metanalise foi realizado para
avaliar as aplicagdes do cf-DNA HPV como biomarcador no cancer cervical abordando a sua
precisdo; e foi relatado que a maioria dos estudos empregou o método qPCR, que demonstrou
especificidade relativamente alta, mas baixa sensibilidade, pois com gPCR é dificil detectar
quantidades muito pequenas de acidos nucleicos circulantes no sangue (5). Nesse sentido, a
reacdao em cadeia da polimerase digital (dPCR) fornece uma nova técnica para diagndstico
molecular, com vantagens superiores, como maior sensibilidade, precisao e especificidade em

relacdo ao método gPCR de sorte que, se disponivel, pode ser utilizada nesses casos (73).

Em estudo realizado em mulheres com diagndstico de CCU, identificou-se que as
pacientes que foram positivas para o cf-DNA HPV no plasma tiveram menor tempo de sobrevida
global, em anos, em relacdao as que foram negativas, tendo como média do tempo de
sobrevida no total de 4,5 anos (3,9-5,2 anos), sendo de 2,6 anos (2,2-3,1 anos) para as
positivas; e de 6,0 anos (5,3-6,8) para as negativas (68). Na presente pesquisa, as mulheres
consideradas detectdveis ao cf-DNA HPV no plasma também tiveram tendéncia a sobreviver
menos tempo do que as mulheres nao detectaveis. Contudo, a amostragem deste estudo foi
pequena, e o tempo de seguimento variou entre seis e 18 meses e pode ter sido insuficiente

para avaliacdo da sobrevida.

A disponibilidade e a qualidade dos servicos de saude influenciam diretamente a

sobrevida das pacientes, que é aumentada ou diminuida conforme o acesso aos servicos de
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salde, a existéncia de programas de rastreamento, a eficacia das intervengbes e a
disponibilidade de meios diagndsticos e de tratamento (74). Em 2011, o Tribunal de Contas da
Unido do Brasil (TCU) divulgou relatdrio técnico baseado nos dados do Sistema de Informacdes
Ambulatoriais (SIA) e nos Registros Hospitalares de Cancer (RHC) indicando que os
tratamentos oncoldgicos providos pelo SUS ndo ocorriam no tempo adequado. Com o objetivo
de estabelecer prazos que garantam o tratamento dos pacientes diagnosticados com cancer
em momento oportuno, foi publicada a Lei Federal n.° 12.732/2012 fixando prazo de até 60
dias, contados a partir da data da confirmacdo do diagnéstico em laudo patoldgico ou em
prazo menor, para que o paciente com neoplasia maligna inicie o tratamento no SUS (75).
Nesse estudo, o cdlculo do tempo foi realizado considerando a data da primeira consulta na
FCECON e o inicio do tratamento das 36 mulheres em seguimento terapéutico. A maioria das
pacientes obtiveram um AT entre 5,1 e 7 meses (30,6%). Uma paciente iniciou o tratamento
um més apods chegar a FCECON; por outro lado, uma paciente esperou 29 meses para cirurgia,
e esse periodo coincidiu com a pandemia de SARS-CoV-2. A demora no inicio do tratamento
se deve a grande demanda do hospital apesar da “Lei dos 60 dias”. Ainda ndao existem
mecanismos que assegurem o cumprimento dessa legislacdo; comumente, as mulheres
acometidas por CCU, usudrias do SUS, relatam itinerarios muito longos e dificultosos para
acesso ao tratamento oncolégico em tempo oportuno, o que evidencia a necessidade de
ampliacdo do acesso aos servicos de tratamento oncoldgico no Estado, em especial para as

mulheres que apresentam pior situacao.

Limitations of the study

A pandemia de SARS-CoV-2 dificultou o acesso das mulheres a FCECON e comprometeu a

amostragem e a continuidade das coletas das amostras bioldgicas nas etapas previstas. Dessa
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forma, a andlise completa das quatro fases ficou comprometida, portanto o tamanho amostral
limita as analises. Além disso, a consulta de informacdes e a interpretacdo dos prontudrios das
pacientes para observar presenca de recidiva/persisténcia da doenca eram limitadas pelos
registros realizados pela equipe assistencial; e nem todas as informacbes estavam
disponiveis. Ademais, o tempo estudado variou de seis a 18 meses, o que pode ter comprometido

a andlise de sobrevida.

Conclusions

A deteccdo de cf-DNA HPV em pacientes com cancer de colo do Utero, apds tratamento, mostra
uma tendéncia ao desenvolvimento de recidiva/persisténcia da doenca.

O cf-DNA HPV no plasma na fase zero (antes do tratamento) foi detectado em 53,8% das
pacientes diagnosticadas com cancer de colo do Utero. Foi possivel detectar o cf-DNA HPV

no plasma seis meses antes do diagndstico clinico da recidiva/persisténcia da doenca ser
caracterizada. Foi possivel observar uma tendéncia que mostra que mulheres que

apresentaram o cf-DNA HPV no plasma apresentaram menor sobrevida.
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