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RESUMO

BARRETO, Carla Limeira, Sobrevida e fatores de progndstico em pacientes
com cancer invasivo do colo uterino. 71f. Tese de Doutorado Universidade
Federal de Pernambuco- Centro de Ciéncias da Saude. Programa de POs-

Graduacao em Medicina Tropical. Recife, Pernambuco.

Em paises desenvolvidos, o uso rotineiro dos testes de triagem como o
Papanicolau tem assegurado declinio nas taxas de incidéncia e de mortalidade
do céncer do colo uterino. No Brasil, apesar da reducédo destas taxas nas
Ultimas décadas, seus valores ainda continuam elevados, em parte em virtude
das condicbes precarias de higiene e saude, bem como devido a dificuldade de
acesso de wuma parcela da populacdo aos programas de salde
governamentais. O objetivo deste estudo retrospectivo foi avaliar entre os
fatores clinico-patolégicos e a presenca do Papilomavirus humano (HPV) quais
teriam relacdo com a evolucdo da doenca. De um total de 344 mulheres
atendidas no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2009, foram obtidos
dados cadastrais, de diagnostico e de seguimento das pacientes. A idade
média das mulheres foi 52 (+ 14) anos, com 52% dos casos oriundos do interior
do estado ou de cidades préximas a Pernambuco. Nao havia informacéo sobre
o tabagismo (57%) e sobre a realizacdo de exames de prevencdo em 75% dos
prontuarios e destes em apenas 11% constava a frequéncia com que as
pacientes realizavam seus exames. Houve o predominio do carcinoma
escamoso (86%) e de estadiamento clinico avangado (= IIB) em 84% dos
casos. Duzentas e setenta e duas pacientes (79%) realizaram tratamento
oncolégico e em 183 pacientes nas quais foi possivel a realizacdo da reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) para pesquisa do HPV, 78 (42%) tiveram a
presenca do virus confirmada. A média de seguimento foi 2,7 (£ 2,5) anos. Os
resultados mostram que o Unico fator prognostico importante na resposta e na
evolucdo da neoplasia foi o estadiamento clinico. A deteccdo do HPV, a
duracéo da radioterapia e a quimioterapia associada a radioterapia nao tiveram
influéncia no prognastico.

Palavras chave: Cancer do colo uterino, fatores de prognéstico, HPV,

seguimento.



ABSTRACT

BARRETO, Carla Limeira, Survival and prognostic factors in patients with
invasive cervical cancer. 71s. Doctoral Thesis, Federal University of
Pernambuco.. Center for Health Sciences. Post Graduate Program in Tropical

Medicine. Recife, Pernambuco.

In developed countries, the routine use of screening tests like the Pap smear
has ensured the decline in the incidence and mortality of cervical cancer. In
Brazil, despite the reduction in these rates in recent decades, their values are
still high, partly because of bad hygiene and health conditions as well as due to
difficulty of access of a portion of the population to government health
programs. The purpose of this study was to evaluate between
clinicopathological factors and the presence of human papillomavirus (HPV)
which have relation with disease progression. Of a total of 344 women treated
between January 2000 and December 2009 were obtained registry information,
diagnosis and follow-up of the patients. The average age of women was 52 (+
14) years, with 52% coming from the state or towns near Pernambuco. There
was no information about smoking (57%) and on the prevention examinations in
75% of these records and only 11% concerned the frequency with which
patients performed their tests. There was a predominance of squamous cell
carcinoma (86%) and advanced clinical stages (= 1IB) in 84% of the cases. Two
hundred and seventy-two patients (79%) underwent oncological treatment and
183 patients in which it was possible to perform Polymerase Chain Reaction
(PCR) for HPV, 78 (42%) had confirmed the presence of the virus. The mean
follow up was 2,7 (x 2,5) years. The results show that the only important
prognostic factor in the response and evolution of the neoplasm was the clinical
stage. The HPV detection, duration of radiotherapy and chemotherapy

combined with radiotherapy had no influence on prognosis.

Keywords:. Cervical cancer, prognostic factors, HPV, follow-up.
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1. APRESENTACAO

O cancer do colo uterino é o segundo tipo de cancer mais comum em
mulheres. Aproximadamente 529 mil casos novos séo diagnosticados por ano
no mundo, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA). No Brasil,
sao estimados 17.540 casos novos para 2012, sendo a previsdo para o estado
de Pernambuco de 17,54/100.000 e para a cidade do Recife de 21,72/100.000
habitantes (INCA, 2012).

A prevaléncia do cancer do colo uterino é elevada em todo o mundo e,
apesar dos grandes avangos em novos tratamentos para os tumores malignos,
€ ainda bastante elevado o niumero de ébitos por esta neoplasia. Em virtude
deste progndstico sombrio, é frequente a realizacdo de pesquisas sobre a
relacdo desta neoplasia com alguns fatores que possam interferir em sua
progressao, tentando descobrir novas metas terapéuticas. Com excecdo do
papel jA bem estabelecido do Papilomavirus Humano (HPV) na génese do
tumor e da importancia do estadiamento clinico, alguns fatores, tais como:
genatipo viral, clareamento do virus ap6s o tratamento oncolégico, producéo e
polimorfismos de citocinas, tém sido continuamente estudados para
estabelecer perfis de prognostico desta neoplasia.

Apesar da importancia do tema principalmente do ponto de vista de
salude publica, sdo poucos o0s estudos realizados no pais sobre fatores de
progndéstico e sobrevida em pacientes com cancer invasivo do colo uterino,
sobretudo na regido nordeste. A proposta desta pesquisa € avaliar a
associacdo da idade, o tipo e grau histolégico, a presenca do HPV, o
estadiamento clinico e o tratamento realizado na evolucdo da doenca em

mulheres com cancer do colo uterino. Os resultados serdo apresentados na



forma de dois artigos, o primeiro intitulado “Sobrevida e fatores de progndstico
em pacientes com cancer invasivo do colo uterino” encaminhado para o
“International Journal of Gynecology & Obstetrics” e o segundo intitulado
“Deteccédo do papilomavirus humano em bi6psias de pacientes com cancer da
cérvice uterina e associacdo com prognoéstico” enviado para publicagdo no

Archives of Gynecology and Obstetrics”.



2. REVISAO DA LITERATURA

O cancer do colo uterino é responsavel pelo 6bito de cerca de 240 mil
mulheres por ano em todo o mundo, sendo a segunda causa de neoplasia
maligna entre as mulheres dos 20 aos 39 anos nos Estados Unidos (OMS,
2008; EIFEL et al., 2011). Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer
(INCA), do Ministério da Saude, sao esperados 17.540 casos novos no Brasil
em 2012, com um risco estimado de 17 casos para cada 100.000 mulheres
(INCA, 2012). A realizacdo de testes rotineiros de triagem, como o teste de
Papanicolau, tem levado a reducdo da mortalidade desta neoplasia, permitindo
o diagnostico precoce das lesdes iniciais, como € 0 caso da neoplasia
intraepitelial cervical (NIC).

A associacao deste tumor com fatores socio econémicos € bem descrita
na literatura médica. O cancer do colo uterino é mais frequente em paises em
desenvolvimento, em populacdo de baixa renda, nas mulheres com inicio
precoce de atividade sexual e com grande numero de parceiros (INCA, 2012).
Ao contrario de outros tumores malignos, é conhecida a associacdo direta
desta neoplasia com a infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV). Mais de
100 subtipos virais de HPV foram descritos até o momento e em geral a
infeccdo regride espontaneamente, sem nenhum tipo de tratamento
(FEDERACAO BRASILEIRA DAS SOCIEDADES DE GINECOLOGIA E
OBSTETRICIA, 2002).

A persisténcia do HPV por seis meses ou mais € encontrada em
pacientes mais velhas, naquelas com infeccdo por multiplos subtipos virais e
com subtipos de maior poder oncogénico (HO et al., 1998). Os subtipos virais

16 e 18 seriam considerados os de maior potencial oncogénico, ao passo que



0os subtipos 31, 33, 35, 45, 52 e 58 conferem risco intermediario para o
desenvolvimento desta neoplasia (LOMBARD et al.,, 1998). Outra forma de
classificacdo descreve quinze subtipos de HPV como sendo de alto risco (16,
18, 31, 33, 35, 39, 45,51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82), trés como provavelmente
de alto risco (26, 53 e 66) e doze de baixo risco (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,
70, 72, 81 e CP6108) (MUNOZ et al., 2003). Em um estudo realizado em
Taiwan com 149 pacientes, apenas a infeccado pelos gendtipos 16 e 18 teve
importancia na sobrevida global (RR 2,33, p=0,016) em comparacdo aos
demais subtipos (HUANG, H. J. et al., 2004). Entre os virus de alto risco, o
HPV 31 acarretaria numa melhor sobrevida da paciente com tumor do colo
uterino em relacdo a pacientes com outros subtipos virais (HUANG, L. W. et al.,
2004).

Com o conhecimento adquirido da participacdo do HPV na oncogénese
do céancer cervical, o proximo passo foi o desenvolvimento de vacinas para
prevenir a infeccdo, visando assim a reducdo da incidéncia desta neoplasia
(CRUM et al., 2003; MANDIC & VUJKOV, 2004). No entanto, até que 0 uso
desta vacina se torne rotineiro e que haja um impacto na incidéncia do cancer
do colo uterino, resta-nos avaliar fatores de prognostico e propostas
terapéuticas que visem minorar o sofrimento das pacientes acometidas por
esta doenca.

Outros fatores sé@o descritos ter associacdo com a progressao de lesdes
intraepiteliais, como é o caso da superexpressao da survivina (fator inibidor da
apoptose) e os baixos indices de expressao do gene supressor de tumor p53,
geralmente encontrados em lesdes cervicais de alto grau (KURVINEN et al.,

1996; BRANCA, et al., 2005).



Quanto a histologia, o tipo histolégico mais encontrado no cancer do colo
uterino € o carcinoma epidermoide, no entanto, este quadro é invertido em
pacientes infectadas pelo HPV 18, que apresenta uma maior associagado com o
surgimento de adenocarcinoma (HUANG, H. J. et al, 2004; IM et al., 2003) A
disseminacéo linfonodal, fator progndéstico importante nesta neoplasia, tem sido
associada com o tipo histoldgico (carcinoma epidermdide principalmente em
pacientes com estadio | e Ila) e com o gendtipo viral encontrado (16 ou 18)( IM
et al, 2003; FREGNANI et al., 2007; PILCH et al., 2001).

Existe também descricdo de diferencas quanto a agressividade da
doenca e a resposta clinica ao tratamento oncoldgico de acordo com o subtipo
viral. Enquanto ha relatos de uma fraca associacao em tumores iniciais (estadio
| e Il), outros conferem a presenca e persisténcia do virus, um maior risco de
disseminacgéao linfonodal, mesmo em pacientes com doenca inicial, bem como
uma maior taxa de recorréncia destes tumores apds radioterapia e/ou
quimioterapia (VILADIU et al., 1997; HERNANDI et al., 2003; LINDEL et al.,
2005; NAGAI et al., 2004; NOBEYAMA et al., 2004).

Outro fator importante quando se estuda a evolucao da lesé&o inicial do
colo uterino é a sua associagdo com a resposta imune, a qual tem papel
importante na historia natural da infeccdo pelo HPV, principalmente a
imunidade celular. Este fato é particularmente evidente em mulheres
infectadas pelo HIV. Nestes casos, o carcinoma cervical tende a ser mais
agressivo, mesmo quando diagnosticado na fase inicial, menos responsivo aos
tratamentos tradicionais e com sua gravidade diretamente ligada ao grau de

imunodepresséo induzido pelo HIV (PAULO et al., 2007).



A producdo de citocinas pelos linfocitos T auxiliares também pode estar
desregulada em pacientes com HPV. Os linfécitos T auxiliares sé&o
classificados como Thl e Th2 de acordo com a produgéo de citocinas: Thl
secretam interleucina 2 (IL-2) e interferon gama (IFN-y) e Th2 produzem IL-4,
IL-5, IL-10 e IL-13 (WU & KURMAN, 1997). Ao contrario da IL-4 e IL-6, a
interleucina 10 ndo desenvolve o padrdo Th2 de resposta de citocinas, mas
inibe o desenvolvimento das células Thl e a producdo de linfotoxinas pelo
blogueio dos macrofagos (FARZANEH et al.,, 2006). Em lesdes cervicais
precoces, a producéo elevada de IL-10 pode inibir a resposta imune ao HPV
(AZAR et al., 2004). Nestas lesOes iniciais do colo uterino, a presenca elevada
de producdo intralesional de IL-10 e IFN —y em pacientes com infeccdo pelo
HPV16 quando comparadas com aquelas HPV16 negativas poderia facilitar a
transformacao neoplasica (FERNANDES et al., 2005). Ndo s6 a producao
elevada de citocinas, mas também a presenca de determinados polimorfismos
das mesmas seriam implicadas na evolucdo da doenca. O polimorfismo do
alelo G na posigéo 1082 da IL-10 é associado com clareamento da infeccao por
HPV (FARZANEH et al., 2006).

No campo do tratamento oncol6gico, a proposta terapéutica varia de
acordo com o tamanho e a extensdo tumoral (HAIE-MEDER et al., 2010).
Embora ndo haja definicho formal, o céancer avancado do colo uterino
usualmente inclui estadio clinico maior ou igual a IB2 (BARBERA & THOMAS,
2009). A cirurgia € considerada tratamento padrdo para 0s estagios iniciais,
sendo a radioterapia a segunda opcao terapéutica (PECORELLI et al., 2006;
PETGNAT & ROY, 2007). A escolha do tratamento depende de uma série de

fatores, entre eles: a idade, a existéncia de comorbidades, o tamanho tumoral,



a invasdo do espaco linfovascular e mesmo da preferéncia do médico e da
disponibilidade dos recursos terapéuticos (BARBERA & THOMAS, 2009). Em
estagios avancados, a radioterapia exclusiva foi proposta como tratamento
padrdo por varios anos, sendo o tempo do tratamento radioterapico
considerado como principal fator responsavel como determinante na resposta e
evolucédo da doenca (OTA et al., 2007; GIRINSKY et al., 1993; LANCIANO et
al., 1993). Desde 1999, com a publicacdo de estudos randomizados que
mostraram ganho de sobrevida com a adi¢cdo de quimioterapia (particularmente
com o uso de platinas) a radioterapia, o tratamento concomitante de
guimioterapia e radioterapia passou a ser considerado como tratamento padrao
em estagios avancados (MORRIS et al, 1999; ROSE ET AL., 1999 , 2003;
KEYS et al., 1999; GREEN et al., 2010; VALE et al., 2010).

Enfim, a definicdo e a compreensao de qual fator, ou fatores, podem
interferir na evolugédo do cancer do colo uterino tem sido objeto frequente de

pesquisa, e este € um campo ainda muito pouco explorado no nosso pais.



3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar entre os parametros clinico-patolégicos (idade, estadiamento
clinico, tipo e grau histolégico, tempo e tipo do tratamento oncolégico realizado)
e a presenca do Papilomavirus humano (HPV), quais os principais fatores de

risco na evolucao do cancer invasivo do colo uterino.

3.2. Especificos

a. Determinar a frequéncia da presenca do DNA do HPV (através da reacdo
em cadeia da polimerase — PCR) em blocos de parafina contendo bidpsia
de mulheres com cancer do colo uterino.

b. Avaliar que parametros clinico-patolégicos interferem na resposta ao
tratamento e evolucdo do cancer do colo uterino.

c. Verificar a associacdo do HPV com a evolucao do cancer do colo uterino .



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Estudo analitico, tipo coorte retrospectiva.

4.2 Locais do estudo

A pesquisa foi realizada nos seguintes locais:

- Centro de Oncologia (CEON) do Hospital Universitario Oswaldo Cruz,
credenciado como Unidade de Assisténcia de Alta Complexidade em Oncologia
(UNACON) e considerado pelo Sistema Unico de Saude / Ministério da Satde
(SUS / MS) como hospital de referéncia em oncologia do estado de
Pernambuco.

- Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), 6rgdo suplementar da
Universidade Federal de Pernambuco, que atua no diagndstico e na proposicao
de novos procedimentos terapéuticos, em doencas genéticas, infecciosas,

doencas adquiridas ou auto-imunes.

4.3 Populacgéo do estudo

4.3.1 Populagao Alvo
Mulheres com diagnostico clinico e histolégico de carcinoma invasivo do
colo uterino, atendidas no Centro de Oncologia (CEON) do Hospital Oswaldo

Cruz, no periodo de 01 de janeiro de 2000 a 31 de dezembro de 2009.



4.3.2 Tipo de amostragem e definicdo do tamanho da amostra

A amostra da pesquisa € ndo probabilistica, constituida pela demanda
espontanea de todas as pacientes com diagnostico de carcinoma do colo
uterino, atendidas no periodo da pesquisa no Centro de Oncologia do Hospital
Oswaldo Cruz, hospital de referéncia do estado para o tratamento de cancer.

Critério de inclusao

Todas as pacientes com diagnéstico de cancer invasivo do colo uterino,
atendidas no Centro de Oncologia do Hospital Oswaldo Cruz no periodo da
pesquisa.

Critério de exclusdo

Pacientes com presenca de um segundo tumor primario ou que tenham
realizado tratamento quimioterapico ou radioterapico prévios para outra
neoplasia maligna.

Pacientes cujos prontuarios apresentavam dados incompletos.

Pacientes menores de 18 anos.

4.4 Categorizacdo das variaveis

4.4.1 Variaveis dependentes

Primeiro Desfecho:

Resposta ao tratamento, a qual sera dividida em duas categorias:

a) resposta completa (nenhuma evidéncia clinica e/ou histologica de doenca

na reavaliagdo apos o tratamento oncoldgico).



b) resposta ndo completa (persisténcia de doenca clinica e/ou histolégica, ou

doenca em progresséo).

Segundo Desfecho:

Sobrevida livre de doenca (tempo decorrido entre a data da obtencéo de
resposta completa ao tratamento e o aparecimento de recidiva clinica ou
histolégica).

Terceiro Desfecho:
Sobrevida global, sendo a data da primeira consulta o ponto de partida

da avaliacéo.

4.4.2 Variaveis independentes:
a) DNA do HPV:
e Positivo
e Negativo
e Indeterminado
b) Idade:
¢ Menor ou igual a 39 anos
e 40 a 54 anos
e Maior ou igual a 55 anos
c) Procedéncia:
¢ Regido Metropolitana
e Interior
d) Estadiamento clinico*:



e) Tipo histolégico:
e Carcinoma epiderméide
e Adenocarcinoma
e Carcinoma mal diferenciado
e OQutros
f) Grau histologico:
e Bem diferenciado
e Moderadamente diferenciado
e Mal diferenciado
g) Tratamento:
e Cirurgia
¢ Radioterapia
e Combinado (Quimioterapia + Radioterapia)
* Baseado no estadiamento clinico proposto pela “Fédération Internationale de

Gynécologie et d’Obstétrique” (FIGO), anexo 1

4.5 Operacionalizacao da pesquisa

Todas as pacientes com suspeita ou com diagndéstico de cancer do colo
uterino foram atendidas inicialmente no ambulatorio de cirurgia oncoldégica do
Centro de Oncologia do Hospital Oswaldo Cruz. No primeiro atendimento foi

realizado exame clinico e biopsia do tumor (quando ainda n&o havia



confirmagéo histologica). Os casos foram estadiados de acordo com as
diretrizes da FIGO, baseando-se em resultados do exame fisico, radiolégicos e
ultrassonogréficos. A proposta nos estagios I, IIA e IIB era cirurgia e/ou
radioterapia. Nos estadios IlIA, 11IB e IVA foi realizada radioterapia exclusiva ou
combinada a quimioterapia. Pacientes do estadio IVB foram submetidas a
quimioterapia paliativa ou tratamento clinico de suporte. As pacientes tratadas
eram examinadas em média ap0s dois meses do término do tratamento para
avaliacao da resposta. As avaliagdes posteriores eram trimestrais nos primeiros
dois anos apds o tratamento e semestrais a partir do terceiro ano de
seguimento.

Os blocos de parafina contendo biopsia do cancer do colo uterino foram
submetidos a pesquisa do HPV através da nested PCR, sendo esta pesquisa
realizada no LIKA. Blocos de parafina contendo tecido cervical foram
submetidos a cortes de 3 a 5 um. Ao tecido parafinado foi adicionado xileno
para remocao da parafina e posteriormente etanol 100% foi utilizado para
retirar os tragos de xileno do tecido trabalhado. O etanol foi seco ao ar livre e o
tecido homogeneizado com 20 uL de SDS 20%, 80 pL tampéao (NaCl 0,375 M,
EDTA 0.12 M, pH 8.0), e 40 pL de proteinase K (10 mg/mL). Agua esterilizada
foi adicionada para o volume final de 380 pL. O tubo contendo a reacéo foi
incubado a 55°C por 16 horas. Posteriormente, 100uL de NaCl 6M foi
adicionado a amostra para precipitacdo das proteinas por centrifugacdo a
10.000 xg por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo no
qual foi adicionado 1 mL de etanol a 100%. A amostra foi centrifugada a 10.000
Xg por 5 minutos e o precipitado foi lavado com etanol 70% e evaporado ao ar

livre. Finalmente, o precipitado foi suspenso em 50uL de tampéo TE (Tris-Cl 10



mM, pH 8.0; EDTA 1 mM) e estocado a menos 20°C até a realizacdo do teste
molecular .

Oligonucleotideos para o gene [3- actina foram utilizados como controle
de qualidade do DNA extraido. As amostras foram avaliadas quanto a presenca
de HPV utilizando nested PCR com os oligonucleotideos MY09/11 (externo) e
GP5 +/6+ (interno).

Na primeira fase, foi utilizado o volume delpuL do DNA extraido de cada
paciente, 1uL MY09/11 (10 pmol cada) e 12 pL de GoTaq Master Mix
(Promega, USA). Agua ultrapura foi utilizada em quantidade suficiente para
completar o volume final de 25uL da reacdo de PCR. O programa de
amplificacdo seguiu as seguintes especificagées: 95°C por 2 min, 40 ciclos
de 95°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min, seguido de extensao final
de 10 min a 72°C e manutencdo a 4°C. A nested PCR utilizou 5uL da primeira
fase para preparacdo da segunda fase, ao qual foi adicionado 1pL
GP5+/6+ (10 pmol de cada). Todos os demais itens foram adicionados na
mesma especificacao citada anteriormente.

A amplificacéo foi realizada com as seguintes especificagdes: 95°C por
2min e 40 ciclos de 95°C por 45 seg, 48°C durante 45 seg e 72°C por 45
seg. A extenséo final foi de 10 min a 72°C com manutencdo da amostra a 4°C.
Os amplicons foram visualizados por corrida eletroforética em gel de agarose
1% contendo brometo de etidio como intercalador de DNA fita dupla com
fluorescéncia sob luz ultravioleta. Agua ultrapura foi utilizada como controle
negativo e o plasmideo pBR322 do HPV16 foi utilizado como controle positivo

da reacdo. Os resultados foram classificados como positivo, negativo e



indeterminado de acordo com a presenca ou ndao de amplificagdo do HPV na
amostra.

Dos prontuarios das pacientes foram coletados os dados cadastrais e
clinicos pela pesquisadora, anotados em questionario desenvolvido para este
projeto. Neste questionario constam ainda dados referentes ao tratamento
realizado e aos eventos, todos com registro da data da ocorréncia. Os dados
coletados foram digitados em questionario do programa Epi-info, versdo 6.0 e

em tabela do Excel (Microsoft Office).

4.6 Considerac0Oes éticas

A realizacdo do estudo foi aprovada pelo Comité de Etica do Hospital
Universitario Oswaldo Cruz (Protocolo n® 023/2008). Por se tratar de um estudo
retrospectivo de coleta de dados secundarios de prontuarios das pacientes, foi
facultado o ndo preenchimento do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

4.7 Andlise estatistica

As variaveis categoricas foram resumidas através de frequéncias
absolutas e relativas. As variaveis numéricas, através de médias, desvio
padrdo, valores minimos e maximos. As associagbes entre variaveis
categoricas foram avaliadas através do teste qui-quadrado. O método de
Kaplan-Meier foi utilizado para construir curvas de sobrevida para um ou mais

grupos de pacientes. A comparacdo dessas curvas de sobrevida foi realizada



mediante o uso do teste Log-rank. Em todos os testes foi adotado o nivel de
significaAncia de 0,05. As analises estatisticas foram realizadas com o software

Stata 12.1SE.



5. RESULTADOS

5.1 ARTIGO 1

SOBREVIDA E FATORES DE PROGNOSTICO EM PACIENTES COM

CANCER INVASIVO DO COLO UTERINO

Carla Limeira Barreto!, Danyelly Bruneska Gondim Martins2, José Luiz de Lima

Filho?, Vera Magalhaes?.

Centro de Oncologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz, Recife,
Pernambuco, Brasil.t Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami,
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.? Programa
de Poés-graduacdo em Medicina Tropical, Universidade Federal de

Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.3

* Pré-formatado para submissdo ao periédico International Journal of

Gynecology & Obstetrics

Endereco para Correspondéncia:
Carla Limeira Barreto

Rua Jacobina, 45/1501, Gracas
Recife — PE CEP 52011-180

e-mail: ¢c_limeira@hotmail.com



Resumo

Objetivo  Avaliar entre os fatores de progndéstico clinico-patologicos de
mulheres com cancer invasivo do colo uterino, quais 0s mais importantes na
evolugao da doenca.

Método Estudo retrospectivo que incluiu 344 pacientes com cancer do colo
uterino estadio IA a IV, de acordo com a Federagdo Internacional de
Ginecologia e Obstetricia (FIGO), tratadas no periodo de janeiro de 2000 a
dezembro de 2009. Destas, 272 foram tratadas com cirurgia, radioterapia ou
guimiorradioterapia com uso da cisplatina.

Resultados Em mais de 77% das pacientes o estagio clinico da doenca era
avangado (FIGO 2 1IB). A média de idade foi de 52 anos, com predominio do
carcinoma epiderméide (86%). A maioria das pacientes foi submetida a
tratamento radioterapico exclusivo.

Conclusbes O estadiamento clinico foi o Unico fator de progndstico
independente estatisticamente significante. O tempo total de radioterapia e a
quimioterapia combinada a quimioterapia ndo tiveram influéncia na resposta ao

tratamento nem na sobrevida do grupo estudado.

Palavras-chave Cancer do colo uterino, progndéstico, sobrevida, radioterapia.



Introducéo

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que no mundo sdo
diagnosticados cerca de 450.000 casos novos de cancer do colo uterino por
ano, com previsdo de 240.000 o6bitos por esta doenca [1]. No Brasil, de acordo
com o Instituto Nacional de Céncer (INCA), sao esperados 17 casos novos
para cada 100.000 mulheres em 2012 [2]. A incidéncia do cancer do colo
uterino € cerca de duas vezes maior em paises em desenvolvimento quando
comparada aos paises desenvolvidos [2].

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) e principalmente a
persisténcia viral estdo relacionadas com o aparecimento e a evolucdo do
cancer invasivo do colo uterino [3,4]. Mulheres com inicio de atividade sexual e
primeira gestacdo precoces, com multiplos parceiros e com parceiros
promiscuos tém um risco elevado para o desenvolvimento desta neoplasia [5].

O exame clinico representa a base para o diagnéstico e estadiamento de
acordo com a Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique
(FIGO). Fazem parte do estadiamento apenas os achados do exame clinico,
das radiografias de torax e do esqueleto e da pielografia intravenosa, enquanto
gue os encontrados na cirurgia e detectados por outros exames de imagem,
como: ultrassom, tomografia computadorizada e ressonancia magnética ndo
devem ser considerados para mudanca do estadiamento [6].

Os fatores de risco para evolucdo da neoplasia do colo uterino incluem
tamanho tumoral, estadiamento clinico (EC), subtipo histolégico, envolvimento

linfonodal e do espaco linfovascular [7].



O tratamento do cancer do colo uterino envolve o tratamento da lesao
priméria e das metastases. A cirurgia é limitada as pacientes com estagio inicial
(I-1). Em estagios mais avancados, a radioterapia concomitante a
quimioterapia baseada em platina confere aumento das taxas de sobrevida e
da sobrevida livre de doenca [8,9,10].

O objetivo deste estudo foi avaliar dentre fatores clinicos, histologicos e
tratamento realizado, quais apresentaram relacdo com a resposta ao

tratamento e a evolugéo do cancer invasivo do colo uterino.

Material e Métodos

Ap0Os aprovacio pelo Comité de Etica (N° 023/2008), realizou-se estudo
retrospectivo que incluiu 344 pacientes com cancer invasivo do colo uterino,
atendidas no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2009 no Centro de
Oncologia da Universidade de Pernambuco. Todas as pacientes foram
submetidas a exame clinico e ginecolégico completo, realizacdo de
hemograma, bioquimica, eletrocardiograma, radiografia de  térax,
ultrassonografia de abdome e biépsia do tumor para definicdo histolégica. As
pacientes foram estadiadas de acordo com as diretrizes da FIGO.

De 344 pacientes, 272 (79,1%) realizaram tratamento oncoldgico. As
outras setenta e duas mulheres n&o realizaram tratamento proposto, sessenta
e quatro por abandono e oito por falta de condicdo clinica para o tratamento.
Das pacientes tratadas, 248 pacientes realizaram radioterapia, seja como
forma exclusiva, combinada a quimioterapia ou como tratamento pré e/ou pos-
operatorio. A radioterapia externa (RT) convencional bidimensional da pelve foi

realizada por acelerador linear com energia nominal de 6MV, na dose média de



45 Gy, com fracdes diarias de 1.8 a 2.0 Gy, com média de oito semanas de
tratamento. Foram administrados quatro campos isocéntricos de tratamento
diariamente, calculados com o objetivo de englobar todo o volume tumoral e os
linfonodos da regido pélvica, monitorando os érgao de risco, sobretudo reto e
bexiga para nao ultrapassar a dose de tolerancia dessas estruturas. A
braquiterapia intracavitaria de alta taxa de dose com fonte de iridium 192 foi
iniciada geralmente na terceira semana de radioterapia, com uma ou duas
aplicac6es semanais de 6 a 7 Gy e dose média de 26 Gy.

Quimioterapia concomitante a radioterapia com uso de platina foi
realizada por 44 pacientes. Os esquemas utilizados foram: cisplatina 70 mg/m?2
no primeiro dia, associada ao fluorouracil 1000 mg/mz2 por 96 horas, a cada 21
dias (média de 2,2 ciclos por paciente) e cisplatina 40 mg/m2 semanal (média
de 4,4 ciclos por paciente), ambos os esquemas iniciados no primeiro dia de
radioterapia. Duas pacientes fizeram tratamento quimioterapico paliativo com
uso de cisplatina e fluorouracil nas doses acima descritas.

Ao término do tratamento a resposta foi definida como completa (RC) na
auséncia de doenca clinica, radioldgica e histoldgica e resposta ndo completa
(RNC) quando havia leséo residual ou progresséo de doenga. Os dados foram
censurados em 31 de dezembro de 2009 ou no ultimo dia de atendimento da
paciente.

Como fatores prognésticos foram avaliados: idade, tipo histolégico, grau
histoldgico, tempo e tipo do tratamento oncoldgico realizado. A sobrevida global
foi calculada a partir da data da primeira consulta. O método de Kaplan-Meier

foi utilizado para construir as curvas de sobrevida. A comparacdo dessas



curvas de sobrevida foi realizada mediante o uso do teste Log-rank. As

andalises estatisticas foram realizadas com o software Stata 12.1SE.

Resultados

Nas 344 pacientes com cancer do colo uterino, a idade média foi 52,8 +
14 anos, sendo que 284 pacientes tinham mais de 40 anos (82,6%). Houve o
predominio do carcinoma escamoso, que acometeu 296 (86%) dos casos,
seguido do adenocarcinoma em 34 (9,9%) e outros tipos histolégicos em
menos de 4,1% dos casos. O tumor era medianamente ou mal diferenciado em
58,5% das biopsias realizadas e em 31% delas ndo havia definicdo do grau
histolégico. O estadio clinico (EC) era avangado (FIGO = 1IB) em mais de 77%

das pacientes (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo de frequéncia de idade, histologia, grau histolégico e
estadiamento em mulheres com cancer invasivo do colo uterino.

Caracteristicas n(%)
Idade em anos
<39 60(17,4)
40 a 54 136(39,5)
=55 148(43)
Tipo histoldgico
CEC 296(86.0)
Adenocarcinoma 34(9.9)
Outros 14(4.1)
Grau histolégico
I 36(10.5)
Il 143(41.6)
1 58(16.9)
N&o classificado 107(31.1)
Estadiamento
IA/IB 61 (17.7)
[A/IIB 86 (25)
HA/IIB 177 (51.5)
IVA/IVB 20 (5.8)




O tempo de seguimento teve uma mediana de 1,5 anos e 9,9 anos foi o
valor maximo do acompanhamento realizado. Duzentas e setenta e duas
pacientes realizaram tratamento oncolégico. Destas, 72 foram submetidas a
cirurgia, 62% do EC | e 38% do EC Il. Radioterapia foi realizada por 248
pacientes, sendo 159 tratadas com radioterapia exclusiva (46%). Quimioterapia
concomitante a radioterapia com uso de cisplatina isolada ou associada ao
fluorouracil foi utilizada em 44 pacientes. Duas pacientes com doenca
metastatica receberam quimioterapia paliativa com uso de cisplatina e
fluorouracil.

Com uma mediana de 50 dias ap6s término do tratamento, 258
pacientes retornaram para avaliacdo da resposta: 196 (76%) foram
classificadas como resposta completa e 62 (24%) tinham doenca residual local
ou metastase a distancia. Nos dados clinicos analisados, apenas o
estadiamento clinico teve associacdo com a resposta encontrada apés o

tratamento oncoldgico (p < 0,001) (Tabela 2).



Tabela 2. Associagéo entre idade, tipo histologico, grau histoldgico,

estadiamento e resposta em pacientes com cancer invasivo do colo uterino.

Resposta
Completa Incompleta
n(%) n(%) Total Valor p*

Idade 0.725
<39 33(71.7) 13(28.3) 46(100.0)

40 a 54 84(77.8) 24(22.2) 108(100.0)
=55 79(76.0) 25(24.0) 104(100.0)

Total 196(76.0) 62(24.0) 258(100.0)

Tipo histolégico 0.978
CEC 170(75.9)  54(24.1) 224(100.0)
Adenocarcinoma 22(75.9) 7(24.1) 29(100.0)

Outros 4(80.0) 1(20.0) 5(100.0)

Total 196(76.0) 62(24.0) 258(100.0)

Grau histolégico 0.323
I 21(72.4) 8(27.6) 29(100.0)

Il 79(71.2) 32(28.8) 111(100.0)
1] 34(81.0) 8(19.0) 42(100.0)
Sl 62(81.6) 14(18.4) 76(100.0)

Total 196(76.0) 62(24.0) 258(100.0)

Estadiamento <0.001

IA/IB 51(96.2) 2(3.8) 53(100.0)
[IA/1IB 56(80.0) 14(20.0) 70(100.0)
HIA/IB 89(70.6) 37(29.4) 126(100.0)
IVA/IVB 0(0.0) 9(100.0) 9(100.0)

Total 196(76.0) 62(24.0) 258(100.0)

*Teste qui-quadrado de Pearson. O resultado do teste demonstrou evidéncia de associagédo
entre estadiamento clinico e resposta (p< 0,001). Em relagdo a variavel idade, tipo histolégico e
grau histoldgico, ndo houve evidéncia de associacdo com a resposta ao tratamento oncoldgico.

Apesar da maioria das pacientes apresentarem estadiamento clinico
avancado (EC maior ou igual a 1IB), aproximadamente 70% das mulheres
estavam vivas aos cinco anos (IC95% 64,5 a 78,3) e 58% (1C95% 47,4 a 67,3)

no nono ano do seguimento (Figura 1).
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Figura 1. Curva de Kaplan-Meier para a sobrevida global das mulheres com
cancer do colo uterino

O tempo de sobrevida livre de doenca demonstrou que ao completar um
ano da remissao do tumor, 60% (IC95% 48.2 a 75) das mulheres continuavam
livres da doenca. Aos cinco anos de remissao, apenas 8% (IC95% 2.6 a 17.9)

delas ainda estavam livres da doenca (Figura 2).




100

80 -

60 -

40 1

20 1

Percentagem de pacientes livres da doenca

0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tempo livre da doenca (anos)

Figura 2. Curva de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevida livre de doenca
(mulheres com resposta completa ao tratamento oncolégico).

No grupo avaliado, nem o tempo total de radioterapia menor que 60 dias
ou maior ou igual a 60 dias ( teste do qui-quadrado p= 0.885) , nem a
associacdo de quimioterapia a radioterapia nos estadios Il-IVA (teste do qui-
quadrado p= 0.960), tiveram influéncia na resposta apds o término do
tratamento. Na analise de sobrevida, o resultado do teste log-rank nao
demonstrou diferenca estatisticamente significativa entre o grupo que realizou a
radioterapia em menos de sessenta dias quando comparadas aquelas que
fizeram o tratamento com duracéo acima deste periodo (p= 0.789) (Figura 3) e
também nas pacientes que fizeram quimioterapia concomitante a radioterapia
em relacdo as submetidas a tratamento radioterapico exclusivo (p= 0.164)

(Figura 4).
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Figura 3. Curvas de sobrevida de pacientes com cancer do colo uterino,
segundo o tempo de duracgdo do tratamento radioterapico.
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Figura 4. Curvas de sobrevida das mulheres com cancer do colo uterino
estadio Il a IVA, que se submeteram a radioterapia exclusiva ou combinada a
quimioterapia.




A presenca de um grande numero de pacientes com estadiamento
clinico avancado na ocasido do diagnéstico € esperada em paises em
desenvolvimento e esta variavel foi a Gnica que apresentou influéncia na

sobrevida (Figura 5).
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Figura 5. Curvas de sobrevida de pacientes com céncer do colo uterino,
segundo o estadiamento clinico.

O resultado do teste log-rank (p < 0.001) indica que houve uma
associagao significante entre estadiamento clinico e sobrevida principalmente

nas pacientes com doenca avangada.




Discusséo

Nesta série retrospectiva de 344 pacientes, a idade média, o predominio
do carcinoma epidermoide na histologia e do grau histolégico intermediario, sdo
semelhantes aos resultados descritos na literatura [5, 7,11]. Nenhuma destas
variaveis apresentou interferéncia na evolucdo da doenga, mesmo nas
pacientes com adenocarcinoma, que seria considerado como fator de pior
prognéstico [7]. O tratamento foi realizado por 272 pacientes, sendo realizada
cirurgia em casos iniciais (EC < IIA) e radioterapia exclusiva ou combinada a
quimioterapia nos tumores avangados (EC 2 1IB).

A radioterapia € a base do tratamento em pacientes com cancer
avancado do colo uterino. O tempo total do tratamento radioterapico tem
influéncia no controle local e na sobrevida global das pacientes, com descricao
de perda de 1% do controle local por dia quando excedido 52 dias de
tratamento e aumento de 5% para 10% da recorréncia local quando
comparados menos de seis com mais de 10 semanas de tratamento,
principalmente em pacientes com EC 11l [12,13,14,15].

No grupo estudado, ndo foram observadas diferengas significativas
quanto a frequéncia de resposta completa ao tratamento (p=0,885), nem
quanto a sobrevida (p = 0,789), quando comparados 0s grupos que realizaram
radioterapia por periodos superiores ou inferiores a 60 dias. Vale ressaltar que
o tempo prolongado da radioterapia no estudo (mediana 69 dias) nédo €
consequéncia de uma maior dose de radioterapia utilizada, mas sim na
dificuldade de locomocéao das pacientes avaliadas.

Em um maior volume tumoral, o aumento da dose local de radioterapia

excederia o limite de tolerancia para toxicidade dos tecidos normais [16]. Com



0 objetivo de potencializar o efeito da radioterapia, a adicdo da quimioterapia a
radioterapia tem sido utilizada como tratamento neoadjuvante ou concomitante.
No tratamento neadjuvante, dois a quatro ciclos de quimioterapia séao
administrados antes da radioterapia, com objetivo de reduzir o tamanho
tumoral. No tratamento concomitante, ambas as modalidades terapéuticas séo
iniciadas ao mesmo tempo. A adicdo da cisplatina de forma isolada ou
associada a outra drogas como fluorouracil, mitomicina ou paclitaxel confere
aumento na sobrevida global e na sobrevida livre de doenca e se tornou o
tratamento padrdo [8,9,10,11,17,18]. Estes efeitos parecem ser maiores em
pesquisas com uma grande proporcao de pacientes em estagios iniciais [19].
Mais recentemente, um estudo com a adicdo da gemcitabina a cisplatina,
obteve ganho significativo na sobrevida global (p= 0,0224) e na sobrevida livre
de doenca (p= 0,0227) em trés anos, a custa de uma toxicidade manejavel [20].

Mesmo com a descricdo em literatura do ganho em sobrevida global e
em sobrevida livre de doenca com o uso concomitante de quimioterapia e
radioterapia no cancer invasivo do colo uterino, apenas 44 pacientes realizaram
tratamento combinado no periodo da pesquisa. No entanto, ao compararmos
os resultados de resposta completa e de sobrevida nas pacientes com EC II-
IVA, que se submeteram a radioterapia exclusiva ou ao tratamento combinado,
verificamos resultados diferentes dos descritos na literatura, pois ndo houve
diferenca estatistica (p= 0,960 e p= 0,164, respectivamente) entre 0S grupos
avaliados.

Em concluséo, baseado nos nossos resultados, apenas o estadiamento
clinico foi fator de prognostico na evolucdo da doenca, com significancia

estatistica. As demais variaveis analisadas, como a idade, tipo e grau



histologico, duracdo e modalidade do tratamento oncolégico ndo demonstraram
associacdo com a resposta obtida ao término do tratamento inicial, nem com a

sobrevida global das pacientes.
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Resumo

Objetivo Avaliar a deteccédo do Papilomavirus humano (HPV) em biépsias do
colo uterino e a sua relagdo com a resposta clinica e a sobrevida de pacientes
com cancer da cérvice uterina.

Método A presenca do HPV foi determinada pela reacdo em cadeia da
polimerase (nested PCR) do material de 183 blocos de parafina contendo
biopsias de pacientes com cancer da cérvice uterina. As diretrizes da
Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) foram utilizadas
para o estadiamento clinico dos casos. A andlise de sobrevida foi realizada
pelo método de Kaplan-Meier e as diferengas entre as curvas foram calculadas
pelo teste de log-rank.

Resultados A amplificacdo resultou positiva em 78 casos, negativa em 96 e
indeterminada em nove casos. A deteccdo do HPV néo teve influéncia
estatisticamente significante na sobrevida das pacientes.

Conclusbes Dentre as variaveis analisadas, apenas o HPV positivo e o
estadiamento clinico influenciaram na obtencdo de resposta completa ao
término do tratamento. No entanto, o estadiamento clinico foi o Unico fator que
teve associacdo com a evolucdo da doenca, com pacientes no estadio inicial

apresentando os melhores resultados na sobrevida global (p< 0,001).

Palavras-chave Cancer invasivo da cérvice uterina, HPV, PCR, progndstico.



Introducao

O cancer da cérvice uterina € o segundo tumor maligno mais frequente e
o terceiro em causa de morte por cancer no sexo feminino, representando 8%
dos casos de Obito por cancer neste sexo no mundo [1]. Em paises
desenvolvidos, sua mortalidade vem caindo nas ultimas décadas, em virtude da
prevencdo secundaria obtida com os testes de triagem como o Papanicolau
[2,3]. A associacao direta do aparecimento desta neoplasia com a infeccéo pelo
Papilomavirus Humano (HPV) € bem conhecida. Mais de 100 subtipos de HPV
foram descritos até o momento e em geral a infeccdo do trato genital causada
pelo virus regride espontaneamente, sem nenhum tipo de tratamento [4,5]. A
persisténcia do HPV por seis meses ou mais é encontrada em pacientes mais
velhas, naquelas com infec¢cdo por multiplos subtipos virais e com subtipos de
maior potencial oncogénico, destacando-se 0s subtipos virais 16 e 18 [6]. Em
pacientes com cancer da cérvice uterina, a auséncia da detec¢do do virus no
tumor, o subtipo viral e a presenca do DNA do HPV em linfonodos livres de
neoplasia sdo considerados como fatores de mau prognéstico [7,8,9]. No que
diz respeito ao tratamento desta neoplasia, ndo houve grandes mudancas nos
altimos anos e consiste em cirurgia nos estagios iniciais, com a radioterapia ou
a quimioterapia combinada a radioterapia reservada para tumores iniciais de

alto risco ou em doenca avancgada [10].

Material e Métodos

Dados clinico-patoldgicos



A populacéo avaliada foi composta de 183 pacientes com carcinoma
invasivo da cérvice uterina, tratadas no Centro de Oncologia da Universidade
de Pernambuco. Este grupo representa 53% do total de mulheres com esta
doenca atendidas no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2009 e é
formado por pacientes cujas biopsias, realizadas antes do tratamento
oncologico e incluidas em blocos de parafina, foram disponibilizadas. As
diretrizes da FIGO (Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia)
foram utilizadas para o estadiamento clinico (EC) das pacientes, sendo o EC Il
o mais frequente (48%). Além do estadiamento clinico e da pesquisa do HPV,
foram analisadas em relacdo a evolucdo da doenca as seguintes variaveis:
idade, tipo histolégico e grau histoldgico. Cento e quarenta e trés pacientes
realizaram tratamento oncoldgico, sendo que 41 delas foram submetidas a
cirurgias e 120 (65%) receberam radioterapia externa na dose de 49 Gy em
oito semanas, com em média quatro inser¢cdes de braquiterapia na dose de 27
Gy. Vinte e duas pacientes realizaram quimioterapia concomitante a
radioterapia, com uso de cisplatina semanal de 40mg/m2 ou cisplatina 70mg/m?2
D1 e fluorouracil 1000mg/m2 D1 a D4, a cada 21 dias. Foram consideradas
como resposta completa (RC) as pacientes que na reavaliacdo clinica,
histologica e em exames de imagem realizados ao final do tratamento n&o
apresentavam doenca local ou a distancia e resposta incompleta (RI) quando
havia doenca residual ou metastatica.

O teste do qui-quadrado foi utilizado na analise das associacfes entre
variaveis categoricas. As curvas de sobrevida foram construidas pelo método
de Kaplan-Meier. A comparacao destas curvas foi realizada mediante o uso do

teste Log-Rank e adotado o nivel de significancia de 0.05. As analises



estatisticas foram realizadas com o software Stata 12.1SE. A pesquisa foi
autorizada pelo Comité de Etica da instituicdo.
Pesquisa viral

Blocos de parafina contendo tecido cervical foram submetidos a cortes
de 3 a 5 ym. Ao tecido parafinado foi adicionado xileno para remocdo da
parafina e posteriormente etanol 100% foi utilizado para retirar os tracos de
xileno do tecido trabalhado. O etanol foi seco ao ar livre e o tecido
homogeneizado com 20 pL de SDS 20%, 80 pL tampé&o (NaCl 0,375 M, EDTA
0.12 M, pH 8.0), e 40 pL de proteinase K (10 mg/mL). Agua esterilizada foi
adicionada para o volume final de 380 pL. O tubo contendo a reacgao foi
incubado a 55°C por 16 horas. Posteriormente, 100uL de NaCl 6M foi
adicionado a amostra para precipitacdo das proteinas por centrifugacdo a
10.000 xg por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo no
qual foi adicionado 1 mL de etanol a 100%. A amostra foi centrifugada a 10.000
Xg por 5 minutos e o precipitado foi lavado com etanol 70% e evaporado ao ar
livre. Finalmente, o precipitado foi suspenso em 50uL de tampéao TE (Tris-Cl 10
mM, pH 8.0; EDTA 1 mM) e estocado a menos 20°C até a realizacdo do teste
molecular [11].

Oligonucleotideos para o gene [3- actina foram utilizados como controle
de qualidade do DNA extraido. As amostras foram avaliadas quanto a presenca
de HPV utilizando nested PCR com os oligonucleotideos MYQ09/11 (externo) e
GP5 +/6+ (interno) [12,13].

Na primeira fase, foi utilizado o volume delpuL do DNA extraido de cada
paciente, 1uL MYQ09/11 (10 pmol cada) e 12 pL de GoTaq Master Mix

(Promega, USA). Agua ultrapura foi utilizada em quantidade suficiente para



completar o volume final de 25uL da reacdo de PCR. O programa de
amplificacdo seguiu as seguintes especificagdes: 95°C por 2 min, 40 ciclos
de 95°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min, seguido de extensao final
de 10 min a 72°C e manutencdo a 4°C. A nested PCR utilizou 5uL da primeira
fase para preparacdo da segunda fase, ao qual foi adicionado 1pL
GP5+/6+ (10 pmol de cada). Todos os demais itens foram adicionados na
mesma especificacéo citada anteriormente.

A amplificagcéo foi realizada com as seguintes especificagdes: 95°C por
2min e 40 ciclos de 95°C por 45 seg, 48°C durante 45 seg e 72°C por 45
seg. A extenséao final foi de 10 min a 72°C com manutencdo da amostra a 4°C.
Os amplicons foram visualizados por corrida eletroforética em gel de agarose
1% contendo brometo de etidio como intercalador de DNA fita dupla com
fluorescéncia sob luz ultravioleta. Agua ultrapura foi utilizada como controle
negativo e o plasmideo pBR322 do HPV16 foi utilizado como controle positivo
da reacgdo. Os resultados foram classificados como positivo ou negativo, de
acordo com a presenca ou nao de amplificacdo do HPV na amostra.
Indeterminado foi o termo utilizado nos casos em que houve amplificagéo viral,

mas o controle da B-actina néo foi positivo.

Resultados

A média de idade foi 53 anos, com predominio do carcinoma escamoso
como tipo histologico (87%). Em 36% das bidpsias o tumor era medianamente
diferenciado e em 37% n&o havia esta classificacdo. O grupo era semelhante
guanto a procedéncia das pacientes (90 pacientes da regido metropolitana e 93

oriundas do interior do estado). A pesquisa do Papilomavirus humano resultou



positiva em 78 bidpsias, negativa em 96 e indeterminada em nove biépsias.
N&o houve associacao entre as variaveis estudadas e o resultado da pesquisa

do HPV (Tabela 1).

Tabela 1. Associac¢des entre variaveis clinicas, demogréficas e HPV em
pacientes com cancer da cérvice uterina.

HPV
Positivo Negativo Indeterminado
n(%) n(%) n(%) Total  Valorp

Idade 0.838
<50 36(45.0) 40(50.0) 4(5.0) 80(100.0)
>=50 42(40.8) 56(54.4) 5(4.9) 103(100.0)

Total 78(42.6) 96(52.5) 9(4.9) 183(100.0)

Procedéncia 0.127

Regido

Metropolitana 32(35.6) 52(57.8) 6(6.7) 90(100.0)

Interior 46(49.5) 44(47.3) 3(3.2) 93(100.0)

Total 78(42.6) 96(52.5) 9(4.9) 183(100.0)

Estadiamento 0.920
IA/IB 18(46.2) 19(48.7) 2(5.1) 39(100.0)

IA/IIB 18(42.9) 21(50.0) 3(7.1) 42(100.0)
HA/111B 38(42.7) 48(53.9) 3(3.4) 89(100.0)
IVA/IVB 4(30.8) 8(61.5) 1(7.7) 13(100.0)

Total 78(42.6) 96(52.5) 9(4.9) 183(100.0)

Tipo histologico 0.180
CEC 69(43.1) 85(53.1) 6(3.8) 160(100.0)
Adenocarcinoma 8(50.0) 6(37.5) 2(12.5) 16(100.0)

Outros 1(14.3) 5(71.4) 1(14.3) 7(100.0)

Total 78(42.6) 96(52.5) 9(4.9) 183(100.0)

Grau histoldgico 0.760
I 4(26.7) 10(66.7) 1(6.7) 15(100.0)

Il 30(45.5) 33(50.0) 3(4.5) 66(100.0)

1] 14(40.0) 18(51.4) 3(8.6) 35(100.0)

Si 30(44.8) 35(52.2) 2(3.0) 67(100.0)
Total 78(42.6) 96(52.5) 9(4.9) 183(100.0)

*Teste qui-quadrado de Pearson. O resultado do teste qui-quadrado ndo mostrou evidéncia de
associagdo entre as variaveis e o resultado do HPV.

A mediana do seguimento do grupo estudado foi de 1,6 anos, com 15%

das pacientes sendo acompanhadas por mais de 5 anos. Cento e quarenta e



trés pacientes (78%) se submeteram a tratamento oncologico e destas 131
(92%) foram avaliadas quanto a resposta ao tratamento. Neste aspecto, o
resultado positivo do HPV e o estadiamento clinico foram os Gnicos fatores que
tiveram associacdo com a resposta encontrada ao término do tratamento

(Tabela 2).

Tabela 2. Associagao entre idade, tipo histol6gico, grau histoldgico,
estadiamento e resposta ao término do tratamento oncolégico em pacientes
com céancer do colo uterino.

Resposta
Completa Incompleta
N(%) N(%) Total Valor p

Idade 0.514
<50 48(77.4) 14(22.6) 62(100.0)
>= 50 50(72.5) 19(27.5) 69(100.0)

Total 98(74.8) 33(25.2) 131(100.0)

Tipo histolégico 0.934
CEC 86(74.8) 29(25.2) 115(100.0)
Adenocarcinoma 10(76.9)  3(23.1) 13(100.0)

Outros 2(66.7) 1(33.3) 3(100.0)

Total 98(74.8) 33(25.2) 131(100.0)

Grau histolégico 0.456
I 8(72.7) 3(27.3) 11(100.0)

Il 33(67.3) 16(32.7) 49(100.0)
1] 21(80.8) 5(19.2) 26(100.0)
Sl 36(80.0)  9(20.0) 45(100.0)

Total 98(74.8) 33(25.2) 131(100.0)

HPV *0.015
Positivo 50(84.7)  9(15.3) 59(100.0)

Negativo 42(65.6) 22(34.4) 64(100.0)
Indeterminado 6(75.0) 2(25.0) 8(100.0)

Total 98(74.8) 33(25.2) 131(100.0)

Estadiamento <0.001

IA/IB 31(93.9) 2(6.1) 33(100.0)
[IA/11B 26(78.8) 7(21.2) 33(100.0)
HA/IIIB 41(69.5)  18(30.5) 59(100.0)
IVA/IVB 0(0.0) 6(100.0) 6(100.0)

Total 98(74.8) 33(25.2) 131(100.0)

* Comparacao da resposta completa entre HPV positivo e HPV negativo.
Teste qui-quadrado de Pearson . O HPV positivo e o estadiamento clinico
apresentaram uma associacao estatisticamente significante com a
resposta ao término do tratamento.



O grafico de sobrevida mostra que, ao completar cinco anos de
acompanhamento, cerca de 60% das pacientes (IC95% 51.8 a 73.1) e ao
término da pesquisa, metade das pacientes estava viva (IC95% 39.5 a

65.1) (Figura 1).
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Figura 1. Curva de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevida global em
pacientes com cancer da cérvice uterina.



O resultado positivo encontrado pela reacdo em cadeia da polimerase
sobre a presenca do Papilomavirus humano (HPV) nas biépsias em parafina do

colo uterino n&o teve influéncia na sobrevida global das pacientes (Figura 2).
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Figura 2. Curvas de sobrevida segundo o resultado do HPV em mulheres com
cancer do colo uterino.



Nas curvas de sobrevida de acordo com o estadiamento clinico, os
estadios Il e IV mostraram um pior desempenho. A associacdo do
estadiamento clinico com a sobrevida foi estatisticamente significante

(p < 0,001) (Figura 3).
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Figura 3. Curva de Kaplan Meier, segundo o estadiamento clinico, em
pacientes com cancer da cérvice uterina.

Discussao

Ao se avaliar o prognéstico do cancer da cérvice uterina, alguns fatores
clinico-patolégicos e epidemiolégicos fazem parte do painel comum
pesquisado. E o caso da idade, tabagismo, tipo histologico, grau histoldgico,
tamanho tumoral, invaséo linfatica, presenca e subtipo do HPV detectado e até
o tipo e a forma do tratamento realizado [14,15]. Neste estudo, inicialmente
avaliamos os dados referentes a idade, tipo e grau histologico e procedéncia
das pacientes em relacdo a amplificacdo do HPV e posteriormente a resposta
clinica. Nos resultados obtidos nenhuma destas variaveis teve associacdo com

a deteccéo do virus ou a evolucao da doenca.



Por se tratar de uma doenca sexualmente transmissivel, associada ao
HPV, era esperado que o virus fosse mais encontrado nas biopsias de
pacientes oriundas dos grandes aglomerados urbanos, ou seja, oriundas da
capital e regido metropolitana. No entanto, ndo houve associagao significativa
da regido de origem da paciente com o resultado da PCR para pesquisa do
HPV.

Em pacientes com cancer do colo uterino, a pesquisa do HPV em
biopsias de tecido fresco do colo, resultam na deteccdo e subtipagem viral em
cerca de 90% dos casos [16-19]. Apesar da descricdo de uma deteccao viral
maior em alguns estudos que investigaram a presenca do virus em biopsias de
parafina, a amplificacdo viral detectavel no nosso estudo sé se tornou possivel
em 78 casos (43%) com o emprego da nested PCR [20]. Neste caso, uma
justificativa para esta dificuldade, pode ter sido o tempo decorrido entre a coleta
do material e a realizacdo do exame, ou fatores técnicos, como o
condicionamento das bidpsias e a qualidade do material de incluséo (parafina).
Entretanto, essa dificuldade foi em parte compensada pela realizacdo da
nested PCR, método mais sensivel que a PCR tradicional.

A semelhanca do que é descrito em relagéo ao carcinoma de cabeca e
pescoco, a auséncia do Papilomavirus humano em biopsias do colo uterino €
também relacionada com mau progndstico [8,9,21]. No nosso estudo, apenas
em relacao ao término do tratamento, o HPV positivo (p= 0,51) teve associacao
com a resposta completa. Quando avaliamos em relagcdo as curvas de
sobrevida, a deteccgéo viral ndo teve influéncia no desenrolar da doenga. O
estadiamento clinico estabelecido na avaliacdo inicial foi o Unico a ter

associagdo com a sobrevida da paciente.



Em conclusédo, dentre os fatores de progndstico avaliados, apenas a
presenca do HPV e o estadiamento clinico avangado influenciaram na resposta
clinico-patoldgica obtida ao término do tratamento, enquanto que na analise de

sobrevida , o estadiamento foi o Unico fator implicado na evolugéo da doenga.
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6. CONCLUSOES DA TESE

e Dentre os parametros clinico-patolégicos estudados como fatores de
prognaéstico no cancer do colo uterino, apenas o estadiamento clinico

teve relacdo com a evolucao da doenca.

e A pesquisa através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do
Papilomavirus humano detectou a presenca do virus em 78 (43%) de

183 bidpsias de parafina pesquisadas.

e A idade, tipo e grau histologico ndo tiveram relagdo com a resposta ao

tratamento, nem com a evolucdo da doenca.

e A resposta completa ao término do tratamento para pacientes com
cancer invasivo do colo uterino teve relacado apenas com a presenca do

HPV e o estadiamento clinico avancado.

e Em relacdo ao tratamento, o tempo total do tratamento radioterapico e a
combinacdo de quimioterapia a radioterapia nao tiveram influéncia na

sobrevida do grupo estudado.
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APENDICES

APENDICE A — QUESTIONARIO DA PESQUISA

SOBREVIDA E _FATORES DE PROGNOSTICO EM PACIENTES COM

CANCER INVASIVO DO COLO UTERINO

1- Nome

2- Registro

Endereco

Telefone 3- Data de Nascimento
4- ldade ao diagnaostico 5- N° Laboratorio

6- Tabagismo 1simo 2ndoo 3oSl

7- Fazia preventivo 1simo 2ndoo 3oSl
8- Freq. do preventivo 1o semestral 2o anual 3ooutros 4o néo se aplica 5a0Sl

9- Ultimo preventivo 10- Data 12 consulta I

11 - Data do diagndstico 12- 1o Citologia 2o Bidpsia 3o Ambos

13- Tipo histoloégico 1o CEC 2o Adenocarcinoma 3o Carcinoma mal diferenciado
4o Outro

14- Grau histolégicool 02 o3 oSl

15- Estadiamento clinico olA olB ollA cllB olllA clllB olIVA olVB

16- HPV o 1 Positivo 02 Negativo o3 Indeterminado

17- Tratamento 1losim 2onéo

18- Razdbes para ndo tratamento: 1o Sem condigdes clinicas
20 Abandono de tratamento
3o Recusa do tratamento
40 Complicagdes do tratamento
50 Sem informagao
6o Nao se aplica
70 6bito




19- Data do 1° Tratamento [

20- 1oCirurgia 2o Radioterapia 3o Quimioterapia 4o Combinado

21- Ordem do tratamento

Cirurgia
22- logsim 2onéo

23- 1loWertheim 2oHTAtotal 3o HTA subtotal 4o nao se aplica

Radioterapia:

24- 1osim  2ondo
25-10 Pré-operatoria 2o Pos-op. 3o Exclusiva 4o Combinada 5o néo se aplica 6o Pré e Pos

26- Pré-operatéria 1losim  2ondo  27- Dose

28- Inicio I 29- Término I
30- Pés-operatorio 1o sim 20 ndo

31- Dose pélvica 32- Dose BQT

33-Inicio___ /[ 34- Término I

35- 1o Exclusiva 2o Combinada 3o N&éo
36- Dose pélvica 37- Dose BQT 38- Paramétrio

39-Inicio [/ |/ 40- Término [

Quimioterapia

41- losim 20 néo

42- 1o Neoadjuvante 2o Paliativa 3o ndo se aplica

43- Esquema 1o 5FU+CDDP 20 CDDP semanal 3o Outro 4o N&o se aplica

44- N°de ciclos (ou semanas): ol o2 o3 04 o5 06 o7 o8oNao

45- Inicio [ 46- Término [ ]




Término do primeiro tratamento

47- 1o Resposta completa 2o Resposta ndo completa

30Sl 4o Nao se aplica 5o Obito

Seqguimento

48- 1o Sim 2o Néo

49- Evolucao

Estado da doenca

Tratamento

1 Sem evidéncia de doenca

2 Doenga local

3 Metastase a distancia

1 Nenhum

2 Quimioterapia
3 Radioterapia
4 Sintomético

Data Estado da doenca Tratamento

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

Obito

50- 1osim 2ondo

51- Data /




ANEXOS

ANEXO 1 - ESTADIAMENTO CLINICO DO CANCER DO COLO UTERINO

Definicdo do TNM

A definicdo das categorias do T correspondem aos estagios aceitos pela
Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique (FIGO). Ambos os
sitemas séo incluidos para comparacao.

Tumor Priméario (T)

TNM FIGO

Categorias Estagios

TX Tumor primério ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis 0 Carcinoma in situ

T1 I Carcinoma cervical confinado ao Utero (extensdo ao corpo deve

ser desconsiderada)

*Tla 1A Carcinoma invasivo diagnosticado apenas pela microscopia.
Invasdo estromal com uma profundidade maxima de 5 mm
medida da base do epitélio e 7mm ou menos de extensao horizontal.
Envolvimento do espaco vascular, venoso ou linfatico, ndo afeta a
classificacéo

Tlal A1 Medida da invasao estromal de 3 mm ou menos em profundidade e de 7
mm ou menos na extensdo horizontal

T1la2 IA2 Medida da invasédo estromal maior que 3 mm e menor que 5 mm com 7
mm ou menos de extensdo horizontal

T1b B Lesdo clinica visivel confinada a cérvix ou lesdo microscépica maior que
Tlal/lA2

Tibl IB1 Lesdo clinica visivel de 4 cm ou menos na sua maior dimensao

T1b2 IB2 Lesao clinica visivel maior do que 4 cm na sua maior dimensao

T2 Il Carcinoma cervical invade além do Utero, mas nado a parede pélvica
ou o terco inferior da vagina

T2a A Tumor sem invasao parametrial

T2b 1B Tumor com invasdo parametrial

T3 11 Tumor se estende a parede pélvica e/ou invade o terco inferior da
vagina, e/ou causa hidronefrose ou rim n&o funcional

T3a A Tumor invade o terco inferior da vagina, sem extenséo a parede pélvica

T3b 1B Tumor se estende a parede pélvica e/ou causa hidronefrose ou rim ndo
funcionante

T4 IVA Tumor invade mucosa da bexiga ou do reto, e/ou se estende além da

pelve verdadeira (edema bolhoso néo é suficiente para classificar um
tumor como T4)

* Todas as les@es visiveis — mesmo com invaséo superficial — sao T1b/IB

Linfonodos regionais (N)

NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Sem metastases em linfonodos regionais

N1 Metastases em linfonodos regionais




Metastase a distancia (M)

MX Metastase a distancia nao pode ser avaliada
MO Sem metastase a distancia
M1 IVB  Metastase a distancia

Grupos de estadiamento

EO Tis NO MO
El T1 NO MO
EIA Tla NO MO
E1A1 Tlal NO MO
E1A2 Tla2 NO MO
EIB T1lb NO MO
EIB1 Tibl NO MO
E1B2 T1b2 NO MO
Ell T2 NO MO
EIIA T2a NO MO
EIlIB T2b NO MO
Elll T3 NO MO
EINA T3a NO MO
ElB T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3a N1 MO
T3b Qualquer N MO
IVA T4 Qualquer N MO

VB Qualquer T QualquerN M1
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