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RESUMO

Introducao: O cancer do colo do Utero é o quarto tipo de cancer que mais afeta as
mulheres em todo 0 mundo, com mais de 80% dos casos ocorrendo em paises em
desenvolvimento. No Brasil, é o terceiro tipo de cancer mais frequente na populacao
feminina sendo que o HPV estd presente em aproximadamente 90% dos casos.
Dentre os tipos virais, o HPV 16 apresenta elevada oncogenicidade sendo o mais
prevalente em tumores cervicais. Evidéncias sugerem que as variantes de um
mesmo tipo de HPV podem interferir biologicamente e etiologicamente no
desenvolvimento do cancer de colo do utero. Objetivo: Objetivou-se estimar a
frequéncia das variantes intratipo de HPV 16 em amostras do céancer do colo do
utero de mulheres diagnosticadas em dois hospitais de referéncia em Oncologia no
municipio de Sao Luis, Maranh&o, no periodo de 2016 a 2017. Material e métodos:
Dados socio-demograficos foram obtidos através de questionarios aplicados as
pacientes. Fragmentos tumorais de colo do utero foram coletados e submetidos a
extracao de DNA e, posteriormente, foram realizadas reagbes de Polymerase Chain
Reaction (PCR) para a detecg¢do do HPV. Foi utilizada a técnica de PCR Nested e os
primers utilizados foram PGMY09/11 para o primeiro round e GP+5/6 para o
segundo round. As amostras positivas foram submetidas a técnica de
sequenciamento automatizado para a genotipagem do tipo viral. Para a
caracterizagdo das linhagens de HPV 16, amostras positivas foram submetidas a
PCR utilizando primers especificos para amplificagéo das regiées LCR e E6 do virus
HPV 16. Resultados: Foram analisados os dados de 120 pacientes com cancer de
colo do utero. A maioria das mulheres estava na faixa etaria entre 41 e 54 anos de
idade (44/36.67%), possuiam escolaridade até o ensino primario (51/42.50%), renda
familiar entre 1 e 2 salarios minimos (66/55%) e eram casadas/unido consensual
(62/51.67%). Nao houve resultado estatisticamente significativo entre a associagao
do HPV e varidveis so6cio-demogréaficos e associadas a fatores de risco para o
cancer do colo do utero (p<0.05). O HPV esteve presente em 88 mulheres (73%). Os
tipos mais prevalentes foram o HPV 16 (47/54%), o HPV 18 (12/13.8%), o0 HPV 35
(6/6.9%) e 0 HPV 45 (5/5.7%). Dentre as 47 positivas para HPV 16, em 23 amostras
foi identificada a variante A (49%), seguida pela variante D em 20 casos (43%) e as
variantes B e C apresentaram 2 casos cada (4%). O tipo histolégico de maior
prevaléncia em tumores com HPV 16 foi o carcinoma epidermoide em 34 amostras
(72%), seguido pelo adenocarcinoma em 5 amostras (11%). Observou-se que houve
associagcao estatisticamente significativa entre as variantes de HPV 16 e os tipos
histol6gicos dos tumores estudados (p<0,001). Conclusao: O conhecimento das
variantes do HPV 16 fornecera dados sobre a influéncia das mesmas com aspectos
patoldgicos e oncogénicos das lesdes de colo do utero.

Palavras-chaves: Cancer do colo do utero; Papilomavirus humano; HPV 16;
Variantes.



ABSTRACT

Introduction: Cervical cancer is the fourth most common cancer in the world, with
more than 265,000 deaths and more than 80% of cases occurring in developing
countries. In Brazil, it is the third most frequent type of cancer in this population, and
the Human Papillomavirus (HPV) is the etiologic factor for cervical cancer, being
associated with approximately 90% of the cases. Among the viral types, HPV 16
shows high oncogenicity and is the most prevalent type in cervical tumors. Evidence
suggests that variants of the same type of HPV can biologically and etiologically
interfere with the development of cervical cancer. Objective: The objective of this
study was to estimate the frequency of intra-HPV 16 variants in cervical cancer
samples from women diagnosed in two reference hospitals in Oncology in the
municipality of S&o Luis, Maranh&o, from 2016 to 2017. Socio-demographic data
were obtained through questionnaires applied to the patients. Material and
methods: Tumor fragments of the cervix were collected and submitted to DNA
extraction and Polymerase Chain Reaction (PCR) reactions were performed to
detect HPV. The Nested PCR technique used primers PGMYQ09 / 11 for the first
round and GP+5/6 for the second round. Positive samples were submitted to
automated sequencing technique for viral genotyping. For the characterization of
HPV 16 strains, positive samples were submitted to PCR using specific primers for
amplification of the LCR and EG6 regions of HPV 16 virus. Results: Data from 120
patients with cervical cancer were analyzed. Among the patients, (44/36.67%) had
primary schooling (51/42.50%), family income between 1 and 2 minimum wages
(66/55%) and are married/consensual union (62/51.67%). There was no statistically
significant result between HPV association and socio-demographic variables
associated with risk factors for cervical cancer (p <0.05). HPV was present in 88
women (73%). The most prevalent types were HPV 16 (47/54%), HPV 18
(12/13.8%), HPV 35 (6/6.9%) and HPV 45 (5/5.7%). Among 47 positive for HPV 16,
in 23 samples was identified A variant (49%) followed by D variant in 19 cases (40%)
and B and C variants with 2 cases each (4%). The most prevalent histological type in
HPV 16 tumors was epidermoid carcinoma in 34 samples (72%), followed by
adenocarcinoma in 5 samples (11%). We found a statistically significant association
between the HPV 16 variants and the histological types of the tumors studied
(p<0,001). Conclusion: Knowledge of HPV 16 variants will provide insights into the
influence of pathological and oncogenic cancers of cervical lesions.

Keywords: Cervical cancer; Human papillomavirus; HPV 16; Variants.
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1. INTRODUCAO

O cancer do colo do utero € o quarto tipo que mais afeta mulheres
mundialmente, com uma estimativa de mais de 265 mil mortes e mais de 80% dos
casos ocorrendo em paises em desenvolvimento (BAHLS et al, 2017;
BARROETA; ADHIKARI-GURAGAIN; GROTKOWSKI, 2017). De acordo com o
INCA, o cancer do colo do Utero ocupa a terceira posicao entre os tipos de cancer
mais incidentes na populagdo feminina brasileira. S&o estimados 16.370 novos
casos de cancer do colo do utero para o biénio 2018-2019 (INCA, 2017).

Para o estado do Maranh&o, sdo estimados cerca de 1090 casos novos de
cancer do colo do utero para o ano de 2018, sendo 240 deles somente na capital,
sao Luis, com uma taxa bruta de incidéncia de 30,55 casos para cada 100 mil
habitantes (INCA, 2017).

O Papilomavirus Humano (HPV) é o principal fator etiolégico do cancer do
colo do utero e estdo associados ao desenvolvimento de doencas que vao desde
verrugas benignas até o cancer invasivo (DOORBAR et al., 2016). Apesar de que,
aproximadamente, 80% das mulheres adquirem a infeccédo pelo HPV até os 50 anos
de idade, menos de 1% das infec¢des persistentes progridem para o cancer cervical
invasivo (HANG et al., 2016).

Permanece desconhecida a razado pela qual somente algumas lesbées de
cérvice uterina associadas a gendtipos de alto risco progridem para o cancer
invasivo. Evidéncias sugerem que as variantes de um mesmo tipo de HPV podem
interferir  biologicamente e etiologicamente no desenvolvimento do cancer
(BERNARD; CALLEJA-MACIAS; DUNN, 2006; XI et al., 2007).

O HPV16 é o tipo de HPV mais carcinogénico seguido pelo HPV18 e a
maioria das infecgdes sao assintomaticas (CHEN et al.,, 2016). Poucos estudos
foram realizados no Brasil em relacdo ao estudo das variantes dos HPV 16. No
Maranhao, este tipo de estudo nunca foi realizado. O interesse neste tépico vem
crescendo muito nos ultimos anos, tendo em vista possiveis variagdes no
progndstico dos carcinomas em diferentes estdgios da doenca, dependendo da
variante viral encontrada. Mesmo em trabalhos realizados no mundo, muitas destas

questbes permanecem ainda nao esclarecidas e muito achados sédo contraditérios,
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tornando fundamental o desenvolvimento de novas e continuas abordagens acerca
desse tema.

Apesar da relagéo entre os diferentes tipos de HPV e o desenvolvimento do
cancer estar bem estabelecido, evidéncias sugerem que variagbes genéticas entre
um mesmo tipo viral podem influenciar no potencial de infec¢do, na persisténcia
viral, no desenvolvimento de lesbes precursoras € na progressao para o cancer
invasivo (BERNARD, 2005; TAMEGAO-LOPES et al., 2014; CHEN et al., 2015;
VIDAL et al., 2016). Devido a elevada prevaléncia do HPV 16 em casos de cancer
do colo do utero, a associagao entre o HPV16 e o cancer vem sendo estudado ao
nivel de variantes intratipo, e varias linhas de estudo tem atribuido um maior risco de
céancer cervical invasivo a algumas linhagens do HPV 16.

Os estudos sobre as variantes de HPV vem sendo desenvolvidas com o
objetivo de compreender a associacdo das mesmas com aspectos patolégicos e
oncogénicos das lesdes do colo do utero. Fatores que influenciam a infeccao pelo
HPV no cancer cervical ndo estédo totalmente esclarecidos, mas acredita-se que que
as variantes de HPV 16 apresentam papel fundamental na carcinogénese cervical,
sendo reconhecida atualmente como um importante marcador para pesquisa sobre
transmissdo viral, persisténcia e carcinogenicidade (HANG et al, 2016). Estes
aspectos entre as diferentes variantes podem contribuir para as disparidades na

incidéncia do cancer cervical.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Aspectos Epidemiologicos do Cancer do Colo do Utero

O cancer do colo do Utero representa o quarto tipo de cancer mais comum
entre mulheres no mundo (BRUNI et al., 2017). Existem, no mundo, cerca de 2.784
milhdes de mulheres acima de 15 anos que estdo em risco de desenvolver o cancer
do colo do utero (BRUNI et al.,, 2017). Além disso, a cada ano, 527.624 mulheres
sao diagnosticadas com cancer cervical e 265.672 morrem por causa dessa doencga.

Dados de Bruni et al., (2017) indicam que 444.546 casos de cancer cervical
ocorrem anualmente em paises em desenvolvimento e 83.078 em paises
desenvolvidos. O numero de mortes por cancer cervical também é elevado em
paises em desenvolvimento quando comparado com paises desenvolvidos, com
230.158 e 35.514 casos, respectivamente. Além disso, estima-se que o numero de
mulheres desenvolvendo o cancer do colo do utero anualmente no mundo sera de
700 mil até o ano de 2030 (OGILVIE et al., 2017).

Ao longo dos ultimos vinte anos, a disponibilidade de testes para deteccao do
Papilomavirus Humano tem levado a melhor compreensao sobre a histéria natural
do céncer cervical (WATSON et al., 2018).

Apesar de que, aproximadamente, 80% das mulheres adquirem a infeccao
pelo HPV até os 50 anos de idade, menos de 1% das infec¢des persistentes
progridem para o cancer cervical invasivo (HANG et al., 2016).

Em um estudo de Simms et al., (2017), buscou-se determinar a melhor
conduta para o rastreamento do cancer cervical de mulheres positivas para o HPV.
O risco em 20 anos de cancer do colo do utero em mulheres positivas para HPV
(exceto HPV 16 e 18) e lesdes de baixo risco (LSIL) aumenta com a idade. O risco
de desenvolvimento de céancer cervical invasivo em mulheres com LSIL e teste
citolégico negativo nos ultimos dois anos varia entre 0.5% aos 25 anos de idade,
chegando a 2.5% aos 65 anos (Figura 1).
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Nos Estados Unidos, a prevaléncia do HPV é de 45% em mulheres entre 14-
59 anos de idade. Em um estudo de Watson et al., (2018), observou-se um declinio
na realizacdo do rastreamento do cancer cervical entre mulheres na faixa etaria de
18 — 20 anos, reduzindo de 55,8% em 2005 para 20,4% em 2014 (WATSON et al.,
2018). O declinio também foi observado em outras faixas etarias, mas entre as
faixas de 21 — 29 e 30 — 39 anos, a prevaléncia de rastreio foi similar entre os anos
do estudo (Figura 2) (WATSON et al., 2018).

Estudos realizados no Brasil mostrou uma prevaléncia de infeccao por HPV
entre 13.7-54.3% na populacdo em geral e entre 10-24.5% em mulheres com
citologia normal (COLPANI et al., 2016). Em pacientes com cancer do colo do utero,
o DNA do HPV tem sido detectado entre 55.2-91% dos casos, dependendo do tipo
de amostra biolégica e do método utilizado para a detecgéo viral (REZVANI et al.,
2016). Estudos recentes também indicam a presenca do HPV em 75% dos casos de
cancer vaginal, 69% de cancer vulvar, 91% de cancer anal e 63% de casos de
cancer de pénis (RAZZAGHI et al., 2017).
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Figura 2. Tendéncia na realizacdo do rastreio do cancer do colo do utero
por grupo de idade entre mulheres na faixa etéaria de 18 — 65 anos de idade
nos anos 2005 — 2014. Adaptado de WATSON; BENARD; FLAGG, 2018.

No Brasil, observa-se grande diferenca entre as taxas de incidéncia do cancer
do colo do utero entre as diferentes regides. Na regido Norte € o primeiro mais
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incidente entre mulheres (25,62/100 mil). Nas regides Nordeste (20,47/100 mil) e
Centro-Oeste (18,32/100 mil), ocupa a segunda posicdo. Ja nas regidbes Sul
(14,07/100 mil) e Sudeste (9,97/100 mil), ocupa a quarta posi¢ao (INCA, 2017).
Segundo estimativas do INCA, para o biénio 2018-2019 sdo estimados
16.370 casos novos de cancer do colo do utero para cada ano, com um risco
aproximado de 15,43 casos a cada 100 mil mulheres. Ele ocupa a terceira posicao

no pais e o sétimo lugar no ranking mundial (INCA, 2017). (Figura 3).

Mulheres Mama Feminina 59.700 29,5%
Colon e Reto 18.980 9,4%
Colo do Utero 16.370 8,1%
Traqueia, Bronquio e Pulmao  12.530 6,2%
Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Estdmago 7.750 3,8%
Corpo do Utero 6.600 3,3%
Ovario 6.150 3,0%
Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Leucemias 4.860 2,4%

Figura 3: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de céncer mais incidentes
estimados para 2018-2019 por sexo feminino, exceto pele nado melanoma.
(Estimativa 2018 — Incidéncia de cancer no Brasil), (Adaptado de: INCA, 2017).

Nascimento et al., (2018) buscou identificar a prevaléncia da infeccdo por HPV
em comunidade quilombolas do estado do Maranh&o. Identificou-se uma prevaléncia
de 12,6% (50/395) entre as mulheres analisadas. A maior prevaléncia do HPV foi
obtida entre mulheres com diagndéstico de lesées intra-epiteliais de alto grau (42,0%).
Além disso, identificou-se os tipos 68 (26.0%), 58 e 52 (20.0%), 31 (10.0%) e 62
(8.0%) como os mais prevalentes tipos de HPV entre mulheres quilombolas. A
evidéncia da presenca do HPV 68 e 58 nesta populacao ja havia sido registrada no
Maranhao por Batista et al., (2014) registrando-se a evidéncia da relagdo do HPV com
anormalidades citolégicas.

No Maranhao, estimou-se que para o ano de 2016 o cancer do colo do utero
seria 0 mais comum, com mais de 28,57 novos casos para cada 100 mil mulheres
(PINHO-FRANCA; CHEIN; THULER, 2016). Para o biénio 2018-2019 sdo esperados
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1.090 novos casos (INCA, 2017). Ainda de acordo com o INCA (2017) as taxas brutas
de incidéncia do cancer do colo do Utero estdo concentradas na capital Sao Luis
(41,7\100 mil habitantes), comparado com o Estado do Maranh&o (30,55\100 mil
habitantes) (Figura 4).
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Figura 4. Taxas brutas de incidéncias estimadas para 2018 por
sexo, segundo Estado e capital. (Estimativa 2018 — Incidéncia de
cancer no Brasil), (Adaptado de: INCA, 2017).

Em S&o Luis, estimativas para 2018-2019 indicam 240 novos casos de cancer
do colo do utero (INCA, 2017). Esta variagdo na distribuicdo do cancer cervical nas
regioes brasileiras pode ser explicada pela grande extensao territorial do pais e pelas
desigualdades sociais entre as diferentes regides. Taxas reduzidas de incidéncia e
mortalidade sdo encontradas principalmente nas regides Sul e Sudeste, onde as
mulheres sdo essencialmente urbanas e possuem melhor acesso a servi¢os de saude
de qualidade. As regides Norte e Nordeste apresentam os menores indices de
desenvolvimento humano (IDH) do pais, com condi¢cdes socioecondmicas precarias e

reduzido acesso da populacao aos servigos de saude (VALE et al., 2016).
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2.2. Analise Histérica do Cancer do Colo do Utero e o HPV

As verrugas na pele e na regido genital foram observadas inicialmente na
Antiguidade por médicos gregos e romanos, e foram nomeadas de condiloma
acuminado (do grego kondilus = cdndilo; do latim acuminare = pontudo) (CAMARA et
al., 2008).

No final do século XIX foi registrada a natureza infecciosa das verrugas. Em
1891, Joseph F. Payne, em Londres, publicou um artigo classico: On the
contagiousness of commom warts, onde descreve o desenvolvimento, por auto
inoculacdo, de verrugas em seu proprio polegar, depois de ter raspado a superficie de
uma lesao verrucosa de uma crianga. Pouco tempo depois, em 1894, em trabalhos
independentes, C. Licht e Gaston Variot, também demonstraram o carater infeccioso
daquelas lesdes, provocando o aparecimento de verrugas em voluntarios inoculados
experimentalmente com macerados de tecido verrucoso (CAMARA et al., 2008).

No inicio do século XX iniciaram-se experimentos visando identificar a
natureza das verrugas, sendo o pesquisador G. Ciuffo o primeiro a suspeitar que
as verrugas eram causadas por virus. Em seu experimento, usou um filtrado, que
havia sido passado em poros incapazes de reter particulas com dimensdes
compativeis com as dos virus, para auto inocular-se e produziu verrugas na mao
(CAMARA et al., 2008).

Em 1933, Richard E. Shope realizou experimentos utilizando filtrado livre de
células de verrugas de coelhos selvagens e inoculou-os em coelhos domésticos
saudaveis, levando ao desenvolvimento das verrugas. Posteriormente, o
desenvolvimento da microscopia eletrénica e do cultivo de células possibilitou um
grande avanco na Virologia, permitindo a visualizacdo e identificacdo do
Papilomavirus como agente etiolégico das verrugas (ZUR HAUSEN, 1989).

Entre 1974 e 1976, pesquisadores comecaram a postular sobre o possivel
papel do HPV na carcinogénese cervical. Em 1976, Meisels e Fortin publicaram
artigos reportando que o aparecimento de coilécitos em esfregagos de células
cervicais poderiam indicar a presenga de infecgdo pelo HPV. Também foi possivel
demonstrar a heterogeneidade entre a familia Papillomavirus, e o subsequente
isolamento de tipos especificos de HPV a partir de verrugas genitais e papilomas
de laringe (ZUR HAUSEN et al., 1989; CAMARA et al., 2008).
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Em 1976, Harald Zur Hausen publicou a hipétese de que o HPV estaria
associado ao céancer cervical. Ele também foi o responsavel por identificar dois
tipos de HPV de bidpsias de cancer cervical, sendo eles o HPV 16 e 18, e iniciando
a rapida expansao nesta area, levando ao desenvolvimento de novos experimentos
visando explicar o papel do HPV na carcinogénese cervical (ZUR HAUSEN et al.,
2002). A expressao de genes virais especificos (como E6 e E7) foram observados
em linhagens celulares de cancer cervical, acreditando-se que estariam envolvidos
na integracao do genoma viral e a imortalizagao do virus na célula (ZUR HAUSEN
et al., 2002).

Nos posteriores 14 anos resultou-se no melhor entendimento sobre a fungéao
dos oncogenes virais e o conhecimento sobre a histdria natural da infecgéo pelo
HPV. Harald Zur Hausen foi o principal pesquisador no ramo do HPV,
desenvolvendo os principais estudos sobre o virus na progressdo do céancer
cervical e, por isso, recebeu o Prémio Nobel de Medicina em 2008 (ZUR HAUSEN
et al., 2002; CAMARA et al., 2008).

2.3. Aspectos clinicos associados ao HPV e Cancer do Colo do Utero

O céancer do colo do utero é caracterizada por um desenvolvimento lento,
podendo apresentar sintomas na fase inicial como sangramento vaginal
intermitente ou apds a relagdo sexual, corrimento vaginal de cor escura e mal
cheiro (RODRIGUES et al., 2016). Em estagios avancados pode apresentar massa
palpavel no colo do utero, obstrucao de vias urinarias e intestino, dores lombares e
abdominais, perda de apetite e de peso (RODRIGUES et al., 2016). Ela evolui a
partir de uma lesdo pré-maligna ndo invasiva podendo adquirir potencial invasor
em um periodo de 5 a 6 anos (MEZEI et al., 2017).

O HPV é a infeccao sexualmente transmissivel mais comum em todo mundo.
Apresentando tropismo para células epiteliais, infectando células da pele e da
mucosa genital e oral, através do contato direto com micro lesdes presentes na pele
ou em mucosas ( ZUR HAUSEN, 2009; PINIDIS et al., 2016).

Outras formas incluem a transmissao vertical, da mae para o bebé no

momento do parto, podendo levar ao desenvolvimento de lesGes anogenitais e a
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papilomatose respiratéria, bem como a auto inoculagdo (RAMANAKUMAR et al.,
2016).

Na maioria da populacao, a infeccao pelo virus HPV se apresenta de forma
transitéria, sendo eliminada pelo sistema imune sem que haja o desenvolvimento de
manifestagdes clinicas (ZUR HAUSEN, 2002, ZUR HAUSEN, 2009). Em infecgbes
persistentes, o virus pode levar a alteracdes celulares que podem progredir para
les6es malignas (ARENDS; BUCKLEY; WELLS, 1998).

A literatura mostra que a infecgéao pelo HPV seja causa necessaria, mas nao
suficiente para o estabelecimento do cancer do colo do utero (ZUR HAUSEN, 2009),
sendo necessdria a associagdo de outros cofatores para o desenvolvimento e
progressado para o cancer. Dentre os principais cofatores estdo aqueles associados
ao comportamento sexual e habitos de vida. Sao eles: o inicio sexual precoce,
multiplicidade de parceiros sexuais, multiparidade, uso prolongado de
anticoncepcionais, tabagismo e histérico de infecgdes sexualmente transmissiveis
(VEO et al., 2015; MARTINS et al., 2016). Os fatores associados ao HPV incluem:
infecgdo Unica ou multipla, subtipos encontrados e carga viral no epitélio infectado
(CAQO et al., 2016; GRABOWSKI et al., 2016).

2.4. Aspectos Histolégicos do Cancer do Colo do Utero

O colo do utero apresenta formato cilindrico e é formado por trés regides
distintas, sendo elas: a endocérvice, ectocérvice e zona de transformagdo dos
epitélios (ZT). A endocérvice compreende a parte interna e € coberto por uma
camada Unica de células cilindricas produtoras de muco. A ectocérvice
compreende a parte externa, mantém contato com a vagina e é revestida por
camadas de células epiteliais escamosas estratificada. Entre estes dois epitélios
encontra-se a juncdo escamo-colunar (JEC), podendo variar em tamanho e
formato, dependendo da idade da mulher, paridade e estado hormonal (BARTOLI
et al.,, 1991; DIZ; MEDEIROS, 2009). Esta regiao possui margens bem definidas
pela diferenca de altura entre os epitélios colunar e escamoso (HERFS et al., 2012)
(Figura 2). Na infancia e no periodo pés-menopausa, geralmente, a JEC situa-se
dentro do canal cervical. J4 no periodo reprodutivo da mulher, geralmente ela se

situa na ectocérvice.
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Ao longo da vida da mulher, devido a processos fisiol6gicos normais e acidez
vaginal, as células do epitélio colunar sdo repetidamente destruidas. A substituicao
fisiolégica do epitélio colunar por um epitélio escamoso recém-formado €
denominada de metaplasia escamosa. Assim, células subcilindricas de reserva se
transformam em células mais adaptadas (escamosas), dando origem a um novo
epitélio, situado entre os dois epitélios originais, chamado de zona de transformacao
(Figura 5) (DIZ; MEDEIROS, 2009; HERFS et al., 2012).
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Figura 5. (A) Representacao esquematica do colo do utero humano. (B) Corte histoldgico do colo. (Adaptado de: HERFS et al, 2012).
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As células basais da zona de transicdo possuem grande habilidade de
diferenciacao, permitindo a elevada taxa de producao de particulas virais durante a
infeccdo pelo HPV (ZUR HAUSEN, 2000). A maioria das mulheres com cancer
cervical invasivo apresenta lesédo visivel ao exame citologico e se forma geralmente
na regiao da zona de transicdo escamo-colunar (DIZ; MEDEIROS, 2009; HERFS et
al., 2012).

Os tumores cervicais sao originados de células do epitélio da zona de
transformacao, podendo apresentar caracteristicas de célula escamosa, glandular
ou padrao misto. Em vista disso, os principais tipos de cancer do colo do utero sédo
os carcinomas de células escamosas e os adenocarcinomas (HERFS et al., 2012).

O cancer do colo do utero apresenta uma variedade de tipos histologicos,
sendo o carcinoma de células escamosas responsaveis por até 95% dos casos,
seguido pelo adenocarcinoma e o carcinoma adenoescamoso (HALLE et al.,
2017).

O carcinoma adenoescamoso exibe diferenciacao glandular e escamosa e
possui progndstico pior em relacdo ao carcinoma de célula escamosa e
adenocarcinomas (DIZ; MEDEIROS, 2009). A presenca de adenocarcinomas esta
associado a maiores chances de falso negativos no exame de citologia oncética
quando comparado com carcinoma de célula escamosa (HERFS et al., 2012). Além
disso, pesquisas relacionadas apontam que as infec¢cdes por HPV 18 sdo mais
associadas ao adenocarcinoma do que as infecgdes por HPV 16 (DE BOER et al.,
2005). Justifica este fato devido a diferencas no potencial oncogénico entre os tipos
de HPV (ALTEKRUSE et al., 2003).

2.5. Estadiamento do Cancer do Colo do Utero

Para identificar o grau de avango do cancer e utilizado o estadiamento da
doenca. Ele é realizado de acordo com a classificacgo TNM da American Joint
Committee on Cancer (AJCC) ou pelo sistema FIGO da International Federation of
Gynecology and Obstetrics. Além de fornecer informacdes importantes aos profissionais
da saude para determinar o tratamento adequado para cada caso, também permite
prever os possiveis cursos de evolucao do tumor (ZIGRAS et al., 2017).
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O sistema FIGO é baseado no resultado de exames clinicos nao-cirargicos
para analise da extensdo da doencga, entre eles o tamanho e extensao do tumor para
a mucosa vaginal (RAPOSO; OLIVEIRA, 2009; VALE et al., 2016). Apesar de ser um
importante fator para o prognostico da doenga, o comprometimento linfonodal ndo &
analisado pelo estadiamento FIGO pela impossibilidade de deteccdo. Segundo a
FIGO, o estagio tumoral é dividido em: | (la, la1, l1a2, Ib, Ib1 ou Ib2) quando o tumor
limita-se ao colo do utero; Il (lla llb) tumor invadindo ter¢co superior da vagina e/ou
parcialmente os paramétricos; Il (llla e Illb) tumor invadindo terco inferior da vagina
e/ou totalmente os paramétricos; IV (IVa e IVb),tumor invadindo estruturas extra-
uterinas e/ou metastases a distancia (CASTLE et al., 2007).

Por essa razao, o estadiamento cirdrgico tem se estabelecido por identificar
estagios avangados da doenga, quando comparados com o estadiamento clinico
(CAMPOS et al., 2017; ZIGRAS et al., 2017). O sistema TNM leva em consideragao
o tamanho do tumor (T), a disseminacao do tumor para linfonodos regionais (N) e a

presenca ou auséncia de metastases em outras partes do corpo (M). (Figura 6).

Estadio 0 Tis NO MO
Estddio I T1 NO MO
Estadio IA Tla NO MO
Estddio IA1 Tlal NO MO
Estadio IA2 Tla2 NO MO
Estddio IB T1b NO MO
Estddio IB1 T1b1l NO MO
Estddio IB2 T1b2 NO MO
Estddio II T2 NO MO
Estadio IIA T2a NO MO
Estadio IIB T2b NO MO
Estadio III i 17 NO MO
Estadio ITIA T3a NO MO
Estadio I1IB L N1 MO

T2 N1 MO

T3a N1 MO

T3b Qualquer N MO
Estadio IVA T4 Qualquer N MO
Estddio IVB Qualquer T Qualquer N M1

Figura 6: Estadiamento TNM para identificacdo do grau de extensdo do cancer
adaptado de TNM da American Joint Committee on Cancer (AJCC) (WITTEKIND;
ASSAMURA; SOBIN, 2014).

As alternativas atuais tém possibilitado a melhora no estadiamento, com o

emprego de métodos de imagem — tomografia computadorizada (CT), ressonancia
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magnética (RM) e positron emission tomography (PET). Todos os métodos de
imagem mostram elevada acuracia para avaliagdo do tamanho do tumor, deteccao
do envolvimento do paramétrio e vagina, e de ganglios com volume aumentado
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Entretanto, a deteccdo de metastases em ganglios
com volume normal e mesmo a avaliacdo correta da disseminagcao da doenca na
cavidade abdominal s6é podem ser efetuadas, atualmente, pela inspecao
intraoperatoria e histopatologica, portanto, o estadiamento cirurgico rotineiro para
tumores localmente avangados tem sido adotado (HALLE et al., 2017).

2.6. Rastreio do Cancer do Colo do Utero

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) recomenda a realizacao do exame
de Papanicolau no periodo de trés em trés anos, apds dois exames anuais
consecutivos negativos para o rastreio de lesées precursoras do cancer do colo do
utero. Neste teste sado observadas alteracfes celulares mediante analise
microscépica de células cervicais em esfregaco citolégico corado pela técnica de
Papanicolaou (NAYAR; WILBUR; SOLOMON, 2008; PINHO-FRANCA; CHEIN;
THULER, 2016).

O INCA segue os preceitos da OMS, contudo no Brasil, considerando a
grande extensao territorial, 0 acesso ao exame de Papanicolaou pode ser dificultado
e promover a deteccédo de diagndsticos tardios de cancer do colo do utero (PINHO-
FRANGCA; CHEIN; THULER, 2016). No Brasil, 0 exame e realizado de maneira nao
padronizada e, consequentemente, metade dos diagnosticos positivos sao
detectados em estagios avancados, mantendo as altas taxas de mortalidade
(GASPERIN; BOING; RUPEK, 2011). A evolucdo de exame de Papanicolaou
favoreceu a melhoria do diagnéstico citolégico ao longo dos anos. No intuito de
rastrear possiveis lesdes precursoras do cancer do colo do Utero, varios sistemas de
classificacdo e nomenclatura foram desenvolvidos baseando-se em diferengas
morfoldgicas e histolégicas.

A classificacdo citolégica de Papanicolaou foi desenvolvida em 1941 e
preocupava-se apenas com aspectos histoldégicos das lesdes. Posteriormente, no
Congresso Mundial da Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia
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realizado em 1952 criou-se um sistema de classificacdo baseado no termo
“displasia”’, podendo ser ela leve, moderada ou acentuada. Atualmente, esta
classificacdo nao vem sendo mais utilizada.

Em 1967, as displasias foram classificadas como um processo de proliferacéo
neoplasica intraepitelial e introduziu o termo neoplasia intraepitelial cervical (NIC) e
as agrupou em graus 1, 2 e 3, sendo NIC 1 classificada como baixo grau (atinge
células maduras) e NIC 2 e NIC 3 de alto grau (neoplasia de células imaturas)
(PINHO-FRANCA; CHEIN; THULER, 2016). Esta classificacao € mais utilizada para
laudos histoldgicos.

Ja em 2001, foi criada uma nomenclatura que substituiu o termo neoplasia por
lesdo intraepitelial, separando as lesées com potencial morfolégico de progresséo
para neoplasia daquelas mais relacionadas com o efeito citopatico viral, com potencial
regressivo ou de persisténcia. Além disso, na classificagdo Bethesda houve a inclusao
de diagnostico citomorfoldégico sugestivo de HPV devido as fortes evidéncias do
envolvimento desse virus na carcinogénese dessas lesbes e o diagndstico citologico
passa a ser diferenciado para as células escamosas e glandulares.

Dentre as anormalidades de células epiteliais escamosas, podem ser: células
escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US); lesao intraepitelial
escamosa de baixo grau (LSIL) que inclui HPV/displasia leve/NIC1 e; leséao
intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) que compreende displasia
moderada/grave, NIC Il, NIC Il e carcinoma in situ (PINHO-FRANCA; CHEIN;
THULER, 2016).

Para as anormalidades de células epiteliais glandulares, podem ser: células
endocervicais, endometriais ou glandulares sem outras especificacdes (SOE); células
atipicas endocervicais ou glandulares possivelmente neoplasicas; adenocarcinoma
endocervical in situ; ou adenocarcinoma endocervical, endometrial, extrauterino ou
SOE.

O resultado mais comum encontrado entre as anormalidades em citologias
cervicais sdo as atipias escamosas celulares (ASC), sendo que o percentual
aceitavel para ASC ¢ inferior a 5%, considerando que tal achado pode ter significado
indeterminado ou favorecer o desenvolvimento de lesdes de alto grau (MOSCICKI et
al., 2012; WENTZENSEN et al., 2016).

Em paises desenvolvidos, a reacao de PCR ¢é utilizada para o rastreio de HPV,
seguido de citologia e bidpsia para estudo histopatolégico (HALLE et al., 2017).
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2.7. Aspectos da Biologia do Papilomavirus Humano (HPV)

O HPV consiste de um grupo heterogéneo de virus ndo envelopado, com
dupla fita de DNA circular e 8000 pares de bases nucleotidicas (TJALMA et al.,
2005; ZUR HAUSEN, 2009). Ele possui diametro de 55 nm e capsideo icosaédrico
formado por 72 capsémeros composto por duas proteinas estruturais L1 e L2
(Figura 7) (BURD, 2003; D'’ABRAMO; ARCHAMBAULT, 2011; PINIDIS et al., 2016).
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O genoma é formado por duas regides principais, sendo elas uma regiao
aberta de leitura (do inglés, Open Reading Frames ou ORF), onde estao localizados
os genes codificantes de proteinas, atuando em fungbes como ativacdo de
transcricdo, transformacao, replicacdo e formacao de proteinas estruturais; uma
regiao longa controladora (do inglés, Long Control Region ou LCR), que contem
sequencias que controlam a transcricéo e replicagdo viral (MUNOZ et al., 2006; ZUR
HAUSEN, 2009; PINIDIS et al., 2016).

As ORFs apresentam duas regides, sendo elas: regido E (E =Early, precoce)
onde estao localizados genes que sao expressos na fase inicial do ciclo de vida do
virus, denominadas: E1, E2, E4, E5, E6 e E7 e a regido L (L= Late, tardio) que sao
expressa na fase tardia de infeccdo, denominadas: L1 e L2 (FELLER et al., 2009;
BIRYUKOV; MEYERS, 2015). A regido controladora LCR possui regides
promotoras, sitios de ligacdo de fatores de transcricao e a regido de origem de
replicagdo do virus (FELLER et al, 2009; BIRYUKOV; MEYERS, 2015;
SCHIFFMAN et al., 2016).

Dentre os genes expressos primeiramente no ciclo de vida do HPV estdo: E1 e
E2 que sao responsaveis por se ligar e recrutar proteinas para sitios de inicio de
replicacao e regular a expressao de outros genes (ZUR HAUSEN, 2002; SCHIFFMAN
et al, 2016; HARDEN et al, 2017). A funcdo dos genes E4 e E5 ndo esta
completamente estabelecida, mas acredita-se que eles atuem na modulacédo e
amplificacdo do DNA do HPV e a expressdo de genes estruturais, bem como a saida
do virus da superficie do epitélio (GALLOWAY; LAIMINS, 2016; HOFFMAN et al.,
2016).

Durante a infeccdo, os genes E6 e E7 possuem papel importante na
proliferacao celular por atuar sob fatores de regulagéo do ciclo celular. Em HPVs de
alto risco, o gene E6 pode induzir a degradacao da proteina supressora de tumor
p53 e 0 gene E7 pode se ligar e inativar a proteina supressora retinoblastoma (pRB)
e outras proteinas envolvidas na regulacao do ciclo celular (DOORBAR et al., 2016;
ZACAPALA-GOMEZ et al., 2016; TOMMASINO, 2017). Por isso, E6 e E7 sdo genes
fundamentais para a formacdo de tumores associados ao virus HPV. Em tipos
considerados de baixo risco, E6 e E7 participa da formacao de tumores benignos,
mas apresentam baixo potencial de malignizacdo (GANGULY; PARIHAR, 2009;
TOMMASINO, 2017).
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Em HPVs de alto risco as proteinas E6 e E7 possuem maior afinidade por
fatores reguladores do ciclo celular do que em HPVs de baixo risco e, por isso,
causa o comprometimento dos mecanismos de regulagao e sobrevivéncia da célula
(SONGOCK; KIM; BODILY, 2016). Os genes expressos tardiamente no ciclo celular
sdo L1 e L2, responsaveis pela incorporacdo do DNA viral e por codificar proteinas
do capsideo viral. O gene L1 codifica a maioria das proteinas do capsideo,
participando da montagem dos virions. Proteinas produzidas por L2 atuam no
transporte de proteinas L1 para o nucleo e no encapsulamento do DNA viral
(GALLOWAY; LAIMINS, 2016; PINIDIS et al., 2016).

2.8. Classificacao dos tipos de HPV

Os Papilomavirus humanos sao divididos em cinco géneros e classificados de
acordo com diferencas na sequéncia de DNA (a partir de sequéncias do gene L1),
devendo apresentar pelo menos 10% de diferencas de outros tipos (FELLER et al., 2009;
BANSAL; SINGH; RAI, 2016). Os tipos de HPV que infectam humanos sao classificados
em Alfa, Beta, Gama, Nu e Mu, sendo os géneros Alfa, Beta e Gama os grupos mais
representativos (HARARI; CHEN; BURK, 2015). No género alfa estdo virus que infectam
a mucosa epitelial oral e genital; os virus pertencentes ao género beta infectam
principalmente a pele, levando desde o desenvolvimento de verrugas benignas até o
cancer de células escamosas (MA et al., 2014; ZACAPALA-GOMEZ et al., 201 6).

Apesar de estarem divididos em diferentes géneros, a International Agency for
Research on Cancer (IARC) também classificou o HPV de acordo com seu potencial
de desenvolver o cancer, podendo ser de baixo risco, alto risco ou de risco
indeterminado. Dentre os tipos de baixo risco estdo o HPV 6 e 11, associados ao
desenvolvimento de verrugas nas maos e outras lesdes papilomatosas (CHEAH;
LOOI, 1998; GANGULY; PARIHAR, 2009; ZUR HAUSEN, 2009). Dentre os tipos de
alto risco oncogénico estdo aqueles intimamente relacionados ao desenvolvimento do
cancer e lesdes precursoras, como os tipos HPV 16 e 18 (SONGOCK; KIM; BODILY,
2016; WENTZENSEN et al., 2016). Os tipos de risco indeterminado sdo aqueles que
nao apresentam dados suficientes para uma classificacao definitiva, como o HPV 26,
53, 54, 55, 61, 62, 66 E 73 (GRAVITT, 2011).
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Os HPVs de alto risco pertencem ao género de alfapapilomavirus. A Figura
8 demonstra a arvore filogenética contendo a sequéncia de 170 tipos de
Papilomavirus, baseados na analise da sequéncia de L1.

Além da classificagdo em familia, género e espécie, os Papilomavirus sédo
classificados em tipos e variantes (PISTA et al., 2007; KING et al., 2016). Um tipo de
HPV difere de outro quando apresenta, pelo menos, 10% de divergéncia na
sequéncia do gene L1. As variantes de tipos de HPV diferem em menos de 2% na
sequéncia de nucleotideos de L1, e em até 5% entre a regido LCR (DE VILLIERS et
al., 2004; MARUSIC et al., 2017).
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2.9. Ciclo de Vida e Carcinogénese Mediada pelo HPV

O virus HPV infecta células da camada basal do epitélio escamoso, que sao
células menos diferenciadas e que ainda conseguem se proliferar (LI et al., 2016). A
infeccdo se inicia quando o virus entra na camada basal do epitélio através de
microlesbes encontradas nessas células (CHAUX et al, 2013; BIRYUKOV;
MEYERS, 2015; HONG; LAIMINS, 2016). Uma vez dentro da célula, o DNA do virus
é liberado do capsideo e transportado para o nucleo, onde o DNA do HPV vai
replicar e se manter na forma epissomal (cerca de 100 cépias por célula) (FELLER
et al., 2009; HONG; LAIMINS, 2016).

Nas células da camada basal, as proteinas E1 e E2 sdo expressas e regulam
a transcricdo de genes precoces para a producéo de virions (FELLER et al., 2009;
REIS et al., 2010; SPIESS et al., 2016). Nao se sabe ao certo porque o HPV é
capaz de infectar somente células da camada basal do epitélio escamoso, mas
acredita-se que esteja relacionado a receptores restritos a essas células. Depois
destas células se dividirem, E2 regula a distribuicdo do DNA viral para as células
filhas (HONG; LAIMINS, 2016; SPIESS et al., 2016).

Com a maturagéo das células suprabasais, o ciclo do HPV progride e passa a
expressar proteinas de E6 e E7 (WOODMAN et al., 2007; BANSAL; SINGH; RAI,
2016). A proteina E6 tem o papel de prevenir que a célula entre em apoptose (0 que
normalmente ocorre em resposta a infeccao viral); e E7 consegue ativar
mecanismos de replicacdo celular, levando a célula a entrar na fase S do ciclo
celular, deixando assim a maquinaria de replicagdo celular disponivel para a
replicacédo do DNA viral (WOODMAN et al., 2007; REIS et al., 2010a; SPIESS et al.,
2016).

A producédo de E1 e E2 conduz ao aumento da amplificacdo do genoma do
HPV paralelamente aos estagios de maturacao de células epiteliais. Eventualmente,
a partir da expressao de proteinas L1 e L2, os virus sdo formados e conseguem
escapar das células epiteliais (FELLER et al., 2009; ZUR HAUSEN, 2009; GRAVITT,
2011).

O mecanismo pelo qual o HPV leva a transformagédo maligna esta associada
tanto a carga viral, ao sitio e persisténcia da infeccao, e a interacdo dos oncogenes
virais E6 e E7, que sao transcritos ativamente em células infectadas pelo virus (ZUR
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HAUSEN, 2009; DOORBAR, 2016). Eles sao capazes de estimular o crescimento
celular e, assim, contribuir para a imortalizacdo das células (Figura 9) (FELLER et
al., 2009; WALHART, 2015; HONG; LAIMINS, 2016).
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Estudos indicam que o gene E6 interage com a proteina p53, enquanto E7
interage com pRB (retinoblastoma) para bloquear a atividade dessas proteinas
supressoras de tumor (WOODMAN et al., 2007; BANSAL; SINGH; RAI, 2016). A
regidao de E6 no DNA do HPV codifica uma proteina que age diretamente sobre
proteinas supressoras de tumor, principalmente a p53 (THOMAS; PIM; BANKS,
1999).

A proteina p53 atua como regulador negativo de controle do ciclo celular e
sua inibicdo pode levar a proliferacdo e desenvolvimento anormal da célula
(SOUTO, 2005; WALHART, 2015; DOORBAR, 2016). Em resposta a danos na
célula, a p53 pode desencadear o processo de apoptose para destruir células
defeituosas e impedir que elas sejam replicadas (FERRAZ et al., 2012; ANACKER,;
MOODY, 2016). Na infecgédo pelo HPV, a proteina E6 consegue se ligar a proteina
E6AP e formar um complexo ubiquitina-quinase, e esse complexo leva a
ubiquitinacao de p53 seguido por sua degradacao por um complexo proteossémico
(FERRAZ et al., 2012; ANACKER; MOODY, 2016). Com isso, varios eventos
deletérios podem ocorrer dentro da célula, mas ainda assim essas células
conseguirdo sobreviver e acumular mutacdées em uma taxa maior do que o normal e
causando, consequentemente, a auséncia de sinalizacdo de apoptose e
imortalizacdo da célula (ZUR HAUSEN, 2000; FELLER et al., 2009; FERRAZ et al.,
2012; ANACKER; MOODY, 2016).

A funcéo principal do gene E7 é desregular o ciclo celular da célula infectada,
induzindo a célula a sair da fase Go para a fase G1 e S (FERRAZ et al., 2012;
ANACKER; MOODY, 2016; HONG; LAIMINS, 2016). E7 € uma proteina que ira se
ligar a proteina retinoblastoma (RB), que por sua vez € supressora tumoral e inibe a
proliferacdo celular em resposta a sinais intra e extracelulares (BANSAL; SINGH;
RAI, 2016). Normalmente a pRB encontra-se ligada ao fator de transcricao E2F,
responsavel por controlar a expressao de outros genes envolvidos no ciclo celular,
mas que mantém seu dominio de ativacao da transcricdo bloqueado quando ligado
a pRB (FERRAZ et al., 2012; WALHART, 2015).

Ao degradar a proteina pRB ocorre a liberagdo de EZ2F, permitindo-lhe
estimular a transcrigdo dos genes que estavam sendo reprimidos, entre eles a
proteina p16. A proteina p16 é uma CDK (Cyclin-dependent kinases — quinases
dependentes de ciclicas) que inibe a fosforilagdo de pRB, mantendo-a ativa e ligada

ao fator de transcricdo E2F, assim, sendo controlada pela pRB por feedback
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negativo (SOUTO, 2005; WOODMAN et al., 2007). Ou seja, a degradagcao de pRB
por E7 resulta em um aumento na expressdo de p16 nas células infectadas
(RIVOIRE et al., 2001; SOUTO, 2005).

A degradacgéao de proteinas celulares associadas ao ciclo celular pelas proteinas
virais compromete a integridade do DNA replicado, causando instabilidade no DNA da
célula e a proliferacdo anormal dessas células, favorecendo o desenvolvimento do
tumor (WOODMAN et al., 2007; REIS et al., 2010a; FERRAZ et al., 2012).

2.10. Variacoes Intratipo de HPV

Apesar da relacédo entre os diferentes tipos de HPV e o desenvolvimento do
cancer estar bem estabelecido, evidéncias sugerem que variacdes genéticas entre
um mesmo tipo viral podem influenciar no potencial de infecgdo, na persisténcia
viral, no desenvolvimento de lesbes precursoras € na progressdo para 0 cancer
invasivo (BERNARD, 2005; TAMEGAO-LOPES et al., 2014; CHEN et al., 2015;
VIDAL et al, 2016). O HPV apresenta variagdes intratipo preservadas entre
diferentes regides geograficas e sua distribuicdo global parece estar dependente da
populacdo. A filogenia do HPV reflete divergéncias evolucionarias associadas a
padrées de migracdo humana, sugerindo que as variantes diversificaram em
consonancia com a expansao humana global (ORTIZ-ORTIZ et al., 2015).

As variantes diferem entre si em até 2% em regides codificantes e 5% em
regides nao codificantes do genoma viral, podendo levar a alteragdes nas fungcdes
das mesmas, como por exemplo na replicacdo e transcricaio do DNA viral,
imortalizacdo e transformacao celular (BERNARD, 2005). Com isso, podem levar a
modificacdes que resultem em diferentes resultados clinicos.

As regides LCR e E6 do genoma do HPV sao as mais amplamente estudadas
para analise de variacdes intratipo. A regido LCR por ser formada por regides
promotoras e importantes sitios de ligacdo para fatores de ligacao celulares e os
genes codificantes das proteinas E6 e E7 por sua habilidade de inativacao de
proteinas de controle celular (ZUNA et al., 2009).

Para um papilomavirus ser reconhecido como um novo tipo pelo centro de

referéncia em HPV (http://www.hpvcenter.se/), o0 genoma completo deve ser clonado
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e a sequéncia do gene L1 deve possuir até 90% de similaridade com tipos de HPV
previamente classificados. Isolados do mesmo tipo de HPV sao chamadas de
variantes quando a sequéncia de nucleotideos de L1 difere de outro tipo
caracterizado em menos de 10% (KUKIMOTO et al., 2015).

A classificacdo baseada em L1 agrupa corretamente os grupos de HPV em
espécie e género mesmo quando ocorre incongruéncias na arvore filogenética
inferidas a partir de diferentes regiées de ORF.

Entretanto, nem sempre uma uUnica regido/gene apresenta informagoes
suficientes para distinguir variantes de HPV que apresentam ambiguidades. Uma
nova nomenclatura tem sido implementada utilizando-se o genoma completo.
Variantes sao definidas por uma sequéncia de nucleotideos com diferenca de
aproximadamente 1 — 10% entre duas ou mais variantes do mesmo tipo.
Similarmente, diferencas no genoma de 0.5-1% sao utilizadas para definir
sublinhagens. Cada linhagem de variante e classificada e nomeada com um valor
alfanumérico (CHEN et al., 2015; KUKIMOTO et al., 2015).

Uma nomenclatura de linhagens e variantes permite investigadores classificar
isolados baseado no numero limitado de informagdes sobre sequencias do genoma.
Por haver distintos polimorfismos de Unico nucleotideo dentro de uma mesma
linhagem e sublinhagem, isto permite que pesquisadores possam classificar
linhagens de HPV sem ter que fazer referéncia a posicao especifica de mudanca de
nucleotideo.

2.11. Variantes de HPV 16 e o Cancer do Colo do Utero

Devido a elevada prevaléncia do HPV 16 em casos de cancer do colo do
utero, a associagcado entre o0 HPV16 e o cancer vem sendo estudado ao nivel de
variantes intratipo, e varias linhas de estudo tem atribuido um maior risco de cancer
cervical invasivo a algumas linhagens do HPV 16.

As variantes de HPV 16 sao classificadas em diferentes linhagens e
sublinhagens, definidas por possuirem 1-10% e 0.5-1% de variacao na sequéncia
nucleotidica no genoma viral completo. O primeiro grande estudo mundial foi feito
em 1993 por Ho et al., (1993), que relatou que as variantes de HPV 16, baseadas
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em sequéncias de LCR, podem ser agrupadas em cinco grandes linhagens:
Europeu (EUR) (sendo esta definida como o protétipo), Asiatico (As), Asiatico-
americano (AA), Africano 1 e Africano 2 (AFR1 e AFR2). O grupo Europeu (EUR)
que incluem as linhagens E e As e o grupo Nao Europeu (NE), que incluem as
linhagens AFR1, AFR2, NA e AA. As linhagens nao-europeias pertencentes ao
grupo NE sdo apontadas como sendo mais patogénicas, em comparacao com 0s
isolados Europeus (EUR) (SICHERO et al, 2007; BURK et, 2013).

A classificacdo das variantes de HPV 16 realizada de acordo com Burk
(2013), (Figura 10A) indica: variante A (previamente classificada como europeia-
asiatica), que inclui sublinhagens A1, A2, A3 (europeia, EUR), e A4 (asiatico — As);
variante B (Africana 1, AFR1), com as sublinhagens B1 e B2; variante C (Africana 2,
AFR2); e variante D (América do Norte\Asia-Americana, NA\AA), consistindo das
sublinhagens D1 (NA), D2 (AA2), e D3 (AA1) (KUKIMOTO; MURAMATSU, 2015).

A arvore filogenética da sequéncia completa do genoma HPV16 (Figura 10B)

consiste nos trabalhos de Burk et al., (2013) e Kukimoto e Muramatsu, (2015).
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Para o HPV 16, a variante A tem sido reportada por possuir reduzido risco de
desenvolvimento do céncer cervical. A variante D estd associada a um risco
aumentado de NIC3 e o céncer, e também por ser mais frequentemente detectada
em adenocarcinoma cervical do que em carcinoma de célula escamosa, sugerindo-
se que a variante D também estd frequentemente detectada em adenocarcinoma
cervical do que em carcinoma de célula escamosa, sugerindo-se que a variante D
apresenta comportamento biolégico diferente de acordo com o tipo histolégico
infectado no epitélio cervical (XI et al., 2007; ZUNA et al., 2011; CHEN et al., 2015).

Estudos também demonstram que as variantes de HPV 16 sao distribuidas
de maneira diferente ao longo de paises e regides, e que a agdao de uma variante
especifica sobre a progressao do cancer cervical também pode variar em diferentes
regides. Uma pequena porcao das infecgées por HPV 16 persistem e podem levar
ao cancer, no entanto a maioria das infecgbes sado resolvidas naturalmente pelo
sistema imunologico em até 12 meses (SCHIFFMAN et al., 2010). Os fatores que
levam a persisténcia ou a eliminagdo viral ainda sdo pouco entendidos, mas
diversos estudos sugerem que as variantes intratipo podem ter grande influéncia por
apresentar diferentes. Até o momento, os estudos de variantes se concentraram
principalmente sobre as variantes de HPV 16, o tipo mais prevalente em cancer
cervical, tal como em lesbes em diferentes estagios de progressdo e também em
citologia cervical normal (VILLA et al., 2000; SICHERO et al., 2007; SCHIFFMAN et
al., 2010; GHEIT et al., 2011; BURK; HARARI; CHEN, 2013). (Tabela 1).
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Tabela 1: Representacao do genoma viral do HPV 16 e variantes com linhagens e
sublinhagens. (Adaptado de BURK; HARARI; CHEN; 2013).

Variante Referéncia no

ros nom
genoma ID GenBank Outros nomes

Espécie Tipo Linhagem Sublinhagem

Alpha-9 HPV16 A A1 Ref K02718 European (E)
A2 w0122 AF536179 European (E)
A3 AS411 HQ644236 E
A4 W0724 AF534061  Asian, E(As)
B B1 W0236 AF536180 African-1, Afr1a
B2 Z109 HQ644298  African-1, Afrib
C R460 AF472509 African-2, Afr2a
D D1 QV00512  HQe44257  Worth American
(NA)1
Asian—American
D2 QV15321 AY686579  (AA)2

Asian—American

D3 QV00995 AF402678 (AA)1

Em relacdo a persisténcia viral, a comparacao entre os grupos EUR versus
NE indica que as variantes do grupo NE sédo duas vezes mais persistentes que as
variantes do grupo E (VILLA et al., 2000; SCHIFFMAN et al., 2010). Em popula¢des
Europeias geneticamente mais homogéneas, a linhagem predominante é do tipo
EUR. Esta linhagem pode ser dividida em dois conjuntos de isolados, de acordo
com o polimorfismo T350G, presente no gene E6, podendo levar a troca do
aminoacido de leucina para valina. Diversos estudos sugerem que isto pode
influenciar na persisténcia viral, conferindo um risco duas vezes maior a variantes
350T versus 350G (GRODZKI et al, 2006; GHEIT et al, 2011).

Entretanto, em um recente estudo conduzido na Franca com 142 mulheres
infectadas com HPV 16, ndo houve significancia estatistica no risco de persisténcia
entre as duas variagdes. Estes resultados contraditérios sugerem que a influéncia
do polimorfismo T350G também pode estar condicionada a determinadas
populacdes.

Comparativamente, existe uma forte evidéncia de que as variantes do grupo
nao europeu tém riscos mais elevados para o desenvolvimento do cancer, embora

grande parte desta associacao esteja relacionada especificamente ao subtipo AA (D)
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(BERUMEN et al, 2001; BURK et al, 2003). Ha também varios estudos que indicam
que a variante AA, em comparacdo com o grupo E, estd em uma propor¢cdo muito
mais elevada (4-35 vezes) em adenocarcinomas (BERUMEN et al., 2001; BURK et al,
2003; ZUNA et al, 2011). No entanto, um estudo realizado na Indonésia, Suriname e
Holanda em casos de cancer nao reproduziram tal resultado (DE BOER et al., 2005).

O elevado risco associado a variante AA pode estar especificamente
associado a oncoproteina E6. A maioria dos estudos experimentais em HPV 16
foram conduzidos utilizando-se E6 do protétipo E enquanto alguns poucos estudos
avaliaram as outras variantes de E6 (CHAKRABARTI et al., 2004; LICHTIG et al.,
2006). O prototipo E6 e suas variantes diferem: na sua afinidade com o calcio,
através da ligacdo E6-PB, na expresséo de citoqueratinas em culturas organotipicas
e no potencial de imortalizac&o celular, avaliado por experimentos em uma linhagem
de queratindcitos humanos.

Alguns estudos sugerem que a variante AA (D) é, em relacao ao protétipo E
(A), encontrada 20 vezes mais frequentemente em cancer cervicais diagnosticados
nas Américas (BERUMEN et al, 2001), quando comparadas a mulheres sem cancer.
Este Ultimo autor referiu-se em seu estudo a populagdo mexicana. Foram
observados que, comparativamente, a variante AA versus a variante E foi
encontrada de forma estatisticamente significativa com maior frequéncia em
pacientes de casos (AA = 23,2% [42 de 181]; E = 27,1% [49 de 181]) do que no
grupo controle (AA = 1,1% [dois de 181]; E = 10% [18 de 181]). Comparada ao
protétipo, a variante E6 AA difere em 3 trocas de aminoacidos: Q14H / H78Y / L83V.
Com base no modelo proposto para E6 de HPV 16, supbe-se que estas mudancas
afetam a estabilidade e funcdo da proteina, provendo a variante AA um melhor
mecanismo de evasao ao sistema imunoldgico do hospedeiro e um maior potencial
oncogénico (DE ARAUJO SOUZA; SICHERO, MACIAG, 2009).

Em estudo conduzido por Richard et al (2010) foram comparadas as
capacidades da proteina E6 do protétipo e de AA em imortalizar e transformar
células de queratinécitos em cultura, na presenca de E7, que normalmente é co-
expresso em canceres cervicais. Os resultados mostraram ndo s6 que a variante E6
AA conduziu a um periodo mais curto de recuperacao das células no periodo de
senescéncia em cultura, como também as culturas com células transfectadas com a
variante E6 AA apresentaram o dobro da capacidade da proliferagcdo celular, no

periodo pos senescéncia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Analisar os tipos e variantes intratipo de HPV 16 em amostras de cancer
cervical uterino de mulheres encaminhadas para do Hospital do Cancer da
Secretaria de Estado da Saude do Estado do Maranh&o e para o Hospital do Céancer
Aldenora Bello em Sao Luis - Maranh&o.

3.2. Especificos

e Descrever os dados sociodemograficos e clinicos da populacao do estudo;

e Determinar os gendtipos de HPV encontrados;

e Descrever a prevaléncia do HPV na populacao estudada;

e |dentificar a frequéncia das variantes de HPV 16 e suas respectivas
linhagens e sublinhagem;

e Relacionar o HPV 16 e variantes intratipo com idade e caracteristicas
histopatoldgicas dos tumores cervicais;
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4. METODOLOGIA

4.1. Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo descritivo, prospectivo e transversal.

4.2. Periodo e Local do estudo

O estudo foi realizado no periodo de janeiro de 2016 a dezembro de 2017, na
Unidade de Assisténcia de Alta Complexidade (UNACON) do Hospital do Cancer da
Secretaria de Estado de Saude do Maranhao e no Centro de Assisténcia de Alta
Complexidade em Oncologia (CACON) do Hospital do Céancer Aldenora Bello,
ambas habilitadas na Rede SUS.

4.3. Populacao e Amostra

A populagéo do estudo foi composta por 120 mulheres com diagnéstico de

cancer do colo do utero, atendidas nos locais supracitados.

4.3.1. Critério de inclusao

Mulheres maiores de 18 anos com diagnostico de cancer do colo do Utero que
aceitaram participar da pesquisa mediante assinatura de TCLE (Apéndice A).
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4.3.2. Critério de exclusgo

Mulheres que apresentaram indicagdo cirurgica como tratamento inicial ou
que apresentaram lesdes pequenas, nas quais a realizacdo da bidpsia pudesse
interferir no estadiamento. Também foram excluidas mulheres em tratamento

psiquiatrico.

4.4. Calculo Amostral

Segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA), o niumero de
casos para Sao Luis para neoplasias malignas do Colo do Utero é de 230 casos
novos para 2016. Tendo em vista que se trata de uma amostra finita, ou seja, menor
do que 100.000 individuos utilizamos a seguinte férmula:

n
n = 2

1+H°_1

N

Legenda:
1, = intensidade da amostragem;
N = tamanho da amostra na populagao.

Sendo, n,igual a:

_ z(k)’?
nO - 4d2

Legenda:

z(K)2 = valor na tabela do teste t-student com (n-1)
graus de liberdade para o intervalo de confianga;
d=erro

Adotando-se como populacédo a estimativa de incidéncia de novos casos do
INCA para a populagdo de S&o Luis, com indice de confianga de 95% e erro

amostral de 5% temos os seguintes valores:
1,962

Ng
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Substituindo ngha equacao, teremos:

384,16
(384,16—1)
230

n =

= = 144,15
1+

Logo, baseado nos valores de nossa populacao, sao indicadas 144 amostras.

4.5. Instrumento de coleta e avaliacao de dados

Inicialmente, as pacientes foram encaminhadas para atendimento ambulatorial
no Servigco de Ginecologia Oncologica do Hospital do Cancer da Secretaria de Estado
da Saude do Maranhao (SES) e do Hospital do Cancer Aldenora Bello e convidadas a
participar do estudo mediante assinatura de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Apéndice A). Um questionario foi aplicado para coleta dos dados
sociodemograficos, de reproducao e tabagismo (Anexo B).

Em seguida, ao exame ginecoldgico obteve-se fragmentos tumorais do colo
do utero os quais foram acondicionadas em microtubos contendo 1 ml de RNA Later
(Life Technologies) a 4°C e transportada em caixas térmicas, enviadas ao
Laboratorio Multiusuario localizado no Biobanco de Tumores e DNA do Maranh&o da
Universidade Federal do Maranh&o, Hospital Universitario da Universidade Federal
do Maranhao - HUUFMA. Apéds 24 horas, a amostra foi retirada do RNA later e

armazenada em freezer a -80°C até o uso.

4.6. Procedimentos experimentais

4.6.1. Extracdo do DNA

A extragao foi realizada a partir de tecido fresco e seguindo protocolo descrito
pelo manual de uso do kit Dneasy Blood and Tissue (QIAGEN Ltda, UK). Os tecidos
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tumorais foram seccionados com o auxilio de navalha estéril e pesados em até
25mg. Em seguida foram depositados em tubos de 2 mL, onde foram
ressuspendidos em 180uL de tampéao de lise (ATL) e 20uL de Proteinase K. Os
tubos foram incubados a 56°C em termomixer por 24h para a lise do tecido.

Foi adicionado 200uL de Tampao AL e esta foi homogeneizada no vortex por
15s. Em seguida, os tubos foram incubados a 90°C por 1 hora em termomixer. Em
seguida, foi adicionado 200uL de Etanol P.A (Merck, BR) a amostra e esta foi
novamente homogeneizada no vortex.

A mistura foi transferida para tubo contendo coluna de silica (QlAamp
MinElute) e centrifugada a 8.000rpm por 2 minutos. Apds a centrifugacao, a coluna
foi reposicionada em um novo tubo coletor, descartando-se o filtrado.

Iniciou-se as lavagens utilizando 500uL de Tampao de Lavagem 1 e
centrifugou-se a 8.000rpm por 2 minutos. Novamente a coluna foi posicionada em
um novo tubo coletor e descartou-se o filtrado. Foi adicionado 500uL de Tampao de
Lavagem 2 e novamente centrifugado por 8.000rpm por 2 minutos. Novamente foi
descartado o tubo coletor contendo o filtrado e a coluna foi reposicionada em tubo
de 2mL com tampa. Foi adicionado 100uL de Tampéo AE no centro da coluna a qual
foi incubada, com tampa fechada, em temperatura ambiente, por 5 minutos. Em
seqguida, foi centrifugada a 14.000 rpm, durante 4 minutos para a obtencdao do DNA.
As amostras foram identificadas e armazenadas a -20°C para posterior utilizacdo
nas reagdes de PCR.

4.6.2. Quantificacdo de DNA

O DNA extraido foi quantificado através da leitura de absorbancia em
espectrofotdmetro Nanovue (GE) utilizando comprimento onda igual a 260nm. A
pureza do DNA foi verificada a partir da leitura a 280nm, para a deteccao de uma
eventual contaminagdo da amostra por proteinas. Quando as relagdes entre as
densidades Opticas, A260/A280, encontrava-se entre 1,6 e 1,9 o material foi
considerado puro.
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4.6.3. Detecgcao do DNA do HPV por PCR Nested

A identificacdo do DNA do HPV nas amostras de tumores do colo do utero,
foi obtida utilizado-se a técnica de amplificacdo PCR-Nested utilizando o
termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Thermo
Scientific, Califérnia, USA). Esta técnica consiste na amplificacdo do DNA de
interesse em dois rounds e utilizando primers especificos para cada um a World
Health Organization (WHO, 2009). Com a realizacdo de dois rounds de PCR a
primeira amplificacdo € realizada de forma mais abrangente e a segunda reacgéo,
que utiliza como produto o amplicon produzido no primeiro round, leva a
amplificacdo de sequéncias menores e mais especificas do DNA viral.

No primeiro round utilizou-se os primers PGMY 09 e 11 (Quadro 1),
amplificando sequéncias de 450pb da regido L1 do DNA viral; no segundo round
foram utilizados os primers GP+5 e GP+6, que amplificam sequéncias de 190pb da
regiao L1 do DNA viral (VIDAL et al., 2016). Como controle positivo da reacao,
utilizamos amostras conhecidamente positivas e, como controle negativo, foi
utilizada agua.

Para minimizar a possibilidade de contaminacédo externa, as reacdes foram
preparadas em capela de fluxo laminar exposta a luz ultravioleta por
aproximadamente 15 minutos, juntamente com todo material plastico a ser

utilizado.
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Quadro 1: Sequéncias de primers utilizados para a reagdo de PCR Nested para a
identificacdo do DNA do HPV. (Adaptado de COUTLEE et al, 2002).

Primer Sequencia 5 - 3’

PGMY11 PGMY11-A GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG
PGMY11-B GCG CAG GGC CAT AAT AAT GG
PGMY11-C GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
PGMY11-D GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
PGMY11-E GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG
PGMY09 PGMYO09-F CGT CCC AAAGGAAACTGATC
PGMY09-G CGA CCT AAA GGA AACTGATC
PGMY09-H CGT CCA AAAGGA AACTGATC

PGMY09-la G CCAAGG GGAAACTGATC
PGMY09-J CGT CCC AAAGGATACTGATC
PGMY09-K CGT CCAAGG GGATACTGATC
PGMYO09-L CGA CCT AAA GGG AATTGATC
PGMY09-M CGA CCT AGT GGA AAT TGATC
PGMY09-N CGA CCAAGG GGATATTGATC

PGMY09-Pa G CCC AAC GGAAACTGATC
PGMY09-Q CGA CCC AAG GGAAACTGG TC
PGMY09-R CGT CCT AAAGGA AACTGG TC
HMBO1b GCG ACC CAATGC AAATTG GT

GP+5/6 GP+5 TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC
GP+6 GAA AAA TAA ACT GTA AAT CATATT C

Para a reacdo de amplificacdo utilizando os primers PGMY09/11, a
desnaturacao inicial ocorreu por 2 minutos a 95°C seguido por 40 ciclos de
desnaturacao por 40 segundos a 95°C, 40 segundos de anelamento a 55°C, 40
segundos de extensdo a 72°C. A reagéo consistiu em um volume final de 25 pl
contendo 10 pmol de cada primer, 2,5l de tampéo de reacdo 10X, 0,5ul de cloreto
de magnésio a 50 Mm, 10 Mm de dNTP e 0,2 ul de Taq Polimerase Platinum
(Invitrogen) (COUTLEE et al., 2002).

O segundo round da reacdo de PCR Nested foi realizado com os primers
GP5+/GP6+ com uma desnaturacao inicial de 4 minutos a 95°C seguida por 45
ciclos de desnaturacdo por 45 segundos a 95°C por 1 min, anelamento a 40°C por 1
minuto e extensdo por 1 minuto a 72°C. Ao final da reagdo obteve-se 25 pl de
volume, contendo 10 pmol de cada primer, 2,5ul de tampéao 10X, 1,5ul de cloreto de
magnésio a 50 Mm, 10 Mm de dNTP e 0,3 ul de Taq Polimerase Platinum
(Invitrogen) (COUTLEE et al., 2002).
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4.6.4. Visualizacdo dos produtos amplificados

Os produtos das reagbes foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampao TBE 1X. Uma aliquota de 5uL de DNA foi homogeneizada
em uma solucdo de tampao de carregamento (Sigmal-Aldrich, USA) e corante 0,1%

de Gel Red sendo toda a mistura aplicada no gel.

4.6.5. Purificacdo de produtos de PCR

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

4.6.6. Sequenciamento Automatizado

A determinacdo dos gendtipos do HPV foi realizada por sequenciamento
automatizado do produto de PCR utilizando o sequenciador MegaBACE 1000 (GE
Healthcare, UK). As reagdes foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular
da Universidade Estadual do Maranhao localizado no Centro de Estudos Superiores
de Caxias (CESC - UEMA).

O sequenciamento foi realizado com o kit ET Dye Terminator Cycle
Sequencing kit (GE Healthcare, UK), de acordo com o protocolo do fabricante.
Foram utilizados, em cada reacéao, 2 pyL do produto de PCR purificado, 40 ng dos
oligonucleotideos especificos para o éxon utilizado (senso ou antisenso) e 2 uL do
kit Big Dye.

Para a analise e alinhamento das sequéncias de nucleotideos obtidas no

sequenciamento foi utilizado o programa Chromas, obtendo-se eletroferogramas de
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sequencias de DNA do HPV presentes nas amostras. Para a confirmacdo e
identificacdo do tipo do HPV, foi realizada a comparacdo das sequéncias
nucleotidicas das amostras sequenciadas, submetendo-as ao Banco de Dados
Mundial de Nucleotideos — Gene Bank, utilizando o programa BLAST (NCBI).
(Figura 11).
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4.6.7. ldentificacdo das variantes de HPV 16

Apés a caracterizagao das linhagens de HPV 16, amostras positivas foram
submetidas a PCR utilizando primers especificos para amplificacao das regides LCR
e o gene E6 do virus. A reacao consistiu de um volume final de 25uL, sendo 1X PCR
Buffer, 2,5mM de MgCI2, 0,25uM de cada DNTP, 100pmol/L de cada primer, 50 —
100ng de DNA, e 2.5 U de Platinum Taq Polymerase. A reacao ocorreu a 95°C por
10 min, seguido por 40 ciclos de 1 min a 95°C; 1 min a temperatura de anelamento e
1 min a 72°C, seguido por uma etapa de extensao final por 15 min.

O produto da PCR foi posteriormente purificado e sequenciado de acordo com
protocolo citado anteriormente. Sequéncias consenso foram unidas usando o
software Geneious (Biomatters Ltd.) e todas as sequéncias geradas foram alinhadas
de acordo com as linhagens especificas para o HPV 16, utilizando sequéncias
referéncia propostas por Burk et al (2013) utilizando o software MEGA (verséo 6.0,
www.megasoftware.net). Em seguida, as sequéncias sao submetidas ao software
online BLAST (Disponivel em: http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi) para a
identificacdo dos tipos de HPVs.

4.7. Analise estatistica

Foi realizada analise estatistica descritiva utilizando o programa Stata (verséao
14.0), sendo os dados apresentados na forma de figuras e tabelas. Para verificar
associacao entre o HPV e varidveis sociodemograficas e clinicas de reprodugéao foi
utilizado o teste x* (Qui-quadrado), sendo considerado estatisticamente significante
os valores de p <0,05. Os valores referentes a nao sabe/nao respondeu foram
excluidos da analise de associagao.
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4.8. Analise por Filogenia

A construcao filogenética das linhagens de HPV 16 foi realizada utilizando
dados de sequéncias de 1300pb referentes as regides de E6 e LCR através do
meétodo “neighbour joining” com distancia p (obtidas com pairwise delection)
utilizando o programa Mega 4.1. Foram incluidas as referéncias propostas por Burk
et al (2013). A analise das variantes de HPV 16 foi realizada no Instituto Nacional do
Cancer (INCA) sob a supervisdo do geneticista Prof. Dr. Miguel Angelo Martins
Moreira.

4.9. Aspectos Eticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Maranhao (CEP-UFMA), sob Parecer Consubstanciado n® 1.289.419/2015
(ANEXO A).

Ressalta-se que foi garantido o sigilo, a confiabilidade e a dignidade dos
sujeitos da pesquisa, bem como garantida sua autonomia e a defesa de sua
vulnerabilidade, conforme Resolucdo CNS 466/12.
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5. RESULTADOS

5.1. Dados sociodemograficos e clinicos

O estudo foi composto por 120 pacientes diagnosticadas com cancer do
colo do utero atendidas em hospitais de referéncia em Oncologia do estado do
Maranhao.

Dentre as mulheres com diagnéstico do cancer do colo do utero, o HPV
esteve presente em 88 (88/120; 73,3%) mulheres, sendo 12 (13,8%) destas com
a presenca de HPV 18 (Tabela 2). A faixa etaria destas compreendiam de <29 a
270, sendo a mais jovem com 28 anos e a mais idosa com 76 anos. A maioria
destas mulheres estavam na faixa etaria 40 e 49 anos de idade (34/28.33%), se
autodeclaravam de cor parda (84/70%), possuiam escolaridade até o ensino
fundamental (51/42.50%), apresentavam renda familiar entre 1 e 2 salarios
minimos (66/55%) e eram casadas ou em unido consensual (62/51.67%). Com
relacdo a associagdo entre variaveis sociodemograficas e a presenca do HPV
ndao houve resultado estatisticamente significativo (p<0.05) para as variaveis
analisadas.
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Tabela 2: Distribuicao dos dados sociodemograficos da populacao em estudo

com cancer do colo do utero e a relacao com o Papilomavirus Humano (n =

120). Sao Luis — Maranhao. 2016-2017.

HPV
Variaveis Sociodemograficas Total Negativo Positivo
n (o/o) n % n Y%

Idade (Anos)
<29 8 (6.67) 4 50.00 4 50.00
30 a 39 20 (16.67) 5 25.00 15 75.00
40 a 49 34 (28.33) 9 2647 25 7353
50 a 59 19 (15.83) 7 3684 12  63.16
60 a 69 19 (15.83) 4 2105 15  78.95
>70 20 (16.67) 3 1500 17  85.00
Cor/Raca
Branca 20 (16.67) 3 1500 17 85.00
Preta 13 (10.83) 2 1538 11  84.62
Amarela 3 (2.5) 1 33.33 2 66.67
Parda 84 (70) 26 3095 58 69.05
Estado Civil
Solteira 39 (325) 12 30.77 27 69.23
Casada/Unidao Consensual 62 (51.67) 14 2258 48 77.42
Divorciada/Separada 6 (5) 2 3333 4 66.67
Vilva 13 (10.83) 4 30.77 9 69.23
Renda Familiar
Menos de 1 salério minimo 29 (24.17) 7 2414 22 75.86
1 a 2 salarios 66 (55) 18 27.27 48 72.73
Acima de 2 salarios 20 (16.67) 4 2000 16  80.00
N&o Sabe/Ndo Respondeu 5 (4.16) 3 6000 2  40.00
Escolaridade
Nenhum 41 (34.17) 13 31.74 28 68.29
Alfabetizacdo de Adultos 4 (3.33) 0 000 4 100.0
Ensino Fundamental/1¢ Grau 51 (4250) 11 2157 40 7843
Ensino Médio/ 22 Grau 20 (16.67) 8 40.00 12  60.00
Superior Incompleto 1 (0.83) 0 0.00 1 100.0
Superior Completo 1 (0.83) 0 0.00 1 100.0
N&o Sabe/No Respondeu 2 (1.67) 0 000 2 100.0

p-valor

0.421

0.377

0.774

0.797

0.399

Para os fatores de risco associados ao cancer do colo do utero, para a

maioria das mulheres a primeira relagdo sexual ocorreu entre 10 e 19 anos de idade

(87/72.50%), a primeira gestacao foi mais prevalente entre 16 e 21 anos de idade
(41/34.17%) e a maioria das mulheres obtiveram 1 e 3 filhos (37/30.83%). A maioria

das mulheres declararam ter tido apenas um parceiro sexual durante a vida

(38/31.67%), seguido por mais de 3 parceiros (36/30%). A maioria das mulheres

relatou nunca ter utilizado métodos contraceptivos (70/58.33%). Similarmente, nao
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houve resultado estatisticamente significativo entre a associacdo do HPV e variaveis

associadas a fatores de risco para o cancer do colo do utero (p<0.05). (Tabela 3).

Tabela 3: Caracteristicas dos fatores de risco e historia reprodutiva de

pacientes com cancer do colo do utero e a relacao com a presenca do

Papilomavirus Humano (n = 120). Sao Luis — Maranhao. 2016-2017.

HPV
Fatores de Risco Total Negativo Positivo p-valor
n % n %o n %
Idade do inicio da atividade sexual (Anos)
10a19 87 (72.50) 25 28.74 62 71.26
20 a 29 9 (7.50) 3 33.33 6 66.67
Acima de 30 2 (1.67) 0 0.00 2 100.0 0.738
gigp%i%‘;/u’\'éo 22 (1833 4 1818 18 81.82
Idade da 12 Gestacao
11a1i5 11 (9.17) 1 9.09 10 90.01
16 a 21 41 (34.17) 14 34.15 27 65.85
22 a 27 13 (10.83) 5 38.46 8 61.54 0.268
Acima de 27 2 (1.67) 0 0.00 2 100.0
gigp%izee/u’\' 40 53 (4417) 4o 2041 41 77.36
Numero de Gestacoes
1a3 37 (30.83) 11 29.73 26 70.27
4a6 26 (21.67) 6 23.08 20 76.92
7a9 32 (26.67) 8 25.00 24 75.00 0.859
10a12 13 (10.83) 4 30.77 9 69.23
Acima de 12 8 (6.67) 1 12.50 7 87.50
Nao Sabe / Nao Respondeu 4 (3.33) 2 50.0 2 50
Uso de Contraceptivo
Sim. Uso 7 (5.83) 2 28.57 5 71.43
Sim. J4 Usei 40 (33.33) 12 30.00 28 70.00
Nao 70 (58.33) 18 25.71 52 74.29 0.887
g:gp%i%i’j\'ao 3 (50 000 3 100
Numero de Parceiros Sexuais
1 38 (31.67) 11 28.95 27 71.05
2 27  (22.50) 4 14.81 23 85.19
>3 36  (30.00) 8 22.22 28 77.78 0.406
gigp%i%i/u’\'ao 19 (1583) 4 4737 10 52.63

Quanto a realizacdo do exame preventivo, a maioria das mulheres

(84/70%) relataram ter realizado o exame antes do diagndstico de cancer do colo
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do utero e a maioria das mulheres (44/36.67%) disseram realizar o exame
preventivo anualmente. Em relacdo ao tabagismo, a maioria das mulheres

relataram ndo ao uso do tabaco 69(57.50%). (Tabela 4).

Tabela 4: Distribuicao dos pacientes conforme pratica do exame preventivo e
tabagismo. Sao Luis — Maranhao. 2016-2017.

HPV
Fatores de Risco Total Negativo Positivo p-valor
n Y% n % n Yo
Realizagdao do Exame Preventivo antes do diagndstico
Nao 29 (24.17) 12 41.38 17 58.62
Sim 84 (70.00) 20 23.81 64 76.19 0.070
N&o Sabe/ Nao Respondeu 7 (583) 0 0.00 7 100.00
Frequéncia de realizacao do preventivo
Todo Ano 44 (36.67) 12 27.27 32 72.73
De 2 em 2 Anos 9 (7.80) 1 11.11 8 88.89
De 3 em 3 Anos 1 (0.83) 1 100.0 0 0.00 0.153
4 anos ou mais 1 (0.83) 1 100.0 0 0.00 '
Sem Regularidade 32 (26.67) 8 25.00 24 75.00
N&o Sabe/ Nao Respondeu 33 (27.50) 9 27.27 24 72.73
Tabagismo
N30 69 (57.50) 22  31.88 47  68.12
Sim 43 (35.83) 9 20.93 34  79.07 0.208
N&o Sabe/ Nao Respondeu 8 (6.67) 1 12.50 7 87.50

5.2. Identificacao dos tipos de HPV

O HPV esteve presente em 88 mulheres (73.33%). Dentre estes, foram
identificados: HPV 16 (48/54.0%); HPV 18 (12/13,8%); HPV 35 (6/6,9%); HPV 45
(5/5,7%); HPV 33, HPV 52 e HPV 53 (3/3.5%, respectivamente); HPV 9, HPV 31 e
HPV 58 (2/2.3%, respectivamente) e; HPV 6 e HPV 59 (1/1.1%, respectivamente).

O HPV 16 foi o tipo mais prevalente entre os casos analisados e, juntamente
com o HPV 18, chegou a 68,17% dos casos. A maioria das amostras possuiam HPV
considerados de alto risco, enquanto menos de 3,4% corresponderam a tipos de
HPV considerados de baixo risco oncogénico (Figura 12).
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Figura 12: Prevaléncia de tipos de HPV na populagdo estudada. Sao Luis -
Maranhao. 2016-2017.

5.3. Tipos histolégicos dos tumores analisados

Os tumores foram classificados de acordo com os principais tipos histologicos
relacionados a carcinogénese do colo do utero. Os tipos mais prevalentes foram: o
carcinoma epidermoide (CE) com um total de 95 amostras (79.1%) e o0s

adenocarcinomas com 11 amostras (9.1%). (Figura 13).
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Figura 13: Tipos histologicos de pacientes com cancer do colo do uUtero (n = 120).
Sao Luis — Maranhdo. 2016-2017.

Das 120 mulheres em estudo, verificou-se o estadiamento do tumor,
portanto 45 mulheres (37,5%) apresentaram tumores em estadio Il1IB, 31 mulheres
(25,8%) apresentaram estadio |IIB e 11 mulheres (9.2%) apresentavam estadio |
(Tabela 5). O estadio IVB esteve presente em 1 amostra (0.9%).



Tabela 5: Estadiamento tumoral de pacientes com cancer do
colo do utero (n = 120). Sao Luis — Maranhao. 2016-2017.

Estadiamento n (%)
0 3 2,5
I 11 9,2
A 5 4,2
IB 6 5
A 8 6,7
1B 31 25,8
A 3 2,5
B 45 37,5
vV 2 1,6
IVA 5 4.1
IVB 1 0,9
TOTAL 120 100

69

Em relacdo aos tumores onde houve a presenca do HPV 16, predominou-se 0

estadio clinico Ill em 23 amostras, seguido pelo estadio clinico Il em 12 amostras. O

estadio 0 foi observado em 2 casos (Figura 14).

Estadiamento

0 5 10 15

Numero de casos

20

25

Figura 14: Distribuicdo dos tumores positivos para HPV 16 de acordo com o

estadiamento (n = 47). Sao Luis - Maranhao. 2016-2017.
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5.4. As variantes do HPV 16

Dentre as 47 amostras identifcadas como HPV 16, em 23 amostras foi
identificada a variante A (49%); em 20 amostras foi identificada a variante D (43%);

as variantes B e C apresentaram duas amostras cada (4%).

Variantes de HPV 16

o
w
=
o
=
w
~
o

25
Numero de casos

Figura 15: Distribuicdo das variantes de HPV 16 na populacao estudada (n = 47).
Sao Luis - Maranhao. 2016-2017.

Em relacdo a idade para as mulheres com HPV 16, a média foi de 50,6 anos
para mulheres com variante A; 58,5 anos para mulheres com variante B; 58,5 anos
para pacientes com a variante C e 50 anos para aquelas com a variante D (Tabela
6). O tipo histologico de maior prevaléncia em tumores com HPV 16 foi o carcinoma
de célula escamosa (CCE) em 38 amostras, seguido pelo adenocarcinoma em 4
amostras (11%).
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Tabela 6: Relacao entre idade, tipos histoldgicos e variantes de HPV 16
identificadas (n=47). Sao Luis - Maranhao. 2016-2017.

Variantes de HPV 16
A (n=23) B (n=2) C(n=2) D (n=20) P -valor

Caracteristicas

Idade
Média 50,6 58,5 58,5 50
0.624
Mediana 49 58,5 58,5 46
Tipo Histolégico

CCE  21(555) 1(27) 0(0,0)0 16 (41,6)
ADC  1(250) 0(0,00 0(0,0) 3(750) < 0,001
NMI 1(33,3) 0(0,0) 1(333) 1(333)
CPD 0(0,00 1(50,00 1(50,00 0(0,0)

Legenda: CCE= carcinoma de célula escamosa, ADC= adenocarcinoma, NMI= neoplasia maligna

indiferenciada, CPD = carcinoma pouco diferenciado.

Com relagao entre os tipos histoldgicos encontrados e sua associagdo com as
variantes de HPV, observou-se que houve associacao estatisticamente significativa
entre as variaveis (Tabela 6). Os resultados indicam que existe uma associacao

entre as variantes de HPV 16 encontradas e o tipo histolégico diagnosticado.

Ja em relacdo ao estadiamento e as variantes do HPV 16, observou-se que
dentre as pacientes com variante A, predominou-se o estadio Ill (9 pacientes),
seguido pelo estadio Il (8 casos) (Tabela 7). Para a variante D, predominou-se o
estadiamento clinico Il (10 casos), seguido pelo estadio Il (4 casos).

Tabela 7: Analise entre estadio clinico e as variantes de HPV 16 encontradas
(n=47). Sao Luis - Maranhao. 2016-2017.

Variantes de HPV 16
A (n =23) B(n=2) C(n=2) D (n = 20)

Caracteristicas

Estadio Clinico

N O © 0o »
o O DD O O
o O =~ =+ O
—
o

Legenda: NI = ndo identificado.
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Com relagéo a resposta ao tratamento e as variantes do HPV 16 observa-se
que a variante A apresentou 12 casos de resposta clinica completa, enquanto a
variante D apresentou 7 casos (Tabela 8). No tocante a progressdo de doenga e
Obito, na variante A ocorreram 2 casos, enquanto na variante D houveram 3 casos.
Em 12 casos nao foi possivel realizar a avaliacao do status da doenca ao término do

primeiro tratamento.

Tabela 8: Avaliacao entre resposta ao tratamento e as variantes de HPV 16
encontradas (n=47). Sao Luis - Maranhao. 2016-2017.

Variantes de HPV 16
Caracteristicas

A(n=23) B{n=2) C(n=2) D (n=20)

Resposta ao

Tratamento
Resposta completa 12 0 1 7
Resposta parcial 4 0 1 5
Progressao/Obito 2 0 0 3
NI 5 2 0 5

Legenda: NI = ndo identificado.
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Figura 16: Arvore filogenética do HPV 16 com identificacdo de linhagens. O método
utilizado foi Neighbour-Joining (para construcdo das filogenias) com disténcia “p”
(obtidas com pairwise delection), os numeros nos nés sao valores de bootstrap (com
1000 replicas).
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Para a construcao da arvore filogenética, utilizou-se sequéncia de referéncia
descritas por Burk et al., (2013).

Dentre as amostras cervicais com HPV 16 classificadas como pertencentes a
linhagem A, 21 pertenciam a sublinhagem A1, 1 pertencia a sublinhagem A2 e 1
pertencia a sublinhagem A4. Em relagdao as amostras pertencentes a linhagem B, 1
pertencia a sublinhagem B1 e 1 pertencia a sublinhagem B2.

Dentre as amostras cervicais do HPV 16 pertencentes a linhagem D, 1
pertencia a sublinhagem D1, 1 caso pertencia a sublinhagem D2 e 18 casos
pertenciam a sublinhagem D3. A linhagem C, com 2 casos, nao possui sublinhagens
(Figura 16).

Tabela 9: Distribuicao de sublinhagens de HPV 16 de acordo com o tipo
histolégico (n=47). Sao Luis — Maranhao. 2016-2017.

Carcinoma Neoplasia Carcinoma
Sublinhagem epidermoide Adenocarcinoma maligna indiferenciado
indiferenciada

Idade 49.3+15.7 60.7+17.6 47.3+16.4 66.5+13.4

Al 19 0 2 0

A2 1 0 0 0

A4 0 1 0 0

B1 0 0 0 1

B2 1 0 0 0

C 0 0 1 1

D1 1 0 0 0

D2 1 0 0 0

D3 14 3 1 0
Total 37 4 4 2
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6. DISCUSSAO

O céncer do colo do utero estéd associado a baixos indices socioeconémicos,
apresentando maior prevaléncia em regides de elevada pobreza, elevados indices
de analfabetismo e habitos de higiene precarios (CASTELLSAGUE et al., 2009;
PINHO-FRANCA; CHEIN; THULER, 2016).

Evidenciou-se que houve elevada prevaléncia do virus (88/120 — 73%) em
amostras tumorais do colo do utero. A prevaléncia do HPV em amostras de cancer
cervical invasivo podem variar de 70% a 100% e podem estar associados a
diferentes técnicas utilizadas para a deteccdo do virus (COUTLEE et al., 2002;
VIDAL et al., 2012; SCHIFFMAN et al., 2016).

O HPV 16 é o mais prevalente no cancer cervical em todo o mundo, seguido
pelo HPV 18. Mas, a frequéncia entre os tipos de HPV podem variar de acordo com
a regido geografica da populacdo em analise. Outros estudos apontam que 0s
tipos 16, 18, 31 e 45 como os quatro tipos de HPV mais prevalentes nas Américas
do Sul e Central (WENTZENSEN et al., 2016; SERRANO et al., 2017).

Neste estudo, a maior frequéncia foi de HPV 16 (47/54%), HPV 18
(12/13.8%), HPV 35 (6/6.9%) e do HPV 45 (5/5.7%). Dados obtidos em outros
estados (Rio de Janeiro e Belém) do Brasil sdo equivalentes quanto a variabilidade
na prevaléncia dos diferentes tipos de HPV (COLPANI et al.,, 2016; MARTINS et
al., 2016; NOGUEIRA DIAS GENTA et al., 2017).

Avaliou-se a relacdo entre a presenca do HPV e caracteristicas
sociodemograficas e fatores de risco associados ao cancer do colo do utero, mas
nao houveram diferencas estatisticamente significativas para as variaveis analisadas
(P>0,05). Alguns estudos sugerem que o cancer cervical esta associado a fatores
socioecondémicos como o nivel de escolaridade e renda.

Estudos tém buscado avaliar o papel das variantes intratipo de HPV16 e
HPV18 na persisténcia da infeccdo pelo virus, no risco do desenvolvimento de
neoplasia intraepitelial cervical e na instalacdo do cancer cervical invasivo (BURK;
HARARI; CHEN, 2013; CHEN et al., 2015). Tanto para o HPV 16 como para o HPV 18
a distribuicao das linhagens em todo o mundo sofre influéncia geografica e étnica.

Neste estudo, 47 amostras foram submetidas a andlise para deteccdo de

variantes. Dentre estas, 23 (49%) foram identificadas como pertencentes a variante
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A, 2 (4%) identificadas como pertencentes a variante B, 2 casos (4%) com a variante
C e 20 casos (43%) com a variante D. Poucos estudos foram realizados
descrevendo a frequéncia de linhagens em céncer cervical invasivo associado a
infeccdo pelo HPV 16.

Em um estudo de caso-controle realizado por Hang et al., (2016), buscou-se
avaliar a associacao entre as variantes de HPV 16 e o risco de cancer cervical em
298 casos de mulheres com HPV 16 na China. Dentre os casos de cancer cervical
predominou-se a variante A.

No estudo realizado por Volpini et al., (2017) no Brasil em 24 mulheres
positivas para HPV 16 e com diagnéstico de HIV, porém com Papanicolau normal, a
linhagem A com 70,8% dos casos (17/24) foi a mais frequente, seguido pelas
linhagens C e D que somadas totalizaram 29,2% das amostras (7/24). A variante B
nao foi encontrada neste estudo.

Em um estudo realizado na Holanda por King et al., (2016) em 241 individuos
homens e mulheres, nos quais identificou-se o HPV 16, 93% (223/241) eram
pertencentes a variante A e os demais 7% (18/241) eram pertencentes as variantes
B, C e D somadas. Vale et al., (2016) ressaltar que as variantes ndo europeias foram
coletadas de individuos que se autodeclararam naturais do Suriname ou Antilhas.

Em um estudo realizado no Brasil por Vidal et al., (2016) com uma coorte de
594 mulheres com cancer cervical invasivo, 334 mulheres apresentaram HPV 16.
Dentre estas, 217 (65%) eram pertencentes a linhagem A, 97 (29%) eram
pertencentes a variante D. As variantes B e C apresentaram cada uma, 10 casos
(3%).

Villa et al., (2000), também no Brasil, determinaram as diferencas geograficas
entre as variacgoes intratipo de HPV 16 e sua associacao com o desenvolvimento de
lesbes precursoras do cancer cervical. A prevaléncia mais elevada detectada (54%)
foi a linhagem A, seguido da linhagem D em 22% dos casos. Ressalta ainda a forte
associagao entre persisténcia e a presenca das sublinhagens néo europeias B, C e
D quando comparado com o prototipo europeu A.

No presente estudo em S&o Luis do Maranhao relata-se que a linhagem mais
prevalente na populacao estudada foi a linhagem A para o HPV 16, seguida pela
linhagem D.

Estudos também indicam uma variacao na distribuicdo dos tipos de HPV entre

os tipos histolégicos. O HPV 16 tem estado mais associado ao carcinoma de célula
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escamosa; ja o HPV 18 apresenta maior prevaléncia em adenocarcinoma do que o
HPV 16, entretanto, poucos estudos foram realizados no intuito de identificar
associacao entre variantes de HPV 16 e o tipo histologico de tumores cervicais
(ALTEKRUSE et al., 2003; BURK; CHEN; VAN DOORSLAER, 2009).

Neste estudo, do total, 95 amostras (79.1%) foram classificados como
carcinoma de célula escamosa (CCE) e 11 amostras (9.1%) como adenocarcinomas
(ADC). Também foram encontradas 2 amostras classificadas como neoplasia
maligna indiferenciada e 1 amostra classificada como carcinoma indiferenciado.
Dentre as amostras positivas para o HPV 16, 38 (81%) foram de CCE e 04 (9%) de
ADC. Observou-se, tambem, uma forte associacao entre as variantes de HPV 16
encontradas e o tipo histologico dos tumores cervicais (p< 0,001).

No estudo de Hang et al., 2016, observou-se dentre os casos de mulheres
com cancer do colo do utero infectadas com o HPV 16, 289 (97%) apresentaram
padrao de carcinoma de celulas escamosas, seguido por adenocarcinoma (2.3%) e
carcinoma adenoescamoso (0.7%).

No estadiamento tumoral, das 120 mulheres, 45 pacientes (37.5%)
pertenciam ao estadio IlIB, seguido por 31 pacientes no estadio IIB (25.8%). Ja entre
as pacientes positivas para o HPV 16, do total, 23 encontravam-se no estadio lll,
seguido por 12 no estadio Il e 7 no estadio I.

Neste estudo sobre HPV 16 a média e mediana de idade foram de 50,9 e 47
anos respectivamente, corroborando com dados da literatura que indicam maior
incidéncia em mulheres com mais de 45 anos e atingindo pico médio aos 50,9 anos
(MUNOZ et al., 2006; CASTELLSAGUE et al., 2009; DE SANJOSE; BROTONS;
PAVON, 2017).

No estudo de Nogueira Dias Genta et al., (2017) em 292 mulheres
diagnosticadas com céancer cervical invasivo, a prevaléncia dos tipos de HPV variou
de acordo com o tipo histoldgico e o estadiamento clinico. O adenocarcinoma estava
associado a maiores casos de HPV 18 do que ao HPV 16. Ja em relacdao ao
estadiamento, ndo houve diferencas entre os tipos de HPV encontrados associados
ao estadio de doenca e a sobrevivéncia.

Poucos estudos foram realizados com o intuito de avaliar a resposta ao
tratamento oncolégico e as variantes do HPV 16. Zuna et al., (2011) ap6s analisar
155 casos de canceres do colo do utero HPV16 positivos (132 casos de variantes E

x 23 casos de variantes NE) chegaram a conclusdo de que as variantes nao
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européias mostraram um comportamento menos agressivo no tocante a mortalidade
do que as variantes européias. Ressalta, entretanto, que os dados devem ser
avaliados com cautela devido ao pequeno numero de casos de variantes NE do
estudo.

Em nossa casuistica encontramos maior numero de variantes NE (B, C e D)
no total. Dos 47 casos temos 23 com a variante A (E) e 24 com as variantes B, C e
D. A mortalidade no grupo das variantes NE foi de 13 % (3/24), enquanto na variante
A (E) foi de 9% (2/23). O numero de casos nos quais ocorreu resposta completa foi
menor nas variantes NE (33% x 52%). Tais achados podem ser explicados pelo
grande numero de casos da variante D em nossa casuistica (20 casos). Estudo de
Burk et al., (2013), demonstrou a agressividade especifica desta variante).

Ja em relagdo as sublinhagens do HPV 16, neste estudo observou-se a
predominancia da sublinhagem A1 (21 casos), seguido pela sublinhagem D3 (18
casos). No estudo de Hang et al, (2016), a sublinhagem A4 estava
significativamente associada a um maior risco de cancer cervical comparado com as
sublinhagem A1 - A3 (OR=1.72, 95%IC).

Em um estudo de Alfaro et al., (2016) em 462 mulheres com cancer cervical,
identificou-se 0 HPV 16 em 50.9% dos casos. Dentre estas, predominou-se a
sublinhagem A1\2 (31.4%), seguido pela sublinhagem D2 (10.4%) e D3 (9.1%).
Entretanto, as variantes AA representaram 38.7% dos casos de HPV 16 positivas.

Ja o estudo de Nicolas-Parraga et al., (2017), buscaram explorar a
associacao entre a prevalencia de linhagens do HPV 16 em pacientes com cancer
do colo do utero provenientes da Europa, America do Sul — Central, Asia e Africa.
ldentificou-se 118 casos de carcinoma de celula escamosa, 120 de adenocarcinoma
e 53 de carcinoma adenoescamoso. Observou-se, tambem, maior prevalencia do
HPV 16 em pacientes com carcinoma de celulas escamosas. Com relagdo as
variantes de HPV 16 encontradas, predominou-se a sublinhagem A1 — 3 em
carcinomas de celulas escamosas (de 76.9 a 97% para diferentes regioes
geograficas) e grande variacdo para a variante D em relagcéo a regido geografica em
adenocarcinoma (de 28.6 a 63.3% para diferentes regioes geograficas) e carcinoma
adenoescamoso (de 12.5 a 61.5% para direfentes regioes geograficas).

Os dados tambem demonstraram aumento na prevalencia de A1 — 3 na
Europa (de 67.9 a 97% para todos os tipos histologicos), variante D na America do

Sul-Central (61.5 a 63%, para adenocarcinoma e carcinoma adenoescamoso), A4 na
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Asia (de 11.5 a 27.6% para todos os tipos histologicos) e variantes B e C para Africa
(de 28 a 66.7% e de 12.3 para 37.5% para CCE e ADC) (NICOLAS-PARRAGA et
al,. 2017).

Tais resultados mostram associacéo diferencial entre linhagens de HPV 16 e
a apresentacao histologica dos tumores cervicais em diferentes regioes geograficas.
Diferencas moleculares entre linhagens virais e interacoes com os tumores podem
ser um dos fatores associados a variacao de prevalencia observada.

Em relacao aos aspectos socioeconémicos, 70% das mulheres autodeclaram-
se pardas, 51.6%, casadas ou em unidao consensual, 55% apresentavam renda de 1
a 2 salarios minimos e 42.5% apresentavam escolaridade até o 1° grau. Estes dados
sao coerentes com outros estudos ja descritos (BERRAHO et al., 2017; HALLE et
al., 2017; JAIN et al., 2017). As taxas de incidéncia do cancer cervical tendem a ser
elevadas em regides de maior disparidade socioeconémica, entre elas a residéncia
em regides rurais de elevada pobreza, auséncia de saneamento basico e acesso
precario aos servigos de saude (PRUMMEL et al., 2014; WANG et al., 2015).

O estudo realizado por Wang et al., (2015) reportou que a prevaléncia de
mulheres que realizaram o teste Papanicolaou mostrou elevacdo dos niveis de
educacao, corroborando com outros estudos, podendo este estar associado a falta
de informagdo e demora na busca por tratamento. Em um estudo realizado por
Manga et al, (2015) em 209 mulheres que buscavam atendimento para o
rastreamento do cancer cervical, a média de idade foi de 39.6 anos, sendo que
apenas 15% das mulheres ndo eram letradas, 88% eram casadas e 48% possuiam
atividade remunerada.

No estudo de Jain et al., (2017) em 765 pacientes com cancer cervical, a
média de idade foi de 54 anos. Dentre as pacientes, 53.6% eram analfabetas e
houve forte associacdo entre idade e nivel educacional com o estadiamento da
doenca. Indicadores socioecondmicos podem fornecer informagdes sobre
conscientizacdo da importancia da procura aos servicos de saude, através de
mediadores psicolégicos, econémicos e sociais (WANG et al, 2015;
MUSSELWHITE et al., 2016).

Em um estudo de caso-controle realizado por Berraho et al., (2017) observou-
se que o nivel educacional, a multiparidade e a multiplicidade de parceiros sexuais
estavam significativamente associados ao cancer cervical. Além destes, a realizacao

de intercurso durante o periodo menstrual e histérico de multiplas infeccdes
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sexualmente transmissiveis também mostraram associagcdo com o desenvolvimento
do céancer cervical.

Em um estudo em larga-escala realizado por Makuza et al., (2015), visando o
rastreamento de cancer cervical e suas lesdes precursoras, detectou-se uma
prevaléncia de 1.7% de cancer cervical e 5.9% de lesdes pré-cancer na populacao.
A maioria das mulheres reportaram ter tido 4 ou mais gestacOes, utilizaram
contraceptivos orais por mais de cinco anos e declararam ter tido apenas um
parceiro sexual durante a vida. Também se identificou que o risco de
desenvolvimento do cancer cervical aumentou em mulheres ndo casadas (solteiras,
vilbvas e divorciadas) (MAKUZA et al, 2015). A mulliparidade tem sido
consistentemente associada ao cancer cervical em diversos estudos de caso-
controle, reportando um aumento no risco de desenvolvimento de HSIL/CC com o
aumento no nimero de gestacdes (CASTELLSAGUE; MUNOZ, 2003).

O uso do tabaco foi reportado em nosso estudo em 38.3% das mulheres.
Estudos tém indicado uma tendéncia quanto a associagao entre o tabaco e o cancer
(CASTELLSAGUE; MUNOZ, 2003; WOHLMEISTER et al., 2016).

Neste estudo realizado em Sao Luis — MA, evidenciou-se que a linhagem A
foi a mais prevalente entre as pacientes com HPV 16, corroborando com dados da
literatura que evidenciam a maior prevaléncia da variante A em populacoes
miscigenadas, como € o caso da populacao brasileira.

Novos estudos sdo necessarios para que se possa entender a origem e
progressao do cancer, bem como a relagao entre o HPV 16 e suas variantes com o
desenvolvimento das lesbes precursoras do cancer do colo do utero. Os dados aqui
apresentados poderdo auxiliar o desenvolvimento de futuros estudos
epidemiologicos acerca de variantes do HPV 16, assim como na criacdo de
estratégias para o combate dos tipos que permanecem circulantes, e que nao foram
incluidos nas vacinas contra o virus HPV atualmente disponiveis.
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7. CONCLUSAO

— Dentre as mulheres com céncer do colo do utero, a maioria estavam na
faixa etaria de 40 a 49 anos de idade, se autodeclaram de cor parda, possuiam
escolaridade até o ensino fundamental, apresentaram renda familiar entre 1 e 2
salarios minimos e eram casadas ou em unido estavel;

— A maioria das mulheres analisadas iniciaram atividade sexual entre 10 e 19
anos de idade, tiveram a primeira gestacao entre 11 e 15 anos de idade, tiveram
entre 1 e 3 filhos, reportaram nao utilizar contraceptivos e possuiram apenas um
parceiro sexual durante a vida;

— As mulheres portadoras do HPV 16 apresentaram média de idade de 50 a
58,5 anos;

— Os tipos histologicos mais prevalentes entre as mulheres com HPV 16 foi o
carcinoma de célula escamosa e 0 adenocarcinoma;

— Em relagdo as variantes do HPV 16 encontradas, predominou-se a
linhagem A, seguido pela linhagem D;

— Dentre as sublinhagens do HPV 16 predominou-se as sublinhagens A1,
seguido pela sublinhagem D3;

— O presente estudo podera contribuir para a compreensao dos tipos de HPV,
bem como as variantes de HPV16 circulantes na populagdo maranhense,
contribuindo para o desenvolvimento de programas de controle e prevencdao do

cancer do colo do utero.
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BIOBANCO DE TUMORES E DNA DO MARANHO .
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

Nome do Voluntario:

Vocé esta sendo convidada a participar de um estudo que tem por objetivo
descrever as caracteristicas biol6logicas do cancer do colo do utero. O Cancer do
colo do utero é o segundo tipo de tumor mais comum em mulheres. Sabe-se que
sua origem estd associada ao um virus. Conhecer as caracteristicas desse virus e
do tumor que ele originou € importante para compreende melhor a doenga, o
tratamento e as maneiras de prevenir 0 aparecimento desse tumor, assim como o
desenvolvimento de vacinas. Para que vocé possa decidir se quer participar ou nao
deste estudo, precisa conhecer seus beneficios, riscos e implicagdes.

OBJETIVO DO ESTUDO

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

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

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

E importante que vocé saiba que a sua participacdo neste estudo € completamente
voluntaria e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participacao a
qualquer momento, sem penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem
direito. Caso vocé decida interromper sua participacdo no estudo, a equipe de
pesquisadores deve ser comunicada e a coleta e o uso das amostras para os fins
relativos ao estudo sera imediatamente interrompida.
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CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Seu nome nao sera revelado ainda que informacdes de seu registro médico sejam
utilizadas para propositos educativos ou de publicacdo, que ocorrerdo
independentemente dos resultados obtidos.

CUSTOS
Nao havera qualquer custo ou forma de pagamento para vocé pela sua participagao
nesse estudo.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

No6s estimulamos a vocé ou seus familiares a fazerem perguntas a qualquer
momento do estudo. Neste caso, por favor, ligue para a Dra. Maria do Desterro
Soares Brandao Nascimento no telefone (98) 3272-8535.

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

(Assinatura do Paciente) dia més ano
Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo a

paciente indicada acima e/ou pessoa autorizada para consentir pela paciente.

/ /
(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento) dia més ano

Comité de Etica em Pesquisa — UFMA

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

Coordenaor: Prof. Dr. Francisco Navarro
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Anexo A: Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa
UNIVERSIDADE FEDERAL DO g
MARANHAO/MA %ﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Detecg3o de Variantes do HPV 18 e 18 em Céncer do Colo do Utero em Usudrias da
Rede SUS em S3o Luis, Maranhao

Pesquisador: Mara do Desterro Soares Brandao Mascimento

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

Versao: 1
CAAE: 47408215.0.0000.508T
Instituigdo Proponente: FUNDACAD UNIVERSIDADE FEDERAL DD MARANHAD

Patrocinader Principal: FUND DE AMPARO A PESQUISA AC DESEMN CIENTIFICO E TECHOLOGICD
DO MARANHAD - FAPEMA

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 1.280.410

Apresentagao do Projeto:

Introdugdo: O cancer do colo do dbero (CCU) & o tenceino tipo de cincer mais comum entre as mulhares mo
mundo com aproximadamente 5320 mil casos novos por ano, sendo responsavel pelo obito de 274 mil
mulheres por ano. Mo Maranh3o, o cancer de colo de Otero & o mais prevalente, com estimativa de 280
casos em 2014, O papilomavinus humano (HPV) 530 virus ndo envelopados, de formato icosasdro & medem
aproximadamente 55nm. O genoma do HPY @ constituido de um DMA dupla fita circular, contendo cerca de
7.800 pares de base. O HPV & classificado como de alto risco oncogénico e baixo risco oncogénico, sendo
os tipos 16 & 18 os tipos de HPY de alto risco oncogénico mais relacionados ao cancer de colo do

Utero. Objetivos: Objetivou-se estimar a freguéncia dos tipos e variantes intratipo de HPV em amostras de
cancer cervical utering de mulheres encaminhadas para o Hospital do Cancer da Secretaria do Estado de
Salde do Estado do Maranhio e para o Instituto de Oncologia Aldenora Bello. Metodos: Sera realizada
avaliacdo clinica e sociodemografica das mulheres com CCU atendidas no Hospital do Cancer do Estado do
Maranhdo e no Instituto de Oneologia Aldenora Bello. Serdo coletadas amostras de pegas cinirgicas, com
extragdo do DNA. Sera realizada PCR
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Mested & sequenciamento automatico para detecgdo do HPV. Nas amostras positivas para HPV 16 e HFV
18 sera realizada detecg3o das variantes.

resultados Esperados: Espera-se conhecer as variantes intratipo de HPV 18 2 18 na populagio
maranhense, com vistas & promogdo da sadde e atencdo oncoldgica.

Cibjetive da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Estimar a frequéncia dos fipos e varantes intratipo de HPY em amostras de cancer cervical utering de
mulheres encaminhadas para o Hospital do Cancer da Secretaria do Estado de Saldde do Estado do
Maranh3c e para o Instituto de Oncologia Aldenora Bello.

Chjetivo Secundario:

1. Descrever o perfil epidemiolagico da populagio de estudo;

2. Estimar a frequénicia das variantes de HPV 16 & HPWY 15;

3. Estabelecer possiveis comrelacdes antre os dados moleculares e epidemicldgicos.

4. Estudar a associagio dos tipos de HPY & varantes intratipo com caracteristicas dos

tumores enconirados;

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscas:

(s riscos decorrentes dessa pesquisa sa3o minimos. Se a paciente concordar em participar deste estudo
sera coletada uma amostra do tumor para a realizacdo da biopsia ou uma amostra da mesma ser submetida
a uma cirurgia, coma parte do tratamento. A coleia de material para a biopsia sera feita por uma medicalo)
pesquisadoralor) paricipante desse estudo. O tumor sera levado ao laboratdrio onde sera isolado o DMNA
para ser

submetido a procedimentos que permitirdo identificar o virus associado a0 seu desenvolvimento. Ma
realizagdo da bidpsia pode ocomer sangramento, que serdo manejados pelo médico que esta realizando o
procedimentio, sendo prestada asssiténcia integral 3 paciente.

Bensficios:

Agdes de vigildncia dos tipos de HPV circulantes podem favorecer o surgimento de vacinas confra novos
tipos de HPW proprios da regido, cu seja, especificas para o Estado do Maranhao. Poucos estudos foram
realizados no Brasil em relagio ao estudo das varantes dos HPW 168 e HPV 18. No Maranh3o, este tipo de
estudo nunca foi realizado. E pioneino. O interesse neste topico vem crescendo muito nos ditimos anos,
tendo em vista

possiveis varagies no progndstico dos carcinomas em diferentes estagios de evolugio dependendo da

variante wiral encontrada. Mesmo em trabalhos realizados no mundo, muitas
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destas guestdes permanecem ainda nao esclarecidas & muito achados s3o contraditorios, tomando
fundamentais novas e continuas abordagens a cerca desse tema.Com os dados obfidos neste projeto,
pretende-se adicionar informagdes e esclarecer questdes que envolvam a patologia do cincer de colo
uterino. Através da analise molecular da presenga do HFV e sua genotipagem, poderemos monitorar a
prevaléncia do HPV nos tumores de colo de dtero e estabelecer possiveis correlagdes entre as
caracteristicas clinicas dos

tumores & os dados moleculares dos HPVs presentes A avaliagio das variantes dos HPVs 18 = 18
presentes nas lesdes nos dardo informagdes inéditas sobre estes virus presentes nas mulhares
maranhenses além de informagdes valiosas sobre os fatores que levam a persistencia ou a eliminagao viral
UmMa vez que estudos sugerem que as variantes intratipo podem ter grande influéncia nessa guestio acerca

da patogénese do virus.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa esta bem elaborada com bons objetives, que s3o possiveis de serem alcangados, tem

financiamento da FAPEMA o gue toma a pesguisa com boa capacidade de execugdo.

Consideragies sobre os Termos de apresentagiao obrigatoria:
Todos os termaos de apresentagdo obrigatorias foram apresentados e estio dea cordo coma resolugdo
486/12 do CNS.

Recomendagdes:
Mao existem recomendagies.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Mao existem pendéncias.

Consideragdes Finais a critéric do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documents Arguivo Postagem Autor Shuaga
Infnrmag::':eg Basicas PE_INFORMACOES_BASICAS DO F 210712015 Aceito
do Projeto ROJETO 512297 pdf 08 22-56
TCLE ! Termas de | TCLE do Projeto Universal Dra 21072015 Aaito
Assentimento [ Destemo.doc 082148
Justificativa de
Ausencia
Projeto Detalhado/ | Projeto Universal FAPEMA 2015 Dra. 21072015 Acaito
Brochura Destemo.pdf 05:21:36

Endersgo:  Avenida dos Portugueses, 1056 CEB Velho

Balmmo: Bloco C,Sala 7, ComiBe de Ellca CEP: £5.090-D40
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Investigador Projeta Universal FAPEMA 2015 Dra. 210072015 Aceiho
Desterro.pdf 08c21:36
Projeto Detalhado /| Projeto Universal FAPENA 2015 Dra. 21072015 Aceito
Brochura Destemo.doc 082117
Investigador
Folha de Rosto FOLHA DE ROSTO - HPV pdf 12005/2015 Aceito
00:00:-33

Situagao do Parecer:

Aprovada

Mecessita Apreciagao da COMNEP:

MaEao

SAD LUIS, 21 de Outubro de 2015

Assinado por:

FRANCISCO NAVARRO

{Coordenador)
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Anexo B: Questionario Sociodemografico

Numero do Questionario: |__|__ | |_|

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

QUESTIONARIO
Nome da unidade de saulde:

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

IDENTIFICAGAO E CONTROLE

Nome da entrevistada:

Endereco:

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

Tel. Comercial: CPF:

Cidade onde nasceu: UF:

Nome da mée:

TIPO DE ENTREVISTA

1.|__| Realizada Totalmente 2.|__| Realizada Parcialmente 3.]__| N&o Realizada

1]_|Recusa
2|__|Outro

especificar o outro motivo de néo realizacdo da entrevista:

Data de realizagéo da entrevista: __ / __/

EQUIPE

ENTREVISTADORA: ||

SUPERVISOR |

DIGITADOR |

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

desenvolvimento do cancer do colo do utero em nosso pais.

1. Qual a data do seu nascimento?

1|

/|||

[|__|__|(passe para a pergunta 3)

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

2.Quantos anos a senhora tem?

1_|__| anos

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

Entrevistador: Leia as alternativas.

1|__| Branca
2 |__| Preta

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

4. Qual é a sua situacdo conjugal?

Entrevistador: Leia as alternativas.

1]__| Solteira

2|__| Casada/uni&o consensual

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

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

Série ou Periodo

(00)
(01)
(02)
(03)
(04)
(05)
(08)

o
-

08
09
10
11
12

(
(
(
(
(
(
(99) NS/NR

)
)
)
)
)
)

Grau de Escolaridade

00) Nenhum

01) Alfabetizacdo de adultos
02) Antigo primario/elementar
03) Antigo ginasio

(

(

(

(

(04) 1° grau/ensino fundamental

(05) Antigo classico/normal/cientifico/2° grau/ensino médio
(08) Superior (3° grau) - incompleto
(07) Superior (3° grau) - completo
(08) Educacao infantil

(

99) NS/NR

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

1|_| Eu n&o tenho religido

2|__| Catolica

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

5|__| Espiritismo Kardecista

6|__| Budista

7|__| Judaica

8|__| Mulgumana

9|__| Outra, qual? (especifique)

7. Quantos cOmodos existem na sua casa?
|__|__| cébmodos

8. Quantos comodos da casa sdo usados permanentemente para dormir?

|__|__| cébmodos

9. Quantas pessoas moram na sua casa?

|__|__| pessoas

10. Atualmente a Sra. /vocé tem um trabalho ou atividade remunerada?
1]__| Sim 2 |__| N&o (passe 12)

11. Qual é a sua principal ocupagao? Por exemplo: Empregada doméstica, recepcionista, professora,
auxiliar de pesquisa, contadora etc.

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

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

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

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

|__|__| pessoas

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

99999,99 |__| NS/NR

00000,00 |__| N&o tem renda
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Quadro 2 - A pergunta que farei agora é sobre a percepg¢ao do seu estado de saude.

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

Entrevistador: Leia as alternativas.

1|__| Excelente

2|__| Muito bom

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

. ________________________________________________________________________________________________________|]
Quadro 3 - As perguntas que farei agora sdo sobre o exame preventivo para o cancer do colo do
utero.

16. Vocé sabe para que serve o exame preventivo?

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

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

1 Céncer do colo do utero 1]__| sim 2|__| ndo

2 Inflamagdes 1]__| sim 2|__| ndo

3 Infeccdes 1| sim 2|__| ndo

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

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

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

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

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

2|__| Todo ano

3|_| De 2 em 2 anos

4|__| De 3em 3 anos

5|__| Com intervalo de mais de 3 anos

6|__| Sem regularidade

9|_| N&o sabe/N&o respondeu



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

1]__| Conseguia logo marcar a consulta

2|__| Nao precisava marcar consulta: era so ir e ser atendida
3|__| Tinha muita dificuldade em marcar a consulta. Por que?

4|__|Outra situagéo, qual?

109

ENTREVISTADORA: LEIA O QUADRO ABAIXO,

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

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

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

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

25. Desde que voceé teve a sua primeira relagao sexual, quantos parceiros vocé teve?
|__|__| parceiros 99 |__| NS/NR

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

27. Ha quanto tempo vocé nao tem atividade sexual?

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

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

2|__| Sim, ja usei

3 |_| N&o. Por qué? (passe 60)

especifique
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29. Qual (is)?

Entrevistador: Leia as alternativas.

TEMPO DE USO

1. Pilulas Anticoncepcionais 1]__] Sim 2|_|Nao |__|_|Anos|_|_|Meses
2.Injegoss TIISim 5| |Nso |_|_|Anos|_|_|Meses
3. Diu (com progesterona) 1]__| Sim 2|_|N&o |_|_|Anos|_|_|Meses
4. Camisinha/ preservativo 1]__|Sim 2|__|Nao
5. Camisinha feminina 1]__|Sim 2 |__| Nao
6. Diafragma 1]__|Sim 2|__|Nao
7. DIU de cobre 1]_|Sim 2|__| Nao
8. Ligadura de trompas 1]_| Sim 2|__|Nao
9. Anel 1]__| Sim 2|__| Nao
10.implantes 1]__|Sim 2 |__| Nao
11. Coito interrompido 1 || Sim 2]|__|Nao
(passe 60)

30. Vocé ja ficou gravida alguma vez, incluindo gravidez tubaria, possiveis abortos ou gravidez
atual?
1]__| Sim 2|__| Nao (quadro 10, pag. 13)

31. Quantas vezes vocé ficou gravida, incluindo gravidez tubaria, possiveis abortos ou gravidez
atual?
|__|__| vezes 99 |__|NS/NR

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

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

34. Quantos filhos nascidos vivos vocé teve?

|__|__| filhos nascidos vivos

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

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

99 |__| NS/NR 9999 |__| NS/NR 99 |__| NS/NR
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36. Qual era a sua idade quando nasceu o seu ultimo filho?

|__|_Janosou|_|__| | __JAnoda dltima gravidez ou |__|__|ldade do filho mais novo

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

38. Vocé ja abortou ou perdeu bebé?
1|__| Sim 2|__| Nao (passe para o quadro 10)

39. Quantos abortos, provocados ou espontaneos, vocé teve?
|__|__| abortos 99 |__| NS/NR

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

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

anos ou menos, agradega e finalize a entrevista.

|IAgora farei algumas perguntas sobre menopausa

40. Vocé sabe o que é menopausa?

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

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

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

1]__| Sim

2|__| N&o (Agradeca e finalize a entrevista)

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

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

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

2|__| Sim, ja usou

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

44. Ha quanto tempo vocé usa ou ja usou medicacao hormonal para a menopausa?
1|__|__| dias

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

99]__|__| NS/NR
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USO DE TABACO

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

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

DIARIAMENTE ..........cxussmssssnssonsosnsins |__| 1 — PASSE 48
MENOS QUE DIARIAMENTE ....... ]2
NAGFUMA .couomsummansscaamng |__| 3 — PASSE 47

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

SIMeeee e || 1— PASSE 48
N7 |_| 2 — PASSE 48

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

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

DIARIAMENTE .........cccccoociniininnnns [

MENOS QUE DIARIAMENTE ....... |
NUNCA FUMOU ..o [

|
| o .
__| 3 — Agradeca e finalize a entrevista
48. Com que idade vocé comegou a fumar?

|| 99|__|__| Nao sabe/nao respondeu

[FUMANTE DIARIO]

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

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

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

Menos que 1 por

LEIA CADA ITEM: Por dia da, Nenhum NZo sabe

porém mais do

que 0

a. Cigarros industrializados
(ndo incluir cigarros de Bali/kreteks, cigarros DD [:] 888 E] 000 |:] 999
indianos/bidis)
b. Cigarros de palha ou cigarros enrolados a méo (fumo
desfiado ou de rolo)? DD I:] 888 D 0oo D 998
¢. Cachimbos? 0 []sss [Jooo []o999
d. Charutos ou cigarrilhas? (1] [ ]sss [Jooo [ ]999
h. Outros 0 []ess [Jooo []999

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

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

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

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

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

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

1 |__| Dentro de 5 minutos

2 |__| Entre 8 minutos e 30 minutos
3 |__| Entre 31 minutos e 60 minutos
4 |__| Apds 60 minutos

Agradeca e finalize a entrevista
[EX-FUMANTE ATUAL ]

52. Ha quanto tempo vocé parou de fumar?

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

MARQUE A UNIDADE E REGISTRE O NUMERO.

ANOS []
MESES ]
SEMANAS [ ]
DIAS []

Agradeca e finalize a entrevista

Observacdes:




CARACTERIZAGAO

Atividade Fisica
(1)Sim (2)Nao

Qual?

( ) diario

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

( YMama ( )Utero (
Qual?

2) Osteoporose: (1) Sim
3) Hipertenséao: (1) Sim

4) Doenga Cardiovascular: (1) Sim

Qual doenga?

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

) Ovario () Cdlon

(2) Nao
(2) Nao

(2) Nao

() Outro
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ABSTRACT

Introduction: Cervical cancer is a highly prevalent type of cancer. Although it is a preventable
disease through wvaccination and screening programs, over 250,000 annual deaths have beer
globally reported. Objective: We aimed at investigating sociodemographic and clinical factors that
may be related to late diagnosis of cervical cancer in patients treated at a cancer reference center 1
Northeast Brazil Methods: A retrospective epidemiological study was carried out and mcluded :
total of 3114 women, aged 17-95 years, diagnosed with cervical cancer and treated at the Aldenors
Bello Hospital (Sao Luis, Brazil) from 2009 to 2012. Results: The majority of patients (56.71%,
had non-white skin color, mcomplete primary education (32.34%), and were diagnosed with
squamous cell carcinoma (75.98%). These variables were significantly associated with clinical
staging at diagnosis of cervical cancer (p < 0.05). No association was observed for age group o1
marital status (p > 0.05). Staging at diagnosis was also found to be associated with the outcome it
the present study (p < 0.05). Conclusion: Non-white skin color, lower educational level anc
histologic type were associated with advanced stage at diagnosis of cervical cancer, which can

affect the disease outcome.

Keywords: Cervical cancer; Incidence; Risk factors.
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INTRODUCTION

Cervical cancer is the fourth most common type of cancer, atfecting over 528,000 women
each year worldwide. Although it is preventable through vaccination and screening programs, more
than 250,000 deaths per year have been reported. Importantly, incidence and mortality rates have
declined in most developed countries, especially after the introduction of cervical cancer screening
programs. On the other hand, the past decades have presented an unequal distribution in the
incidence of this cancer as over 85% of cases occurred in developing countries. (1-3)

Among the existing risk factors, there is a strong association between smoking and cervical
neoplasia, independently of HPV status, possibly due to the presence of carcinogens in the cervical
mucus. Some haplotypes, such as HLA class II and notoriously HLA B * 07 + HLA-DQB1 * 302,
are thought to affect HPV antigen presentation and immune response, thereby playing a role in the
development of squamous intraepithelial lesions and invasive cancer. Nevertheless, other HLA
class I haplotypes have been considered protective factors. (4-5)

Oral contraceptive use is also thought to increase the risk of cervical neoplasia, but evidence
remains inconsistent. Moreover, early pregnancy (before the age of 17 years) was linked to a two-
fold increase in cervical cancer when compared to pregnancy after the age of 25 years. Family
history of cervical neoplasia is also a well-known risk factor. Additionally, low income has been
linked to cervical cancer incidence rates, considering that the limited access to health care may
prevent the early detection and treatment of precancerous lesions. (3, 6)

Early cervical cancer is classified by the International Federation of Gynecology and
Obstetrics (FIGO) as a tumor confined to the cervix, measuring < 4 cm. (7) Pre-invasive cervical
lesions can be detected by screening programs and can often be prevented before progression to
invasive disease. When invasive disease is established, primary treatment is based on the clinical
staging at diagnosis and usually consists of definitive surgery (radical hysterectomy or radical
trachelectomy) or radiotherapy (with or without chemotherapy) for those patients who are not
eligible for surgery. Potential risk factors for late diagnosis have been related to reduced access to
health care, sociodemographic factors, and cultural aspects. (8-9)

Currently, international discussions emphasize the need to reduce the disparity in access to
health care among different populations. In this way, the understanding of factors that may interfere
within the evolution of cervical cancer and that can lead to late stage diagnosis is a crucial aspect
that deserves further investigation. Thus, the present study was aimed at investigating the
association between clinical and sociodemographic variables with the late diagnosis of cervical

cancer in women treated at cancer reference hospital in Northeast Brazil.
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METHODS

A retrospective epidemiological study was carried out and included cases of cervical cancer
diagnosed in women who attended the Aldenora Bello Hospital (Sao Luis, Brazil), from January
2009 to December 2012. Inclusion criteria comprised age > 17 vyears, the presence of a primary
cervical tumor, and absence of a prior treatment for cancer. Patients that presented with a tumor in
situ or recurrence of a previous tumor, and those who reported a prior treatment for cancer or whose
data could not be obtained from medical records were excluded from the study.

From a total of 3120 patients, 6 were excluded because there was no confirmation of the
diagnosis of cervical cancer by histopathological evaluation, the patient had undergone a previous
treatment for cancer, or due to missing data in the medical records. For data analysis, clinical
staging followed FIGO (10) classification and histological types of tumors were obtained from
patients” medical records. The clinical staging at diagnosis was considered for the whole sample.

Data were collected from medical records of patients and comprised the following
information; age, educational level, skin color, cancer staging, histological type, initial treatment,
family history of cancer, smoking and alcohol use. The ages were categorized in pre-established age
groups, facilitating data interpretation.

The software Stata 14.0 (StataCorp, College Station, TX, USA) was used for statistical
analysis. Descriptive analysis was conducted, including absolute and relative frequencies. Values
for "no information" and "not applicable" cases were included in the calculation. To investigate any
associations among variables, the Pearson’s chi squared test was used at a 5% significance level.

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Federal University of Maranhio.

RESULTS

In total, 3114 women, aged 17-95 years (mean age: 52 + 14 years) and diagnosed with
cervical cancer during the period 2006-2012, were included in the study. The majority of patients
(56.71%) reported non-white skin color (quilombola and indigenous). As for the educational level,
most patients (32.34%) had incomplete elementary education. In relation to the marital situation,
33.14% of patients were single and 49.84% married. Regarding smoking habits, most patients
(35.10%) had never smoked, 8.48% were former smokers and 18.46% were current smokers.
Alcohol use was mentioned by 11.14% of patients, whereas 44.51% of them had never consumed
alcohol and 2.47% were former users.

Most patients had no family history of cancer (30.76%). Regarding the histopathological
type of the tumor, 75.98% of patients had squamous cell carcinoma, 5.78% had adenocarcinoma

and 18.24% presented with another type of tumor. Stage II was the most prevalent (32.34%),
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followed by stage I1I (28.71%), stage I (14.39%), stage IV (6.84%) and 0 (6.52%). It was observed
that 52.09% of patients underwent chemoradiotherapy as initial treatment, followed by surgery
(19.20%) and radiotherapy (11.59%) (Table 1).

Table 2 shows that the variables skin color and educational level were significantly
associated with staging (p < 0.05), but there was no association of stating with either age range or
marital status (p > 0.05). Over half of the women in both early (57.66%) and late stages (53.93%),
were non-white (p < 0.001). On the other hand, the white race corresponded to 9.59% in early
staging and 13.91% in late staging. Regarding the educational level, most patients had incomplete
elementary education in both early (33.84%) and late (34.60%) stages (p < 0.002) (Table 2)

Lastly, in univariate analysis, the histopathological type of tumor was associated with cancer
staging (p < 0.001), considering that early staging corresponded to 73.76% and advanced staging
represented 91.69% of all squamous cell carcinoma identified. Disease free was the outcome with
the highest frequency as 65.80% of patients showed complete remission of tumor in early staging

and 32.79% in advanced staging as shown in Table 3 (p < 0.001).

DISCUSSION

In the present study, skin color, educational level and histologic type of tumor were
associated with advanced staging at diagnosis of cervical cancer. This may also affect the outcome
of disease. Recent evidence has shown that non-white women are less likely to receive timely
treatment and more likely to be diagnosed with advanced-stage cervical cancer. (11) Other factors
that are also involved in the late diagnosis of cervical cancer include low schooling, HIV positive,
high parity and non-use of condoms. (12) The educational level may be an important demographic
parameter for surveillance of populations at risk for cervical cancer. (13) Notably, most patients
from our population sample had incomplete elementary education (32.34%).

In our study, most patients were non-white. Although evidence demonstrates a greater
decrease (-3.0%) in cervical cancer incidence rates in black women as compared to white women (-
1.9%) in the past decade, black women continue to show higher rates of cervical cancer incidence
compared to white women (10.4 vs 7.8 per 100,000 population). Black women also have higher
rates of cervical cancer mortality (4.3 per 100,000) than any other racial group. (14) One of possible
the explanations for that is a complex interaction between biological, socioeconomic and cultural
factors. (15) Notably, the mortality rate of white women was shown to decrease after 40 years of
age, whereas that of black women increases with advanced age. (16) In this study, the majority of
women were aged 44-56 years (33.85%), followed by 31-43 (25.14%) and 57-69 (24.12%), which

in agreement with prior reports.
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Over the years, it has been well established that smoking increases the risk of cervical
cancer, especially squamous cell carcinoma and in women positive for HPV. (17) Tobacco-specific
nitrosamines derived from nicotine have been identified in the uterine cervix, and they may cause
genotoxic damage to cervical cells. Smoking also locally affects cervical immune mechanisms,
reducing the number of Langerhans and other immune cells. (18, 19) In our study, a high number of
patients (18.46%) smoked, but the majority of them (35.10%) had never smoked. In regard to
former smokers (8.48%), significant regression rates of precancerous cervical lesions were shown in
women who had ceased smoking compared to those who continued to smoke. (20)

Single marital status has been associated with higher mortality rates for various types of
cancers, such as breast, colorectal, ovarian and endometrial cancer. Recent evidence that evaluated
the effect of marital status on survival of cervical cancer patients has shown that single women are
at increased risk of death from cervical cancer. (21) In terms of prevention, married women have a
lower risk of developing cervical cancer as compared to single women (22) In our study, 49.84% of
patients were married, followed by 33.14%, 11.75% and 3.37% that were single, widowed and
divorced respectively.

Regarding histological types of cervical cancer tumors, squamous cell carcinomas represent
70% of the cases, adenocarcinomas 25%, and adenosquamous carcinomas 3% to 5%.
Adenosquamous carcinoma exhibits glandular and squamous differentiation and presents a worse
prognosis than squamous cell carcinomas or adenocarcinomas. (23) Comparing our results to those
presented in the literature, this study has similar findings, with 75.98% of cases being squamous
cell carcinomas and 5.78% being adenocarcinomas.

The treatment of cervical cancer usually includes chemotherapy and radiotherapy or radical
hysterectomy with early stage lymph node dissection and chemoradiotherapy in advanced stage. In
many institutions, patients experience a long delay between diagnosis and initiation of treatment,
usually explained by the lack of access to the health system. (24, 25) In our study, most patients had
as initial treatment radiotherapy and chemotherapy (52.09%), followed by surgery (19.2%) and
radiotherapy (11.59%). Different findings have been observed in other countries. In the U.S,,
regional disease or distant metastasis at diagnosis were shown in 44% of the women investigated.
(26)

This study has some limitations, including secondary database, which might contain
information bias, especially regarding the histological classification and clinical staging of tumors,
which used the FIGO classification system for cervical cancer, whose staging parameters rely on
the physician’s experience. In addition, other risk factors could not be evaluated due to lack of

information in the database consulted.
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In conclusion, the diagnosis of cervical cancer occurred late in all age groups in the present
study. Although the main factor associated with advanced staging of cervical cancer was the
histologic type (squamous cell carcinoma), disparities in educational level may also affect incidence
rates. Still, a higher number of cases was identified in non-white women. Thus, our findings show a

population subgroup that deserves further attention targeting cervical cancer prevention.
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Table 1. Sociodemographic and clinical characteristics of women diagnosed with cervical cancer at

Aldenora Bello Hospital, Sdo Luis, Brazil, 2006-2012.

Variables N %

Age range (years)

17-30 150 4.82
31-43 783 25.14
44-56 1054 33.85
57-69 751 24,12
70-82 323 10.37
83-95 53 1.70

Skin color

White 341 10.95
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Histologic type

Squamous cell carcinoma 2366 75.98
Adenocarcinoma 180 5.78
Other 568 18.24
Staging

0 203 6.52
I 448 14.39
11 1007 32.34
M1 894 28.71
v 213 6.84
Not applicable 35 1.76
Not informed 294 9.44

Initial treatment

None 117 3.76
Surgery 598 19.20
Radiation therapy 361 11.59
Chemotherapy 63 2.02
Surgery and radiation therapy 125 4.01
Surgery and chemotherapy 19 0.61
Chemoradiotherapy 1622 52.09
Surgery and Chemoradiotherapy 204 6.55
Other 5 0.16

Table 2: Association between staging and sociodemographic characteristics of women diagnosed

with cervical cancer at Aldenora Bello Hospital, 2006-2012.

Staging
Variable Early Late Not No p-valor
Category
(0, TelD) (Il e TV) applicable information
N % N % N % N %
17-30 61 3.68 50 452 4 727 35 11.90
Age range
( ) 31-43 404 2437 259 2340 17 3091 103 35.03 0.433
ears
d 44-56 559 3372 389 3514 18 32.73 88 2993

57-69 433 26.12 259 2340 12 21.82 47 1599
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Skin color

Educational

level

Marital

status

70-82
83-95
Total

White
Non-white
No information

Total

None

Incomplete primary
school

Complete primary
Fundamental
Incomplete
secondary school
Complete
secondary school
Incomplete higher
education
Complete higher
education

No information

Total

Single

Married
Widow
Divorced
Stable union
No information

Total

174
27
1658

159

956

543

1658

172

561

186

153

24

562
1658

545
845
190
55

17
1658

10.49
1.63
100

9.59
57.66
32.75

100

10.37

33.84

11.22

9.23

1.45

33.90
100

32.87

50.97

11.46
3.32

0.36
1.03
100

129
21
1107

154
597
356
1107

165

383

97

99

350
1107

366
533
145
43

13
1107

11.65
1.90
100

13.91

53.93

32.16
100

14.91

34.60

8.76

8.94

0.18

0.99

31.62
100

33.06

48.15

13.10
3.88
0.63
1.17
100

3
1
55

35
16
55

23

55

23
26

(=R e T ]

5.45
1.82
100

7.27
63.64
29.09
100

10.91

41.82

14.55

10.91

0.00

1.82

20.00
100

41.82
47.27
9.09
0.00
0.00
1.82
100

17

294

24
178
92
294

27

40

210
294

98
148
26

14
294

5.78
1.36
100

8.16
60.54
31.29
100

9.18

13.61

0.68

4.08

0.00

1.02

71.43
100

33.33

50.34
8.84
2.38
0.84
4.76
100

<0.001*

0.002%*

0.383
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Table 3: Association between staging and clinical characteristics of women diagnosed with cervical
cancer at Aldenora Bello Hospital, 2006-2012.

Variable

Histologic

type

Outcome

Category

Squamous cell
carcinoma
Adenocarcinoma
Other

Total

Discase free
Partial remission
No progression
In progression
Palliative care
Death

Not applicable
No information

Total

Staging
Early Late Not No
(0, TelD (I e IV) applicable information
N % N % N % N %
1233 7376 1015 91.69 36 6545 92 31.29
128  7.72 42 3.79 3 5.45 7 238
307 1852 50 452 16  29.09 195 66.33
1658 100 1107 100 55 100 294 100
1091 6580 363 3279 12 2182 209 71.09
206 1242 200 18.07 2 3.64 1 1.34
120 724 114 1030 O 000 4 1.36
43 2.59 129 1165 O 0.00 1 0.34
3 0.18 15 1.36 0 000 0 0.00
42 2.53 133 12.01 40 7273 54 1837
41 2.47 59 5.33 0 000 21 7.4
112 6.76 94 8.49 1 182 4 1.36
1658 100 1107 100 55 1000 294 100

p-valor

<0.001*

<0.001*
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Double spacing should be used throughout the manuscript, which should include the following
sections, each starting on a separate page: title page, abstract and keywords, text,
acknowledgements, references, individual tables and captions. Margins should be not less than 3 cm.
Pages should be numbered consecutively, beginning with the Title Page, and the page number should
be placed in the top right hand corner of each page. Abbreviations should be defined on their first
appearance in the text; those not accepted by international bodies should be avoided.

ARTICLE TYPES

Research paper

Research papers are the core of the journal. They describe in a well-defined format the background,
materials, methods, results of a state-of-the art scientific study with appropriate discussion of the
results. It should be no longer than 3000 words in the body of the paper.

Short paper

New findings which merit quick dissemination; 1,200 words of text with no more than 2 inserts
(figures/tables) and 10 references. The format is similar to a research paper, only shorter.

Opinion
Is a short paper that reflects the personal scientific opinion of one or more individuals.

Editorial

An editorial is an opinion paper written by members of the Editorial Staff or scientists appointed by
members of the Editorial Staff. Usually it should not exceed 1200 words.

Rapid Communication

A short paper on an actual and timely issue, which necessitates expedience.

Review Article

A review paper summarizes the current and complete knowledge of a topic

Short papers

New findings which merit quick dissemination; 1,200 words of text with no more than 2 inserts
(figures/tables) and 10 references.

Letter to the Editor
Is an opinion message to the editor not longer than 250 words and maximal 5 references.

Articles are considered for publication on the understanding that neither the article nor its essential
substance has been or will be published elsewhere before appearing in the European Journal of
Cancer Prevention. Abstracts and press reports published in connection with scientific meetings are
not considered to be prepublications. COPE have produced a useful reference document on the
responsibility of authors for their submissions entitled "International standards for authors" at
http://publicationethics.org/resources
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We ask you to confirm that your paper has not been published in its current form or a substantially
similar form (in print or electronically, including on a web site), that it has not been accepted for
publication elsewhere, and that it is not under consideration by another publication. The International
Committee of Medical Journal Editors has provided details of what is and what is not duplicate or
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Conflicts of interest
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institutional and other relationships that might lead to bias or a conflict of interest. If there is no conflict
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acknowledged in the manuscript. All relevant conflicts of interest and sources of funding should be
included on the title page of the manuscript with the heading “Conflicts of Interest and Source of
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includes a section on the disclosure of potential conflicts of interest based on the recommendations of
the International Committee of Medical Journal Editors, (www.icmje.org/update.html). The copyright
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Permissions to reproduce previously published material

Authors should include with their submission copies of written permission to reproduce material
published elsewhere (such as illustrations) from the copyright holder. Authors are responsible for
paying any fees to reproduce material.

Patient consent forms

Patients have a right to privacy that should not be infringed without informed consent. Identifying
details (written or photographic) should be omitted if they are not essential, but patient data should
never be altered or falsified in an attempt to attain anonymity. Complete anonymity is difficult to
achieve, and a consent form should be obtained if there is any doubt. For example, masking the eye
region in photographs of patients is inadequate protection of anonymity. When informed consent has
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Ethics committee approval

You must state clearly in your submission in the Methods section that you conducted studies on
human participants must with the approval of an appropriate named ethics committee. Please also
look at the latest version of the Declaration of Helsinki. Clinical studies should be in accordance with
the latest publication of ‘Good Clinical Practice (www.who.int/iris/handle/10665/43392)’. Similarly, you
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Authorship
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Committee of Medical Journal Editors, that they believe that the paper represents honest work, and
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Authors retain copyright
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Creative Commons user license. Please visit our Open Access Publication Process page for more
information.

Creative Commons license
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under the terms of the Creative Commons License Attribution-NonCommerical No Derivative (CC BY-
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Compliance with funder mandated open access policies
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Copyright assignment

Papers are accepted for publication on the understanding that exclusive copyright in the paper is
assigned to the Publisher. Authors are asked to complete the online form during the submission

process. They may use material from their paper in other works published by them after seeking
formal permission.
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2. Create, Scan and Save your artwork and compare your final figure to the Digital Artwork
Guideline Checklist (below).
3. Upload each figure to Editorial Manager in conjunction with your manuscript text and tables.
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All haematologic and clinical chemistry measurements should be reported in the metric system in
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added by the authors before publication.
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