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RESUMO

Centrone CC. Deteccdo de DNA de HPV no plasma para potencial identificacao
precoce de recidiva de cancer no colo do Utero [dissertacdo]. S&o Paulo: Instituto de
Medicina Tropical de Sdo Paulo da Universidade de S&o Paulo; 2015.

O céancer do colo do Utero constitui a terceira neoplasia maligna mais comum na
populacdo feminina, com aproximadamente 520 mil novos casos e 260 mil 6bitos
por ano e origina-se a partir da infeccdo genital persistente pelo Papiloma Virus
Humano (HPV) oncogénico. Os principais HPVs considerados de alto risco
oncogénico sao os tipos HPV-16 e 18, responsaveis por cerca de 70% de todos os
casos de canceres cervicais (CC) no mundo. Pacientes com CC apresentam taxa
de recidiva variando de 8% a 49%. Dentro de dois anos de seguimento, 62% a 89%
das recidivas sdo detectadas. Atualmente, os testes usados para deteccdo de
recidiva sdo a citopatologia da cupula vaginal e exames de imagem, porém ainda
nao estdo disponiveis testes especificos. O DNA livre-circulante (cf-DNA)
representa um biomarcador ndo-invasivo facilmente obtido no plasma e soro. Varios
estudos mostram ser possivel detectar e quantificar acidos nucléicos no plasma de
pacientes com cancer e que as alteragdes no cfDNA potencialmente refletem
mudanc¢as que ocorrem durante a tumorigénese. Essa ferramenta diagnostica néo-
invasiva pode ser util no rastreio, prognéstico e monitoramento da resposta ao
tratamento do cancer. Portanto, o desenvolvimento e a padronizacdo de testes
laboratoriais ndo invasivos capazes de identificar marcadores tumorais e
diagnosticar precocemente a recidiva da doengca aumentam a chance de cura
através da utilizacdo dos tratamentos preconizados. Sendo assim, este estudo tem
0 objetivo de detectar o DNA de HPV no plasma de pacientes com CC para avaliar
sua potencial utilidade como marcador precoce de recidiva. Um fragmento de tumor
e sangue de pacientes com CC, atendidas no ICESP e HC de Barretos, foram
coletados antes do tratamento. Entraram no estudo 137 pacientes nas quais o
tumor foi positivo para HPV-16 ou 18, sendo 120 amostras positivas para HPV-16
(87,6%), 12 positivas para HPV-18 (8,8%) e cinco positivas para HPV-16 e 18
(3,6%). A média de idade das pacientes deste estudo foi de 52,5 anos. Plasma de
131 pacientes com CC da data do diagnostico e de 110 pacientes do seguimento
foram submetidas ao PCR em Tempo Real HPV tipo especifico. A presenca do
DNA de HPV no plasma pré-tratamento foi observada em 58,8% (77/131) com
carga viral variando de 204 copias/mL a 2.500.000 cépias/mL. A positividade de
DNA no plasma pré-tratamento aumentou com o estadio clinico do tumor: | —
45,2%, 1l — 52,5%, Ill — 80,0% e IV — 76,9%, (p=0,0189). A presenca do DNA de
HPV no plasma poés-tratamento foi observada em 27,3% (30/110). A média de
tempo das recidivas foi de 3,1 anos (2,7 — 3,5 anos). O DNA de HPV foi positivo até
460 dias antes do diagnéstico clinico da recidiva. As pacientes com DNA de HPV



no plasma apresentaram pior progndstico, tanto sobrevida como o tempo livre de
doenca, em relacdo as que foram negativas. Nas pacientes com CC a presenca de
HPV no plasma de seguimento pode ser um marcador precoce Util para o
monitoramento da resposta terapéutica e deteccdo de pacientes com risco
aumentado de recidiva e progressao da doenca.

Descritores: HPV. Plasma. Recidiva. Marcador molecular. Neoplasias do colo
uterino. Reacdo em cadeia por polimerase.



ABSTRACT

Centrone CC. Detection of HPV DNA in plasma samples as a potencial early marker
of cervical cancer recurrence [dissertation]. Sao Paulo: Institute of Tropical Medicine
of Sdo Paulo University of Sdo Paulo; 2015

Cervical cancer (CC) is the third most common malignancy in the female population,
with approximately 520,000 new cases and 260,000 deaths per year. It is caused by
a persistent genital infection with oncogenic Human Papillomavirus (HPV). The
HPV-16 and 18 types are considered of high risk and account for about 70% of all
cases in the world. Patients with CC have a relapse rate ranging from 8% to 49%.
Within two years of follow up, 62% to 89% of relapses are detected. Nowadays, the
tests used to detect recurrence are cytopathology from the vaginal vault and
imaging tests, but there are no available specific tests yet. The cell-free circulating
DNA (cf-DNA) is a non-invasive biomarker easily obtained from plasma and serum.
Several studies have shown the possibility to detect and quantify nucleic acids in the
plasma of cancer patients and that the changes in cf-DNA potentially reflect the
changes that occur during tumorigenesis. This non-invasive diagnostic tool may be
useful in screening, prognosis and monitoring response to treatment. Therefore, the
development and standardization of non-invasive laboratory tests that are able to
identify tumour markers and to make early diagnosis of the disease recurrence
increase the chance of cure by appropriate treatments. Accordingly, this study aims
to detect HPV DNA in the plasma of patients with CC to assess its potential utility as
an early marker of recurrence. A tumour biopsy and blood of patients with CC,
attended in ICESP and HC Barretos, were collected before treatment. 137 patients
entered the study tumour being positive for HPV-16 or 18, 120 samples positive for
HPV-16 (87.6%), 12 positive for HPV-18 (8.8%) and five positive for HPV -16 and 18
(3.6%). The average age of patients in this study was 52.5 years old. Plasma from
patients with CC, 131 from the date of diagnosis and 110 from follow-up of were
subjected to Real-Time PCR HPV type-specific. The presence of HPV DNA in
plasma pre-treatment was observed in 58.8% (77/131) with viral load ranging from
204 copies / ml to 2,500,000 copies / mL. The DNA positivity in the pre-treatment
plasma increased with advancing clinical tumour stage: | - 45.2%, Il - 52.5%, Il -
80.0% IV - 76.9%, (p = 0.0189). The presence of HPV DNA in the post-treatment
plasma was observed in 27.3% (30/110). The average time of relapse was 3.1 years
(2.7 to 3.5 years). HPV DNA was positive for up to 460 days before clinical
diagnosis of recurrence. Considering survival and remission analysis, the patients
who had the presence of HPV DNA in plasma had a worse prognosis compared to
those who were negative. The overall survival and remission interval showed a
significant association between the presence of HPV DNA in plasma and recurrence
of the disease, indicating that in patients with CC HPV DNA in the plasma can be a
useful early marker for monitoring and detection of the therapeutic response of
patients at increased risk of relapse and progression of the disease.

Descriptors: HPV. Plasma. Recurrence. Molecular marker. Cervical neoplasms.
Polymerase chain reaction.
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1 INTRODUCAO

Apesar dos vérios programas de rastreamento implantados em todo o mundo
a partir de 1950, o cancer do colo do Utero ainda constitui globalmente a terceira
neoplasia maligna mais comum na populagdo feminina no mundo, com
aproximadamente 520 mil novos casos e 260 mil ébitos por ano® 2,

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) prevé crescimento de 45% na taxa
de mortalidade por essa neoplasia no periodo compreendido entre 2007 e 2030 (de
11.3 milhdes para 15.5 milhdes de 6bitos), com maior incidéncia nos paises em
desenvolvimento®.

O dado mais recente para o Brasil foi publicado na “Estimativa 2016 -
Incidéncia de Cancer”, disponivel no site do INCA, onde foram estimados cerca de
16.340 novos casos de cancer do colo do utero para o ano de 2016, com incidéncia
estimada de 15,85 casos a cada 100 mil mulheres. Sem considerar os tumores de
pele ndo-melanoma, o cancer do colo do Utero é o primeiro mais incidente na regido
Norte (23,97 casos/100 mil mulheres)®.

Virtualmente todos os casos de cancer do colo do utero estéo relacionados a
infeccdo genital persistente pelo Papiloma Virus Humano oncogénico (HPV).
Conhecendo-se a histéria natural da infeccdo por este virus e 0S processos
necessarios para que uma lesdo precursora progrida a um cancer, o diagnéstico
precoce de lesGes precursoras torna possivel sua prevencéo e cura®.,

Apesar dos tratamentos disponiveis para o cancer do colo do utero
apresentarem taxas de cura de aproximadamente 80% a 90% em pacientes
diagnosticadas em estadios precoces da doenca e aproximadamente 60% em
pacientes com estadios mais avancados, uma parcela dessas mulheres pode

apresentar recidiva da doenca apés o tratamento primario® 7,
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Desde a descoberta de DNA livre de células (cf-DNA) no soro e plasma de
pacientes com cancer, um novo campo de pesquisa em marcadores de tumor como
ferramenta de diagnéstico e monitoramento da resposta ao tratamento tem
emergido®1?9, Como o DNA de HPV encontra-se tanto inserido no DNA das células
tumorais como presente na forma circular, ele pode servir como um marcador
genético no cancer cervical e assim alguns trabalhos buscaram verificar se a
presenca de DNA de HPV na circulacdo de pacientes com cancer cervical possui

algum valor diagnéstico e prognéstico® 2.

1.1 Papilomavirus Humano

O HPV pertence a familia Papillomaviridae®®.

A patrticula viral mede aproximadamente 55 nm de didmetro e ndo possui
envoltério, caracteristica essa que o torna estavel e resistente aos solventes
organicos e aquecimento. Permanece viavel por pelo menos uma semana em meio
extracelular®®,

O genoma do HPV é composto por uma molécula de DNA fita dupla circular
com aproximadamente 8.000 pb, contido no capsideo formado por 72 capsémeros,
apresentando simetria icosaédrica®®.

Uma caracteristica gendmica dos HPVs é que todas as ORFs (open reading
frame), cerca de dez, localizam-se na mesma fita de DNA e sédo divididas em inicial
(E - early) e tardia (L — late). Além dessas regides, ha uma denominada regulatoria
(LCR - long control region), que ndo possui ORFs e pode variar de 500 a
1.000pb®3 4 (Figura 1).

A regiado E codifica as proteinas envolvidas no processo de replicacédo viral e

transformacéo celular que sdo expressas nos estagios precoce e tardio da infec¢ao
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(E1, E2, E4, E5, E6, E7 e E8). A regido L é responséavel pela montagem do virion,
codifica as proteinas do capsideo (L1 e L2) e é expressa somente em células com
infecc@o produtiva. A regido LCR é onde se encontram a origem da replicagdo, 0s
elementos regulatérios da transcricéo e da replicagédo viral*®,

As proteinas precoces E1 e E2 estdo envolvidas na replicacdo do DNA viral
e transcricdo de RNA viral, E4 esté envolvida na reorganizacdo do citoesqueleto e
E5, E6 e E7 sdo responsaveis pela transformacao celular e imortalizacao®®,

A proteina E2 € um fator de transcricdo que atua como um ativador ou
repressor da atividade transcricional de todos os genes do HPV, além de interagir
com a proteina E1 para replicagdo do DNA viral e manutencdo da forma epissomal
do virus. E2 também é uma proteina reguladora importante para o estabelecimento
da infeccéo e vital para o ciclo de vida completo do virus. Mas por outro lado, uma
guebra no gene E2 quando o DNA viral se insere no genoma da célula hospedeira
€ associada com a progressao maligna do cancer cervical HPV positivo pela perda

do controle sobre os oncogenes E6 e E7(*9).

Cell proliferation; transformation
Regulatory region

E7
LCR E6

E1
L1
HPV 16
major (7,905 base pairs)
capsid
proteins

E4

N~

4 Replication,
Transformation 9rowth stimulation

Figura 1 — Organizacgdo geral do genoma do HPV.
Fonte: Villa LL, 2006®
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1.2 Replicacgéo viral

O HPV possui tropismo por células do epitélio escamoso. No entanto, o
receptor utilizado para a entrada do virus na célula ainda é desconhecido®®. Apds a
entrada do virus na célula ocorre o transporte de particulas virais para o ndcleo
celular®, onde tem inicio a replicacdo viral com a remocdo das histonas
associadas ao DNA viral e seu desenrolamento®”. A proteina E1 se liga as
proteinas de replicacédo celulares e a replicacao do DNA progride bidirecionalmente
a partir de ori localizada em LCR®®. O DNA ¢é envolto pelo capsideo e a particula
viral é liberada da célula por um processo passivo, ndo citolitico®?,

A infeccgéo inicial pelo HPV ocorre provavelmente nas stem cells da camada
basal do epitélio cervical estratificado ou dos foliculos pilosos da pele, através de
microlesdes. Entdo, o genoma do HPV permanece na forma epissomal no nicleo
das células infectadas. O ciclo de vida viral é estritamente controlado pela
diferenciacéo da célula hospedeira e o ciclo produtivo (tardio) ocorre nas camadas
superiores do epitélio que sdo totalmente diferenciadas, e entdo os virions

formados séo liberados dos queratindcitos do estrato cérneo* ® (Figura 2).
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Figura 2 — Ciclo de vida do Papilomavirus Humano (HPV).
Fonte: Kajitani N et al., 20121®

1.3. Epidemiologia do HPV

A infeccdo genital pelo HPV é transmitida por contato sexual e esta
relacionada ao inicio precoce da atividade sexual, ao nimero de parceiros e ao
comportamento sexual®. A infeccdo pelo HPV em mulheres ja estd bem
estabelecida como a principal causa de cancer cervical e estd aumentando a
evidéncia do papel relevante deste virus em outros canceres anogenitais (anus,
vulva, vagina e pénis) e canceres de cabeca e pescoco®®.

A infeccdo pelo HPV pode causar proliferacdo celular local, que se torna
aparente na forma de tumores benignos como as verrugas, condilomas e neoplasia
intraepitelial cervical. A maioria das lesdes de carater benigno (LSILs e NICs 1)

pode regredir espontaneamente em pacientes imunocompetentes. No caso dos
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HPVs de alto risco oncogénico, a infeccdo persistente confere grande risco de
progressao de lesdes pré-malignas para carcinoma in situ e invasivo®®,

Em todas as regiées do mundo, a prevaléncia da infeccao pelo HPV é mais
alta em mulheres com menos de 34 anos de idade, diminuindo no grupo dos 35 a
44 anos. Um aumento na prevaléncia é encontrado, em algumas regides, na faixa
etaria dos 45 aos 54 anos quando a incidéncia de cancer cervical € mais alta®?,

A prevaléncia média de infeccao pelo HPV em mulheres com resultado de
teste citologico normal € 10%, sendo que a regido da Africa oriental apresenta as
maiores taxas com 31,6% e o sudeste da Asia a menor, com 6,2%, seguido pelo sul
da Europa com 6,8%?9,

No Brasil, as taxas de prevaléncia da infeccdo genital pelo HPV em
mulheres variam de 6,7% a 89%, de acordo com a populacdo estudada e o tipo de
anomalias encontradas no teste citol6gico®39),

Estimativas atuais indicam que a cada ano cerca de 493.243 mulheres sao
diagnosticadas com céancer cervical e 273.505 morrem desta doenga no mundo,
principalmente em paises em desenvolvimento como nas regides mais pobres do
sul da Asia, Africa-subsaariana e partes da América Latina®®.

Segundo estimativas do ICO HPV Information Centre para o ano de 2012, o
cancer cervical ocupa a quarta posi¢éo entre as causas de morte por cancer femino
e foi o responsavel pelo 6bito de cerca de 265 mil mulheres no ano de 2012, sendo
gue cerca de 81% dos casos de morte ocorreram em paises em desenvolvimento,
nos quais este tipo de cancer apresenta-se como 0 segundo tipo mais frequente
nas mulheres®.

Baseando-se nos indices atuais e assumindo que as taxas de
incidéncia/mortalidade serdo constantes ao longo do tempo, foi possivel fazer uma
projecao para o ano de 2025 com numeros duas vezes maiores que 0s atuais para

paises em desenvolvimento®?,



29

Atualmente, a IARC (Agéncia Internacional para Pesquisa de Cancer) divide
o0s HPVs em de baixo risco oncogénico (HPV-6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 e
81) e de alto risco oncogénico (HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68, 73 e 82) de acordo com a sua capacidade de gerar neoplasias malignas®¥. Os
tipos HPV-26, 53, 66, 67, 68, 70, 73 e 82 sao classificados como gendtipos de
provavel alto risco®4 3132,

Segundo o estudo publicado pelo Instituto Cataldo de Oncologia junto com a
Organizagdo Mundial da Saude (ICO HPV information centre for ICC/WHO), a
prevaléncia da infec¢éo cervical pelos HPVs -16 e/ou 18 no Brasil de acordo com o
tipo de lesdo sao: citologia normal — 4,3%, lesdo cervical de baixo grau (LSIL/NIC 1)
— 34,7%, lesao de alto grau (HSIL/NIC II/NIC 11l/ CIS) — 54,0% e carcinoma cervical
invasivo — 70,7%19,

Os HPVs de baixo risco oncogénico estdo relacionados com condilomas,
verrugas de pele, papilomas e lesdo escamosa intraepitelial de baixo grau,
enquanto os de alto risco oncogénico sédo associados ao cancer cervical®, Apesar
dessa relacdo entre tipos de HPV e patologias estarem bem estabelecidas e
estudadas, pesquisas recentes mostram que HPVs de baixo risco, como o HPV 11
e 0 6, ja foram os Unicos tipos isolados de bidpsias de cancer cervical®-3%, Em
relagdo ao oposto, HPV de alto risco presente em lesGes de baixo grau também foi
descrito®¢-39),

Oliveira et al.®® encontraram a presenca apenas de HPV 11 no tumor
primario de colo do Utero e na metastase de linfonodo de uma mulher de 38 anos
infectada pelo virus HIV. O mecanismo de carcinogénese deste tipo de HPV tido
como nao-oncogénico € pouco conhecido. Neste estudo ndo foi encontrada a
mutacdo na posicdo 31 da proteina E6 (auséncia de um aminoacido basico) que

geralmente ocorre em algumas espécies do género Alpha-papillomavirus, a qual
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esta associada a atividade de degradagédo de p53 e que pudesse resultar em um
ganho de funcédo similar a dos HPVs de alto risco oncogénico®?,

Sabendo-se que toda doenca infecciosa e suas manifestacdes clinicas séo
resultado de interacfes entre agente e hospedeiro, 0s sintomas atipicos como 0s
descritos acima podem ser o resultado de varios fatores intrinsecos do virus, como
isolados de HPV com atividade bioldégica anormal, associados a caracteristicas
dependentes do hospedeiro, como estado imunoldgico. Estudos comparativos de
sequenciamento completo do virus presente em infec¢des atipicas e comuns

podem ajudar a elucidar essas manifestacdes raras®®.

1.4 Taxonomia do HPV

A classificacdo dos papilomavirus (PVs) é complexa e baseada em andlises
filogenéticas. A regido genbmica L1 dos PVs é a mais conservada, facilitando a
deteccdo com primers genéricos, mas também possui trechos variaveis que nos
permite separar 0s genétipos. Por esse motivo € utilizada para a classificacao.

Os PVs sédo classificados em género, espécie e tipo. Géneros diferentes
compartilham menos de 60% de identidade nas sequéncias nucleotidicas de L1,
espécies do mesmo género compartilham cerca de 60% a 70% de identidade
nessas sequéncias e o0s tipos pertencentes a mesma espécie compartilham cerca
de 71% a 89% de identidade nas sequéncias nucleotidicas de L1¢9,

Os principais HPVs relacionados com infeccdo de mucosa pertencem ao
género Alpha-papillomavirus. Ja foram descritos cerca de 200 tipos de Papiloma
Virus Humanos e cerca de 100 tipos tiveram o genoma completamente
sequenciado®). Destes, cerca de 40 tipos de HPV infectam a area genital®.

Dentre os Alpha-papillomavirus temos duas importantes espécies, as quais
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compreendem os principais tipos considerados de alto risco oncogénico: espécie 7

(HPV-18, 39, 45, 59, 68) e espécie 9 (HPV-16, 31, 33, 35, 52, 58, 67)4Y.

1.5 HPV e Cancer Humano

Segundo estimativa do INCA, sem considerar os tumores da pele nédo
melanoma, o cancer cervical é o primeiro mais incidente na regido Norte com 23,97
casos por 100 mil habitantes. Nas regifes Centro-Oeste (20,72/100 mil) e Nordeste
(19,49/100 mil), ocupa a segunda posicdo mais frequente, na regido Sudeste
(11,30/ 100 mil) a terceira, e na regido Sul (15,17/100 mil) a quarta posicdo mais
frequente®.

Como ja dito anteriormente, a infec¢do persistente por HPVs de alto risco
oncogénico podem levar a progressao de lesGes precursoras ao cancer. Nesse
processo de carcinogénese associado ao HPV, uma cascata de eventos anormais é
induzida, incluindo o rompimento do controle do ciclo celular e alteragdo da
expressao de genes. A identificacdo e avaliagdo funcional das proteinas do
hospedeiro associadas com as oncoproteinas E6 e E7 podem dar informacgdes
importantes para a compreensao do processo de carcinogénese®® 16),

Vérias fungbes tém sido descritas para as proteinas E6 e E7, dentre elas a
principal é que essas proteinas estdo claramente ligadas a carcinogénese®®,
Observacgfes iniciais mostraram que a proteina E7 é capaz de ligar-se a forma
subfosforilada da proteina supressora de tumor pRb, inativando-a, enquanto a E6
forma um complexo com uma proteina ligase celular (E6AP), liga-se a p53
acelerando sua degradagdo proteolitica, assim, prevenindo a apoptose mediada por
essas proteinas e gerando instabilidade celular®. A oncoproteina E6 altera a

diferenciacdo celular, tem atividade antiapoptética, induz a expressdo da
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telomerase humana e interfere na funcéo antiproliferativa do p53 como supressor
tumoral, enquanto que a oncoproteina E7 reativa a proliferacdo celular e juntas
essas duas oncoproteinas virais estimulam a progresséo do ciclo celular®.

Células epiteliais cervicais que abrigam o DNA do HPV integrado ao seu
genoma apresentam maior atividade de crescimento celular relacionada ao
aumento da expressdo desses dois genes virais'® 32, A expressdo continua de
proteinas dos genes E6 e E7 de HPVs de alto risco podem levar ao acumulo de
mutagcbes no genoma celular que sdo necessarias para transformacdo e
imortalizagcdo celular, com consequente conversdo em fendtipo maligno da célula

infectada(t® 42,

1.6 Histoéria natural da infec¢céo pelo HPV

Como j& dito anteriormente, a infeccdo persistente por um ou mais genotipos
de HPV de alto risco é um fator necesséario para o desenvolvimento do cancer
cervical, sendo os tipos 16 e 18 os principais responsaveis por grande numero de
casos, porém com algumas diferencas entre regides geogréaficas“? 44,

O inicio da infeccdo epitelial pelo HPV se da por mecanismos
microabrasivos que expdem as células da camada basal, principalmente na regido
da juncdo escamocolunar da cérvix uterina, as quais passam por uma
transformacéo de epitélio colunar a escamoso ao longo das camadas da cérvix
uterina. Quando as células basais sé@o infectadas, o genoma viral € replicado na
forma epissomal e os genes precoces sdo expressos (E1 a E7)1% 18 (Figura 2).

Em lesdes de baixo grau, as células infectadas migram em dire¢do ao limen

e expressam 0s genes das proteinas do capsideo L1 e L2, as quais compdem a
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capsula viral para formar virions no nucleo. A liberagdo de novos virions pode iniciar
uma nova infeccdo ou ser transmitido sexualmente®® 1845,

Em alguns casos a infec¢éo progride para lesbes de alto grau e carcinoma
cervical, um processo associado com a integracdo do genoma do HPV no genoma
da célula hospedeira, a qual esta associada a perda ou quebra de E2, e
subsequente aumento da expressdo dos oncogenes E6 e E7% 4% (Figura 3).

A combinagédo de fatores ambientais, virais e do hospedeiro juntos aumenta

0 risco de progressao da doenca.
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Figura 3 — Progresséao ao cancer cervical mediada pelo HPV.
Fonte: Woodman et al., 2007¢
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O controle da infecgédo por HPV ou o desenvolvimento de neoplasia cervical
depende de ambas as respostas imune inata e adaptativa. Embora na maioria dos
casos a resposta imune do hospedeiro controle a infecdo por HPV, os HPVs de alto
risco oncogénico tém a capacidade de subverter as defesas imunes, o0 que explica

a infeccdo persistente e progressdo a neoplasia®®.

1.7 Diagnostico do HPV e do Cancer do Colo Uterino

O diagnostico da infeccdo pelo HPV baseia-se em exames clinicos, através
da colposcopia que permite ao médico visualizar lesdes no colo do Utero e exames
complementares com pesquisa direta do virus (testes moleculares como PCR e
Captura Hibrida® versao 2, entre outros) ou indireta, como a citologia (exame de
Papanicolaou, também conhecido como preventivo ou exame citopatoldgico) na
qual sdo detectadas alteracdes nas células e tecidos provocadas pela infecgdo®+
46).

Segundo a OMS, havendo uma cobertura da populacédo-alvo de, no minimo,
80% associada a garantia de diagnéstico e tratamento adequados dos casos
identificados como alterados, é possivel reduzir, em média, de 60% a 90% a
incidéncia de cancer cervical invasivo“?,

Esse efeito positivo do rastreamento do cancer do colo do Utero sobre a
gqueda na incidéncia de casos de cancer cervical p6de ser observado em paises
desenvolvidos, onde o rasteamento foi implantado com qualidade, cobertura
adequada, tratamento e seguimento das mulheres®* 49, No Brasil, a estratégia de
rastreamento recomendada pelo Ministério da Saude, segundo as “Diretrizes
brasileiras para o rastreamento do céancer do colo do utero” é o exame

citopatoldgico, prioritariamente em mulheres de 25 a 64 anos que ja tiveram
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atividade sexual, com intervalo entre os exames de trés anos, apos dois exames
negativos com intervalo anual entre os mesmos. Nas mulheres imunossuprimidas, o
exame citopatol6gico deve ser realizado, naquelas que ja tiveram inicio da atividade
sexual, com intervalos semestrais no primeiro ano, e se normais, manter
seguimento anual®?.

Em alguns paises da Europa, como Reino Unido, Italia, Suécia e Holanda
estdo sendo realizados estudos sobre novas estratégias de rastreio baseando-se
no uso do teste molecular como teste de rastreio primario para avaliar a eficacia
deste teste na prevencgéo do cancer cervical e observaram que o rastreio baseado
em teste de HPV forneceu de 60 a 70% maior protegdo contra carcinoma cervical
comparado com o rastreio baseado em citologia e sugerem que o inicio deste
rastreio com teste de HPV seja aos 30 anos e um aumento nho intervalo de rastreio
para 5 anos®?,

A implantacdo do teste de DNA de HPV no programa de rastreio brasileiro
segundo as “Diretrizes brasileiras para rastreamento do cancer do colo do utero”,
atualmente, enfrenta grandes obstaculos ja que nosso pais ainda ndo possui
programas organizados de rastreamento do cancer do colo do Gtero baseado em
um sistema de informac&o longitudinal em saude, assim como, ndo héa controle das
mulheres que realizam os exames e nem da periodicidade com que fazem.
Portanto, segundo as Diretrizes, ndo ha ferramentas que garantam que o intervalo
entre os controles sera efetivamente ampliado a partir da adocao do teste de HPV,
condicdo necesséria para que se tenha algum resultado de custo-efetividade
favoravel, além dos testes moleculares terem, atualmente, custo mais elevado que
0 teste citolégico no Brasil*®. Apesar disso, existem evidéncias na literatura que

comprovam a eficacia do teste de HPV no rastreio do cancer cervical®®:
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1.7.1 Testes para detecc¢do do Acido Nucléico Viral

Os testes que detectam o DNA do HPV séo mais sensiveis que a citologia e
podem determinar o tipo viral envolvido na infeccdo. Técnicas de Southern blotting,
hibridizacédo in situ, Captura Hibrida® verséo Il (hc2, Digene Corp., EUA) e reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) foram empregadas em estudos epidemioldgicos e
clinicos®?, Estudos recentes indicam que o teste de HPV ¢é a ferramenta de rastreio
mais sensivel para a deteccéo de NIC Il e lll e cancer cervical®?,

O teste de captura hibrida comercial (hc2, Digene, Inc., Quiagen,
Gaithersburg, MD) é um ensaio com amplificacéo de sinal baseado na hibridizacdo
do DNA de HPV-alvo com sondas de RNA marcadas para a detecgéo qualitativa do
DNA de HPVs de alto e baixo risco oncogénico em amostras cervicais®?.

A reacdo de PCR apresenta alta sensibilidade e permite a deteccédo de
menos de 10 copias de DNA de HPV em uma amostra. A reagdo é baseada na
amplificacdo da seqUéncia alvo utilizando processo de termociclagem e primers
tipo-especificos, desenhados para amplificar exclusivamente um Unico tipo de HPV,
ou primers consenso, estes Ultimos permitindo amplificar seqiiéncias de DNA de
diferentes tipos porque o alvo € uma regido conservada do genoma do HPV, na
presenca de uma DNA polimerase estavel®?. Para determinacéo do tipo de HPV
gue estd causando a infeccdo, apoOs realizacdo de PCR utilizando primers
consenso, pode-se realizar a reacdo de sequenciamento genémico ou RFLP
(restriction fragment length polymorphism), a qual é baseada na utilizacdo de
enzimas de restricdo que digerem a sequéncia de DNA amplificado, gerando
fragmentos de tamanhos diferentes que séo visualizados através de eletroforese

em gel de agarose®?,
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Existem testes comerciais de genotipagem do HPV que detectam por
hibridizacdo do produto amplificado de PCR a sondas especificas, para HPVs de
alto e baixo risco, imobilizadas em membranas de nylon como o Roche Linear Array
(LA) HPV Genotyping Test (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, USA)
e O0INNO-LIPA® HPV genotyping assays (Innogenetics N.V., Ghent,
Belgium)®?. H& também o teste de microarray, no qual 28 sondas de DNA fixadas
em um chip ao hibridizar com o produto de PCR emitem fluorescéncia, a qual é
captada por um laser e interpretada por um software (PapilloCheck® - Greiner Bio-
One GmbH, Frickenhaunsen, Germany).

Além de testes de genotipagem baseados na identificacdo do DNA do HPV,
h& também testes disponiveis que tém como alvo 0 mMRNA dos oncogenes E6 e E7
de HPV de alto risco oncogénico como o Aptima HPV Assay (Gen-Probe, San
Diego, CA) e o0 NucliSENS EasyQ® HPV (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France).

Outra importante forma de genotipagem é através de PCR em tempo real
realizado com o sistema TagMan®, sondas fluorescentes e oligonucleotideos
iniciadores tipo-especifico®?.

Atualmente, existem testes comerciais disponiveis que realizam a
genotipagem do HPV por PCR em Tempo Real qualitativo de forma totalmente
automatizada. Dentre eles temos o cobas® 4800 HPV test (Roche Molecular
Systems, Branchburg, NJ, EUA, Inc) e o BD Onclarity HPV Assay (BD Diagnostics,
Sparks, MD), os quais realizam desde o processo de extracdo do DNA até a
montagem da reacdo, amplificagdo e detec¢do do DNA-alvo através de PCR em
Tempo Real. O teste BD Onclarity HPV Assay (BD Diagnostics, Sparks, MD)
identifica individualmente seis genétipos de alto-risco (HPV-16, 18, 31, 45, 51 e 52)
ao mesmo tempo em que detecta 14 tipos de HPV de alto risco e 0 cobas® 4800

HPV test (Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ, EUA, Inc) identifica
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individualmente os dois principais tipos de HPV de alto risco (16 e 18) enquanto

detecta simultaneamente os mesmos 14 tipos de HPV de alto risco.

1.8 Medidas preventivas do cancer do colo do Utero

O rastreio de les6es pré-cancerigenas associado ao tratamento precoce sédo
medidas muito importantes para a prevengdo da progressdo da doenga, mas a
vacina para os principais tipos de HPVs de alto risco € uma alternativa que pode
contribuir para a reducdo no nimero de casos de cancer cervical, lesdes pré-
cancerigenas de alto e baixo grau. A vacina que inclui também protecéo contra os
dois principais tipos de HPV de baixo risco pode evitar o desenvolvimento de
verrugas genitais“4 59,

Atualmente, estdo disponiveis duas vacinas preventivas contra a infecgao
pelos principais tipos de HPVs com o potencial de reduzir a incidéncia dos canceres
cervical e anogenital: a Gardasil® (Merck&Co) e a Cervarix™ (GlaxoSmithKline
Biologicals). As duas vacinas sdo administradas em trés doses a tempos
determinados.

As vacinas profilaticas Gardasil® e Cervarix™ usam tecnologia
recombinante e sdo compostas por proteinas L1 do capsideo do HPV purificadas
gue, espontaneamente, se unem formando particulas semelhantes as particulas
virais (VLP). Vacinas VLPs sdo consideradas seguras porgue sado constituidas por
particulas ndo infecciosas e por ndo conter produtos biolégicos vivos ou DNA viral.
Ambas as vacinas atuam por inducéo da imunidade humoral e celular®* 59,

A vacina bivalente Cervarix® (GlaxoSmithKline Biologicals, Belgium) protege
contra os dois tipos oncogénicos mais importantes — HPV 16 e 18 (responsaveis

por aproximadamente 70% dos casos de cancer cervical) e a vacina quadrivalente
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Gardasil® (Merk and Co., USA), a qual além de gerar protecdo contra os tipos
oncogénicos 16 e 18, também protege contra dois tipos ndo-oncogénicos, os HPVs
6 e 11, responsaveis pelas verrugas genitais e outras lesdes ndo-malignas®®. A
Gardasil contém sal de aluminio com adjuvante e é produzida em levedura.
Cervarix contém como adjuvante ASOg, o qual inclui lipidio monofosforil A e sal de
aluminio, e é produzida em células de inseto®®.

A comercializacdo da vacina quadrivalente da Merck&Co, Gardasil®, foi
aprovada em 2006 pela agéncia reguladora de medicamentos dos Estados Unidos,
Food and Drug Administration (FDA), e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
do Brasil (ANVISA). Em 2008, a ANVISA aprovou a comercializacdo da vacina
bivalente Cervarix™ (GlaxoSmithKline Biologicals).

No Brasil, a vacinacdo gratuita foi incluida no Calendario Nacional de
Vacinacdo do SUS em marco de 2014, tendo como populagdo-alvo meninas de 11
a 13 anos de idade. No ano de 2015, a oferta da vacina foi ampliada para meninas
na faixa etaria de 9 a 13 anos de idade, adotando o esquema de trés doses (0, 6 e
60 meses). A vacina de escolha foi a quadrivalente, Gardasil®, que protege contra
os dois principais tipos de HPV de alto e baixo risco oncogénico (16 e 18, 6 e 11).

Vale ressaltar que a imunizagdo nao deve ser confundida com tratamento,
ela sO é eficaz se administrada em criancas e adolescentes que nao iniciaram a
atividade sexual (entre 9 e 10 anos de idade) e ela nao clareia uma infecgéo ja
existente®?.

Até o momento, os esforgos estdo voltados para o desenvolvimento de
vacinas preventivas de maior espectro, assim como para vacinas terapéuticas“?.

Outra medida preventiva alternativa para evitar a transmissao do virus por
contato entre pele/mucosa, nos casos em que a vacinagdo em massa nhao esta

disponivel, é a circuncisdo masculina e o uso de preservativos, porém este nao
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oferece protecdo completa por ndo cobrir todas as areas de tecido expostas

durante a relagéo sexual®® 59,

1.9 Tratamento do cancer do colo do Utero

O tratamento tem por objetivo eliminar ou reduzir as lesbes causadas pela
infeccdo. O melhor método para o tratamento do cancer do colo do utero depende
de cada caso em particular, de acordo com a idade da paciente, do estadio da
doenca, da extensdo e localizacdo da lesdo®.

O tratamento do cancer do colo uterino esta baseado no estadiamento da
doenca. Os dois mais importantes fatores progndsticos no cancer cervical, além do
estadiamento, sdo o tamanho do tumor e o envolvimento de linfonodos. Em alguns
casos especiais, quando a mulher ndao tem prole constituida, condutas individuais
podem ser adotadas para preservar a fertilidade®?,

O tratamento primario para cancer do colo do utero, que pode ser por
cirurgia ou radioterapia, com ou sem quimioterapia sensibilizante, possui uma taxa
de cura de cerca de 80% a 95% em pacientes diagnosticadas com a doenga em
estadio inicial (estadios | e 1) e aproximadamente 60% em pacientes com estadio Il
da doenca®. A histerectomia simples ou radical e linfadenectomia pélvica é o
tratamento de escolha em estadios iniciais (IA1, 1A2, IB1, I1B2, IIA1 ou 2, 1IB)®8 59,
Nos estadios mais avangados € recomendado apenas quimioterapia ou
radioterapia, ou a combinacdo de ambas (IIA2, Il e IV)®® A combinagdo de
quimioterapia + radioterapia, em comparac¢do com a radioterapia sozinha, leva a um

beneficio na sobrevida geral de 8% e 9% para intervalo livre de recidiva local®?.
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1.10 Recidivas do cancer cervical ap06s tratamento primério

A recidiva do cancer cervical € um problema clinico, por ndo ser detectado
na maioria das visitas de seguimento, o que leva a um prognostico de sobrevida
geralmente pobre. Os dados da literatura variam bastante em relacdo aos principais
fatores que influenciam na sobrevida e valor prognostico favoravel, sendo dificil
estabelecer quais sdo os fatores mais importantes a serem avaliados para
estabelecer a conduta clinica ideal. O conceito da vigilancia em longo prazo, ou
seguimento das pacientes tratadas, € baseado na premissa de que a detecgéo
precoce de uma recidiva levaria a um melhor prognostico uma vez que 0s
tratamentos preconizados podem ser iniciados o0 quanto antes, e por consequéncia,
terem maior chance de serem efetivos diminuindo a morbidade e aumentando a
sobrevida®.

Elit et al.?” fizeram uma revisdo da literatura usando 17 artigos sobre follow-
up pos-terapia em pacientes com cancer cervical e encontraram uma média de
tempo de recidiva variando de 7 a 36 meses ap0s tratamento primario, ou seja, as
recidivas variam de meio ano a trés anos‘.

As taxas de recidiva de 15 estudos tiveram incidéncia variando de 8% a 49%
nos estudos revisados por Elit et al.(). Em seis estudos onde 90% ou mais das
pacientes estudadas foram diagnosticadas com estadio precoce da doencga (estadio
IB), as taxas de recidiva foram mais baixas, variando de 10% a 18% das
pacientes®.

Em relacdo ao tempo para que as recidivas fossem detectadas, os artigos
revisados por Elit et al.”? variaram de dois a cinco anos. Em nove estudos, 62% a
89% das recidivas de cancer cervical (CC) foram detectadas no prazo de dois anos

do tratamento primario. No terceiro ano de seguimento, seis estudos apresentaram
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uma proporcao de deteccdo das recidivas de CC variando de 75% a 85%. Nos seis
estudos que reportaram pelo menos cinco anos de seguimento, as recidivas
detectadas variaram de 89% a 99% em cinco anos de seguimento”.

Nos 15 estudos que reportaram o status da pacientes no momento da
deteccdo da recidiva (assintomética X sintomatica), 46% a 87% eram sintomaticas
e 4% a 54% eram assintomaticas‘”.

Bodurka-Bevers e  colaboradores®  analisaram 993  pacientes
diagnosticadas com céancer cervical estadio IB e verificaram que 13% destas
pacientes desenvolveram recidiva da doenca; sendo que das 461 pacientes que
foram submetidas a cirurgia, 9% tiveram recidiva e das 532 que foram inicialmente
submetidas a radioterapia, 17% recidivaram®?,

Yu et al.®? encontraram uma taxa de recidiva de 9% (12/133) das pacientes
tratadas por cancer cervical no perido de seguimento que durou uma média de 26,6
meses.

Zola et al.®? analisaram retrospectivamente 327 mulheres que tiveram
episodios de recorréncia do cancer do colo do Utero apés tratamento, em oito
instituicdes italianas, com o objetivo de verificar qual a relevancia clinica do
esquema de visitas agendadas no seguimento em detectar corretamente a
presenca de recorréncia no momento da visita em relagdo ao status da paciente
(sintomética ou assintomatica) e observaram que o tempo médio de sobrevida,
desde a deteccao de recorréncia em pacientes assintomaticas, foi de 109 meses
versus 37 meses para as sintomdticas. Das pacientes que desenvolveram
recorréncia do carcinoma, 49,8% eram sintomaticas no momento da deteccao de
recorréncia e 50,2% nao apresentavam qualquer sintoma. Em rela¢éo ao intervalo
médio livre de doenca (tempo definido entre o tratamento primario e a primeira
confirmacdo de deteccdo de recorréncia) foi constatado 24 meses para pacientes

assintomaticas e 36 meses para pacientes sintomaticas, no momento da detecgéo
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da recorréncia®. Bodurka-Bevers et al.®? verificaram intervalo médio livre de
doenca em pacientes diagnosticadas com estadio IB do céncer cervical similar
entre pacientes assintoméaticas (16 meses) e sintomaticas (17 meses).

Sartori et al.®® e Duyn et al.®¥ ndo encontraram diferencas estatisticamente
significantes na sobrevida de pacientes com céancer cervical entre pacientes
sintoméaticas e assintomaticas®* %Y. Bodurka-Bevers et al.®%, ao contrério,
verificaram que a média de sobrevida a partir da recidiva diferiu significantemente
(p<0,001) entre pacientes assintomaticas (42 meses) e sintomaticas (11 meses).

Quando o tratamento primério envolve radiagdo pélvica, a distribuicdo de
recidivas depende do estadio inicial da doenga, com maior risco de doenca
persistente ou recidiva pélvica em pacientes com tumores mais avancados‘.

O tratamento da recidiva da doenca é semelhante ao tratamento do tumor
primario e vai depender de cada caso (dependendo do tratamento prévio e do local
onde a recidiva foi detectada), podendo ser por cirurgia, quimioterapia, radioterapia
ou cuidados paliativos®. A radiacdo pode ser uma opcdo se ndo foi usada
anterioromente, e cirurgia pode ser a escolha em casos previamente tratados com
radio e quimioterapia®”. A recidiva de CC é quase sempre incuravel e menos de
cinco por cento das pacientes que desenvolvem a recidiva estdo vivas em cinco
anos®,

Segundo Zola et al.®?, o local das recidivas parece influenciar na sobrevida
das pacientes, uma vez que pacientes com recidiva em cupula vaginal viveram
significantemente mais tempo do que as com recorréncias em outros locais. O
status sintomatico ou assintomatico, no momento da deteccdo de recidiva, € um
fator preditivo significante na sobrevida, mesmo quando outros fatores progndsticos
sdo considerados(®® 62,

Dentre os possiveis fatores progndésticos anatomoclinicos que podem ser

levados em consideracdo na sobrevida de pacientes com carcinoma do colo
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uterino, submetidas a tratamento, estdo: idade, tipo histolégico, grau de
diferenciacdo, invasdo do espaco linfatico, vascular e perineural, metastase
linfonodal, distancia da margem mais proxima, profundidade de invasdo do tumor,
presenca de necrose, maior diametro do tumor e comprometimento de margens
cirirgicas®?,

Tavares e cols® analisaram todos esses fatores progndsticos, na sobrevida
de pacientes com cancer cervical submetidas a histerectomia total, citados acima, e
observaram que o tamanho do tumor, presenca de metastase linfonodal, necrose e
comprometimento de margens cirdrgicas apresentaram impacto na sobrevida,
enguanto que os outros nao foram importantes no prognéstico. Outro importante
achado foi que a presenca de necrose no tumor teve influéncia negativa na
sobrevida das pacientes®?.

Em contrapartida, Sartori et al.®® ndo encontraram diferencas
estatisticamente significativas em termos de local da recidiva, intervalo livre de
doenca e sobrevida geral apos recidiva em relagéo a fatores prognosticos clinico-
patolégicos definidos no tumor primario.

Outros fatores progndsticos significantes para a sobrevida no caso de
recorréncia da doenca encontrados por Duyn e cols®® foram o intervalo de tempo
livre de doenca, uma vez que a recorréncia da doenga tenha sido estabelecida, e a
modalidade de tratamento.

No estudo de Elit et al.””, verificou-se que a média de sobrevida para a
maioria dos pacientes variou de 7 a 17 meses ap0s detec¢cdo de recidiva. Zola et
al.6?  encontraram uma média de sobrevida semelhante para as pacientes
sintomaticas (9 meses), mas a média de sobrevida ndo foi alcancada para as
assintomaticas. Duyn et al.®¥ e Sartori et al.®® observaram média de sobrevida de
12 meses a partir da deteccao da recidiva, sendo de 10 meses para as pacientes

sintométicas e 17 meses para as assintomaticas no estudo de Sartori et al.(®%,
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Embora o nUmero de pacientes assintomaticas no momento da deteccao da
recidiva tenha sido pequeno em relacdo as sintomaticas, o estudo de Bodurka-
Bevers et al.®® demonstrou que a deteccdo de recidivas assintomaticas esta
associada com ambas sobrevida geral e sobrevida a partir do tempo inicial de
deteccao da recidiva prolongadas, sugerindo assim a importancia de um programa
de vigilancia poés-terapia em detectar recidiva de cancer cervical em um momento
onde a intervencéao terapéutica possa significantemente ter impacto na sobrevida
geral®©9,

Assim, para cada 100 pacientes com a doenca em estadio inicial, cerca de
20 pacientes recidivam; dessas, cerca de cinco tém uma recidiva central e cerca de

duas podem ser curadas por tratamentos futuros(®.

1.11 Testes para deteccdo de recidivas e monitoramento da resposta ao

tratamento

Os testes utilizados para seguimento de pacientes submetidas a tratamento
contra cancer cervical sdo: exame fisico (inspecéo visual ou relato das pacientes),
raios-X de torax, teste de Papanicolaou (teste citolégico), tomografia
computadorizada (CT scan), ressonancia magnética, ultrassom e testes
moleculares® 7 65 69 Porém, ainda ndo ha uma boa metodologia estabelecida para
a deteccéo da recidiva de cancer cervical®?,

Mabuchi et al.®® investigaram retrospectivamente o papel de diferentes
procedimentos no seguimento de 146 pacientes com cancer cervical, previamente
tratadas com radioterapia e que apresentaram recorréncia da doenca. As pacientes
gue tiveram a recorréncia da doenca detectada por qualquer um dos procedimentos

realizados (teste de Papanicolaou, raio-X de térax, CT scan, exame fisico)
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apresentaram sobrevida significantemente maior do que aquelas detectadas por
sintomas. Quando analisados em relacao ao intervalo de tempo livre de doenca, o
exame fisico e a CT obtiveram maior intervalo de tempo de detec¢do em relacdo ao
teste de Papanicolaou e raios-X de toérax, sendo de um a cinco anos contra um a
dois anos, respectivamente®.

Um estudo para avaliar o valor do teste de captura hibrida (CH) para HPV no
seguimento de pacientes submetidas a conizacdo do colo uterino por cirurgia de
alta frequéncia (CAF) devido a presenca de lesdo intraepitelial de alto grau mostrou
que a CH pode ser usada como teste preditivo de recorréncia durante o seguimento
destas pacientes por apresentar alto valor preditivo negativo (VPN) de doenca. Este
teste apresentou sensibilidade de 83,3%, especificidade de 87,8%, VPP de 50% e
VPN de 97,3%, no primeiro retorno ap6s seis meses do procedimento cirdrgico.
Como o VPN do teste foi bastante alto, o seu resultado negativo para HPV seis
meses apos o tratamento indica uma baixa taxa de recorréncia da doenga, assim
como a comprovagao da presenca do DNA HPV neste periodo € considerado forte
evidéncia de recorréncia da doenca®”. Outro estudo de Roncaglia et al.®® avaliou
se o teste de HPV (captura hibrida) apos tratamento com conizacdo em pacientes
com diagnostico de neoplasia intraepitelial cervical de alto grau (NIC Il e 1ll) tinha
alguma utilidade potencial para predizer a resposta da paciente ao tratamento, isto
é, se havia a presenca de doenca residual ou recidiva e verificaram que o teste de
HPV negativo foi correlacionado com a auséncia de lesédo de alto grau apos dois
anos de seguimento pds-conizacdo, o que fortemente sugere que um teste HPV
negativo prediz a auséncia de doenca cervical®®.

Zola et al.%? analisaram o estado de pacientes tratadas por cancer cervical no
momento da visita agendada no seguimento pos-tratamento, como assintomatica
ou sintomatica, e pode constatar que 29,7% das pacientes eram sintomaticas e

tiveram que antecipar a visita, 20,2% relataram os sintomas no momento da visita



47

do follow-up e 50% eram assintomaticas, sendo necessério o agendamento de
nova visita ou realizacdo de exames para a confirmacgéo do diagndstico®?.

Duyn e cols®¥ fizeram uma andlise semelhante e constataram que das 277
pacientes que foram tratadas por cancer cervical, 32% das recorréncias da doenca
foram identificadas no momento da visita agendada de follow-up, 45% das
recorréncias foram detectadas apds auto-referéncia na visita.

As formas de deteccdo das recidivas variam bastante, mas na maioria dos
casos elas sdo detectadas tardiamente quando ja existem sintomas®. No estudo
de Duyn e cols®®, quase a maioria de todas as recorréncias de cancer cervical
foram detectadas pela presenca de sintomas relatados pelas pacientes (87%).
Porém, diferentemente de outros achados na literatura, este estudo mostrou que ter
a doenca sintomatica ou assintomatica no momento do diagndstico de recidiva, ndo
tem valor progndstico significante®®. Sartori e cols®® verificaram que 65% dos
casos de recidiva de cancer cervical ocorreram em pacientes sintomaticos.

Ha poucos estudos que avaliam a possibilidade do uso do teste de HPV na
vigilancia de recidiva da doenca. Yu e cols.®Y analisaram retrospectivamente
pacientes tratadas por cancer cervical para verificar o papel do teste de HPV de
alto-risco (CH) em predizer recidiva da doenca no seguimento, em amostras de
citologia liquida. Das pacientes que recidivaram, 42% apresentaram-se positivas no
teste de HPV de alto-risco no periodo de seguimento, enquanto a citologia cérvico-
vaginal apresentou capacidade limitada em predizer recidiva (5,7%), a combinacéo
da citologia com o teste para HPV de alto-risco aumentou a detecéo do teste para
89,3%. O risco relativo para desenvolvimento de recidiva de cancer cervical nas
pacientes com resultado de teste de HPV de alto-risco positivo foi estatisticamente
significante. Em relacdo as recidivas, a presenca do HPV de alto-risco precedeu

seu diagnéstico, variando de 0 a 11 meses com média de 2,8 meses. Dessa forma,
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sugerem que a persisténcia de HPV de alto-risco no seguimento seja um fator de
risco para recidiva da doenca®®?.

Assim, reforga-se o valor de um teste molecular, somado a outros disponiveis
como o diagnéstico por imagem, no seguimento de pacientes submetidas a
tratamento, para identificar aquelas com maior probabilidade de recorréncia ou

persisténcia da doenga e monitorar a resposta terapéutica.

1.12 DNA livre-circulante (cf-DNA)

A descoberta da presenga de acidos nucléicos livres no plasma (cell-free
nucleic acid — cfNA ou circulating cell-free DNA - ccfDNA) abriu vérias
possibilidades de diagndstico ndo-invasivo, monitoramento e prognostico de
doencas. Varias areas da medicina puderam aplicar o uso deste teste diagnostico
como a oncologia, transplante, traumatologia e medicina fetal®?.

Alguns autores chamam de “bidpsia liquida” por evitar a necessidade de se
retirar fragmentos de tecido, permitindo assim a coleta de amostras de sangue
repetidas e consequentemente permitindo-se tracar mudancas no cfNA durante o
curso natural da doenca ou durante o tratamento do cancer(°-79,

Em 1948, Mandel e Métais identificaram DNA no plasma e no soro de
individuos saudaveis e doentes, usando um método de precipitacdo com &cido
perclorico. Eles também puderam observar grandes quantidades de DNA no
plasma de mulheres gravidas”. Na década de 60, foi demonstrado que pacientes
com lapus eritematoso sistémico apresentavam grandes quantidades de DNA no
plasma®. Na década de 70, foi reconhecida a existéncia de DNA e RNA alterados
no plasma de pacientes com cancer. Leon e cols’® observaram que os niveis de

DNA circulante no soro dos pacientes com cancer eram maiores em relagdo aos
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individuos saudaveis, principalmente nos pacientes com doenca metastética. Apés
realizacdo de radioterapia, pacientes que respondiam ao tratamento apresentavam
reducdo nos niveis de DNA circulante(™. Nesta mesma década outras doengas
também foram estudadas e observou-se que niveis aumentados de DNA fita
simples na circulacdo sangiiinea podiam ser detectados em doencas como artrite
reumatdide, leucemia, tumores soélidos, nefrite glomerular, pancreatite e
hepatites®?,

Apenas no final dos anos 80, observou-se que esse DNA plasmatico
apresentava alteracdes que estavam associadas ao tumor™. J4 na década de 90,
diversas alteracbes foram identificadas, como a deteccdo de fragmentos do gene
RAS mutado no sangue de pacientes com cancer® 8. 8 Essas alteracdes
genéticas podem ser: alta expressao de oncogenes, pequena expressao de genes
supressores de tumores, alteracdes de microsatélites, perda de heterogozidade,
integridade de sequéncias repetidas do DNA gendmico ndo-codificantes, alteracdes
do DNA mitocondrial. Outras altera¢cdes ndo genéticas encontradas também foram
associadas ao tumor, como mudancas epigenéticas (hiper ou hipometilacdo de
genes) e niveis aumentados de DNA plasméatico em pacientes com cancer em
relacdo a pacientes saudaveis? 8283,

Outra descoberta importante foi a presenca de DNA fetal na circulagédo
materna, a qual representa significante potencial de aplicacéo clinica no diagndstico
pré-natal de doencas genéticas do feto, como as aneuploidias cromossomiais, e
complicacdes associadas a gravidez, como a incompatibilidade entre RhD materno-
fetal(® 85,

A utilizacdo do diagnostico ndo-invasivo nesta area também pode ser
utilizada para a determinacao do sexo fetal, a partir da analise da presenca ou
auséncia de sequéncias do cromossomo Y, indicando feto do sexo masculino na

presenca e sexo feminino na auséncia deste®®.
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Contudo, os niveis de acidos nucléicos no plasma podem também refletir
processos fisioldgicos e patoldgicos que ndo sao especificos do tumor, podendo ser
identificados em quantidades aumentadas em pacientes com lesbes benignas,
doencas inflamatérias, infarto do miocérdio, insuficiéncia renal, cirurgias, fraturas,
trauma tecidual e sepse® 7382,

Snyder et al.®” analisaram o DNA circulante no plasma de receptores de
transplante cardiaco e conseguiram detectar por andlise de polimorfismos de Unico
nucleotideo (SNPs) niveis aumentados de DNA do doador no sangue do receptor
em momentos de rejeicdo celular aguda e sugerem o uso deste teste molecular
ndo-invasivo para ser aplicado no monitoramento de rejeigdo em outros Orgaos
so6lidos®,

A forma como os acidos nucléicos livre-circulantes séo liberados na corrente
sanguinea ainda ndo estd bem compreendida, mas acredita-se que sejam
eliminados através da morte de células tumorais por apoptose e necrose ou por
secrecdo pela prépria célula. Macrofagos podem fagocitar células necroticas e
apoptéticas e liberar o DNA digerido no microambiente tumoral. Acredita-se que
células de tumor que circulam no sangue e micrometastases também podem liberar

material genético’* 82 8) (Figura 4).
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Figura 4 — Mecanismos de liberag&o de acidos nucléicos no sangue e suas
diferentes formas circulantes.
Fonte: Schwarzenbach H. et al., 201162

O tipo de eliminacdo pode ser distinguido entre processo apoptético ou
necrético, comparando-se o tamanho do fragmento de cfDNA produzido. Células
gue sofrem morte celular programada — apoptose — sdo acompanhadas de uma
degradacéo fisiologicamente orquestrada do DNA gendmico, a qual resulta em
fragmentos pequenos e uniformes (~180-200 pares de bases). Em contraste, na
necrose celular forma-se uma grande variedade de fragmentos com tamanhos

diversos como consequéncia da digestdo ao acaso’® (Figura 5).
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Figura 5 — Origem dos acidos nucléicos no sangue (cfDNA) por necrose ou
apoptose, variabilidade no tamanho dos fragmentos e alteracdes
genéticas associadas ao tumor.

Fonte: Marzese DM. et al., 2013

A quantidade de DNA presente no sangue varia de acordo com a
capacidade de eliminacdo, degradacdo e outros eventos fisioldgicos da circulagéo
sanguinea e linfatica. Outros estudos mostram que a forma como ele se encontra
livre no sangue vai influenciar a sua permanéncia, por exemplo, DNAs dupla-fita e
circular podem permanecer por mais tempo do que DNAs fita-simples e linear®?
(Figura 4 e 5).

Uma das grandes dificuldades na avaliagdo da presenca de cfNA é em
relacdo a padronizacdao dos ensaios, tanto na fase pré como pés-analitica. Ainda
séo bastante controversas questdes como: estabelecer um padrdo de condigbes e
tecnologia para validar os ensaios, melhor especificidade e sensibilidade do teste,

qual a amostra mais adequada (plasma ou soro), tempo de coleta e
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armazenamento das amostras e eficacia dos procedimentos de extracdo. Melhoras
nesses aspectos sdo necessdrias para um analise de cfNA mais robusta,
consistente, reprodutivel, precisa e informativa(’® 82 &),

No caso dos canceres com etiologia viral, como por exemplo, carcinoma
nasofaringeo, Linfoma de Burkkit e Doenca de Hodking associados a infec¢ao pelo
virus Epstein-Barr (EBV), carcinoma hepatocelular associado ao virus da Hepatite B
(HBV) e cancer de colo do utero e carcinoma de células escamosas da orofaringe,
ambos causados pela infeccédo por HPV, a deteccédo do genoma viral no plasma ou
soro dos pacientes pode ser util como ferramenta para a detecgdo precoce e
monitoramento do tratamento©: 82,83, 90),

Estudo realizado com pacientes portadores de carcinoma nasofaringeo
causado pelo Epstein-Barr virus (EBV) detectou o DNA do EBV no plasma em 96%
dos casos. Além disso, associou-se a quantidade de DNA viral detectado ao estagio
do tumor®, Estudos subsequentes mostraram que a quantidade de DNA de EBV
circulante era um importante fator progndéstico de sobrevida, independente do
estagio do cancer® °) A concentragdo plasmatica de DNA do EBV, apds a
conclusdo da radioterapia, correlaciona-se com a sobrevida, sendo que
concentracdes indetectaveis estdo relacionadas a auséncia de recaida®* °). Em
metade dos pacientes com recidiva do cancer de nasofaringe estudados por Lin e
cols.®¥, a elevacdo da concentracdo plasmaética do DNA do EBV foi observada seis
meses antes da recidiva ser detectada clinicamente. Este tipo de cancer de
etiologia viral pode ser exaustivamente estudado, assim técnicas de detec¢do do
DNA viral a partir de PCR em tempo real puderam ser padronizadas.

No entanto, técnicas de PCR em tempo real para a deteccdo do genoma do
HPV no plasma de pacientes acometidos por cancer cervical ainda ndo estdo

padronizadas como ocorre com o EBV.
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Os estudos de deteccdo do DNA do HPV no plasma de pacientes com
cancer cervical apresentam resultados contraditérios (variando de 7 a 70% de
deteccgédo) e sdo de dificil comparacdo devido as diferentes popula¢des estudadas,
diferentes técnicas de extracdo, de amplificacdo de material genético e
oligonucleotidoes iniciadores utilizados(*!: 12 66. 82, 88, 96-106)

Alguns estudos mostram que a prevaléncia e a carga viral plasmética do
HPV é baixa mesmo em pacientes com cancer cervical, mas € especifica para este
tipo de cancer, ou seja, pacientes com citologia normal ou LSIL, geralmente,
apresentam carga viral indetectavel*: 8. 96-99. 104 Dong e cols.®” demonstraram que
pacientes com carcinoma cervical apresentavam maior carga viral plasmatica do
que 0s com carcinoma in situ.

A deteccdo do material genético do HPV no plasma estaria associada a
presenca de metastase’ 1. 100 oy a tendéncia de desenvolver recidiva da
doenca®t 12 99.100) @ seria mais freqliente em casos de carcinoma do que naqueles
de adenocarcinoma ou com algum envolvimento glandular®7: 109,

Estudos que utilizaram metodologia de PCR em tempo real ou nested PCR
alcancaram taxas de deteccdo em torno de 48% a 65%(6¢ 8. 102, 103)

Wei e cols. ytilizaram um nested PCR que aumentou a sensibilidade e foi
capaz de detectar 1 cépia de genoma do HPV. Ainda neste trabalho, ndo houve
correlacdo da deteccdo do DNA plasmatico do HPV com a presenca de metastase
nos linfonodos pélvicos ou para-adrticos.

Yang e cols.®® foram capazes de detectar o genoma do HPV-16 no plasma
de 50% (25/50) das pacientes com cancer cervical (CC), 33,3% (6/18) das
pacientes com lesdo de alto grau (NIC II e 1ll), 20% (3/15) daquelas com lesdo de
baixo grau (NIC | e condiloma) e 13,5% dos controles normais. A freqiéncia do
DNA do HPV-16 no plasma foi significativamente maior em pacientes com céncer

cervical do que com lesdo de baixo grau e individuos controle, mas igual a
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apresentada por individuos com lesdo de alto grau, assim como a carga viral
plasmética. Também estudaram a presenca de DNA de HPV-18, o qual foi
detectado em 6% (3/50) dos casos de céncer cervical, 1% dos controles normais e
negativo nas lesbes de alto e baixo grau®®. Porém, a confiabilidade destes
resultados deve ser questionada uma vez que a presenca de DNA de HPV em
lesbes de baixo grau e em controles normais nao € esperada, visto que o HPV tem
tropismo por células epiteliais e que seu ciclo de vida ocorre inteiramente dentro
dos tecidos epiteliais, ou seja, ndo circula na corrente sanguinea.

Jaberipour e cols.%) utilizaram um PCR em tempo real especifico para o
gene E6 dos tipos de HPV-16, 18, 33 e 52. Das 81 amostras de cancer cervical,
somente 19 (23,5%) foram positivas para DNA de HPV no plasma. Destas, 18,5%
foram positivas para HPV-18 e 5% positivas para HPV-16, diferindo dos achados da
maioria dos estudos nos quais o HPV-16 € o mais frequentemente encontrado. Os
HPVs-33 e 52 ndo foram identificados nas amostras de cancer e nenhum dos tipos
estudados foi identificado nas amostras de les&o intraepitelial cervicalb,

Gnanamony e cols® também usaram PCR em tempo real com iniciadores
especificos para HPV-16 e 18 e foram capazes de identificar o DNA do HPV-16 ou
18 no plasma de 56,4% e 20,0% das mulheres que apresentavam esses mesmos
tipos de HPV no tecido cervical, respectivamente. Ndo foi observada correlacdo
entre a carga viral absoluta no plasma e o estadiamento da doenga porém, para
HPV 16, foi verificado que houve correlacdo entre presenca de DNA de HPV 16 no
plasma com o estadiamento da doen¢a. Em estadios mais avangados, foi maior a
positividade®®,

Ho e cols.®%?) jdentificaram o DNA do HPV no plasma de 48% dos pacientes
com cancer cervical, que tiveram esse virus detectado no tecido cervical. A

presenca do DNA viral no plasma n&o foi associada com o estagio do tumor©?),
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Dong e cols.®” também demonstraram que pacientes com cancer cervical
apresentavam maior carga viral plasméatica do que os com cancer in situ.

Apesar da maioria dos carcinomas de nasofaringe e cervical serem
carcinomas de células escamosas e alguns cénceres cervicais serem
linfoepiteliomas, ou seja, tumor epitelial escamoso com grande infiltrado linfocitico,
gue é similar ao carcinoma de nasofaringe, a presenca de DNA de EBV e HPV no
plasma apresenta aspectos distintos, incluindo prevaléncia e mecanismo de
liberagdo do DNA tumoral®®?,

O EBV apresenta ciclo viral sistémico infectando linfécitos B e epitélio da
nasofaringe e mesmo em células malignas permanece na forma epissomal. A alta
incidéncia (70% a 96%) e o grande numero de coOpias do genoma viral (4000 a
90.000 coépias/mL) no plasma sugerem intensa liberagdo do DNA viral para a
circulagaot?”,

O HPV apresenta ciclo viral local (epitélio cervical) e em células malignas
apresenta-se integrado ao genoma da célula hospedeira. A baixa taxa de detecgéo
(aproximadamente 20 a 30%) e o numero de cépias de DNA viral no plasma (1 a 35
copias/mL) sugere que o mecanismo de liberagdo do DNA tumoral para a
circulacéo seja menos eficiente0?,

Em virtude desse processo de liberagdo do material genético do tumor para
a circulagdo, no caso do HPV, ser menos eficaz, ele ocorreria em estagios mais
avancados do desenvolvimento do cancer, quando é mais esperada a presenca de
metastases. Devido a esse fato, 0s estudos encontrariam essa associagdo entre a
deteccdo do genoma do HPV no plasma e a presenca de metastases(®.

Essa técnica de detec¢do do genoma viral no plasma do paciente pode ser
importante tanto para a deteccdo de estagios mais avancados do céancer, como
para o monitoramento do tratamento. Estudos tém demonstrado que apds o

tratamento, o genoma viral ndo € mais detectado no plasma de pacientes que
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apresentam resposta completa a terapia, podendo continuar a ser detectado ou
ressurgir em pacientes com doenca persistente, metastase ou recidiva®? 66 100 102),

Estes resultados estdo compilados na Tabela 1 a seguir.

Tabela 1 — Prevaléncia do DNA de HPV no plasma de pacientes com cancer
cervical em diferentes estudos.

Autor (ano) HPV DNA+ N= % Técnica de Deteccao
PCRETe
Dong (2002) 12 175 69 qPCR Real Time E7
Pornthanakasem .
(2001) 6 50 12 PCR convencional E6
Sathish (2004) 8 58 13.8 PCR primers consenso,tlpados RFLP e
sequenciamento
. PCR convencional EGE7,
Liu (2001} 12 60 20 Nested PCR
Jaberipour 19 81 235 gPCR Real Time EB, kit comercial
Hsu (2003) 27 112 24 1 PCR primers consenso L1 e tipo-especifico E7
Singh (2006) 11 44 25 PCR primers HPV-16 E7 e HPV-18 LCR
gPCR Real Time, kit comercial
Ho (2005) 16 60 26,7 (21.7% HPV 16 & 18)
Shimada (2010) 5] 20 30 PCR primers consenso L1 e RFLP
Widschwendter .
(2003) 42 94 447 PCR primers consenso +EIA
Gnanamony (2010) 56 108 519 gPCR Real Time EG/ET
Arias (2010) 46 85 541 PCR primers HPV-16 e HPV-18 EB/ET
Yang (2004) 28 50 56 gPCR Real Time E6
. Mested-PCR primers consenso L1 e RFLP
Wei (2007) 11 17 647 (35% HEV 16 & 18)
Duenas (2001) 49 70 70 PCR primers L1
TOTAL 349 1084 32.2%
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Outros tipos de cancer vém sendo estudados por apresentarem associagao
com a infeccdo pelo HPV, como os canceres de cabeca, pesco¢o e pulmao; e
alguns deles tentaram detectar a presenca do DNA viral na circulacdo sanguinea,
como marcador de risco para esses canceres e relacionar com metastases,
recorréncia da doenca e sobrevida, usando PCR convencional e PCR em Tempo
Real quantitativo(®® 108-110)

No estudo de Capone et al.*%®) 13 de 70 pacientes com carcinoma de
orofaringe foram positivos para HPV no tumor. Usando a técnica de PCR
convencional para a regido E7 e hibridizacdo por Southern blotting, foram
detectados quatro pacientes positivos para DNA de HPV-16 no soro (6%). Usando
0 PCR em Tempo Real quantitativo (QPCR), foram encontrados seis pacientes
positivos no soro, isto €, 46,1% (6/13), sendo que todos eles foram positivos
também para E7 no tumor correspondente, e destes seis, quatro desenvolveram
metastases distantes, enquanto que 0s outros sete pacientes negativos para DNA
de HPV no plasma, ndo apresentaram metastases®).

Cao et al.*'9 demonstraram que 65% dos pacientes com carcinoma de
orofaringe positivos para HPV tiveram DNA de HPV detectado no plasma, e que os
pacientes negativos para HPV no tumor, e os controles saudaveis foram todos
negativos para DNA de HPV no plasma. Em relacdo a carga viral no plasma pré-
tratamento, observaram que o numero de copias de DNA de HPV estava
relacionado ao volume do tumor metastatico e que as copias de HPV declinavam
rapidamente apos o inicio do tratamento*'?,

Dahlstrom et al.®® avaliaram o uso dos niveis de DNA de HPV no soro como
um marcador de recidiva da doenca, e encontraram associacdo da presenca de
DNA de HPV circulante no soro pré-tratamento de alguns pacientes com carcinoma
de orofaringe a maior categoria N (nédulo-linfonodos) e estadiamento TMN IV da

doenca, mas ndo como o tamanho do tumor primario. Neste estudo, 12 pacientes
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que foram positivos para DNA de HPV no tumor desenvolveram recidiva da doenca,
e 7 desses 12 pacientes (58%) tiveram DNA de HPV detectavel no soro pré-
tratamento. Pacientes com estadios mais avancados e linfonodos comprometidos
tiveram maiores taxas de DNA de HPV detectavel no soro pré-tratamento. Em
relacdo aos pacientes positivos para DNA de HPV no tumor, aqueles que foram
negativos para DNA de HPV no soro pré-tratamento apresentaram uma melhor
sobrevida livre de progressado da doenca, do que aqueles que foram positivos para
HPV no soro pré-tratamento. Também ndo foram encontradas diferencas
significantes nos niveis de DNA de HPV entre pacientes com e sem recorréncia da
doenca. Contudo, concluiram que o DNA de HPV no soro pré-tratamento néo
parece ter utilidade clinica como um marcador de recidiva da doenga, entre
pacientes com carcinoma de orofaringe®?,

Ahn et al.*% fizeram uma andlise comparando a presenca de DNA de HPV
na saliva e plasma de pacientes com carcinoma de orofaringe e observaram que a
presenca do DNA viral nestes liquidos estava associada a um menor tempo livre de
doenca. Analisando s6 as amostras de plasma, de 52 pacientes HPV positivos no
tumor, 35 foram positivos para DNA de HPV no plasma pré-tratamento (67,3%),
seis foram positivos no plasma poés-tratamento (11,5%) e oito tiveram recidiva da
doenca (15,4%). Em relacdo a sobrevida global, os pacientes positivos para DNA
de HPV na saliva pés-tratamento e aqueles com status de DNA de HPV positivo em
ambos, saliva e plasma, apresentaram sobrevida global reduzida, mas nado entre
aqueles que tinham status de HPV positivo apenas no plasma®®,

Um estudo em Taiwan procurou a presenca do DNA dos HPVs 16 e 18 no
sangue total de 149 pacientes com céncer de pulm&o, como marcadores de risco
para este cancer, pela técnica de Nested PCR. Verificaram que 47,7% dos
pacientes foram positivos para HPV 16 e 30,9% foram positivos para HPV 18 no

sangue total. Em relagéo ao estadio da doenca, pacientes positivos para HPV 16
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foram significantemente relacionados a estadios mais avancados da doenca.
Porém, vale ressaltar que este estudo buscou a presenca do DNA viral ho sangue
periférico total, ou seja, € mais provavel que o DNA do HPV seja oriundo de células
do tumor liberadas na corrente sanguinea, ou que os linfécitos periféricos abriguem
particulas de HPV(1D),

O cf-DNA além de poder ser utilizado como biomarcador de pacientes sob
risco de recaida da doenca, pode ser bastante Gtil no monitoramento da resposta
terapéutica. Cao e cols®? utilizaram a deteccdo de DNA de HPV no plasma de
pacientes com carcinoma de orofaringe, DNA de HPV-positivos no tumor, para
verificar se 0 DNA de HPV podia ser detectado no plasma desses pacientes e para
monitorar a resposta ao tratamento durante a radioterapia. O DNA de HPV foi
detectado em 65% das amostras de plasma pos-tratamento e a carga viral
correlacionou-se significantemente com o volume do tumor. A medi¢cdo do DNA de
HPV no plasma desses pacientes mostrou um rapido declinio, até se tornar
indetectavel no final do tratamento. Em 3 pacientes que apresentaram metastases
apos o final do tratamento, o0 DNA de HPV voltou a ser detectado@9,

A principal ferramenta para monitorar recidiva do cancer do colo do Utero é o
diagnéstico precoce. Portanto, o desenvolvimento e a padronizagdo de testes
laboratoriais n&o invasivos, capazes de identificar biomarcadores tumorais e
diagnosticar a doenga em fase inicial, aumenta a chance de cura através da

utilizagdo dos tratamentos preconizados.
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1.12.1 Influéncia de fatores pré-analiticos sobre a andlise de cfDNA

Como citado anteriormente, um dos grandes desafios na avaliagdo da
presenca de cfDNA como biomarcador, a ser disponibilizado para o uso na pratica
clinica, é a auséncia de consisténcia entre os varios protocolos de manipulacdo da
amostra e técnicas para analise, ou seja, ainda ndo ha uma padronizacéo
adequada neste campo. Alguns trabalhos atribuem uma falta de comparabilidade
entre resultados as diferencas nos métodos de processamento das amostras,
condicdes de armazenamento e nas técnicas para extracdo e quantificagcdo® 72 73
82, 89, 112-115)

Na literatura encontramos dados conflitantes, como por exemplo, a
concentragcdo de cfDNA em pacientes com cancer, variando de poucos ng/mL a
milhares de ng/mL, os quais se sobrepdem a variacdo de individuos saudaveis® &
112) ¢ a fragmentacéo do cfDNA em pacientes com cancer sendo menor, equivalente
ou maior do que os individuos saudaveis(’® 7% 73 114, 116) O estigio da extracao
também é um fator critico para garantir uma sensibilidade clinica dos métodos
analiticos que medem fragBes minimas de &cidos nucléicos, como por exemplo, nos
casos de sequéncias de DNA fetal no predominante DNA materno(’2 8% 113),

Os trabalhos que avaliam a influéncia dos procedimentos pré-analiticos
sobre a quantidade (concentracdo) e integridade (fragmentacdo), considerados
como parametros de qualidade, mostram que ambas podem ser afetadas,
dependendo das condi¢cdes de coleta do sangue e de seu armazenamento, da
separacdo e armazenamento do plasma, das técnicas de extragdo utilizadas e do
armazenamento do cfDNA extraido®*3115),

Um programa europeu conhecido como SIPIDIA-DNAplas, subprojeto do

SPIDIA (Standardisation and improvement of generic pre-analytical tools and
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procedures for in vitro diagnostics), financiado pela Unido Européia, foi realizado
com a proposta de avaliar a influéncia da fase pré-analitica sobre os parametros de
qualidade (integridade) e quantidade (concentracéo) do cfDNA. Participaram cerca
de 50 laboratérios, os quais foram agrupados de acordo com a temperatura e
tempo de armazenamento do plasma, a partir do recebimento do sangue e
centrifugac@o, e com o método de extragdo utilizado. Os métodos de extragdo
utilizados foram classificados como “genéricos” (método de extracdo de acidos
nucléicos nao-especificos para isolar cfDNA ou para amostras de plasma),
“adequados” (métodos que permitem a recuperagdo de cfDNA e outros acidos
nucléicos) e “especificos” (especifico para a recuperacdo de cfDNA —humano e
viral- de plasma e soro). Neste projeto, nenhuma das variaveis pré-analiticas
(tempo de armazenamento entre obtencdo do plasma e extragdo, temperatura de
armazenamento e método de extracdo) foi significantemente associada com a
gquantidade e integridade do cfDNA mas, considerando as amostras que foram
extraidas dentro de trés dias da obtencdo do plasma, os métodos de extracao
especificamente desenvolvidos para preservar o cfDNA preservaram melhor a
integridade do cfDNA (ndo encontrava-se fragmentado) em comparagdo aos
métodos genéricos e adequados. Em relacdo a quantidade total de cfDNA obtida,
0s métodos especificos foram mais homogéneos, em termos de distribuicdo de
concentracdo, em comparacdo aos métodos genéricos, que foram mais amplos.
Dessa forma, o SPIDIA-DNAplas recomenda o uso de métodos de extracao
especificamente desenvolvidos para o isolamento do cfDNA do plasma®*®),
Devonshire e cols.®) compararam diferentes kits comerciais especificos
para extracado de cfDNA e de plasma com um kit para extracdo de &cidos nucléicos
do sangue e verificou que a quantidade de cfDNA por mililitro de plasma era 2,5
vezes maior quando extraido com o kit especifico, em comparacao ao kit nao

especifico®.
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Ainda em relacdo a extracdo, outros fatores também podem influenciar na
qualidade da analise do cfDNA. Os kits comerciais especificos para cfDNA
permitem o uso de maior volume para extracdo e pequenos volumes de eluicédo, o
gque pode levar ao aumento da presenca de inibidores no eluido gerando problemas
associados a amplificacdo de amostras, com baixo nimero de cépias em métodos
de andlise como o qPCR®9,

Segundo Widschwendter e cols.*?, o método de extracdo de DNA e os
iniciadores utilizados para amplificar o DNA de HPV s&o fatores cruciais para a
deteccdo de um DNA de boa qualidade, e para avaliar esses fatores fizeram a
comparagdo de dois kits comerciais com 0 método de extracdo fenol/cloroférmio e
diferentes métodos de PCR para HPV, a fim de verificar qual desses métodos
apresentava a melhor performance para a deteccdo de DNA de HPV no soro.
Verificou-se que o método de extracado usando fenol/cloroférmio foi o que obteve
melhor quantidade e qualidade na recuperagdo de DNA, enquanto que os Kits
comerciais foram menos eficientes em extrair o DNA viral®?. Liu e cols®® também
obtiveram uma maior porcentagem de DNA de HPV usando o método de extracéo
fenol/cloroférmio.

Cao e cols.®19 testaram dois volumes de plasma utilizados para a extragio
do DNA (0,2mL e 0,6mL) em pacientes com carcinoma de orofaringe HPV-positivos
por gPCR e verificaram que a taxa de deteccdo de positivos, partindo-se de um
volume maior, aumentou significantemente a quantidade de DNA extraido e,
consequentemente, houve um aumento na taxa de de DNA de HPV (70,8% para
0,6mL versus 29,1% para 0,2mL).

Baseando-se nessas informacgdes, torna-se clara a necessidade de se
estabelecer uma padronizacdo de procedimentos técnicos como métodos de
processamento das amostras, condicbes de armazenamento, procedimentos para

extracdo e quantificacdo, que possam afetar a qualidade e quantidade de cfDNA.
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El Messaoudi e cols®!¥ fizeram um estudo de revisdo e analisaram todos os
parametros pré-analiticos que pudessem potencialmente afetar a qualidade do
cfDNA em cada etapa do processo, desde a coleta do sangue até o
armazenamento do cfDNA extraido. Baseados nos achados da literatura e de suas

pesquisas, eles puderam sugerir um protocolo pré-analitico ideal, listado abaixo:

A. Coleta de sangue ideal:

A.1 Soro ou plasma: o plasma é uma matriz melhor que o soro. El
Messaoudi e cols®¥ verificaram que usando um conjunto de primers tipo-
selvagem para KRAS humano, a concentracdo de cfDNA era maior nas
amostras de plasma do que no soro, confirmando a hip6tese de que a
quantidade aumentada de cfDNA em amostras de soro, observada em
alguns estudos, era devido a liberacdo de DNA das células sanguineas.
Portanto, o plasma é a matriz de escolha, desde que ele evita a
contaminacao do cfDNA com DNA gendmicodas células sanguineas.

A.2 Anticoagulante: o uso de EDTA (&cido etilenodiaminotetraacético) é
recomendado para garantir a estabilidade do cfDNA.

A.3 Tubo coletor de sangue: no campo da oncologia ndo ha estudos
comparando o uso de tubos de EDTA com tubos de coleta de cell-free
DNA™ blood collection tubes, usados no diagndstico pré-natal. Ambos

podem ser a escolha por prevenirem a lise das células sanguineas.

B. Manipulagdo do sangue entre a coleta e processamento ideal:

B.1 Influéncia das condicdes de armazenamento do sangue na
concentracdo de cfDNA: as amostras de sangue devem ser
cuidadosamente retiradas para evitar hemdlise, pois pode levar a um
aumento nos niveis de nucleossomos e fragmentacdo do cfDNA; as

amostras podem ser mantidas indiferentemente a temperatura ambiente
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(TA) ou +4°C por até 4-6h pois apés este periodo pode haver um leve
aumento na concentracdo e nha fragmentacdo do cfDNA; agitacdo das
amostras de sangue deve ser evitada.

B.2 Processamento do sangue para obtencdo do plasma: o sangue deve
ser processado dentro de 4h apds a coleta para preservar a concentracao e
fragmentagdo do cfDNA. Recomenda-se fazer um primeiro passo de
centrifugacdo a 1.200-1.600g por 10min, da amostra de sangue para
obtencdo do plasma e uma segunda centrifugacdo de alta velocidade do
plasma obtido, a 16.000g por 10min, para garantir a auséncia de qualquer
célula no plasma. Este segundo passo pode ser indiferentemente realizado
antes ou depois do armazenamento do plasma a temperatura de -20°C ou -

80°C.

. Manipulacdo das amostras de plasma entre a obtencdo do plasma e a
extracdo do acido nucléico:

C.1 Influéncia das condi¢cdes de armazenamento do plasma antes da
extracdo: a temperatura de armazenamento e o tempo decorrido entre o
processamento do sangue podem influenciar na concentracdo e na
integridade do cfDNA. El Messaoudi e cols*¥ verificaram que ha um leve
aumento na concentracdo de cfDNA com o tempo decorrido antes da
extracdo (de 0 a 4h) e que a integridade n&o foi afetada. Notaram que as
maiores concentragbes de cfDNA e valores de integridade foram
observados quando as amostras foram armazenadas abaixo de +4°C.
Assim, propfem que se a extracdo for feita mais tarde, apos o
processamento do sangue, as amostras de plasma devem ser armazenadas
a -20°C ou -80°C. Se a extracdo for feita logo apds o processamento do

sangue, as amostras de plasma devem ser armazenadas a +4°C por até 3h.
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C.2 Influéncia dos ciclos de descongelamento sobre o plasma: El
Messaoudi e cols®*¥ confirmaram a influéncia das variages de temperatura
na sensibilidade do cfDNA no plasma, demonstrando que apos trés ciclos de
congelamento-descongelamento sobre o plasma antes da extracdo, a
integridade do cfDNA cai significantemente. Assim, propdem que as
amostras de plasma podem ser submetidas a somente dois ciclos de
congelamento-descongelamento, e que os plasmas devem ser aliquotados
para evitar repetidos ciclos de congelamento-descongelamento, e
armazenados a -80°C por até nove meses.

C.3 Influencia da temperatura sobre o cfDNA extraido entre a extragéo
dos acidos nucléicos e a andlise do cfDNA: El Messaoudi e cols®¥
testaram a influéncia dos ciclos de congelamento-descongelamento sobre o
cfDNA extraido e armazenados a -20°C e verificaram que nao ha
modificagbes na concentracéo e integridade dos extraidos até trés ciclos,
propondo assim que o cfDNA extraido deva ser armazenado a -20°C e deva
ser submetido a até 3 ciclos de congelamento-descongelamento.

C.4 Tempo ideal de armazenamento das amostras de plasma e cfDNA
extraidos: El Messaoudi e cols®# verificaram que a concentracdo de
cfDNA néo variou em amostras de plasma congeladas por até nove meses e
gue para o cfDNA extraido houve uma discreta queda na concentracao apés
trés meses de armazenamento a -20°C. Estas informac¢bes mostram que o
conteudo de cfDNA decai com o aumento do tempo de armazenamento e
gue, se a analise objetiva quantificar ou caracterizar a fragmentacdo do
cfDNA, é preferivel trabalhar com extraidos de até trés meses, mas se 0
objetivo é a deteccao de sequéncias especificas ou mutacdes no cfDNA, é
possivel usar amostras de plasma ou cfDNA extraido congelados por nove

meses ou anos a -20°C ou -80°C.
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2 JUSTIFICATIVA

O céancer cervical permanece como um desafio para a Saude Publica, sendo
o terceiro tipo de neoplasia maligna mais prevalente nas mulheres no mundo todo.
A maior parte dos 6bitos em decorréncia dessa patologia ocorre em paises em
desenvolvimento. Estudos mostram que pacientes com cancer do colo do atero
apresentam taxa de recidiva variando de 8% a 49%. Dentro de dois anos apoés
término do tratamento, 62% a 89% das recidivas sdo detectadas. Em cinco anos, a
proporcdo de deteccdo aumentou para 89% a 95% neste periodo €. Atualmente,
ndo ha testes especificos disponiveis para deteccdo de recidiva. Exames de
imagem, como raios-X, ressonancia magnética e tomografia sdo utilizados. Outro
teste realizado é a citopatologia da cupula vaginal para deteccédo de recidiva na
parede da vagina. Portanto, é desejavel o desenvolvimento de um teste nao
invasivo capaz de detectar precocemente a recidiva do cancer cervical.

O monitoramento apés o tratamento do cancer do colo uterino, com teste
capaz de detectar o DNA do HPV, como biomarcador tumoral, pode contribuir para
um diagnéstico mais precoce, uma vez que pode preceder o desenvolvimento de
lesbes histoldgicas e manifestagBes clinicas. A padronizacdo e validagdo desse
teste laboratorial poderdo contribuir no planejamento de acgbBes e estratégias
aplicaveis aos programas de prevencdo, deteccdo precoce e monitoramento de

pacientes tratadas por lesbes induzidas pelo HPV.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Deteccdo de DNA de HPV no plasma, como potencial marcador precoce de

recidiva apos o tratamento do cancer de colo uterino.

3.2. Objetivos Especificos:

Estimar a presenga do DNA do HPV no plasma de pacientes com cancer de

colo do utero.

Padronizagdo de um protocolo de Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (Real Time PCR) para deteccdo do genoma do HPV em

amostras de plasma.

Determinacdo da sensibilidade e especificidade do protocolo de PCR em

tempo real padronizado.
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4 METODOS

4.1 Modelo do estudo

Trata-se de um estudo prospectivo de acompanhamento.

4.2 Populagéo de estudo e casuistica

Foram selecionadas para este estudo pacientes com diagndstico de cancer
cervical invasivo, atendidas em dois grandes centros de tratamento oncoldgico do
Estado de S&o Paulo: o Instituto do Céancer do Estado de S&o Paulo (ICESP) e
Hospital do Cancer de Barretos (HCB), no periodo de novembro de 2009 a junho de
2012. Para serem inclusas neste estudo, as pacientes precisavam ser virgens de
tratamento. Estas amostras foram coletadas para a tese de Doutorado da aluna
Cristina Mendes de Oliveira com o titulo: “Existe cancer cervical HPV negativo?”17,

Antes da coleta, em primeiro lugar, as pacientes eram informadas a respeito
dos objetivos do estudo e, em seguida, as mesmas Ou Seus responsaveis
assinavam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Apé6s aceitarem
participar do estudo, coletou-se um fragmento de 2 a 5 mm do tumor e um tubo de
sangue total com EDTA e gel separador de 5ml (Becton-Dickinson, San Jose, CA,
USA) por puncédo venosa. As amostras foram coletadas no Ambulatério da Pelve ou
no Centro Cirdrgico, pelo médico assistente.

Na primeira consulta da paciente do Ambulatério do ICESP, é rotina a coleta
de um fragmento de tumor para a confirmacéo do diagndstico anatomo-patoldgico,
e neste momento, o médico assistente, coletava um segundo fragmento para a

realizacdo deste estudo.
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As amostras de tumor, provenientes das pacientes submetidas a tratamento
cirdrgico, foram obtidas ap6s a retirada da peca e antes do encaminhamento da
mesma para 0 exame anatomo-patolégico. As amostras de sangue dessas
pacientes foram coletadas pelo médico anestesista, ap0s as pacientes estarem
anestesiadas, mas sempre antes do inicio da cirurgia.

A coleta das amostras de sangue total, para monitoramento da presenca de
DNA do HPV no plasma das pacientes, seguiu o fluxo de retorno das mesmas para
acompanhamento médico pés-tratamento, nos dois hospitais do estudo. Em média,
a cada 3 ou 4 meses ap6s o término do tratamento, um tubo de sangue total com
gel separados e EDTA (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA) foi coletado por
puncédo venosa.

Para a realizacdo da andlise de dados, o estadiamento clinico, segundo
FIGO - 2009*1® e o tipo histolégico do tumor foram obtidos a partir da revisdo dos
prontuarios médicos das pacientes.

O estadiamento clinico utilizado neste estudo foi realizado pelo médico
assistente no momento da primeira consulta da paciente®), Ja o tipo histolégico do
tumor foi determinado pelo exame anatomo-patolégico da peca, apds a retirada
cirtrgica ou do fragmento coletado no Ambulatério, o qual foi realizado pelos
laboratorios de anatomia patologica dos respectivos Servigos, segundo critérios
definidos por Richart®® (1973) e classificacdo histoldgica de tumores da cérvix
uterina por WHQ?20: 121),

O numero de amostras (N) foi calculado com base em artigos publicados
sobre o tema, considerando-se a prevaléncia média da presenca de DNA de HPV
no plasma ou soro de pacientes diagnosticadas com cancer do colo do utero de
30,0%. Considerando-se um intervalo de confianca de 95% e um erro maximo na

estimativa de 7%, o N determinado foi de 165 mulheres com cancer cervical.
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4.3 Aspectos éticos

Este projeto utiliza as amostras do estudo intitulado “Padronizagdo e
validacdo de PCR em tempo real para a deteccdo do DNA de HPV no plasma de
pacientes com cancer de colo do Utero” que foi aprovado pela Comisséo de Etica
para Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, em 01 de julho de 2009, com numero de
protocolo 0451/09 e foi autorizado pelo Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo
— ICESP, Hospital de Céncer de Barretos - HC-Barretos e pela disciplina de
Ginecologia do Departamento de Obstetricia e Ginecologia da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo.

4.4 Coleta das amostras

4.4.1 Tumor

Um fragmento de tumor foi coletado com pinca Gaylor-Medina, e em
seguida, acondicionado em tubo contendo um ml de meio Standard Transport
Medium — STM (Quiagen Biotecnologia do Brasil LTDA), e enviado para o
Laboratério de Virologia - LIM 52 do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, o
gual foi mantido a -20°C até a realizacédo das etapas laboratoriais seguintes.

Os fragmentos de tumores, das pacientes atendidas no HC-Barretos, foram
coletados com pinga de Gaylor-Medina, imediatamente acondicionados em tubos
de criopreservacdo, e mantidos em nitrogénio liquido até a realizacdo da extracéao

de DNA do tecido tumoral pelo Banco de Tumores do HC-Barretos.
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4.4.2 Plasma

Um tubo de sangue total com EDTA e gel separador (Becton-Dickinson, San
Jose, CA, USA) foi coletado, por puncdo venosa, e enviado ao Laboratério de
Virologia - LIM 52 do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, passando, em
seguida, por centrifugacéo a 1.600 xg por 10 minutos, para obter a separacdo do
plasma. O mesmo foi separado em aliquotas de um ml e armazenado a -80°C até a

realizacdo dos procedimentos laboratoriais.

4.4.3 Extracédo de acido nucléico do tumor

A extragéo de DNA, a partir do fragmento de tumor, foi realizada utilizando o
kit comercial QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Biotecnologia do Brasil LTDA) ou o kit
NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel GmbH&Co, Germany), segundo instrucdes
dos fabricantes.

Em resumo, o fragmento de tecido foi cortado em pedacos menores, aos
quais foram adicionados tampédo de lise de tecido e proteinase K. A mistura foi
incubada a 56°C até que ocorresse a lise total do tecido. Apés a incubagéo, seguiu-
se protocolo segundo instrucbes do fabricante. O DNA extraido das amostras foi
quantificado em espectrofotbmetro NanoDrop 1000 (ThermoScientific) no

comprimento de onda 260nm e em seguida foi armazenado a -20°C.
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4.4.4 Genotipagem do HPV do tumor

Inicialmente, foram utilizados os kits comerciais PapilloCheck® (Greiner Bio-
One, Frikenhausen, Germany) e Linear Array HPV Genotyping Test (Roche
Molecular Diagnostics, Pleasanton, CA, USA). Esses kits foram escolhidos por
terem como alvo regides diferentes do genoma do HPV, aumentando a
probabilidade da deteccédo do virus.

Amostras que apresentaram resultado HPV negativo em ambos 0s ensaios,
ou resultados discrepantes para HPV-16 e 18, foram submetidas as reacfes de

PCR tipo especifico para esses genétipos de HPV(22),

4.4.4.1 PapilloCheck® (Greiner Bio-One, Frikenhausen, Germany)

O kit comercial PapilloCheck® (Greiner Bio-One, Germany) foi utilizado
segundo as instru¢des do fabricante. Este kit utiliza um conjunto de iniciadores que
amplificam um fragmento de 350pb da regido E1 do HPV.

O ensaio é dividido em quatro etapas: PCR, hibridizagdo, lavagem e
escaneamento.

Apés o final do procedimento, o chip foi introduzido no equipamento
CheckScanner™ para realizacdo da etapa de leitura de fluorescéncia. O resultado

foi avaliado e emitido automaticamente pelo programa CheckReport™.
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4.4.4.2 Linear Array HPV Genotyping Test (Roche Molecular

Diagnostics, Pleasanton, USA)

Este kit comercial utiliza o conjunto de iniciadores PGMY09/11biotinilados,
capaz de amplificar um fragmento de 450pb da regido L1 do HPV.

O ensaio pode ser dividido em quatro etapas: PCR, hibridizagéo, lavagem e
deteccdo. Este ensaio foi realizado segundo instru¢des do fabricante.

As tiras de genotipagem deste teste sdo revestidas com bandas de sondas
para 37 tipos de HPV e para B-globina.

A identificagdo dos diferentes genotipos do HPV foi feita mediante leitura
visual das linhas azuis que apareceram nas tiras, as quais foram comparadas com

0 padrao das linhas de referéncia fornecidas pelo fabricante.

4.4.4.3 PCR HPV tipo especifico

Amostras que apresentaram resultado discordante entre PapilloCheck® e
Linear Array HPV Genotyping Test para HPV-16 e 18 foram submetidas a PCRs
HPV tipo especifico para confirmacgdo do resultado da genotipagem, assim como,
amostras HPV negativas no PapilloCheck® e no Linear Array HPV Genotyping
Test.

Para a realizacdo dessas reagfes utilizou-se iniciadores capazes de
amplificar um fragmento de aproximadamente 100pb da regido E7 do HPV (HPV-16

com 107pb e HPV-18 com 103pb)*?? (Tabela 2).



Tabela 2 — Lista de iniciadores utilizados para amplificar por PCR parte da regido

E7 do HPV-16 e 18.

Posicéo _
Posicédo de
o . o dos
Iniciador Sequéncia (5°- 3") - acordo com
iniciadores
GenBank
(5-3)
Seq.
HPV16E7.667 Qv13791
GATGAAATAGATGGTCCAGC 667 - 686
(Forward) GenBank:
HQ644270.1
Seq.
HPV16E7.774 Qv13791
GCTTTGTACGCACAACCGAAGC | 774 - 753
(Reverse) GenBank:
HQ644270.1
Seq. CU8
HVP18E7.696 GenBank:
AAGAAAACGATGAAATAGATGGA | 696 - 718
(Forward) GQ180784.1
Seq. CU8
HPV18E7.799 GenBank:
GGCTTCACACTTACAACACA 799 - 780
(Reverse) GQ180784.1
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Fonte: Adaptado de Walboomers et al., 199922,

A mistura da PCR foi composta por 20mM de Tris-HCI pH8,4 (Invitrogen,
USA), 50mM de KCI (Invitrogen, USA), 1,5mM de MgCl; (Invitrogen, USA), 200uM
de dNTP mix (Invitrogen, USA), 400nM do iniciador forward e 400nM do iniciador
reverse, 1,25 U de Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen, USA), 5,7% de
glicerol, 0,25ug/uL de Cresol Red e d4gua DNAse RNAse free (Gibco/BRL, Life
Technologies, USA) para volume final de 25uL. Como fita molde foram utilizados

5uL de DNA extraido (50 a 1971,5 ng). A amplificacdo em termociclador
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Mastercycler Gradient (Eppendorf, Germany) foi realizada segundo o protocolo:
94°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de (94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto

e 72°C por 1 minuto), e extenséo final de 72°C por 10 minutos.

4.4.4.3.1 Deteccéo do produto de PCR

Apoés a realizacdo da PCR, os produtos amplificados (107pb para HPV-16 e
103pb para HPV-18) foram observados em gel de agarose a 1,5% (Agarose
Ultrapure TM — Invitrogen Life Technologies) em tampdo TAE 1X [DNA Typing
Grade TAE Buffer — GIBCO — Invitrogen Corporation (2mM Tris- Acetato e 50mM de
acido etilenodiaminotetracético - EDTA)], corado com SYBR Safe™ 1X (Invitrogen,
USA).

Os produtos da amplificagdo e o padrdo de peso molecular de 100pb
(Invitrogen, USA) foram aplicados no gel de agarose e submetidos a uma corrente

constante de 65 amperes por 30 minutos.

4.5 Padronizacado dareacdo de PCR em tempo real para detec¢cdo de HPV-16 e

do HPV-18 no plasma

A tecnologia de PCR que foi utilizada neste estudo é o sistema TagMan
MGB®.

Para padronizacdo da técnica da PCR em tempo real, foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores para a regidao do gene E7 do HPV-16 e HPV-18, que

amplificam um fragmento de 107pb da regido E7 do HPV-16 e 103pb da regido E7
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do HPV 18, segundo trabalho de Walboomers et al.’??, Tabela 3, descrita
anteriormente.

A sonda utilizada na reacao para HPV-16, 5-6FAM-
CAAGCAGAACCGGACAG-MGBNFQ-3’, foi marcada com FAM®  (6-
Carboxifluoresceina) como reporter na porcéo terminal 5 e com MGB (Minor
Groove Binder) na porcdo 3 e a sonda para HPV-18, 5-VIC-
AATCATCAACATTTACCAGCC-MGBNFQ-3’, foi marcada com VIC® como reporter
na porgao terminal 5> e com MGB na porgédo 3'. Optou-se pela utilizacdo de sonda
MGB porque esta modificagdo permite aumentar a temperatura de melting (Tm),
sem aumentar o tamanho da sonda, permitindo o desenho de sondas menores.
Além disso, a presenca de um quencher nao fluorescente na extremidade 3’ da
sonda permite ao sistema medir a fluorescéncia do reporter com maior precisdo

(Tabela 3).

Tabela 3 — Lista de sondas utilizadas para amplificar por PCR em tempo Real na
regido E7 do HPV-16 e 18.

L Posicédo das | Posicéo de acordo
Sonda Sequéncia (5- 3") o
sondas (5- 3") com GenBank
HPV16 6FAM -
Seq. Z032
E7 CAAGCAGAACCGGACAG- 691 - 707
GenBank:HQ644297.1
MGBNFQ
VIC-
HPV18 Seq. Qv02876
AATCATCAACATTTACCAGCC- 722 - 742
E7 GenBank:EF202151.1
MGBNFQ

As sondas MGB foram desenhadas a partir da inspecdo visual do
alinhamento de sequéncias consenso da regido E7 do HPV-16 e do HPV-18,

geradas a partir do alinhamento de 99 sequéncias de HPV-16 e 26 sequéncias de
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HPV-18 obtidas no GenBank. Os alinhamentos foram gerados pelo software Clustal
W, implementado no programa BioEdit (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/ BioEdit.html).
Figuras 6 e 7, 8 e 9. As sondas MGB também foram alinhadas com seqléncias

consenso da regido E7 de outros tipos de HPVs (Anexo A).

|||v-A-|---||l-tl'b---||l-olla-n,n---'t|n||ot-A.---l‘l---|u---‘A--|||||1'0--0‘1nna'u'|-|--Al'||ol|v||-,ltno||s
110 1z0 130 140 150 150 170 189 150 200 210
AAGRAAACGATGAAATAGATGGA AATCATCAACATTTACCAGCC TGTGTTGTAAGTGTGAAGCC
eresGTTouuaanns + +COACGAGCCOGAACCACALCOTCACACAATGTIGTOTA . c v v vem e nmmnan s vee s AOA!

+CGACGAGCCGAACCACAACGTCACACAATGTTGCTGTA v i v v s
COACGAGCCGAACCACALCGTCACACALTGTTIGTGTA. «
« 00 1 COACGAGCCGAACCACAACGTCACACAATGTTGTGTA. o 4 4 s
e ee et s CGACGAGCCOAACCACAACGTCACACAATGTTIGTGTA. c 4 v v vt
e e BTTeeessvrans ves e +COACGRGCTGAACCACAACGTCACACAATGTTOTGTA. v v v v v
vo e BTTuwuianes cenenser COACGAGCCGAACCACAACGTCACACAATGTTGTGTA . v v v v s
cetsiesannnaess s +OGACCAGCCORACCACAACGTCACACAATGTTOTGTA. v v v

cisissanannas 4+ OGACGAGCCOAACCACAACGTCACACAATGTTGTGTA. o v v
+ 44 +COACGAGCCOAACCACAACGTCACACAATGTTIGTGTA. . v v
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Figura 6 — Alinhamento do primer Foward, sonda e primer Reverse da regido E7 de
HPV-18 com sequéncias de HPV-18 do GenBank.
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Figura 7 — Alinhamento do primer Foward, sonda e primer Reverse da regido E7 de
HPV-16 com sequéncias de HPV-16 do GenBank.



79

llllil!'cltl.lllnlllll'l'lllIIIIlIOII.IllI‘llll.lIOI'llll|lIll'llll.llll'illll"l"'blll'llll'Iltlltlliltllllllltll
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
GATGAAATAGATGSTCCAGE CAAGCAGAACCGGACAG GOTTCGGTTOTACGTACAALGE

AGuionvntsninnonsorenTOOAecnevannnnsers s AGCCCATTACANTATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTGTGACTCTAC  + o v owsvvevswssnsn s e ACA
GhG it s N e s veverrvress AGCCCATTACAATATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTCTGACTCTAC a4« vwavvnrnrnnnssssss BCA
BAGL e n qaaans e wds 'WMUWH ivvveesss s AGCCCATTACAATATTGTAACCTTTTGTTOCAAGTGTGACTCTAC « o s+ va e vvsessnnsssss hCA
GAG. 1 tesseavatnaannssaaTG0Renranransannssss s AGCCCATTACAATATIGCTAACCTTTIGTTGCAAGTCTOACTCTAC e 2w v snannnnsnnnsnassss ACA
GAG. . 1esssasaqsnnnnesesTO0Acarannannasnssss s AGCCCATTACAATATIGTAACCTT T DG TG AAGTGTCACTCTAC e e ansaraansannnsssssshCh
GAG.  iaaseesaqsansnesenTO0ReasacnasnasasssesAGCOCATTACAATATTGTAACET T TG TTGEARGTCTOACTCTAG e o s anvesncnpsnnnsssssshCh
GAG: 1 1ssssvssqsnnnnnsasTO R narsncnnnnsess AGCCCATTACAMATATIGTAACCTTITIGTTGCAAGTGTGACTCTAC s s csavvanvsnnnvunssserACR
GAR.itiiivensasaannaasesTGOReusnasnnnsanssss e AGCCCATTACAATATTGTAACCTTTTGTIGCAAGTGTGRCTCTAC . o s v nansansssanasassssACA
GAG: i ssesssaassnnnoneesTOOR cunnanvesnnsssedGOCOATTACAATATIGTAACCT I TIGTIGCAAGTGTGRACTCTAC . s cnasvessssnsassssss ACA
GAG. it ssvsavatiaacnnaeaTOOR c oacacneansnss e AGECCATTACAATATIGTAACCTTITIGTIGCAAGTGTGACTCTAC. .. .o sevsascpsnassessasrdCl
GAG . sdaiescaqs

GG, v di i drieaseeesces TR T s s v s
QA3 T 3 i e e YRR s e s vy 5 e
GAG. ...

tevenaees

GAG i iiviiiiaiaes
GAG i it iaainiaaa GG,

GAG et iiasinennaeeeaTO0A it aininnne e s AGCCCATTACAAT AT TG T AACKCTTTIGCTTGC ARG TG TOACTCTAC . s s v v nv v s nnnnn i o ACA
GAG  tiaiiinaiinsnnaaaaTOOR i aainnnan el AGCCCATTACAATATIGCTAACSTTITIGTIGCAAGTGTORACTCTAC . s s s v avnsnnnnuan i a s ACR
GRAG. i ieiiinatenssaaaaaTO0R e nannanns s s AGCCCATTACAMATATIGTAACCTTTIGTTGCAAGTGTGACTC TAC . s s s s avnacnannass e ACA
GAG. tisainaasinnsnaaaaaTOOR i eainneannsi s dGCCCATTACAATATIGTAACCTTT TG T TGCAAGTGTGACTC TAC . s ccvnnnannsnnaassi s ACA
GAG. i isainsaaiansnaaaaaTOOR i aitnennsnaa s AGCCCATTACAATATTIGTAACCTTTIGTIGCAAGTOTGACTC TAC . i vavnacncsaasnss s ACA
GAG. i isaiasaasanananaaaTOOA i eainnnannneaa s AGCCCATTACAATATTIGTAACCTTITIGTTGCAAGTOTGACTCTAC. cuenannnn [P (23
GAG. i seaiasiasananaas 4aTGGA . caactaannn et e e AGCCCATTACAATATTOTAACCTTITTGTTGC AAGTGTGACTCTAC. .. . sesass Seaanans NP 13 3
GAG.: i seatatvasnaannasaaTBGRheciecanneeees  AGCCCATTACAATATTIGTAACCTTCTOTTGCAAGTGTOACTCTAC . e ccet e nancasss e ACX
GAG. i sevtascascnancasesaTOOAecrearscnans soe e AGCCCATTACAATATTOTAACCTTITTGTTGCARGTGTGACTCTAC. . - - o teeaen ceesB.0G. L. ACK
GAG, s vvssnsensnnaneaaesaTO0A e cnrenncenses s  AGCCCATTACAATATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTOTGACTCTAC. . . o sesserrrrnases ve s ACA
GlG....................TUGA.................lOCCCIf‘:ACALTATTGTAACCTTI‘WALGNWACTCTAC......................Agt
crrresnrrrres M
cerre o ACA

e

Figura 8 — Alinhamento do primer Foward, sonda e primer Reverse da regido E7 de
HPV-16 com sequéncias de HPV-16 do GenBank.
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Figura 9 — Alinhamento do primer Foward, sonda e primer Reverse da regido E7 de
HPV-16 com sequéncias de HPV-16 do GenBank.
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Como se vé no alinhamento da Figura 6, verificamos um mismatch de uma
sequéncia de HPV 18 com a sonda HPV 18 E7 e nenhum mismatch com os
iniciadores forward e reverse. No alinhamento das Figuras 7, 8 e 9 verificamos dois
mismatches entre duas sequéncias de HPV 16 com a sonda HPV 16 E7 (um na
posicao 5 e outro no meio da sequéncia), um mismatch com o iniciador forward de
HPV 16 com uma Unica sequéncia e trés mismatches no iniciador reverse de HPV
16.

Para realizacdo da padronizacdo da reacao foi utilizado DNA extraido de
células Caski, correspondendo a 600 cépias do HPV-16/célula, gentiimente cedido
pela Dra. Luisa Villa, do INCT - Instituto do HPV (Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia das Doencas do Papilomavirus Humano) e DNA extraido de células
HelLa, correspondendo a 20 copias do HPV-18/célula, obtido no Laboratério de

Virologia do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo.

4.5.1 Determinag&o da temperatura de anelamento dos iniciadores

Para determinacdo da temperatura de anelamento dos iniciadores foram
utilizados DNA extraido de CasKi (600 cépias do HPV-16/célula), SiHa (1 cépia de
HPV-16/célula) e HelLa (20 c6pias do HPV-18/célula) em PCR convencional.

A temperatura de anelamento dos iniciadores foi testada nas seguintes
temperaturas: 40°C, 45,4°C, 50,7°C, 56°C e 59,8°C.

As reacgOes para determinacdo da temperatura de anelamento e de
iniciadores foram realizadas utilizando 20mM de Tris-HCI pH8,4 (Invitrogen, USA),
50mM de KCI (Invitrogen, USA), 1,5mM de MgCl, (Invitrogen, USA), 200uM de
dNTP mix (Invitrogen, USA), 400nM do iniciador forward e do iniciador reverso, 1,25

U de Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen, USA), 5,7% de glicerol,
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0,25ug/uL de Cresol Red e é&gua DNAse RNAse free (Gibco/BRL, Life
Technologies, USA) para volume final de 25uL. Como fita molde foram utilizados
5uL de DNA extraido.

A amplificacdo em termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf,
Germany) foi realizada segundo o protocolo: 94°C por 5 minutos, seguido de 40
ciclos de (94°C por 1 minuto, variando de 40°C a 59,8°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto), e extensao final de 72°C por 10 minutos.

Apés a realizacao da PCR, os produtos amplificados (107pb para HPV-16,
103pb para HPV-18) foram observados em gel de agarose a 1,5% (Agarose
Ultrapure TM — Invitrogen Life Technologies) em tampdo TAE 1X [DNA Typing
Grade TAE Buffer — GIBCO — Invitrogen Corporation (2mM Tris- Acetato e 50mM de
acido etilenodiaminotetracético - EDTA)], corado com SYBR Safe™ 1X (Invitrogen,
USA).

Os produtos da amplificagdo e o padrdo de peso molecular de 100pb
(Invitrogen, USA) foram aplicados no gel de agarose e submetidos a uma corrente

constante de 65 amperes por 30 minutos.

4.5.2 Adequacéo areacao de PCR em tempo real TagMan®

Apbés a determinacdo, por PCR convencional, da temperatura de
anelamento ideal, testou-se a reac¢do no sistema de PCR em tempo real TagMan®,
com trés concentracdes finais de iniciadores: 100nM, 200nM e 400nM, a fim de
verificar qual dessas concentracdes apresentava melhor sensibilidade e
especificidade.

Todas as reacdes de PCR em Tempo Real foram realizadas no instrumento

ABI Prism® 7300 HT SDS (Applied Biosystems, Inc., EUA).
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A reacao foi realizada utilizando TagMan Universal PCR Master Mix 1x
(Applied Biosystems, Inc., EUA), 100nM, 200nM e 400nM de iniciadores de HPV-16
E7 e HPV-18 E7, em reacdes separadas para cada tipo, e agua DNAse RNAse free
(Gibco/BRL, Life Technologies, USA) para volume final de 25uL. Como fita molde
foram utilizados 5uL de DNA extraido de células Caski, SiHa e HelLa. A
amplificacdo foi realizada segundo o protocolo: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de (95°C por 15 segundos, 52°C por 1 minuto e 60°C
por 1 minuto).

Apés a realizagcdo da PCR, os produtos amplificados (107pb e 103pb da
regido E7 do HPV-16 e 18, respectivamente) foram visualizados em gel de agarose
a 1,5% (Agarose Ultrapure TM — Invitrogen Life Technologies) em tampé&o TAE 1X
[DNA Typing Grade TAE Buffer — GIBCO - Invitrogen Corporation (2mM Tris-
Acetato e 50mM de acido etilenodiaminotetracético - EDTA)], corado com SYBR
Safe™ 1X (Invitrogen, USA).

Os produtos da amplificagdo e o padrdo de tamanho molecular de 100pb
(Invitrogen, USA) foram aplicados no gel de agarose e submetidos a uma corrente

constante de 65 amperes por 30 minutos.

4.5.3 Determinacdo da concentracdo final das sondas

Apbs obter a temperatura de anelamento e a concentracdo final de
iniciadores no sistema TagMan®, iniciou-se a etapa de padronizacdo da
concentracao de sonda.

Foram testadas trés concentracfes de sonda: 200nM, 400nM e 600nM.
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Esta ultima etapa da padronizacao foi realizada para otimizagédo da técnica,
ou seja, identificacdo do menor Ct (cycle threshold) e a maior medida de
fluorescéncia (ARn), utilizando a menor concentragéo de sonda possivel.

A reacdo foi realizada utilizando TagMan Universal PCR Master Mix 1x
(Applied Biosystems, Inc., EUA), 400nM da mistura de iniciadores HPV-16 E7 e
HPV-18 E7, 200nM, 400nM e 600nM de sonda e &gua DNAse RNAse free
(Gibco/BRL, Life Technologies, USA) para volume final de 25uL. Como fita molde

foram utilizados 5uL de DNA extraido de células Caski e Hela.

4.5.4 Determinacgdo da sensibilidade analitica

Para a determinagéo da sensibilidade analitica, seis réplicas de cada ponto
da curva padrédo foram submetidas ao ensaio padronizado. Para a construcdo das
curvas padrao foram utilizados DNA extraido de Caski e Hela, respectivamente.

Para a construgdo da curva padréo para HPV-16 foi utilizado DNA extraido
de células Caski na concentracdo de 50 ng/uL. Inicialmente, 10 pL do DNA extraido
de células Caski (50 ng/uL) foram adicionados a 990 pL de plasma negativo
(volume final de 1mL). Sabendo-se que 1 célula dipléide possui 6,6 pg de DNA e
gue a linhagem celular Caski possui 600 copias de HPV-16/célula, sabemos que
foram adicionados 4,5 x 107 cépias de HPV-16 em um volume final de 1 mL de
plasma negativo. Posteriormente, diluicbes seriadas (1:10) foram realizadas até a
concentracéo de 4,5 x 10! cépias de HPV-16.

Para a construcdo da curva padrédo para a reacao de deteccdo de HPV-18
foi adotado o0 mesmo procedimento. Inicialmente, 10 puL do DNA extraido de células
Hela, na concentracdo de 30ng/pL foram adicionados a 990 pL de plasma negativo

(volume final de 1mL). Sabendo-se que uma célula dipléide possui 6,6 pg de DNA e



84

gue a linhagem celular HeLa possui 20 cépias de HPV-18/célula, sabemos que
foram adicionados 9,1 x 10° cépias de HPV-18 em um volume final de 1 mL de
plasma negativo. Posteriormente, diluicbes seriadas foram realizadas até a
concentracéo de 9,1 x 10! copias de HPV-18.

A sensibilidade analitica foi determinada por analise Probit dos resultados
obtidos. O ultimo ponto da curva da reagdo de HPV-16 que amplificou foi de 4,5 x
10? cépias/mL (Ct = 35°C) e o Ultimo ponto da curva da reacdo de HPV-18 foi de

9,1 x 102 cépias/mL (Ct = 36°C).

4.5.5 Determinagdo da especificidade analitica

Para a determinacdo da especificidade analitica da reagcdo de PCR em
tempo real padronizada, os DNAs extraidos das amostras de tumores, que
continham diferentes tipos de HPV, foram submetidos a reacgéo tipo-especifica para
HPV-16 e para HPV-18. A especificidade da reacao foi verificada testando-se DNA

dos HPVs-16, 18, 31, 33, 35, 45, 58, 39, 73, 68, 6, 11, 42, 44 e 51.

4.6 Deteccao e quantificacdo de HPV-16 e HPV-18 nas amostras de plasma de

mulheres com céancer de colo do Utero e pos-tratamento

4.6.1 Preparo das amostras pré-extracao de acido nucléico

Os plasmas separados em aliquotas de um ml e estocados a -80°C foram

descongelados e passaram por uma segunda centrifugacdo de alta velocidade de



85

16.000 xg por 10 minutos a 4°C para eliminacdo de restos celulares, sempre antes

da extracdo®?.

4.6.2 Extracao de &cidos nucléicos

As amostras de plasma das pacientes provenientes do ICESP ou do HC-
Barretos que apresentaram HPV-16 e/ou 18 no tecido tumoral foram selecionadas
para deteccdo e quantificacdo de HPV-16 e/ou 18 utilizando a reagédo de PCR em
tempo real padronizada neste estudo.

Apos o preparo inicial de centrifugacéo para eliminagéo de restos celulares,
forma-se um pellet no fundo do tubo cénico e duas aliquotas de 400uL de
sobrenadante foram coletadas e transferidas cada uma para um tubo individual de
amostra. Todos os tubos foram devidamente identificados.

A extracdo do DNA livre-circulante no plasma foi realizada com equipamento
de extragdo automatizado iPrep Purification Instrument e o kit iPrep PureLink Virus
Kit (Invitrogen, Life Techonogies, USA) ideal para purificacdo de acidos nucléicos
virais de amostras livres de células (plasma, soro e urina) frescas ou
descongeladas. A extracdo partiu-se sempre de 400ul de plasma, extraindo duas
vezes (duas aliquotas de 400pl). O DNA foi eluido em 50ul de tampéo de eluicao do

sistema iPrep PureLink Virus Kit (Invitrogen, Life Techonogies, USA).

O iPrep PureLink Virus kit é baseado em purificacdo por beads magnéticas
monodispersas de 1um (Dynabeads® MyOne™ SILANE) com uma é&rea de
superficie altamente especifica e optimizado por silica. O uso de beads magnéticas
permite uma purificacdo sem a necessidade do uso de centrifugas ou vacuo e a
automatizacdo permite uma purificacdo mais rapida (40 minutos), evitando erros de

pipetagem e contaminacao por manipulagéo.
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As particulas virais séo lisadas pelo buffer de lise e as proteinas séo
digeridas com Proteinase K. O lisado é misturado com Dynabeads® MyOne™
SILANE para subsequente ligacdo dos &cidos nucléicos as beads magnéticas. A
ligacdo &cidos nucléicos + beads magnéticas € separada do lisado usando
separacdo magnética. As beads sdo completamente lavadas com buffers de
lavagem para remover as impurezas. O RNA/DNA ¢é eluido finalmente com o buffer

de eluicao.

4.6.3 PCR em Tempo Real das amostras de plasma

Para determinar se as amostras de plasma foram positivas para presenca
de DNA de HPV realizou-se a PCR em tempo real quantitativa padronizada para
cada tipo de HPV (16 e 18). Dessa forma foi necessaria a constru¢do de uma curva
padrdo em cada placa de reacdo, que serviu de paradmetro para a quantificacdo das
amostras a serem testadas. Portanto, foram construidas duas curvas padrdo: uma
para a reacéo de deteccdo de HPV-16 e outra para a reacéo de deteccdo de HPV-
18, j& citadas anteriormente. Todas as reacgfes foram realizadas em triplicata para

as duas aliquotas extraidas de cada amostra.

4.7 Andlise dos resultados

A andlise dos resultados foi avaliada em conjunto com as caracteristicas
clinicas das pacientes no momento do diagnostico, juntamente com a evolugcéo
clinica pos-terapia, ou seja, avaliou-se o resultado do teste (HPV DNA plasmético

positivo ou negativo) no pré-tratamento e pos-tratamento em relagéo a recidiva da
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doenca (sim ou néo), estadio inicial da doenca, ao tipo histologico, ao tipo de

tratamento, sobrevida global e sobrevida livre de doenca.

As variaveis categoricas sao apresentadas em frequéncias e porcentagens,
para as variaveis continuas os valores de média, mediana, desvio padréo e valores
minimo e maximo foram calculados.

Para avaliar associacao entre duas varidveis categéricas foi utilizado o teste
qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher.

Analise de sobrevida foi utilizada para avaliar associacéo entre o DNA do
HPV no plasma e o tempo até o Obito (sobrevida global) ou até a recidiva ou
persisténcia da doenga (sobrevida livre de doenca). As curvas de sobrevida foram
construidas pelo método de Kaplan-Meier e a comparacdo entre as curvas foi
realizada pelo teste log-rank.

Na analise da sobrevida global, o evento “falha” foi o 6bito pelo cancer ou
outra causa, pacientes vivas ou perdidas de seguimento até o final do periodo de
estudo foram consideradas como “censura”. No caso da sobrevida livre de doenca,
0 tempo, as pacientes que tiveram recidivas foram consideradas como “falha”,
outras situacbes foram consideradas como “censura”.

Concordancia entre a o DNA no plasma pré e pos-tratamento foi medido
pelo coeficiente Kappa.

A determinacdo da sensibilidade analitica para o teste de PCR em Tempo
Real para HPV-16 e 18 foi realizada pelo modelo Probit com intervalos com 95% de
confianca.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software estatistico

SPSS for Windows v.18. O nivel de significAncia adotado foi de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Populagéo estudada

Do total de 203 pacientes em que foi possivel coletar amostras de tumor, 177
tiveram confirmacdo histolégica por anatomo-patoldégico como sendo carcinoma
epidermadide cervical (CEC) ou adenocarcinoma (ADC). As amostras nas quais o
exame anatomo-patoldgico ndo confirmou o diagnéstico inicial de cancer cervical
(26 amostras) foram excluidas deste estudo (por exemplo: NIC I, NIC Il ou NIC IlI,
auséncia de neoplasia residual em colo uterino, carcinossarcoma, carcinoma
endometrial, adenocarcinoma endometrial, carcinoma in situ de células escamosas,

cervicite cronica).

5.2 Determinacéo final do gend6tipo do HPV presente no tecido tumoral

A deteccdo e genotipagem do HPV presente no fragmento de tumor obtido
das pacientes do estudo foi realizada através da comparacao entre os ensaios dos
testes PapilloCheck®, Linear Array HPV Genotyping Test (LA) e PCR HPV tipo
especifico para HPV-16 e HPV-18. Caso houvesse discordancia entre os dois
primeiros ensaios, a confirmacdo foi feita pelo PCR HPV tipo especifico. So
entraram no estudo aquelas que foram positivas para HPV-16 e/ou HPV-18.

A partir das 177 amostras selecionadas com confirmacédo anatomo-patoldgica
de CEC ou ADC, 144 foram positivas no tumor para HPV 16 e/ou 18, sendo: HPV
16 = 88,2% (127/144), HPV 18 = 8,3% (12/144), HPV 16 e 18 = 3,5% (5/144), pelas

técnicas acima descritas. Como alguns plasmas de pré e pés-tratamento nao
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estavam disponiveis, seja porque havia acabado o plasma para a extracdo ou
porque nao foi coletado, sete pacientes foram excluidas do estudo. Outros fatores
gue impossibilitaram a coleta de amostras de poés-tratamento foram: Gbito ou
desisténcia do tratamento.

Assim, seguiram para o estudo da analise de DNA de HPV, no plasma pré ou
pés-tratamento, 137 pacientes. O estudo foi entdo divido em duas partes: a analise
de amostras de pré-tratamento e poés-tratamento. A coleta das informac@es foi
completada em 20 de marco de 2015.

Nao foi possivel incluir novas pacientes para atingir o N amostral por uma
guestdo de tempo para acompanhamento das pacientes e concluséo do estudo.

Das 137 amostras positivas para HPV 16 e/ou 18 no tumor, 120 amostras
foram positivas para HPV-16 (87,6%), 12 positivas para HPV-18 (8,8%) e cinco
positivas para HPV-16 e 18 (3,6%). Para as 53 amostras do ICESP temos: 43
amostras positivas para HPV-16 (81,1%), nove positivas para HPV-18 (17,0%) e
uma positiva para HPV-16 e 18 (1,9%). Para as 84 amostras de Barretos temos: 77
amostras positivas para HPV-16 (91,7%), trés positivas para HPV-18 (3,6%) e
quatro positivas para HPV-16 e 18 (4,8%).

Das 110 amostras que entraram para o estudo de seguimento pés-tratamento
do cancer cervical temos: 98 amostras foram positivas para HPV-16 (89,1%), oito
positivas para HPV-18 (7,3%) e quatro positivas para HPV-16 e 18 (3,6%). Para as
39 amostras do ICESP temos: 33 amostras positivas para HPV-16 (84,6%), cinco
positivas para HPV-18 (12,8%) e uma positiva para HPV-16 e 18 (2,6%). Para as 71
amostras de Barretos temos: 65 amostras positivas para HPV-16 (91,5%), trés
positivas para HPV-18 (4,2%) e trés positivas para HPV-16 e 18 (4,2%).

Considerando-se as informac¢des das 137 pacientes do estudo, 47 (34,3%)
pacientes foram a 6bito, sendo 29 confirmada como causa o cancer cervical, 48

apresentaram recidiva ou persisténcia da doenca (35,0%), 11 (8,0%) estavam vivas
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em seguimento da recidiva, 60 (43,5%) estavam vivas até o fim da coleta de
informacbes e 30 (21,9%) nao tinham informacdes a respeito da sobrevida da
paciente. A duracdo do seguimento variou de 0 a 1682 dias (4,7 anos).

A média da sobrevida global foi de 1672,23 dias (1434,36 - 1910,12) e
mediana foi de 1521,0 dias. A média e mediana da sobrevida em rela¢céo ao tipo de
HPV foi de: HPV 16 — 1682,7 e 1521,0 dias, HPV 18 — 1079,83 e 584,0 dias,
respectivamente, e HPV 16/18 — 1265,0 (ndo tem calculo de mediana HPV 16/18,
pois s6 houve um Unico 6bito). A sobrevida global é calculada a partir da data do
diagndéstico do cancer até o Ultimo evento, ou seja, data do 6bito, data da Ultima

informacg&o ou ultimo seguimento.

5.3 Caracteristicas da populagdo na analise pré-tratamento

Para a analise da presenca de DNA de HPV em amostras de tumor e plasma
obtidas na data do diagndstico e antes do tratamento foram incluidas 131 pacientes
(137 pacientes HPV positivas no tumor, menos 6 pacientes que nao tiveram o
plasma pré-tratamento disponivel ou sem volume suficiente para a extracdo do
DNA), sendo 50 oriundas do ICESP e 81 do Hospital de Cancer de Barretos.

A média de idade das pacientes deste estudo foi de 52,5 anos (variando de
21 a 86 anos). As pacientes atendidas no ICESP apresentaram média de idade de
52,5 anos. Das pacientes atendidas no ICESP (21 a 84 anos), trés (6,0%) tinham
menos de 30 anos de idade. As pacientes de Barretos apresentaram meédia de
idade de 53,4 anos. Das pacientes atendidas no Hospital de Cancer de Barretos (31
a 86 anos), todas estavam acima dos 31 anos de idade.

O tipo histolégico do tumor foi definido por exame anatomo-patolégico e

obtido através de revisdo do prontuario médico. Vinte e quatro pacientes (18,3%)
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apresentavam adenocarcinoma (ADC) e 107 (81,7%) carcinoma de células
escamosas (CEC). A frequéncia de ADC no ICESP foi de 18,0%, no HC-Barretos
foi de 18,5%. A frequéncia de CEC no ICESP foi de 82,0%, no HC-Barretos foi de
81,5%.

Em relacdo ao estadiamento clinico, segundo FIGO temos 130 pacientes:
trés casos (2,3%) classificados como estadio IA, 19 (14,5%) 1B, nove (6,9%) 1B2,
sete (5,3%) IIA, 54 (41,2%) 11B-1IB2, sete (5,3%) IlIA, 17 (13,0%) 11IB, um (0,8%) I1IC
e nove (6,9%) IVA, quatro (3,1) IVB e um (0,8) sem estadiamento, pois foi a 6bito
antes da classificacdo. Para as pacientes do ICESP, temos dois casos (4,0%)
classificados como estadio IA, sete (14,0%) IB, sete (14,0%) IB2, quatro (8,0%) lIA,
15 (30,0%) 1IB-1IB2, quatro (8,0%) IlIA, seis (12,0%) IlIB e cinco (10,0%) IV-IVA.
Para Barretos temos um caso (1,2%) classificado como estadio IA, 12 (14,8%) IB-
IB1, dois (2,5%) IB2, trés (3,8%) IIA, 39 (48,8%) IIB-1IB2, trés (3,8%) A, 11
(13,8%) 11IB, um (1,25%) IlIC e quatro (4,9%) IVA, quatro (4,9%) IVB e um (1,2%)
sem estadiamento, pois foi a Obito antes da classificacdo. Os dados estéo
resumidos na Tabela 4.

Os tipos de tratamento para cancer cervical, aos quais as 137 pacientes do
estudo foram submetidas, séo: cirurgia, quimioterapia e radioterapia, podendo ser
combinados entre si. Passaram por: somente cirurgia, 10 pacientes (7,3%);
somente radioterapia, 18 (13,1%); somente quimioterapia, duas (1,5%);
quimioterapia + radioterapia, 77 (56,2%); cirurgia + radioterapia, cinco (3,7%) e
cirurgia + quimioterapia + radioterapia, 21 (15,3%). Das quatro pacientes que ndo
passaram por tratamento, de duas nao havia informacgéo e duas foram a 6bito antes

de iniciar o tratamento.



Tabela 4 - Caracteristicas da populacdo com andlise de DNA no plasma pré-

tratamento.

Caracteristicas da populagao com andlise de DNA no plasma pré-

N (total) 131
N com recidiva 34
N com persisténcia da 6
doenca
N sem recidiva/persisténcia 89
N s/info-recidiva 2
Idade média (variagéo) 52,5 (21-86)
anos
N %
Tipo de HPV
HPV 16 114 87,0
HPV 18 12 9.2
HPV 16 e 18 -] 3.8
Estadio FIGO
IA-IA1 3 23
1B-1B1 19 14,5
B2 9 6,9
HA-IIA1 7 53
B-182 54 41,2
A 7 5.3
ne 17 13,0
nc 1 0.8
IVA 9 6,9
v 4 3.1
s/estadio 1 0.8
Tipo Histologico
CEC 107 81,7
ADC 24 18,3
Tratamento primario
Cirurgia 9 6.9
Quimloterapia 2 1.6
Radloterapla 18 13,7
Cirurgia + Quimioterapia + 21 16,0
Radioterapia
Quimioterapia + 73 55,7
Radioterapia
Cirurgia + Radioterapia A 3.1
Nenhum 4 3.1
DNA HPV no plasma
Positivo 77 58,8
Negativo 54 41,2

*0 estadiamento era desconhecido em um caso
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5.4 Caracteristicas da populacdo na analise pés-tratamento

Seguiram para andalise da presenca de DNA de HPV em amostras de
plasma, apds o tratamento completo do cancer cervical, 110 pacientes. Das 137
pacientes selecionas para este estudo, em 22 pacientes nao foi possivel a coleta de
nenhuma amostra pos-tratamento (motivos como desisténcia do tratamento, nao
comparecimento a visita na data agendada, perda de seguimento da paciente,
retorno a cidade natal) e cinco pacientes faleceram antes do inicio do tratamento,
ou antes do inicio das coletas de seguimento. Das pacientes que foram a obito,
duas faleceram antes do inicio ou término do tratamento, duas pacientes vieram a
Obito apds a primeira coleta do pds-tratamento e uma néo teve nenhuma coleta no
pés-tratamento antecedendo o 6bito.

Das 110 pacientes que seguiram no estudo para a detec¢do de DNA de
HPV no plasma pdés-tratamento, 39 sdo provenientes do ICESP e 71 provenientes
do Hospital de Cancer de Barretos.

A média de idade das pacientes que entraram na analise de pés-tratamento
foi de 53,0 anos (variando de 21 a 86 anos). As pacientes atendidas no ICESP
apresentaram média de idade de 53,0 anos (21 a 83 anos). As pacientes de
Barretos apresentaram média de idade de 54,0 anos (31 a 86 anos).

O tipo histolégico do tumor foi definido por exame anatomo-patolégico e
obtido através de revisdo do prontuario médico. Dezenove (17,3%) apresentavam
adenocarcinoma (ADC) e 91 (82,7%) carcinoma de células escamosas (CEC). A
frequéncia de ADC no ICESP foi de 17,9%, no HC-Barretos foi de 16,6%. A
frequéncia de CEC no ICESP foi de 82,1%, no HC-Barretos foi de 83,3%.

Em relagdo ao estadiamento clinico segundo FIGO temos: trés casos (2,7%)
classificados como estadio IA, 26 (23,6%) 1B, cinco (4,5%) IIA, 48 (43,6%) IIB, cinco

(4,5%) IlIA, 14 (12,7%) 1lIB e 9 (8,2%) IV. Para as pacientes do ICESP temos dois
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casos (5,1%) classificados como estadio 1A, 11 (28,2%) IB, trés (7,7%) IlIA, 13
(33,3%) IIB, trés (7,7%) llIA, trés (7,7%) IlIB e quatro (10,3%) IV. Para Barretos
temos um caso (1,4%) classificado como estadio IA, 15 (21,1%) IB, dois (2,8%) IIA,
35 (49,3%) 11B, dois (2,8%) IlIA, 11 (15,5%) IIIB e cinco (7,0%) IV.

As amostras de pos-tratamento foram coletadas respeitando-se a agenda de
seguimento de cada paciente, por isso houve uma variacdo dos meses coletados
(podendo ser de dois em dois meses, trés em trés, ou quatro em quatro meses no
primeiro ano de seguimento), mas para facilitar o estudo, estabeleceram-se coletas
a cada trés meses no primeiro ano, de seis em seis meses no segundo e terceiro
ano. No total foram 131 amostras de tumor e plasma coletadas no pré-tratamento e
370 amostras apoés o término do tratamento (seis pacientes ndo tiveram amostra de
plasma de pré-tratamento disponivel), sendo uma média de trés coletas pos-
tratamento por paciente do estudo. O numero de amostras coletadas no pos-

tratamento estdo especificadas na Tabela 5 abaixo.

Tabela 5 — Quantidade de amostras coletadas pré e pds-tratamento e tempo de

coleta.
Pré- V2 V3 V4 V5
tratamento ] ) ] ;
V1 (apés 3 (apés6 (apdés9 (apos
meses) meses) meses) 12
meses)
Numero de amostras coletadas 131 83 74 72 61
V6 V7 V8 V9 V10
(apos (apos (apos (apos (apos
18 24 30 36 42

meses) meses meses) meses) meses)

NUmero de amostras coletadas 29 17 18 11 5
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5.5 Padronizacao da reacdo de PCR em tempo real para detec¢cédo de HPV-16 e

HPV-18 no plasma

A padronizacdo da Reacdo de PCR em tempo real especifica para HPV-16
e 18 teve inicio com a determinacdo da temperatura de anelamento. Foram
testadas cinco diferentes temperaturas de anelamento: 40°C, 45,4°C, 50,7°C, 56°C
e 59,8°C, em PCR convencional.

Observou-se que o melhor resultado obtido foi com as temperaturas de
anelamento entre 50°C e 56°C. Entdo optou-se por manter a temperatura a 55°C. A
concentracdo final ideal de iniciadores foi de 400nM.

Em seguida, testou-se a reagdo no sistema de PCR em tempo real
TagMan®, utilizando 55°C de temperatura de anelamento de iniciadores e 400nM
de concentracao final de iniciadores. A principio, o0 objetivo inicial era ter um
protocolo de amplificacdo Unico que servisse para os dois tipos de HPV, ou seja, a
mesma ciclagem para ambos os tipos de HPV. Observou-se que a reacgdo
comportou-se de maneira satisfatéria, para ensaio de PCR em tempo real,
especifica para ambos HPVs. Em seguida testamos as temperaturas de
anelamento de 50°C, 55°C e 60°C para os dois tipos, HPV-16 e HPV-18.
Verificamos ao final que a temperatura de anelamento que apresentou melhor
resultado (menor Ct) para HPV-16 foi a de 55°C e para HPV-18 foi a de 50°C.

Posteriormente, testou-se a concentracdo final de iniciadores ideal no
sistema de PCR em tempo real TagMan®. Foram testadas trés concentracdes de
iniciadores: 100nM, 200nM e 400nM. A concentracdo considerada ideal foi a de
400nM.

Por fim, iniciou-se a etapa de padronizacdo da concentracdo de sonda com
concentracdo de iniciadores constante (400nM). Foram testadas trés concentragcfes

de sonda: 200nM, 400nM e 600nM. Observou-se que as concentracdes ideais de
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sonda MGB no sistema TagMan® para as reagfes de HPV-16 e 18 eram
diferentes.

Assim, para a reacdo de amplificacdo ideal do sistema TagMan® do HPV-16
verificamos que a melhor concentracdo da sonda MGB HPV 16 E7 foi a de 200nM e
temperatura de anelamento de 55°C e para a reacdo de amplificacdo do HPV-18
verificamos que a melhor concentragcdo da sonda MGB HPV 18 E7 foi a de 400nM e
temperatura de anelamento de 50°C.

A ciclagem das reac¢fes consiste em: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 50°C ou 55°C por 1 minuto

e 60°C por 1 minuto.

5.5.1 Determinacéo da sensibilidade analitica

Apoés as condigbes das reacgOes terem sido determinadas, verificou-se o
limite de deteccdo das mesmas. O ensaio foi realizado utilizando DNA extraido de
células Caski e HeLa que foram analisados em 10 réplicas para cada ponto da
diluicdo seriada (cinco réplicas de cada uma das duas extragbes dos pontos da
curva), variando de 4,5 x 107 a 4,5 x 10! copias de HPV-16/mL no plasma e de 9,1 x
10° a 9,1 x 10 cépias de HPV-18/mL no plasma (Figuras 10 e 11).

A sensibilidade analitica das reac¢des foi determinada por andlise Probit,
para estabelecer o limite de deteccéo, considerando-se um intervalo de confianca
de 95%. A sensibilidade do teste para HPV-16 foi de 8.121,8 copias de HPV 16/mL
(valor minimo de 3.627,4 copias/mL e maximo de 91.672,0 cdpias/mL) e para HPV-
18 foi de 6.686,4 cépias de HPV 18/mL (valor minimo de 4.057,9 coOpias/mL e

maximo de 22.619,5 copias/mL).
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Figura 11 — Reta obtida através dos pontos da curva padrdo da PCR em Tempo

Real da regido E7 de HPV 18 para andlise de Probit.
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5.5.2 Determinacao da especificidade analitica

Para concluir a padronizacdo da reacao, a especificidade analitica da reacao

de PCR em tempo real padronizada para HPV-16 e HPV-18 foi testada com DNAs

extraidos das amostras de tumores, que continham diferentes tipos de HPVs (HPV-

16, 18, 31, 33, 35, 45, 58, 39, 73, 68, 6, 11, 42, 44 e 51) e com DNAs extraidos do

plasma de gestantes.

5.5.2.1 Plasma de gestantes

O primeiro teste foi realizado com 20 amostras de DNA extraido do plasma

de gestantes saudaveis, nas quais se espera ndo detectar a presenca do DNA

desses virus. Neste teste, todas as amostras foram negativas na reagdo de PCR

em Tempo Real, tanto para HPV 16 como para HPV 18 (Figuras 12 e 13).
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Figura 12 — Analise das curvas de amplificacdo da reacdo de PCR em Tempo Real

da regido E7 de HPV 16 para teste de especificidade com plasma de
gestantes.
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Figura 13 — Analise das curvas de amplificac@o da reacdo de PCR em Tempo Real
da regido E7 de HPV 18 para teste de especificidade com plasma de
gestantes.

5.5.2.2 DNA de HPV extraido de tumor

O segundo teste foi realizado com os DNAs de HPV extraidos de tumores,
todos a uma concentracdo entre 50ng/uL ou menor, 4gua (controle negativo), DNA
extraido de células Caski e Hela (controles positivos de cada reagdo) e plasma
negativo (controle da extracéo). Neste teste, algumas amostras contendo HPV de
outros tipos que ndo o HPV 16 e 18 amplificaram (HPV — 31, 33, 35, 39, 45, 52, 73,
6), mesmo que em Cts mais altos, na reagdo de PCR em Tempo Real para HPV-
16.

A reacdo de PCR em Tempo Real para HPV 18 ndo amplificou nenhum dos
outros tipos de HPV.

A fim de melhorar a especificidade da reacdo de HPV-16 foram feitos alguns
testes. Em todos os testes foram colocados todos os pontos da curva, agua,

controle positivo e plasma negativo.
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1° teste: Primeiro mudou-se a temperatura de anelamento. Retirou-se a
temperatura de anelamento de 55°C, na reacédo de PCR em Tempo Real para HPV-
16 e passou-se diretamente para 60°C a fim de tentar melhorar a especificidade de
hibridizacdo da sonda e iniciadores, sem com isso perder a sensibilidade. Porém,
obteve-se um leve aumento no Ct e algumas amostras continuaram a amplificar,
sem alterar os Cts dos pontos da curva.

2° teste: Manteve-se a mesma alteragdo (retirada da temperatura de
anelamento, 55°C) e diluiu-se todas as amostras a 5ng/uL. As amostras de HPV de
outros tipos, que ndo HPV-16, tiveram um aumento no Ct de amplificacdo, por
exemplo, uma amostra HPV-33 passou do Ct 29 para o Ct 32 ou HPV-39 do Ct 33
para Ct 36, porém, as amostras continuavam a amplificar.

3° teste: Tentou-se entdo um teste Touchdown PCR em tempo real que
parte de temperaturas mais altas, a fim de tentar melhorar a especificidade de
hibridizacdo da sonda e iniciadores. Os 40 ciclos da reacdo foram divididos em
duas partes: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguido de 15 ciclos de
95°C por 15 segundos e 65°C por 1 minuto + 25 ciclos de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto, com todas as amostras na concentracdo de 5ng/uL. Neste teste
amplificou-se apenas HVP-16 (Caski e amostra de tumor), porém perdeu-se a
sensibilidade (o limite deteccdo passou de 4,5 x 102 copias/mL para 4,5 x 10*
copias/mL).

4° teste: Foi realizado um teste Touchdown PCR em tempo real invertido,
trocando-se as temperaturas de 60°C e 65°C. Os 40 ciclos da reagdo foram
divididos em duas partes: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguido de 15
ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto + 25 ciclos de 95°C por 15
segundos e 65°C por 1 minuto, com todas as amostras na concentracdo de 5ng/uL.

Neste teste, também, amplificou-se apenas HVP-16 (Caski e amostra de tumor),
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porém, perdeu-se mais ainda a sensibilidade (s6 amplificou os pontos 4,5 x 10’
copias/mL e 4,5 x 10° cépias/mL).

5° teste: ApOs verificar que em temperaturas mais altas houve uma melhora
em relacdo a ndo amplificacdo dos outros tipos de HPV, foi testada a temperatura
de anelamento de 62,5°C, usando as amostras na concentracdo de 50ng/uL. Neste
teste somente dois tipos de HPV amplificaram, HPV 31 e 33, porém, perdeu-se na
sensibilidade, pois os pontos da curva s6 amplificaram até 4,5 x 10* copias/mL.

6° e 7° testes: Em uma reacao, foi acrescentado glicerol a 5% e na outra foi
acrescentado DMSO também a 5% ao mix da rea¢édo de PCR em Tempo Real com

volume final de 25 pL, porém ndo houve mudancas significativas.

5.6 Determinacéo e quantificagdo de HPV-16 e HPV-18 no plasma de mulheres

com cancer no colo do utero

Para determinar a presenca de DNA de HPV no plasma descongelou-se
uma aliquota de um mL, a qual foi centrifugada a 16.000xg por 10min para
separacao dos restos celulares e foram extraidos DNA de duas aliquotas de 400uL
para cada amostra, pelo sistema iPrep (Invitrogen, USA). Posteriormente, a
duplicata de cada extracao foi submetida a reacdo de PCR em tempo real
padronizada para detec¢cdo do DNA livre-circulante de HPV. Todas as amostras,
pontos da curva e controles de extracdo (plasma negativo) foram pipetados em
triplicata de cada uma das duas extracdes, totalizando seis réplicas e os controles
negativos (aAgua) e controles positivos (Caski e Hela) foram pipetados em duplicata

(Figuras 14 e 15).
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Delta Rn vs Cycle
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Figura 14 — Analise das curvas de amplificacéo da reacdo de PCR em Tempo Real
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da regido E7 de HPV 18 para quantificagdo (HelLa, pontos da curva e
amostra positiva).

Delta Rn vs Cycle
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Figura 15 — Analise das curvas de amplificacdo da reacdo de PCR em Tempo Real

da regido E7 de HPV 16 para quantificacdo (Caski, pontos da curva e
amostras positivas).
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5.6.1 Analise de DNA HPV no plasma pré-tratamento

Das 131 amostras de plasma pré-tratamento (momento do diagnéstico), 77
(58,8%) foram positivas para DNA de HPV no plasma e 54 (41,2%) foram negativas
(Tabela 4). Analisando-se por tipo de HPV temos: 68 plasmas positivos (57,1% -
68/119) e 51 negativos (43,0% - 51/119) para HPV-16, nove plasmas positivos
(53,0% - 9/17) e oito negativos (47,0% - 8/17) para HPV-18. Para as cinco
pacientes que tiveram tumor positivo para HPV 16 e 18, duas apresentaram plasma
negativo para DNA de ambos os tipos (40,0%) e trés foram negativas para DNA de
HPV-16 mas positivas para DNA de HPV-18 (60,0%) (Tabela 8).

Em relacdo ao estadio da doenca foi observada uma tendéncia ao aumento
da positividade de DNA no plasma com o avango do estadio do tumor ou gravidade
da doenca (FIGO): | — 45,2% (14/31), Il — 52,5% (32/61), Il — 80,0% (20/25) e IV —
76,9% (10/13) (Tabela 8). O teste de Fischer mostrou uma diferenca
estatisticamente significativa em relacdo a positividade para DNA de HPV e
estadiamento da doenca (p=0,0189). Quando comparados entre si, encontrou-se
uma diferenca estatisticamente significativa entre os estadios I-lll (p=0,01276) e II-
Il (p=0,02774).

Analisando-se a positividade de DNA de HPV no plasma em relag&o ao tipo
histolégico encontrou-se associacdo entre estas duas variaveis (p=0,023), com
mais amostras positivas para carcinoma de células escamosas (CEC), 68 positivas
em 107 pacientes com CEC (63,6%) e 9 positivas em 24 com ADC (37,5%)
(Tabela 8).

Para o tipo de HPV (16 ou 18) e a positividade no plasma n&o houve
associacao estatisticamente significativa (p=0,797), com 59,6% para HPV-16, 50%

para HPV-18 e 60% para HPV-16 €18 (Tabela 8).
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A carga viral de HPV no plasma pré-tratamento variou de 204 copias/mL a
2.500.000 copias/mL. Quando comparadas carga viral e as carateristicas
histopatolégicas ndo se encontrou associacdo estatisticamente significativa em
relacdo ao estadiamento e tipo histolégico (p=0,572 e p=0,090), mas em relacéo ao
tipo de HPV, encontrou-se diferencas significativas entre HPV-16 e HPV-18, com
maiores cargas virais para HPV-16 (p<0,001).

A média e mediana das cargas virais foram calculadas em cada coleta (pré
e pos-tratamento) no total e também separadas por tipo de HPV. A média das
cargas virais no pré-tratamento foi de 72.087,2 cépias de HPV/mL e a mediana foi

de 3.644,8 copias de HPV/mL. Os dados estdo compilados nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 — Célculo da média e mediana das cargas virais de HPV no plasma em

cada coleta.
Média Mediana Desvio padrdo Minimo Maximo
Coleta 1 (Pré) 72087,2025 3644,8100| 297653,51263 204,00 | 2500000,00
Coleta 2 (P6s) 52169,5100 2804,8000| 160968,45055 683,21 537435,20
Coleta 3 (P6s) 45537,2842 8407,0000| 125922,36452 629,80 444413,30
Coleta 4 (P6s) 4958,3146 2585,4000 6741,17342 1009,70 25464,00
Coleta 5 (P6s) 5663,5125 3474,5000 5896,02949 930,90 19012,30
Coleta 6 (P6s) 9041,6517 8392,1000 5544,27300 610,80 16071,07
Coleta 7 (P6s) 40890,9000 17129,5000 61676,61105 451,20 147603,30
Coleta 8 (Pds) 44974,0000 44974,0000 44974,00 44974,00
Coleta 9 (Pds) 12651,5300 12651,5300 12651,53 12651,53
Coleta 10 (Pos) 2817,6000 2817,6000 2817,60 2817,60
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Tabela 7 — Célculo da média e mediana das cargas virais por tipo de HPV no
plasma em cada coleta.

Tipo de
HPV
Média Mediana Desvio padrédo Minimo Maximo

Coleta 1 81487,3351 4943,3750| 315802,75664 391,20 | 2500000,00
Coleta 2 56573,3810 2426,6000 | 168975,69580 683,21 537435,20
Coleta 3 52869,0600 8407,0000| 137897,33548 629,80 444413,30
Coleta 4 5177,2682 2027,4000 7357,06698 1009,70 25464,00
Coleta 5 6146,1333 3418,7500 6791,25773 930,90 19012,30
Coleta 6 9366,4275| 10391,9200 7061,50321 610,80 16071,07
Coleta 7 41445,2750 8863,3000 71203,62999 451,20 147603,30

HPV 16 | Coleta 8 44974,0000 | 44974,0000 44974,00 44974,00
Coleta 9 12651,5300| 12651,5300 12651,53 12651,53
Coleta 10 2817,6000 2817,6000 2817,60 2817,60
Coleta 1 1063,9778 324,9000 1046,58971 204,00 2917,90
Coleta 2 8130,8000 8130,8000 8130,80 8130,80
Coleta 3 8878,4050 8878,4050 7381,62204 3658,81 14098,00
Coleta 4 3754,0700 3754,0700 793,04854 3193,30 4314,84
Coleta 5 4215,6500 4215,6500 2673,21719 2325,40 6105,90
Coleta 6 8392,1000 8392,1000 1683,62125 7201,60 9582,60
Coleta 7 38673,4000 | 38673,4000 38673,40 38673,40

HPV 18 Coleta 8
Coleta 9
Coleta 10
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Tabela 8 — Distribuicdo do DNA de HPV em amostras de plasma de pacientes com
cancer cervical dentro das caracteristicas clinicas e histopatolégicas das
137 pacientes estudadas.

Caracteristicas Numero de pacientes positivos para DNA de HPV (%)

Pré-Tratamento Pés-Tratamento (pelo menos
uma amostra positiva)

Estadio* Valor de P

FIGO | 14 (45,2) 2(6,7)

FIGO Il 32 (52,5) P=0 02 11 (20,4)

FIGO llI 20 (80,0) ' 10 (52,6)

FIGO IV 10 (76,9) 7 (77,8)

Tipo Histoldgico

CEC 68 (63,6) B 26 (28,0)

ADC 9375 P=0.02 4010

Tipo de HPV no tumor

HPV 16 68 (59,6) 25 (25,0)

HPV 18 6 (50,0) P=0,79 4 (50,0)

HVP 16 e 18 3 (60,0) 1(25,0)

Idade

<50 35 (56,5) 13 (25,5)

50-70 32 (64,0) 12 (25,5)

>50 10 (52,6) 5(33,3)

Recidiva* 19 (55,9) 19 (59,4)

Persisténcia 12 (85,7) 3 (100)

Sem recidiva ou persisténcia 46 (54,8) 5(6,7)¢

Tratamento

Quimioterapia 59 (61,5) 23 (28,0)

Radioterapia 70 (60,3) P>0.05 27 (26,7)

Cirurgia 16 (47,5) ' 5(15,1)

Nenhum 4 (100) 0* (0)

*O estadio era desconhecido em um caso

*Q status recidiva era desconhecido em dois casos

* Os quatro casos sem nenhum tratamento ndo tiveram nenhuma amostra de pés-
tratamento, por ndo terem chegado a iniciar o tratamento.

&Somente 3 das 14 pacientes com persisténcia da doenca tiveram coleta pés-
tratamento, as restantes ndo tiveram nenhuma coleta pos-tratamento.

+Somente 75 das 88 pacientes sem recidiva tiveram coleta p6s-tratamento.
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A analise da sobrevida global das pacientes em relagéo a presenca de DNA
de HPV no plasma pré-tratamento foi possivel em 102 amostras, sendo 46 6bitos

no total, segundo a Tabela 9.

Tabela 9 — Distribuicdo do numero de pacientes que foram a 6bito em relacéo a
presenca de DNA de HPV no plasma pré-tratamento.

| ) Censurados
DNA HPV no plasma pre- N total N 6bitos (vivos)
tratamento
N %
Negativo 41 10 31 75,6%
Positivo 61 36 25 41,0%
Total 102 46 56 54,9%

A andlise da sobrevida global em relagdo a presenca de DNA de HPV no
plasma pré-tratamento mostrou que existem diferencas estatisticamente
significativas entre as curvas de sobrevida global, segundo a presenca ou auséncia
de DNA de HPV no plasma pré-tratamento (p<0,001). O gréafico 1 mostra que as
pacientes que foram positivas para DNA de HPV no plasma pré-tratamento tiveram
menor tempo de sobrevida global, em anos, em relacdo as que foram negativas. A
curva na cor verde representa as pacientes positivas e na cor azul representa as
negativas para DNA de HPV no plasma pré-tratamento. A média do tempo de
sobrevida no total foi de 4,5 anos (3,9 — 5,2 anos), sendo de 2,6 anos (2,2 — 3,1
anos) para as positivas e 6,0 anos (5,3 — 6,8) para as negativas. A mediana do

tempo de sobrevida no total foi de 4,2 anos (Gréfico 1).
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Gréfico 1 — Probabilidade de sobrevida acumulada X tempo de sobrevida global das
pacientes em relacéo a presenca ou auséncia de DNA de HPV no
plasma pré-tratamento.

HPY DMA no
plasma pré-
tratamento

=L egativo

=i PPositivo

—t— Megativo-censurado
—t— Posttivo-censurado

Probabilidade de sobrevida acumulada
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p<0,001

Tempo de sobravida global (anos)
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O tempo livre de doenca, que corresponde ao periodo compreendido entre o
término do tratamento e o reaparecimento da doenca ou a recidiva também foi

calculado para 102 pacientes, sendo 43 casos (Tabela 10).

Tabela 10 — Distribuicdo do numero de pacientes que tiveram recidiva ou
persisténcia da doenca em relacdo a presenca de DNA de HPV no
plasma pré-tratamento.

DONA de HPV I ) N d Censurados (sem
e no plasma pré- N Total € doenca)
tratamento eventos
N %
Negativo 42 14 28 66,7%
Positivo 60 29 31 51,7%
Total 102 43 59 57,8%

Os dados permitem concluir que existem diferencas entre as curvas de
sobrevida livre de doenca entre as pacientes, segundo a presenca ou auséncia de
DNA de HPV no plasma pré-tratamento (p=0,019). O grafico 2 mostra que as
pacientes que foram positivas para DNA de HPV no plasma pré-tratamento tiveram
menor tempo livre de doenca, em anos, em relacdo as que foram negativas. A
curva na cor verde representa as pacientes positivas e na cor azul representa as
negativas para DNA de HPV no plasma pré-tratamento. A média do tempo livre de
doenca no total foi de 2,9 anos (2,5 — 3,3 anos), sendo de 2,3 anos (1,9 — 2,8 anos)
para as positivas e 3,4 anos (2,9 — 3,9) para as negativas. A mediana do tempo

sem a doenca foi de 1,9 anos para as positivas (Gréfico 2).
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Gréfico 2 — Probabilidade livre de doenca X tempo livre de doenca das pacientes
em relacdo a presenca ou auséncia de DNA de HPV no plasma
pré-tratamento.
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5.6.2 Anélise de DNA HPV no plasma pés-tratamento

Das 110 pacientes que seguiram para o estudo de DNA de HPV no plasma
de seguimento, considerando-se pelo menos uma amostra coletada, 30 (27,3%)
foram positivas para DNA de HPV no plasma em pelo menos uma das coletas de
seguimento e 80 (72,7%) foram negativas. Os dados das pacientes positivas para
DNA de HPV no plasma pés-tratamento estdo especificados nas Tabelas 11, 12 e

13.
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Tabela 11 — Quantidade de amostras de pacientes negativas no pés-tratamento.

Pacientes negativas no Pés-tratamento (todas as amostras sdao negativas) = 80

Positivas no Pré-Tratamento 32

Negativas no Pré-Tratamento 45

*trés pacientes ndo tiveram coleta de plasma pré-tratamento

Tabela 12 — Quantidade de amostras de pacientes positivas no pés-tratamento.

Pacientes positivas no pds-tratamento (pelo menos uma amostra positiva) = 30

Positivas no Pré-Tratamento 25

Negativas no Pré-Tratamento 4

*uma paciente ndo teve coleta de plasma pré-tratamento

Houve uma concordancia fraca entre o do DNA de HPV no plasma pré e
pos-tratamento (k=0,343). Quatro pacientes ndo entraram na analise, pois nao

tiveram coleta de plasma pré-tratamento (Tabela 13).

Tabela 13 — Correlacao entre presenca de DNA de HPV no plasma pré e
pés-tratamento.

HPV DNA plasma
pés-tratamento Total
Negativo | Positivo
HPV DNA plasma Negativo n 45 4 49
pré-tratamento % 42 5% 3,8% 46,2%
Positivo n 32 25 57
% 30,2% 23,6% 53,8%
Total n 77 29 106
% 72,6% 27,4% 100,0%
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Ao analisarmos as cinco pacientes que foram positivas para ambos 0s tipos
de HPV (16 e 18) no tumor, verificamos que trés delas foram positivas apenas para
DNA de HPV-18 no plasma pré-tratamento, as outras duas foram negativas para
ambos os tipos de HPV. Curiosamente, das coletas de pds-tratamento, a Unica
paciente que tornou-se positiva para DNA de HPV no plasma foi positiva apenas
para HPV-18, sendo que a mesma havia sido positiva no plasma pré-tratamento.
Trés se mantiveram negativas para DNA de HPV de ambos os tipos no plasma de
pés-tratamento (duas foram negativas no plasma pré-tratamento e uma foi positiva)
e uma, infelizmente, ndo teve nenhuma coleta de plasma pds-tratamento (sendo
positiva no plasma pré-tratamento).

Para verificar se havia algum tipo de relacdo entre a presenca de DNA de
HPV no plasma pés-tratamento e a modalidade de tratamento a qual as pacientes
foram submetidas, testes qui-quadrado de Pearson foram realizados para cada tipo
de modalidade individual, ou seja, somente quem foi tratada com quimioterapia,
radioterapia ou cirurgia, e também foram realizados testes para as modalidades
individuais ou combinadas (cirurgia, quimioterapia, radioterapia, cirurgia +
radioterapia, quimioterapia + radioterapia e cirurgia + quimioterapia + radioterapia.
N&o se observou associacdo significativa entre a presenca de DNA de HPV no
plasma pés-tratamento e as modalidades individuais ou combinadas realizadas

(p=0,622), radioterapia (p=0,726), quimioterapia (p=0,684) e cirurgia (p=0,085).
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A analise da sobrevida global das pacientes em relagéo a presenca de DNA
de HPV no plasma pés-tratamento foi possivel em 83 amostras, sendo 29 6bitos no

total, segundo a Tabela 14.

Tabela 14 — Distribuicdo do niumero de pacientes que foram a 6bito em relacéo a
presenca de DNA de HPV no plasma pds-tratamento.

HPV DNA plasma pos-tratamento Total N Obitos Censurado
N %
Negativo 54 7 47 87,0%
Positivo 29 22 7 24,1%
Total 83 29 54 65,1%

O calculo de sobrevida global das pacientes de pés-tratamento revelou que
existe diferenca entre as curvas de sobrevida global entre as pacientes segundo a
presenca ou auséncia de DNA de HPV no plasma poés-tratamento (p<0,001). O
grafico 3 mostra que as pacientes que foram positivas para DNA de HPV no plasma
pés-tratamento tiveram menor tempo de sobrevida global, em anos, em relacdo as
que foram negativas. A curva na cor verde representa as pacientes positivas e na
cor azul representa as negativas para DNA de HPV no plasma pés-tratamento. A
média do tempo de sobrevida no total foi de 5,2 anos, sendo de 2,5 anos para as
positivas e 6,7 anos para as negativas. A mediana do tempo de sobrevida das
pacientes positivas para DNA de HPV no plasma pos-tratamento foi de 2,6 anos

(Gréfico 3).
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Gréfico 3 — Probabilidade de sobrevida acumulada X tempo de sobrevida global das
pacientes em relacéo a presenca ou auséncia de DNA de HPV no
plasma apés o tratamento.
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O numero de pacientes que entraram para a analise do tempo livre de
doenca em relagdo a presenca de DNA de HPV no plasma de pos-tratamento

encontra-se detalhado na Tabela 15.
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Tabela 15 — Distribuicdo do niumero de pacientes que entraram para a analise do
tempo livre de doenca em relacéo a presenca de DNA de HPV no
plasma pés-tratamento.

DNA de HPV no plasma pés- Censurados (sem
tratamento doenca
N de ¢a)
N Total eventos N %
Negativo 58 12 46| 79,3%
Positivo 30 23 7| 23,3%
Total 88 35 53| 60,2%

O tempo livre de doenga nas amostras de poés-tratamento foi calculado em
88 pacientes, sendo 35 casos de recidiva/persisténcia da doenca.

Observou-se diferenca significativa na sobrevida livre de doenga entre as
pacientes, segundo a presenca ou auséncia de DNA de HPV no plasma pés-
tratamento (p<0,001). O grafico 4 mostra que as pacientes que foram positivas para
DNA de HPV no plasma pos-tratamento tiveram menor tempo livre de doenga, em
anos, em relacdo as que foram negativas. A média do tempo livre de doenca no
total foi de 3,1 anos (2,7 — 3,5 anos), sendo de 1,3 anos (1,0 — 1,6 anos) para as
positivas e 3,9 anos (3,5 — 4,2) para as negativas. A mediana do tempo sem a

doenca foi de 1,2 anos para as positivas (Gréfico 4).
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Gréfico 4 — Probabilidade livre de doenca X tempo livre de doenca das pacientes
em relacdo a presenca ou auséncia de DNA de HPV no plasma
pos-tratamento.
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5.6.3 Recidivas e persisténcia da doenca

Numa analise geral das 137 pacientes com cancer cervical analisadas no
estudo, 48 (35,3%) reapresentaram a doenca (recidiva ou persisténcia da doenca)
sendo que 34 tiveram recidiva da doengca (25%) e 14 tiveram
persisténcia/progresséo da doenga (10,3%). Estavam livres da doenga até o final da
coleta das informacdes 88 pacientes (64,7%) e uma ndo se tinha informacédo sobre

0 status da paciente.
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Como nao foi possivel ter a coleta de seguimento de todas as pacientes
deste estudo, a fim de facilitar a analise de recidiva e persisténcia, levamos em
consideracdo somente as pacientes que tiveram coleta de pré e pos-tratamento.
Sendo assim, de 29 pacientes que apresentaram recidiva ou persisténcia da
doenca e ambas as coletas de plasma pré e pés-tratamento, 17 foram positivas
para DNA de HPV no momento do diagndstico (58,6% - 17/29) e 19 foram positivas
em pelo menos uma amostra de pos-tratamento (65,5%-19/29). Das 17 pacientes
com recidiva/persisténcia e positivas para DNA de HPV no plasma pré-tratamento,
15 voltaram a ter o DNA de HPV detectavel no plasma em pelo menos uma das
coletas de seguimento e duas se mantiveram negativas para DNA de HPV no
plasma até a ultima coleta.

Dentre as 48 pacientes com recidiva/persisténcia analisadas, 31 foram a
Obito, 11 continuavam vivas até o fim do seguimento e seis ndo se tinha o status da
paciente em relacdo a sobrevida.

Das 14 pacientes, dentre as 137 do estudo, que apresentaram persisténcia
da doenca, somente trés tiveram coletas pos-tratamento e todas as trés foram
positivas para DNA de HPV tanto no plasma pré-tratamento como no poés-
tratamento. Somente uma das pacientes que teve persisténcia da doenca e que foi
positiva para DNA de HPV no plasma encontrava-se viva até o final do seguimento
do estudo, todas as outras foram a Obito. A maioria das pacientes com persisténcia
da doenca foi a 6bito dentro de dois meses do término do tratamento, por isso nao
foi possivel a coleta de seguimento.

A Unica paciente que nédo tinha informacéo sobre recidiva (sim ou nao) foi
negativa para DNA de HPV no plasma pré-tratamento e em todas as coletas de
pés-tratamento e encontrava-se viva até o final do seguimento.

Para avaliar a associacdo entre recidiva ou persisténcia da doenca e

presenca de DNA de HPV no plasma pré-tratamento foram incluidas 130 pacientes,
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pois seis delas ndo se tinha a coleta de pré-tratamento e uma ndo se tinha
informacéo a respeito do status da paciente em relacéo da recidiva.
A tabela 16 abaixo contém as informagfes da correlacao entre recidiva ou

persisténcia da doenca e presenca de DNA de HPV no plasma pré-tratamento.

Tabela 16 — Correlacao entre recidiva ou persisténcia da doenca e presenca de
DNA de HPV no plasma pré-tratamento.

HPV DNA no plasma
pré-tratamento
Negativo | Positivo Total
Recidiva ou Sem recidiva ou N 38 46 84
persisténcia da persisténcia % 71,7% 59,7% 64,6%
doenca
Recidiva ou N 15 31 46
persisténcia % 28,3% 40,3% 35,4%
Total N 53 77 130
% 100,0% 100,0% 100,0%

N&o houve associacdo estatisticamente significante entre a presenca de
DNA de HPV no plasma pré-tratamento e a recidiva ou persisténcia da doenca
(p=0,161), ou seja, ter o plasma positivo no pré-tratamento ndo esta associado a
recidiva da doenca.

Para avaliar a associagdo entre recidiva ou persisténcia da doenca e
presenca de DNA de HPV no plasma pds-tratamento foram incluidas 110 pacientes,
pois 26 delas ndo se tinha a coleta de poés-tratamento e uma nao se tinha
informacé&o a respeito do status da paciente em relagéo a recidiva. As informacdes

estao resumidas na Tabela 17.
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Tabela 17 — Correlacdo entre recidiva ou persisténcia da doenca e presenca de
DNA de HPV no plasma pés-tratamento.

HPV DNA plasma po6s-
tratamento Total
Negativo | Positivo
Recidiva ou Sem recidiva ou n 68 7 75
gg;snlztfnma da persisténcia % 85.0% 23,3% 68,2%
Recidiva ou n 12 23 35
ersisténcia
persistenc % 150% | 76,7% | 31,8%
Total n 80 30 110
% 100,0% 100,0% 100,0%

Os dados amostrais permitem concluir que existe uma associagéo
estatisticamente significante entre a presenca de DNA de HPV no plasma poés-
tratamento e a recidiva ou persisténcia da doenca (p<0,001), ou seja, a presenca
de DNA de HPV positivo no plasma do pos-tratamento esta associado ao
aparecimento de recidiva da doenca e a auséncia do DNA de HPV no plasma apos
o0 tratamento esta associado a auséncia de recidiva.

Das 48 pacientes que reapresentaram a doenga, o célculo do tempo em
dias, em que o teste de DNA de HPV no plasma foi positivo antes da data do
diagndstico clinico da doenca, foi possivel em 16 pacientes com recidiva e duas
com persisténcia da doenca, pois 18 pacientes ndo tinham nenhuma coleta pos-
tratamento, uma foi a 6bito antes da primeira coleta, sete se mantiveram negativas
em todas as amostras de seguimento e quatro tiveram amostras pés-tratamento
positivas somente com data posterior a do diagnéstico clinico da doenca. O DNA de
HPV no plasma foi positivo até 460 dias antes da data do diagndstico clinico da

doenca (média de 180 dias, variando de 6 — 460 dias).
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O curso da presenca do DNA de HPV no plasma de cinco pacientes
individuais, sendo de trés pacientes que tiveram recidiva, um com persisténcia ou
progressao da doenga e um com remissao completa apos o tratamento é mostrado
nas Figuras 16, 17, 18, 19 e 20.

No caso 79, a paciente foi positiva para DNA de HPV no plasma pré-
tratamento (carga viral — cvl = 2.153,2 copias de HPV16/mL), estadiamento IB1,
tipo histolégico CEC, 53 anos. O tratamento terminou 300 dias apds o diagndstico
inicial da doenca. A primeira coleta pds-tratamento (cv2) foi negativa 85 dias apos o
término do tratamento. A partir da segunda (cv3), terceira (cv4) e quarta (cv5)
coletas a paciente se manteve positiva para DNA de HPV no plasma apés 211 dias,
239 dias e 363 dias do término do tratamento, respectivamente (cv3 = 846,8
copias/mL, cv4 = 1.068,3 coOpias/mL e cvb = 2.213,9). A recidiva clinica foi
detectada em 662 dias ap6s o fim do tratamento, portanto o DNA de HPV no
plasma foi positivo em 451 dias antes do tempo de diagndstico clinico da recidiva
neste caso. A presenca do DNA de HPV no plasma foi detectada um ano e trés
meses antes do aparecimento clinico da doenca (Figura 16).

No caso 98, a paciente foi positiva para DNA de HPV no plasma pré-
tratamento (carga viral — cvl = 1.296,8 copias de HPV 18/mL), estadiamento 1B,
tipo histolégico ADC, 33 anos. O tratamento terminou 102 dias apés o diagndstico
inicial. A primeira coleta pés-tratamento (cv2) foi negativa 45 dias apés o término do
tratamento e a segunda coleta (cv3) também foi negativa ap6s 108 dias do final do
tratamento. A partir da terceira coleta a paciente tornou-se positiva para DNA de
HPV no plasma apés 220 dias do término do tratamento (cv4 = 4.314,8 copias/mL).
A recidiva clinica foi detectada em 226 dias apos o fim do tratamento, portanto o
DNA de HPV no plasma foi positivo em 6 dias antes do tempo de diagndstico clinico

da recidiva, neste caso. A presenca do HPV no plasma foi detectada muito proxima
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ao tempo da deteccdo clinica da doenca e o 6bito se deu apos 548 dias do
diagndstico inicial da doenca (Figura 17).

No caso 128, a paciente foi positiva para HPV-16 e 18 no tumor e positiva
apenas para DNA de HPV-18 no plasma pré-tratamento (carga viral — cvl = 204,0
copias de HPV 18/mL), estadiamento IIB, tipo histolégico CEC, 69 anos. O
tratamento terminou 128 dias apos o diagnostico inicial. A primeira coleta pos-
tratamento (cv2) foi negativa para ambos os tipos, 52 dias apds o término do
tratamento e a segunda coleta (cv3) também foi negativa para ambos os tipos, apés
139 dias do final do tratamento. A partir da terceira (cv4), quarta (cv5) e quinta (cv6)
coletas a paciente tornou-se positiva apenas para DNA de HPV-18 no plasma apds
265 dias, 361 dias e 454 dias do término do tratamento, respectivamente (cv4 =
3.193,3 copias/mL, cvb = 6.105,9 copias/mL, cv6 = 7.201,6 cbpias/mL). A recidiva
clinica foi detectada em 518 dias ap6s o fim do tratamento, portanto o DNA de HPV
no plasma foi positivo em 253 dias antes do tempo de diagnéstico clinico da
recidiva neste caso. A presenca do HPV no plasma foi detectada em oito meses e
meio antes do tempo da detecc¢éo clinica da doenca (Figura 18).

No caso 135, a paciente foi positiva para DNA de HPV no plasma pré-
tratamento (carga viral — cvl = 45.269,9 copias de HPV 16/mL), estadiamento IVA,
tipo histolégico CEC, 66 anos. O tratamento terminou 314 dias apés o diagndstico
inicial. A primeira coleta pOs-tratamento foi positiva 24 dias ap6s o término do
tratamento (cv2 = 537.435,2). A persisténcia e progressao clinica foram detectadas
em 26 dias apo6s o fim do tratamento. A presenca do HPV no plasma confirmou a
persisténcia clinica da doenca. A paciente foi a 6bito em 74 dias apds o final do
tratamento, ou seja, a sobrevida correspondeu a um ano apés o diagnostico do
tumor em estadio avancado (Figura 19).

No caso 83, a paciente foi positiva para DNA de HPV no plasma pré-

tratamento (carga viral — cvl = 31090,6 cOpias de HPV 16/mL), estadiamento 1B,
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tipo histologico CEC, 36 anos. O tratamento terminou 114 dias apés o diagnostico
inicial. Todas as cinco coletas pdés-tratamento (cv2, cv3, cv4, cvb e cv6) foram
negativas apés 54 dias, 139 dias, 265 dias, 383 dias e 495 dias do término do
tratamento, respectivamente. Esta paciente apresentou remissdo completa da

doenca apdés o tratamento primario (Figura 20).

A Caso 79 * p recidiva foi detectada em 662 dias pos-tratamenta
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Figura 16 — Seguimento longitudinal do DNA de HPV no plasma de paciente com
céncer cervical que apresentou recidiva do tumor (Caso 79). FT, final
do tratamento; R, recidiva.

*A recidiva representada na figura 8 estd apenas de forma ilustrativa, pois o tempo de
seguimento termina em 700 dias, a posi¢céo correta € em 962 dias de seguimento.
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Figura 17 — Seguimento longitudinal do DNA de HPV no plasma de paciente com

cancer cervical que apresentou recidiva do tumor (Caso 98). FT, final
do tratamento; R, recidiva; O, ébito.
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Figura 18 — Seguimento longitudinal do DNA de HPV no plasma de paciente com

cancer cervical que apresentou recidiva do tumor (Caso 128). FT, final
do tratamento; R, recidiva.
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Caso 135 * 0 ébite em 388 dias
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Figura 19 — Seguimento longitudinal do DNA de HPV no plasma de paciente com
cancer cervical que apresentou persisténcia da doenca durante
tratamento primario (Caso 135). FT, final do tratamento; R, recidiva;

O, obito.
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Figura 20 — Seguimento longitudinal do DNA de HPV no plasma de paciente com
cancer cervical que apresentou remissao completa da doenca apés o

tratamento primério (Caso 83). FT, final do tratamento.
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6 DISCUSSAO

O céancer cervical permanece entre 0s principais canceres responsaveis pela
morte de mulheres no mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento.
Apesar de ser um tipo de cancer que, quando detectado precocemente, é passivel
de tratamento e cura de acordo com o estadio clinico, algumas mulheres
apresentam o reaparecimento da doenga ou falha no tratamento, os quais nem
sempre sdo detectados precocemente, diminuindo as chances de cura e a

sobrevida da paciente.

Marcadores tumorais, especialmente quando sensiveis e especificos, sdo de
grande valor no manejo de pacientes com cancer. Varios trabalhos tém
demonstrado evidéncias da ocorréncia de DNA viral, como um DNA originado do
tumor, na circulagdo de pacientes com tumores primarios causados por infec¢éo
viral, como no caso do carcinoma de nasofaringe, causado pelo EBV, cancer
cervical e carcinoma de orofaringe, ambos associados a infec¢cdo por HPV e

carcinoma hepatocelular, causado pelo HBV(1: 12. 66, 88, 90, 91, 96-105, 108, 110, 124)

No caso de pacientes com carcinoma de nasofaringe, a detecgdo do DNA
de EBV no soro tem demonstrado ser um excelente marcador tumoral no
seguimento destes pacientes com significante elevacdo da carga viral no soro, com
deteccdo de até 6 meses antes da manifestacdo clinica em pacientes que

subsequentemente desenvolvem recidiva do tumor®2 124),

Baseado nestas evidéncias, o presente estudo teve por objetivo verificar a
presenca de DNA de HPV no plasma de mulheres no momento do diagndstico de
cancer cervical e apos o término do tratamento, através de um teste de PCR em

Tempo Real tipo especifico para os tipos de HPV mais prevalentes em tumores, 0s
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HPVs-16 e 18, e concluiu-se que o teste de DNA plasmético padronizado
apresentou importante capacidadepara ser utilizado como um marcador tumoral

precoce de recidiva de cancer cervical.

Neste estudo, o DNA de HPV em amostras de plasma obtidas no momento
do diagndstico (pré-tratamento) foi detectado em 77 de 131 (58,8%) pacientes com
cancer cervical, investigadas usando o teste de PCR Real Time HPV tipo-especifico
padronizado. A presenca de DNA de HPV no plasma por tipo de HPV foi de 57,1%

para HPV-16 e 52,9% para HPV-18.

Gnanamony e colaboradores®) também analisaram a presenca de DNA de
HPV no plasma pré-tratamento por tipo de HPV e encontraram taxa de deteccéo
parecida para HPV-16 (56,4%), porém, menor para HPV-18 (20%) e com isso
guestionaram se este era um fendbmeno bioldgico ou se era devido ao baixo nimero
de mulheres com HPV-18 no tumor (n=20), comparadas com as que tinham HPV-

16 (n=94) recrutadas para o estudo.

Liu e colaboradores®® encontraram 17,5% de amostras positivas para DNA
de HPV-16 e 2,5% de amostras positivas para HPV-18 no plasma. Arias e cols(105)
encontraram 57,7% de amostras positivas para DNA de HPV-16 e 100% de
amostras positivas para HPV-18 no plasma. Jaberipour et al.?" encontraram 5%
de amostras positivas para DNA de HPV-16 e 18,5% de amostras positivas para
HPV-18 no plasma e, para justificar esta diferenca levaram em consideragéo o fato

de o HPV-18 ser o tipo mais frequente nos pacientes do sul do Ira.

O que podemos observar com 0s nossos resultados é que, mesmo com um
namero menor de amostras de pacientes positivas para HPV-18 no tumor (n=17)
em relacdo as positivas para HPV-16 (n=119), a deteccao de DNA de HPV-18 no

plasma pré-tratamento foi semelhante & positividade para HPV-16, mostrando que
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outros fatores, além de um fenémeno biolégico e numero amostral, podem estar

envolvidos, assim como fatores pré e pos-analiticos.

Curiosamente, ao analisarmos as cinco pacientes que foram positivas para
HPV-16 e 18 no tumor deste estudo, verificamos que todas as trés que tiveram a
presenca de DNA de HPV no plasma pré-tratamento foram positivas apenas para
HPV-18. Das trés, apenas uma voltou a ser positiva no plasma poés-tratamento,
sendo que o Unico tipo presente foi o HPV-18. Uma das pacientes ndo teve
nenhuma coleta de pds-tratamento e a outra se manteve negativa para ambos os
tipos em todas as coletas de seguimento. Nossa observacéo foi consistente com os
achados de Arias e colaboradores®), que ao analisar quatro amostras positivas
para ambos os tipos em esfregacos cervicais, as duas Unicas que foram positivas
para DNA de HPV no plasma, no momento do diagnéstico de cancer cervical, foram
positivas apenas para HPV-18. Com isso, Arias e colaboradores®® sugerem que
possa haver diferentes taxas de liberagdo do DNA viral no plasma entre os tipos.
Outra hipotese seria a de que a integracdo do DNA viral no genoma do hospedeiro
seja a condicdo promotora para a deteccdo de DNA viral liberado junto com o DNA
genbmico do hospedeiro no plasma. Outra questdo que poderia ser melhor
investigada ¢é se tumores positivos para HPV-18 acometem regibes mais
vascularizadas do Utero, facilitando assim, o acesso a corrente sanguinea, como 0s
tumores do canal endocervical. Porém, estas hipoteses devem ser melhor
estudadas, com um maior numero de casos, levando-se em consideragao fatores
do hospedeiro e do proprio virus que possam gerar essa diferenca nas taxas de

deteccéo.

A deteccdo de DNA de HPV, tanto no plasma como no soro de pacientes
com cancer, tem sido descrita recentemente. As taxas de detec¢éo variam de 7 a

70% (11 12, 66, 88, 96-106, 108-110) Estes estudos anteriores usaram diferentes populacdes,
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materiais (soro ou plasma), diferentes métodos de extragcdo do DNA, diferentes
iniciadores ou sondas e diferentes técnicas de amplificacdo, desta forma,
comparagOes das taxas de deteccdo do DNA de HPV, seja no soro ou plasma,

ficam um pouco limitadas.

Widschwendter*? justifica sua escolha pelo uso de soro como material de
estudo baseando-se na comparacdo das taxas de deteccdo de DNA de HPV no
soro de pacientes com cancer cervical apenas com o trabalho de Liu e
colaboradores®, o qual apresentou taxa de deteccdo de 20% e com outros dois
trabalhos que utilizaram o plasma como material de estudo e que apresentaram
taxas de 7% e 12%, sendo os trabalhos de Dong et al.®” e Pornthanakasem et
al.t). Porém, quando avaliamos todos os estudos disponiveis na literatura,
verificamos que taxas de detecgcdo maiores que 50% s&o aquelas de trabalhos que
analisaram o plasma (variando de 51,9 a 709%)®*2 66 8. 100, 103, 105 F| Messaoudi e
colaboradores®!¥ abordaram esta questdo sobre qual o melhor material de escolha

e concluiram que o plasma é uma matriz melhor que o soro.

Questbes sobre dificuldades de comparacgéo entre os trabalhos que utilizam
o cf-DNA por auséncia de uma padronizagdo vém sendo estudadas e apontam que
nao so6 o tipo de matriz de escolha é importante, mas todo o processo pré e pés-
analitico também devem ser levados em consideragdo. ElI Messaoudi e
colaboradores®'¥ listaram uma série de pontos importantes na fase pré-analitica de

testes que utilizam cf-DNA(2. 66, 100,103, 105)

No nosso estudo escolhemos o plasma para buscar a presenca de DNA de
HPV, seguimos a maioria das recomendacbes sobre processamento,
armazenamento e manipulagdo das amostras e encontramos uma positividade para

DNA de HPV no plasma, no momento do diagndstico da doenca, préxima a dos
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trabalhos com as maiores taxas de deteccdo. A taxa de positividade do nosso
estudo (58,8%) ficou proxima dos achados de Yang (56%), Gnanamony (51,9%),
Arias (54,1%) e Wei e colaboradores (64,7%), nos quais todos utilizaram plasma

como material de estudo(®®: 88 103, 105)

Vérios trabalhos dao indicios de que o DNA de HPV no plasma é um
marcador genético especifico para tumores associados ao HPV, uma vez que ele
ndo é detectado em controles normais ou outros tumores ndo associados a
infeccdo por HPV(1 12 €6, 88, 98 100, 103, 105, 106) Todas as amostras de controle
saudaveis (plasma de gestantes) testadas no nosso estudo foram negativas para a

presenca de DNA de HPV-16 e 18.

No presente estudo foi encontrada uma correlacdo entre a positividade de
DNA de HPV no plasma pré-tratamento e o avanco do estadio clinico da doenca
(p=0,0189), com as maiores taxas de positividade nos estadios mais avancados (llI-

80% e IV-76,9%), estando de acordo com os achados na literatura®8 0. 98. 101, 105)

Gnanamony e colaboradores® encontraram também uma boa correlacdo
entre estadiamento e presenca de DNA de HPV no plasma de mulheres com
cancer cervical (p<0,001) e sugerem que isto deve acontecer porque, com O
progresso da neoplasia, deve haver maior liberacdo do virus na circulagdo. Um
estudo que avaliou a presenca de DNA de HPV no soro de pacientes com
carcinoma de orofaringe também encontrou associacdo com o estadio da
doenca®). Contraditoriamente, apesar de verificar uma tendéncia ao aumento de
deteccdo do DNA de HPV no plasma ou soro, alguns trabalhos ndo encontram

correlagdo entre o estadio da doenca e a presenca de DNA de HPV(2 66 96, 97, 99, 100,

102)

Em relacdo ao tipo histolégico, no nosso estudo houve correlacdo
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significante sendo o DNA de HPV-16 mais frequentemente detectado no plasma
pré-tratamento de pacientes diagnosticadas com CEC (63,6%) do que nas
pacientes diagnosticadas com ADC (p=0,02301). Dong et al.®” e Yang et al.®®
também encontraram mais pacientes positivas para DNA de HPV no plasma
diagnosticadas com CEC do que as com ADC, porém essa relacdo nao foi
estatisticamente significante. Ndo se sabe se h&d uma explicagdo bioldgica, mas
talvez essa diferenca encontrada seja devido a diferenca no nimero de amostras
de cada tipo histolégico ou ao acesso a maior ou menor vascularizacdo que
diferentes regibes do Utero possam ter, por isso o0s achados devem ser
interpretados com cautela. Se esta relagéo for futuramente confirmada, este achado
pode apontar possiveis diferencas entre essas duas formas de CC histologicamente

distintas.

Quando comparamos as cargas virais das amostras de plasma pré-
tratamento com as caracteristicas histopatol6gicas das pacientes, ndo encontramos
correlagdo entre carga viral e estadiamento da doenca, assim como para o tipo
histolégico. Yang et al.®® e Gnanamony et al.®® analisaram a relacdo entre carga
viral com estadiamento e com tipo histolégico (CEC ou ADC) para os tipos de HPV-
16 e 18 e também nédo encontraram correlagdo entre o numero de copias de DNA
de HPV-16 e 18 no plasma de pacientes com cancer cervical com o estadiamento
FIGO e/ou tipo histolégico®® 8. Em contrapartida, outros estudos mostraram uma
correlagdo entre o aumento da carga viral e o avanco do estadiamento clinico da
doenca®” %9, Além do estadio da doenca e do tipo histolégico, fatores do
hospedeiro talvez possam contribuir para maiores ou menores niveis de cargas
virais de DNA de HPV detectadas no plasma de mulheres com cancer cervical (por

exemplo, capacidade de depuracdo do DNA liberado na corrente sanguinea).

Comparando-se as cargas virais das amostras positivas para HPV-16 com
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as positivas para HPV-18 no plasma de pré-tratamento, verificamos uma diferenca
estatisticamente significante, com maiores cargas virais nas amostras positivas
para HPV-16. Isto pode ter ocorrido pelo fato de o nimero de amostras de HPV-16
do estudo ser maior do que as de HPV-18. Nao encontramos dados na literatura
gque comparassem as cargas virais no plasma entre os tipos de HPV, apenas os
dados de Ho e colaboradores%? que analisaram as cargas virais de DNA de HPV
no sangue de pacientes com cancer cervical antes e depois do tratamento e
verificaram cargas virais maiores para ambos HPV 16 e 52 (média de 586
cépias/mL e 771 copias/mL, respectivamente) do que para HPV 18 (média de 1,8

copias/mL).

As informacgdes de evolucdo clinica do momento do diagndstico até o final
do seguimento ou 6bito da paciente, associados aos achados relacionados a
presenca ou auséncia de DNA de HPV no plasma, mesmo que incompletos, nos
permitiram avaliar o valor do teste de DNA de HPV no plasma como marcador de
recidiva e sua relacdo com recaida da doenca, sobrevida global e tempo livre de

doenca das pacientes deste estudo.

Uma revisdo sistematica feita por Elit e colaboradores a respeito de
programas de seguimento de mulheres apds tratamento de cancer cervical mostrou
gue as recidivas variam de 7 a 26 meses, as taxas de deteccéo variam de 8 a 26%,
gue destas 8-26% pacientes com recidiva, 89-99% recidivaram no quinto ano apos
tratamento primario e que a média de sobrevida apés recidiva variou de 7-17

meses,

Bodurka-Bevers e colaboradores® verificaram que 13% das pacientes de
seguimento apods tratamento de cancer cervical desenvolveram recidiva, o tempo

livre de doenca foi de 17 meses e que a mediana de sobrevida do diagnostico inicial
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foi de 31 meses para as pacientes sintoméaticas e 83 meses para as assintomaticas.

Os dados da literatura a respeito das taxas de recidiva, tempo livre de
doenca, sobrevida geral e tempo de seguimento ideal apds o tratamento primario
de céncer cervical variam muito e essas diferencas se dao nao so6 pelas diferencas
entre as populacbes estudadas, mas também devido a diferenca do nimero de

testes utilizados e a variedade de intervalos dos programas de seguimento(®.

A analise da presenca de DNA de HPV no plasma de seguimento do nosso
estudo foi possivel em 110 pacientes, sendo 30 delas (27,3%) positivas em pelo
menos uma das coletas de pés-tratamento, independente do status da paciente em
relacdo a presenca de DNA de HPV no plasma de pré-tratamento. Das 30
pacientes que foram DNA de HPV positivas no seguimento, 23 apresentaram
recidiva ou persisténcia da doenca (76,7%). Dessas 23 pacientes com
reaparecimento da doenca, a detec¢cdo do DNA de HPV foi possivel de 6 a 460 dias

antes da deteccéo clinica da doenca.

Essa alta taxa de pacientes com recidiva e presenca de DNA de HPV no
plasma poés-tratamento (76,7%) observadas neste estudo vai de encontro com
observacdes de Widschwendter et al.*?. Durante o seguimento das pacientes que
foram tratadas para cancer cervical, verificaram que o DNA de HPV foi positivo no
soro em 78% (14 de 18) dos pacientes com recidiva ou persisténcia da doenca e
gue a presenca de DNA de HPV foi positiva em até 423 dias antes do diagnéstico
clinico de recidiva, indicando que o DNA de HPV no soro pode ser um marcador
adicional para deteccao precoce de recidiva em pacientes com cancer cervical apos

o tratamento®?.

Em relacdo as recidivas, o teste log-rank (Kaplan-Meier) mostrou que existe

uma associagdo estatisticamente significante entre a presenca de DNA de HPV no
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plasma pés-tratamento (p<0,001) e a recidiva ou persisténcia da doenca, mas nédo

em relagdo a presenga do DNA de HPV no pré-tratamento (p=0,161).

Singh e colaboradores®, usando também a estimativa Kaplan-Meier,
verificaram que a alta prevaléncia de DNA de HPV no plasma de pacientes com
cancer cervical pos-radioterapia mostrou significante associacdo com recidiva da
doenca e sugerem 0 seu uso na detecgao precoce de pacientes que possuem risco

aumentado para recidiva ou progressao da doenca.

A avaliagdo da sobrevida livre de doenca e da sobrevida global das
pacientes que foram positivas para DNA de HPV no plasma pré e pés-tratamento
mostrou um menor tempo livre de doenga e menor sobrevida global para as
positivas, em anos, em relacdo as que foram negativas, ou seja, o prognoéstico das
pacientes que apresentam DNA de HPV no plasma detectavel é pior. Segundo
Duyn et al.®%, o intervalo de tempo livre de doenca é um dos fatores prognosticos

significantes para a sobrevida no caso de recorréncia da doenca.

A média do tempo livre de doenca, que corresponde ao tempo
compreendido entre o final do tratamento e o reaparecimento da doenca, do
presente estudo foi de 3,1 anos (2,7 — 3,5 anos), semelhante ao verificado no
estudo de Sartori et al.®® onde a maioria das recidivas de cancer endometrial e
cervical ocorreram dentro dos 3 primeiros anos apds o tratamento primario.
Pornthanakasem et al.*? reportaram que pacientes com DNA de HPV no plasma
tiveram tendéncia a desenvolver recidiva ou metastases distantes dentro de um ano

apos a finalizagdo do tratamento.

A associagdo entre DNA de HPV no plasma e metastases néo foi avaliada
neste estudo. Pornthanakasem et al.%, Mutirangura et al.*°?, Capone et al. 1% e

Ho et al.%? sugerem forte associacdo entre ambos, considerando o DNA de HPV
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no plasma como indicador de metastases distantes e estadios mais avancados.

Como ja citado neste trabalho, a forma como o cf-DNA é liberado na
corrente sanguinea ainda nao esta bem definida mas a maioria dos autores acredita
que ele se origina da morte de células tumorais® 73 81 82 Alguns trabalhos sobre
canceres associados a infeccdo pelo HPV buscaram demonstrar essa relacao,
confirmando que o tipo de HPV encontrado no tumor primario era 0 mesmo tipo
encontrado no plasma ou soro®?! 12 66 8, 97-99, 102, 103, 105, 106, 110) Cgo et al.t1?
realizaram um estudo xenografico onde implantaram cultura de células positivas
para HPV (SSC90 —-HPV-16 e HeLa — HPV-18) em camundongos e posteriormente
coletaram sangue para analisar o plasma. Todos 0os camundongos que receberam
a implantac@o de cultura de células contendo HPV foram positivos para DNA de
HPV no plasma, enquanto todos os camundongos-controle foram negativos,
indicando que o DNA de HPV circulante foi derivado diretamente dos tumores
implantados que abrigavam DNA de HPV. Outros estudos sequenciaram amostras
de soro que foram positivas para DNA de HPV e compararam com as sequencias
de DNA de HPV obtidas do tumor da mesma paciente, obtendo resultados
idénticos, indicando a origem do DNA de HPV presente no soro®6 % 88
Pornthanakasem et al.*Y demonstraram que o status fisico do DNA de HPV no
plasma era idéntico ao do tumor por encontrar-se integrado ao genoma do
hospedeiro, caracteristica essa necessaria para o desenvolvimento do cancer

cervical.

Nossos resultados indicam que a detec¢cdo de DNA de HPV circulante em
pacientes com cancer, ap0s o tratamento, péde predizer uma tendéncia ao
desenvolvimento de recidiva da doenca e pode vir a ser um marcador sensivel e

especifico de doenca residual. Varios trabalhos também mostraram evidéncias

disso(®L 12, 66, 99, 100, 102)
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Duenas% observou um clareamento do DNA de HPV nas pacientes que
obtiveram resposta completa ao tratamento do cancer cervical, mas nao nas que
apresentaram persisténcia da doenca, além disso, as que atingiram resposta
completa ao tratamento mas apresentaram recaida da doenca apés tratamento se

tornaram positivas para HPV no plasma novamente®),

Ho et al.(%? fizeram a andlise da presenca de DNA de HPV dos tipos 16, 18
e 52 no sangue total apds o tratamento para cancer cervical e concluiram que a
deteccdo de DNA de HPV circulante apds tratamento pode predizer recidiva.
Durante o seguimento, verificaram que 8 de 10 pacientes positivas para DNA de
HPV no sangue pré-tratamento tiveram recidiva ou falha no tratamento (87,5%),
trés meses apoOs o tratamento. Dentre as 8 pacientes, 7 tiveram metéstases
distantes. Os outros 2 que néo tiveram recidiva, um foi negativo para DNA de HPV
apo6s 9 meses do tratamento e estava clinicamente livre de doenga, enquanto o
outro permaneceu positivo para DNA de HPV no sangue e estava clinicamente livre
de doenca até a ultima coleta de seguimento. Os outros 6 pacientes que foram
negativos para DNA de HPV no sangue ap0s o tratamento ndo apresentaram
recidiva até o final do seguimento. Vale ressaltar que Ho et al.*? usaram sangue
total como matriz para a identificagdo de DNA de HPV na circulacdo de pacientes
com cancer cervical e isso pode explicar o motivo de terem altas taxas de deteccao
de DNA de HPV no sangue de pés-tratamento das pacientes que tiveram recidiva
(87,5%) e metastases por conter mais componentes que possam carregar o DNA

de HPV, como células metastaticas.

Verificamos neste estudo que de sete pacientes que néo tiveram recidiva,
mas que apresentaram o reaparecimento do DNA de HPV no plasma apés o
tratamento em alguma das coletas, trés positivaram em dois a trés meses ap0s o

término do tratamento e depois negativaram, e quatro se mantiveram positivas em
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todas as coletas de pdOs tratamento. Uma possivel explicacdo para o fato de ser
positivo em até 3 meses apds o tratamento e depois negativar € a de que essa
deteccdo transiente estaria pegando resquicios de DNA liberado por morte de
células tumorais e que depois se torna negativo, indicando que o tratamento se
completou. Ja das que se mantiveram positivas em todas as coletas, ou pode ter
havido uma falha dos testes de seguimento da paciente ndo detectando uma
persisténcia da doenca até o momento do final do seguimento do nosso estudo, ou
um erro de interpretacdo das informac¢des do prontuario médico, classificando-a
como livre de doenca. Yang e colaboradores®® reportaram também DNA de HPV
transiente detectavel 3 meses apds o fim do tratamento e pacientes positivas nas
coletas de seguimento, porém sem evidencias de recidiva. O significado do
reaparecimento de DNA de HPV no plasma na auséncia de recidiva da doenca

necessita de estudos futuros com maior periodo de seguimento(®®,

A descrigcdo dos cinco casos (caso 79, 98, 128, 135 e 83) de pacientes com
cancer cervical deste estudo mostrou, de forma bem ilustrativa, a dindmica da
presenca do DNA de HPV no plasma, que se torna positivo no momento do
diagnostico da doenca, deixa de ser detectavel apds o término do tratamento com
sucesso e que volta a ser detectavel, antes ou no momento em que a doenga volta
a se manifestar, no caso de recidiva, ou continua a ser indetectavel no plasma, no
caso de resposta completa ao tratamento. Yang et al.®® reportaram que a carga
viral do DNA de HPV no plasma de pacientes com céncer cervical parece refletir a
carga viral do tumor primario e parece estar relacionado com a resposta clinica,
pois a carga viral mudou com o tratamento e progressdo da doenca, isto é,
desapareceu em pacientes com resposta completa ao tratamento e persistiu em
pacientes com persisténcia ou recidiva da doenca, assim como foi reportado neste

estudo.
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Em alguns casos, a primeira coleta apds o tratamento foi positiva para a
presenca de DNA de HPV no plasma e depois se manteve negativa has coletas
seguintes. A presenca de DNA de HPV no plasma de pacientes tratadas por cancer
cervical nos trés primeiros meses pode ser oriunda de células tumorais que foram
destruidas pelo tratamento (quimioterapia e/ou radioterapia). Apos esse periodo, a
presenca de DNA de HPV no plasma possivelmente indica doenca residual e que o

tratamento tenha sido insuficiente.

No presente estudo verificou-se uma alta taxa de recidiva da doenca (25%)
e recidiva ou persisténcia da doenca (35,3%). Segundo Elit et al.(, a grande parte
dos estudos de follow-up apés tratamento de cancer cervical apresentaram taxas
de recidiva variando entre 8% a 26% e sdo de estudos que analisaram apenas
pacientes diagnosticadas com estadio IB e IlA, ou estudos com maior nimero de
casos de estadiamento inicial precoce e poucos casos de estadios avangados. O
Unico estudo que apresentou uma taxa de recidiva mais alta foi o de Morice et
al.1?9 no qual foram incluidas 31% de pacientes com doenca avancada e onde a
taxa de recidiva foi de 49% das pacientes. Uma justificativa para esta alta taxa de
recidiva verificada no presente estudo pode ser dada pelo fato de ter um namero de
pacientes diagnosticadas em estadios mais avancados maior do que em estadios
precoces (29,2 % de | e Il e 70,8% de Il e IV) e um tempo de seguimento variando
de 3 a 4 anos, contribuindo para uma melhor analise do papel do DNA de HPV no

plasma como biomarcador de recidiva da doenca.

Uma limitacdo presente no estudo que pode ter diminuido as taxas de
deteccdo de DNA de HPV no plasma, apesar de ter sido eficaz e ter apresentado
dados proximos ao encontrado na literatura, foi a baixa sensibilidade dos testes de
PCR em Tempo Real para ambos os tipos. Pela andlise de Probit a sensibilidade da

reacdo para HPV-16 foi de 8.121,8 cépias de HPV 16/mL e de 6.686,4 coOpias de
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HPV 18/mL para HPV-18. Alguns trabalhos que utilizaram também a metodologia
de PCR em Tempo Real baseado em sistema TagMan® empregando primers e
sondas tipo-especificos para a regido E6 do genoma de HPV-16 e 18 obtiveram
melhor sensibilidade, detectando a presenca de DNA de HPV-16 abaixo de 10
cépias de genoma HPV/ml e DNA de HPV-18 até 200 copias de genoma HPV/mI

usando plasmideos como padr&o(©6 88 103),

Outra limitacéo, apesar de conseguirmos estabelecer uma associacéo entre
presenca de DNA no plasma e recidiva da doenca, foi o numero de pacientes
incluidas no estudo abaixo do esperado (segundo N amostral) e a impossibilidade
de se obter todas as coletas sequenciais de muitas das pacientes acompanhadas
neste estudo, assim como de informacdes das pacientes, como geralmente
acontece em estudos de acompanhamento, tornando mais dificil a nossa anélise e
comparagfes com outros estudos. Também néo foi possivel igualar o periodo de
seguimento de todas as pacientes, uma vez que entraram no estudo ao longo dos
anos de inclusdo de casos. Mesmo assim, foi possivel mostrar uma associagéo
entre a presenca de DNA de HPV no plasma de pacientes submetidas a tratamento
com pior prognostico da doencga, sugerindo que o cf-DNA de HPV em pacientes

com cancer cervical pode ter um valor como biomarcador.

Pelo que sabemos até o momento, este é o primeiro estudo brasileiro que
buscou avaliar se a presenca de DNA de HPV em amostras de plasma de mulheres
diagnosticadas com céancer cervical tem valor como marcador precoce de recidiva
da doenca. Além disso, neste estudo foi utilizado o método de extracédo
automatizada para obtencdo de DNA de HPV em amostras de plasma, o qual evita
contaminacdes, erros de manipulacdo e maior rendimento de DNA, por ser possivel
partir de volumes de amostras maiores. Até hoje, o que se tem disponivel na

literatura a respeito de DNA de HPV circulante e cancer cervical, séo trabalhos que
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utilizaram métodos de extra¢do convencionais.

Assim, os achados deste estudo déo indicios que o DNA de HPV no plasma
parece refletir a atividade biol6gica do tumor e pode, futuramente, ser um promissor
biomarcador tumoral adicional, sendo complementar aos testes ja disponiveis,
auxiliando na deteccdo precoce de recidiva de cancer cervical e na conduta dos
médicos oncologistas. Estudos futuros, com maior numero de pacientes
acompanhadas, maior tempo de seguimento e padroniza¢do de metodologias pré e
pés-analiticas, sdo necessarios para melhor avaliar a utilidade de um teste
molecular ndo invasivo baseado na deteccdo de DNA de HPV no plasma, como um
marcador tumoral em pacientes com cancer cervical a ser disponibilizado na pratica

clinica.
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7 CONCLUSAO

As observacdes deste trabalho nos permitem concluir que o teste de PCR
em Tempo Real padronizado para HPV 16 e HPV 18 foi capaz de detectar o DNA
de HPV no plasma de mulheres diagnosticadas com cancer cervical tanto no pré-
tratamento (momento do diagndstico) como em algumas amostras de seguimento.
O teste de DNA HPV no plasma mostrou ter utilidade como marcador precoce de

recidiva da doenga ap0s tratamento pela forte associacdo a recidiva da doenca.

O DNA de HPV no plasma pré-tratamento foi detectado em 58,8% das
pacientes diagnosticadas com céancer cervical e em 27,3% no plasma poés-

tratamento.

Em alguns casos que apresentaram recidiva da doenca, foi possivel detectar
0 DNA de HPV no plasma de mulheres com recidiva de cancer cervical com até 460

dias antes da deteccéo clinica da doenga.

A sensibilidade do teste de PCR em Tempo Real para HPV-16 e 18,
determinada por analise de Probit, foi de 8.121,8 cépias de HPV 16/mL e 6.686,4
cOpias de HPV 18/mL. O teste mostrou-se especifico para ambos os tipos, porém o
teste para HPV-16 precisa ter sua especifidade melhorada. A sensibilidade e a
especificidade do teste, mesmo que ndo tenham apresentado parametros ideais,

contribuiram para mostrar o papel do DNA plasmatico como marcador de doenca.

A estimativa de sobrevida global e tempo livre de doenca mostraram
significante associacdo entre a presenca de DNA de HPV no plasma e recidiva da
doenga, indicando assim que nas pacientes diagnosticadas com cancer cervical e
tratadas, a presenca de HPV em amostras de plasma no seguimento pode ter um

relevante valor como marcador precoce para 0 monitoramento da resposta
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terapéutica e deteccdo de pacientes com risco aumentado de recidiva e progressao
da doenca. Estes achados apontam para que a deteccdo do HPV DNA no plasma
possa ser um importante marcador prognéstico e diagndstico quando usado tanto
pré-tratamento (progndstico) como pos-tratamento (diagnoéstico de recidiva),
representando um marcador adicional para agregar mais informacdes e auxiliar os

médicos oncologistas.
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ANEXO A — ALINHAMENTOS DA REGIAO E7 DE HPV-16
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Figura 1: Alinhamento de nucleotideos da regido E7 de diferentes tipos de HPV
com os iniciadores e sonda especificos para a regido E7 de HPV-16

1.1. Sequéncias de HPV- 31

110 1z0 130 140 150 160 170 130 150 200 210 z
GATGRLATAGATGETCC AGT CEAGCAGRRCORGLCLG GC']'I'C’-G"IGTGEG"ACL!.' C
G e wewn o GOTTGGAC. GEOCAGATGGE. . . .. . Conuennn O CAGCTARTTACTACATTGTARCGTGT IGTTAC ACTTGTGEIACCAC. G ... T
B e GO TTOGRC. GEROCAGATHGE. .. . Cun w O AT A TTAC TACAT TG TARCGTGT TG TT AL RO TTG TG ACCAC. G ... T
A e meae W GOTTGGAC. GROCAGATGE, . . 0 e wu O CRGCTAATTAC TACATTGTARCGTGT IGTTAC AT TGECACCAC . G ... T
LG LGOTTGEAC. GREOCAGATGGE. . . o aCa e vu C.  CAGCTARTTACTACATTGTARCGTGT IGTTAC ACTTGTGACGOCAC . 6. T
LG LGOTTGEAC. GREOCAGATGGE. . . o aCa e vu O CAGCTARTTACTACATTGTARCGTGT IGTTAC ACTTGTCACACCAC. G ... T
G . WG TTGERAC. GROCAGATRGA. . o o Cann wn s O CRGCTAATTAC TACATTGTARCGTGT IGTTAC AT TCACACCAC . G ... T
LG. . WGLUTTGEAC. GEOCAGATGGA. o av o Cans ve O CAGCTARTTACTACATTGTARCGTGT IGTTAC ACTTGTGEIACCAC. G ... T
LG . WG TTGEAC. GEOCAGATGGE. . o e nn un s O CAGCTAATTACTACATTGTARCGTGT TG TTAC ACTTGTAGIACCAC. G ... T
LG. . G TTGFAC . GEOCAGATGGA. v w v alCana ne e C o CAGCTAATTAC TACATT G TARA GTGT TG TTAC AL TG TAGCACCAC . G ua . T
L. . WGOTTGGAC. GROCAGATRGE. .. .. Cuaen s . AT AR TTAC TACAT TG TARGTGT TG TT AL RO TTGTAGCACCAC. 6. ... T
LG . WG TTGEAC. GEOCAGATGGE. . o e nn un s O CAGCTAATTACTACATTGTARCGTGT TG TTAC ACTTGTAGIACCAC. G ... T
LG. . WG TTGFACAGEOCAGATGGA. o oo Cane ve s O CAGCTARTTACTACATTGTARCGTGT IGTTAC ACTTGTGACACCAC. G ... T. - .C. TA
LG. . WG TTGFACAGEOCAGATGGA. o oo Cane ve s C.  CAGCTARTTACTACATTGTARCGTGT IGTTAC ACTTGTGACACCAC. G ... T

1.2. Sequéncias de HPV- 58

C. . CAGCTAATTACTACATTGTAACGTGT IGTTAC ACTIGTGEIACCAC. 6.
O T AT TAC TACATTGTARC GTGT TG TT A ACTTG TG AOCEC . & .
TTGTARCGTGTTGTTAC B TTGTGHIACCAC . G. .
TOTARCGTGTTGTTAC RETTGTGACGOCEC . G, .
TOTARCGTGTTGTTAC RCTTGTCACAOCAC . G, .
TGTARCGTGT IGTTAC A TTGTCACRCCAC . G. .
TGTARCGTGTTGTTAC RCTTGTGEIACCEC . G, .
BCGTGTTIGTTAC ACTTGTAGIACCAC . G. .

BCGTGT TG'T'I.!lCLC T\S"RE(Z-CCE: L

110 1za 130 1400 150
GATGALATAGATGFTCC AGC CAAGCAGRACOGGACAG

G v evenn . ECTTGGAC. GEOCAGATGGE, .. oo Cannan s

G, enns C.GECCAGATGGE. .. .. .Chuunts

G v enen C.GEICAGATGGE

Ll GEOCAGATGGE

G v ene e GEICAGATGGA

B v annn GHFCCAGATGGA

G v enen GEICAGATGGA

G v enen GEOCAGATGGE

G v enen C.GEICAGATGGE

L E C.GECCAGATOGE

L e T C.GEICAGATGGE, .. oo aCann s C..CR(}C
e v evenn o JOCTTGFACAGEICAGATGGE, .. oo Cannan s C. . CRGC
G v evennn JGCTTGGACAGEICAGATGGE, .. v o Cannan s C. . CRGT

160

TALTTACTACATTGTE

TAETTACTACATTGT

170 150 120

00 210 z

GC'I'I\:’-G"IGT\SEG-"AC.!!..&GL

il_CG'['G TTGTTAC ACTTGTAGCACCEC. G. .
HACGTGTIGTTAC ACTIGTGRACADCAC . 5. .

TEATTACTACATTOSTARCGTGTIGTTAC RCTTGTGACACCAC . G, .

eeTeeann TA

. .T ..... Ta.CE,
eeTeeann TA.CL,
eaTeeann TA.CL,
eeTeeann TA.CL,
eeTenann Th.CA,
eeTeeann T,L.C‘!..

1.3. Sequéncias de HPV- 67

110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 ol
GATGAMATAGATGETCCAGT CAEGCAGRACCGGRCAG GCTTCGGTTGTGOGTAC ARRGT
AT awn a0 FOATGEACCGEOCAGATGGE, .o L W A T R O R TT A A TAT TG T T A TG TG Te T AL AT TG TCAGTGCACTT. 6w Tu w w v v w WG WCL W ThY
AT w o e oG CATGRROCGEOCAGATGGR. .y L LW L L T R AR TT A A TAT TG T TAC T TG T T AR ATC TR TCAGTRCACTT. 6 W Te v o w LW BLCL WL W ThY
AT .. Gou GCATGEACCGEOCAGATGRR. ... .. Lo L T TARCCRATTACCATATTGTTACTC TG TG TARCATCTGTCAGTGCACTT. 6. T, .. .. LT..G..Th
R awn oG GOATGEACCGEOCAGATGRR, .oy L A LW B L R O TT A A TAT TG T T TG TG Te T AR AT TG TR TGCACTT. G Tu v v w B T W CL W Tl
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1.4. Sequéncias de HPV- 52

110 1zo 130 140 150 140 170 160 150 200 210 zz0
GATGARATAGATHETOCAGE CAAMGCRGRACCHGAC AT GCTTCGGTTETGOGTACARAGT

G, DAC.GAT.G. . TEGACCGGCCAGATEGA. v v v s v e w BB Qo W ARG AT TACTAC AT TG T ACATATTGTCACAGT TG TGATAGCACA, (A, . LA, L WA eTeaa BT
AG. . WAC.GAT.G. . TERACCGGCCAGATHGA. e nBELC. CCAAGCARTTACTACATTGTGACAT, GTCACAGTTGTGATAGCACE, (A, .0 A, WA TA.T. . AT
G, . AT.GAT.G. . TEGACCGGCCAGRATHA . wee o RELC, .C)GJCL.L TLCTACATTGTGACEG GTTRCAGTTGTAATAGCACE., (R...C.A,. .. L SToa BT
G, . AC.GAT. . . TEGACCGGCCAGRATH A . TLCTACATTGTGACEG GTCRCAGTTGTAATAGCACE, (R, .. CLA, .. L SToa BT
G, . AC.GAT.G. . TERRCCGGCCAGATGGA. TACTACATTGTGACAT, CAGTTGTGATRGCACAT A, .. CLA. .. L R R T
AG. . AC.GAT.G. . TERACCGGCCAGATGGA. v n BB 0L WCAAGCARTTACTACATTGTGACAT, CAGTTGTGATAGCACAT A, . LA, LR Teaa BT
AG. . WAC.GAT.G. . TERACCGGCCAGATHGA. e nBELC. CCAAGCARTTACTACATTGTGACAT, CAGTTGTGATAGCACA, (A, .. CL A, . L cTe e BT
G, . AC.GAT.G. . TEGACCGGCCAGRATHA . Ll _.;C'ILCK'I'T‘GT(})CL GTCRCAGTTGTGATAGCACE, (R, .. CLA, .. L SToa BT
G, . AC.GAT. . . TEGACCGGCCAGRATH A . CHGTTGTGATAGCACE, (A, .. CL A, . L SToa BT
G, . AC.GAT.G. . TGEACCGGCCAGATG A, .. oo JRRLCL . CACAGTTGTGATAGCACE., A...C. A, L. T..T... AT
1.5. Sequéncias de HPV- 35
P

110 120 130 140 150 150 170 180 130 z00 210 22

GATGARATAGATGGETCOCAGT CRAGC AGAACCGGRACAT GCTTCGGTTGT GCGTE.CJJOC
GRGGRE. .. ADC.. B TGGL. . ... A, .;. eSO R A TTATRATAT TG T AACGTCC T TG TAAA TG TR AGROGACE., (B, . TC. .. . T o aa oG . L RCAC
GEGGLL. . ACC, . .)_. . ATRATATTGTRACGTCCTGCTTGTLAATGTGAGROGACA, (A, .TC. .. .l:'r. . ACAC
GEGGLR. . L ACC, ., LA LT A TTATRATATTGTAACGTCC TG T TG TAAATGTARGROGACA. (B, .TC. .. LF. . RCEC
GREGGLL. .. ACC, ., AL WL T A TTATAATAT TG TAACG T TG T TG TALATG TGAGFOGACA. (AW TC, .., F. . RCEC
GRGGRR. . LACT, ., AL TEATATTGTAACGTOC TG TG TALATGTARGFOGACE., B, TC, .., ra.  ACEC
GAGGRE. .. ACT.. LA LT AR TTA TR TAT TG TAACGTOC TG T TG TALATGTGAGFOGACA. LA..TC. .. F. . RCAEC
GRGGLL. .. ACT.. LA LT AR TTA TR TAT TG TAACGTOC T T TG TALATGTGAGFOGACA. LA..TC. .. F. . RCEC
GEGGRE. .. ACT.. LA LT R A TTATRATATTGTAACGTCC TG TTGTAAATGTGAGROGACA. (B, .TC. .. F. . RCEC
GEGGLL. .. ACT.. AL EE TRATATTGTAACGTOC TG TTGTALATGTGAGFOGACA. (A, . TC, .. F. . RCEC
GRGGRR. .. ACT.. AL W T R T TATRATAT TG TAACG T T T TG TALATG TGAGFOGACA. (B, . TS, .., ra.  ACEC
GAGGRE. .. ACT.. AL LT AR TTA TR TAT TG TAACGTOC TG T TG TALATGTGAGFOGACA. LA..TC. .. F. . RCAEC
GRGGLL. .. ACT.. AL LT R AT TATRATATIGTAACGTCC T TG TAAA TG TR AGEOGACE., A, . TC. .. . T o an o F. . L RCAC
1.6. Sequéncias de HPV- 33
L

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210

GLTGALATAGATGGTCCLGE CLAGCAGALCCGGLCLG GUTTCGGTTGTGCGTACLALGS

GAT., . L. GCT.G..CC.G ATGGL. .. ... C. AL, CAGCCGATTACTACATTGTAACCTGTTGTCACAC TTGTALCACCACLG, | LT CAL T, TACAGE
GAT, A GUT. G, . CC.G ATGGL, v v o .A.C. ARG TGATTAC TACATTGTAAC TG TTGTCACLC TTGTALCACCLACLG, .\ .T. .Jl LT ChL 2, TACAGE
GAT, A, GCT.G..CC.G ATGGL, v v Coww b G, CAGCTGATTACTACAT TG TAACCTGTTGTCACACTTGTAACACCACAG, ... T, A, . T, . CL, C, . TLCAGC
GAT. . L. GCT.G..CC.G ATGGL. ..., CoLL LA g, CAGCTGATTACTACATTGTGACCTGTTGTCACACTTGTAACACCACAG, ... T, ., . T. . CL. C, . TLCAGC
GAT, A, GCT.G..CC.G ATGGL, v v Coww b G, CAGCTGATTACTACAT TG TGACCTGTTGTCACACTTGTAACACCACAG, ... T, A, . T, . CL, C, . TLCAGC
GAT., . L. GCT.G..CC.G ATGGL. .. ... Co. A0, CAGCTGATTACTACATTGTGACCTGTTGTCACACTTGTAACACCACAG, ... T, A, . T. . CL.C, . TLCAGC
GAT. A, GCT.G..CC. G ATGGA. ..., Cou A S, CAGCTGATTAC TAC AT TG TAACC TG TTGTCACAC TTGTAACACCACAG, .. T, A, . T. . CA. C. . TACAGE
GAT, A, GCT.G..CC.G ATGGL, v v Coww b G, CAGCTGATTACTACAT TG TAACCTGTTGTCACACTTGTAACACCACAG, ... T, A, . T, . CL, C, . TLCAGC
GAT. L. GCT.G..CC.G ATGGL. .. ... Co. A 0, CAGCTGATTAC TACATTGTAACCTGTTGTCAC ACTTGTAACACCACAG, ... T, A, . T. . CL.C, . TLCAGC
GAT, A GUT. G, . CC.G ATGGL, v v Coww b g, CAGC TGATTAC TAC AT TG TAACCTGTTGTCACACTTGTAACACCACAG, .. T, A, . T, . CL, C, . TACAGC
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ANEXO B = TCLE HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — HOSPITAL DAS
CLINICAS/SP

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGCAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

L INOME: oot bR oAt e ettt es e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..ot Sexo: .m0 F O

DATA NASCIMENTO: ........ o l.....

2. RESPONSAVEL LEGAL ....ooutviveiete ettt ettt

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) .........cccurrrrrrieeeeeriiiiiiiieeeeee e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....coovviiiiiieeiieeeeiieeeeeeee SEXO: MO r0O

DATA NASCIMENTO.: ...... [ [.....
ENDEREGCO: e e N°

BAIRRO: CIDADE:

CEP: oo, TELEFONE: DDD (............ ) RO
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DADOS SOBRE A PESQUISA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

Padronizacio e validagio de PCR em tempo real para detec¢ao do DNA

do HPV no plasma em mulheres com cancer de colo de utero

PESQUISADOR: José Eduardo Levi

CARGO/FUNCAO: Pesquisador

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 23.407/01-D (CRBio)
UNIDADE DO HCFMUSP: Depto. De Moléstias Infecciosas LIM 52

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RiscoMiNiMO ] RISCO MEDIO 0
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR 0

4. DURACAO DA PESQUISA : 5 anos

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

1 — Desenho do estudo e objetivo(s)

O objetivo desta pesquisa é testar um novo método de diagnéstico do
cancer de Utero usando amostra de sangue. Como a Sra. sabe, o diagndstico desta
doenca normalmente é feito pelo exame citolégico (Papanicolaou) seguido de
outros testes como a colposcopia e a biépsia. Este estudo podera ajudar pacientes
com cancer de utero para o acompanhamento de possivel recidiva (volta do cancer
apoés o tratamento) e mesmo mulheres que ndo sabem que estdo com cancer

poderdo ser beneficiadas.

2 — Descricao dos procedimentos que serdo realizados, com seus propositos

e identificagdo dos que forem experimentais e ndo rotineiros;

Ndo sera realizado nenhum procedimento além daqueles necessarios

conforme a determinacdo do seu médico. Precisaremos de uma pequena amostra
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de sangue da Sra. e também obteremos um fragmento da bidpsia ja solicitada por

seu médico.

3 — Relacdo dos procedimentos rotineiros e como sdao realizados —

Sera feita a coleta de sangue da veia do braco, ou seja, apos a limpeza, a
pele é furada com a agulha até atingir a veia, empregando tubo de coleta a vacuo, 0
sangue flui naturalmente para o tubo. Serdo coletados apenas 5 mL para o

propdsito desta pesquisa.

4 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos
itens 2 e 3;

N&o se espera nenhum desconforto além da pequena dor causada pela picada da

agulha no antebraco.

5 — Beneficios para o participante. Nao ha beneficio direto para o participante.
Trata-se ainda de um estudo para ver se o teste é capaz de detectar o cancer de
Utero usando amostra de sangue. A Sra. esta sendo convidada a contribuir porque

ja tem um diagnd@stico conclusivo de cancer de Utero.

6 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos

quais o paciente pode optar;

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, a Sra. tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de suas davidas. O
investigador principal é o Dr José Eduardo Levi que pode ser encontrado no
Laboratério de Virologia do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Séo
Paulo na Rua Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 470, 2° andar, CEP 05403-000
Telefone(s) 11 3062 2645 ramal 110, e-mail dudilevi@usp.br. Se a sra. tiver alguma
consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel:
3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail:
cappesq@hcnet.usp.br
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8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento
e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu

tratamento na Instituicao;

09 — Direito de confidencialidade — As informacfes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum

paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das
pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do
conhecimento dos pesquisadores;

11 - Despesas e compensagfes: ndo ha despesas pessoais para o
participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também ndo ha compensacdao financeira relacionada a sua participacdo. Se existir
qgualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

12 - Os pesquisadores se comprometem a utilizar os dados e o material

coletado somente para esta pesquisa.

13 - Acredito ter sido suficientemente esclarecida a respeito das informagdes que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo ”.Padronizacéo e validacao de
PCR em tempo real para deteccdo do DNA do HPV no plasma em mulheres com
cancer de colo de utero”
Eu discuti com a Dra. MARIA LUIZA NOGUEIRA GENTA e/ou Prof. Dr. JESUS
PAULA CARVALHO sobre a minha decisao em participar nesse estudo.

Ficaram claros para mim quais sdo os propoésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de

confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.

Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas e que
tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo

voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a
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gualguer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou
perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante
Data / /
legal

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo  Data / /
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ANEXO C - PARTICIPACAO EM ARTIGO

Clinical characteristics of women diagnosed with carcinoma
who tested positive for cervical and anal high-risk human

papillomavirus DNA and E6 RNA
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Abstract High-risk human papilomavirus (heHPV) is an es-
sential canse of cervical carcinoma and is also strongly related
1o anal cancer development. The heHPV E6 cacoprotein plays a
major role in carcinogenesis. We aimed to evaluate the frequen-
cy of e HPV DNA and E6 oncoprotein in the anuses of women
with cervical carcinoma. We analyzed 117 women with cervical
cancer and 103 coatrols for rHPV and the E6 oncogene. Pos-
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itive test results for a cervical carcinoma included 66.7 % with
hrHPV-16 and 7.7 % with eHPV-1R. One case tested positive
for both HPV variants (0.9 %). The samples from the anal canal
were positive for HPV-16 in 398 % of the cases. Simultancous
presence of HPV in the cervix and anal canal was found in
53.8 % of the cases. Regarding expression of E6 RNA, posi-
tivity for HPV-16 in the anal canal was found in 21.2 % of the
cases, positivity for HPV-16 in the cervix was found in
75.0 %, and positivity for HPV-18 in the cervix was found
in 1.9 %. E6 expression in both the cervix and anal canal was
found in 19.2 % of the cases. In the controls, 1 % tested
positive for HPV-16 and 0 % for HPV-18. Anal samples from
the controls showed a hrHPV frequency of 4.9 % (only
HPV16). The presence of heHPV in the anal canal of women
with cervical cancer was detected at a high frequency. We ako
desected E6 RNA expression in the anal canal of wommen with
cervical cancer, suggesting that these women are at nisk for
anal hiHPV infection.

Keywords HPV - Cervical cancer - Anus - HPV E6 - HPV
DNA -HPV RNA

Background

Persistent infection with high-risk human papillomavirus
(hrHPV) & strongly associated with the development of gy-
necological and non-gynecological cancers [I, 2]. Cervical
cancer has been studied extensively, and it has been
established that heHPV infection is a significant cause of cer-
vical carcinogenesis [3]. Cumrent HPV testing, vaccinations,
and cytology examination are expected to enhance the quality
of cervical cancer prevention programs [4]. Well-conducted
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CS.PP03.03
DETECTION OF HPV DNA IN PLASMA SAMPLES OF WOMEN WITH INVASIVE
CERVICAL CANCER (ICC)FEOM SAO PAULO. BRAZIL.

Cristiane Centrone (1), Cristina Oliveira (1), José Humberto Fregnani (2), Adhemar [onpatto-Filho (3), Jesus Carvalho (4),
Jozé Eduardo Lewi (1), (1) fstitute de Medicing Tropical de S8o Paule, Sdo Pauie, S8o Pauls, Brazil (2) Hospital de
Céncer de Barretos, Barretos, Sdo Pawlo, Brazil. (3) CPMO - Hospital de Céncer de Barretos, Barreios, Sdo Pauls, Brazil.
4) Setor de Ginecologia Oncolégica do Deparionenio de Obsietricia e Ginecologia do Hospital daz Clinicas da Faculdade
de Medicing da Universidade de Sdo Pawls e Instituio do Cdncer de Sdo PauEt:- “Ociavio Frias de Oliveira™, Sdo Pauls,
Séo Pawlo, Brazil

Invasive cervicsl canecer i3 the szcond mest prevalent melignaney m Brazilian women with an meidencs of 18.4/100,000
women. Predictive biomarkers are mm mportant souwrcs of mformation zssistmg the management of camesr patients.
Circulating cell-free DNA (gf DNA) represents a non-mvasive biomarker ezsily obtzined from body fluids. Sewveral studies
show that it is possible to detect and quantify nucleic acids i the plasma of patients with cancer. The zlterations found i gf-
DMNA potentially reflect changes that oocur during carcmogenesis. Therefore, the development and standardization of
noninvasive lzboratory tests capeble of identifying tumor markers and dizgmese disease recurrence m early stage i3 of great
interest because it may increase the chance of cure through earlier intervention. Objective: To detect the presence of HPV 16
and 18 o the plasma of patients with ICC. Methods: A frapment of tumor and a tube of whole blood with separating gel
from 178 women aftending two cancer treztment cemtets from Brazil were collected before treatment. DNA extracted from
tumor and plasma samples was submitted to HPV 16 =nd 18 type spem.ﬁc real time PCR study. Resulﬁ Qut of ﬂ:le 178
tumeor samples, 133 (87.4%) were HPV1S positive, 12 (3.8%) HEPY, 3 P -
Plasma samples from 111 of these 133 HPV positive samples wers tested b'e qPCR and the presenee of HP‘v'lﬁ D\I-’; was
ﬂbsened m 34.0% (341000 and HPVIS in 36.25% (9/16) of pre-treatment plasma samples, with viral leads ranging from.
to 964.500 copies'ml, HPV DNA detection in plasma increased as the disesse’s clinical stage mcrezsed
(Stage 1—42" , [0-4%%, IMI-81%, IV-70%%). Conclusion: We were zble to detect and quantify the HPV DNA i pre-treatment
plasma samples using qPCE which will permit evaluzte the treatment stetus of these patients i follow-up. Thanks to
FAPESPO08/57882-1 and CNPq373799/2008-3 for the fmancial support.
Contzet: Cristiane Centrong, cris.centrone@gmail com
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