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E ndo importa se voltamos,

quando a maioria esta indo.

Se olhamos as arvores,

enquanto a maioria olha os carros.

Se choramos, quando a maioria ri.

Ou se perguntamos, enquanto a maioria responde.

As diferengas sdo nossa maior semelhanca!

Ana Margarida Mignone
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Resumo

Introduciao: O Papilomavirus Humano (HPV) é o principal fator de risco associado ao
desenvolvimento e evolugdo das lesdes precursoras do cancer cervical, mas para que
uma célula normal evolua para uma célula neopldsica é necessdria a acdo de cofatores
como idade, tabagismo e uso de contraceptivos orais. A evolucdo natural do cancer
cervical passa por uma fase precursora chamada de Neoplasia Intraepitelial Cervical
(NIC), cuja exérese é o tratamento indicado para impedir a evolu¢do. No entanto, o
acompanhamento das pacientes € fundamental para que seja possivel diagnosticar e
tratar possiveis falhas de tratamento durante o seguimento. Embora o principal fator
associado a falha de tratamento seja a infeccdo pelo HPV apds o tratamento, outros
possiveis cofatores podem estar atuando, porém ainda ndo hd um consenso na literatura.
Objetivo: Avaliar os fatores associados a positividade para HPV de alto risco (HR-
HPV) e a falha de tratamento, em mulheres submetidas a exérese de lesdes precursoras,
num centro de referéncia do Rio de Janeiro. Métodos: Foi realizado um estudo
exploratério de uma coorte hospitalar de 290 mulheres tratadas para NIC, composto de
um estudo transversal em dois momentos (seis meses ¢ dois anos apds o tratamento),
para avaliar a presenca de infeccdo por HPV, e um estudo prospectivo para estimar o
risco de falha de tratamento durante dois anos de seguimento. Resultados: A
prevaléncia de infec¢do de HR-HPV foi de 24,7% e 18,2% aos seis meses e dois anos
apods o tratamento, respectivamente. O tempo entre a menarca e a sexarca >3 anos foi
associado a um menor risco de infeccao por HR-HPV aos seis meses (Razdo de Chance
= 0,48; IC 95% = 0,23 - 0,99). A infeccdo por HR-HPV seis meses apds o tratamento
mostrou-se significativamente associada a presenca de HR-HPV dois anos apds o
tratamento (RC = 4,27; IC 95% = 1,54 — 11,82). O risco global de falha de tratamento
em dois anos de seguimento foi de 3,0%. As mulheres positivas para HPV entre trés e
seis meses apresentaram um risco de falha em dois anos de 8,5% (log rank = 0,006) e
mulheres que tinham ao menos um teste positivo entre trés e seis meses apresentaram
uma Hazard Ratio = 12,25 (IC 95% = 1,55 — 96,91). O risco de falha para mulheres que
apresentavam HR-HPV seis meses ap6s o tratamento foi de 17,0% (log rank = 0,001).
Mulheres com comprometimento endocervical das margens apresentaram um HR =
3,37 (IC 95% = 0,95 — 11,99). Conclusao: O presente estudo sugere que a presenca da
infec¢do por HR-HPV seis meses apds o tratamento e positividade para HPV aos trés e

seis meses podem aumentar significativamente o risco para falha de tratamento.
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Abstract

Introduction: Human Papillomavirus is the main risk factor for CIN development and
progression, nevertheless only HPV infection is not a sufficient cause for development
of disease. Other co-factors such as age, smoking and oral contraceptive use have to be
associated with HPV infection for CIN progression. The natural evolution for cervical
cancer passes through a pre-neoplasic phase call Cervical Intraepithelial Neoplasia
(CIN). Even patients that are correctly treated should be followed after treatment of
CIN to diagnose and treat possible treatment failures during follow-up. Although the
main factor associated with cervical cancer and treatment failure is HPV, another
possible cofactors could be involved, however this is not well established in literature.

Objectives: The present study has the goal to investigate the frequency of HR-HPV
positivity and the risk of treatment failure during a two-year follow-up period of women
treated in a reference center in Rio de Janeiro, Brazil. Methods: Within a hospital
cohort of 290 women treated for CIN a cross-sectional study was performed at two
points during follow-up to analyze HPV infection at 6 month and 2 years after
treatment. Besides that, a prospective study was performed to identify the risk of
treatment failure in 2 years. Results: HR-HPV infection was present in 24,7% e 18,2%
of treated women, six months and two years after treatment, respectively. The time between
menarche and first sexual intercourse > 3 years was associated with a lower risk of having a
HPV infection 6 month after treatment (Odds Ratio = 0,48; IC 95% = 0,23 - 0,99). The
main factor associated with HR-HPV infection 2 years after treatment was HR-HPV
infection 6 month after treatment (OR = 4,27; CI 95% = 1,54 — 11,82). The global risk of
treatment failure in a two year follow-up was 3,0%. Women HR-HPV positive between 3
and 6 months had a 8,5% risk of treatment failure (log rank = 0,006) and women who had
at least one positive test between 3 and 6 months had a HR=12,25 (CI1 95% = 1,55 — 96,91).
The risk of treatment failure for HR-HPV infected women at 6 months after treatment was
17,0% (LR 95% = 0,001). Patients that had endocervical margin involvement presented an
increased relative risk of a 3,37 (CI 95% = 0,95 — 11,99) of treatment failure. Conclusions:
The present study suggests that HR-HPV presence after treatment and the presence of HPV

3 and 6 months after treatment could raise significantly the risk of treatment failure.
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1- Introducao

O cancer cervical é um grave problema de saude publica no mundo todo, sendo a
terceira neoplasia mais comumente diagnosticada e a quarta principal causa de morte
por cancer em mulheres, respondendo por 9% (529.800) do total de novos casos de
cancer e 8% (275.100) do total de mortes por cancer entre mulheres em 2008 (Jemal et
al, 2011; Ferlay J et al, 2010). No Brasil, o cancer cervical ocupa o segundo lugar em
incidéncia e mortalidade por neoplasia entre as mulheres (Ministério da Sadde, 2011).

Diferente de outros tipos de neoplasias, o cancer cervical apresenta uma histéria
natural bem conhecida, com uma evolucdo que passa por lesdes precursoras chamadas
de Neoplasia Intra-epitelial Cervical (NIC) de alto e baixo grau. Essas lesdes podem ser
detectadas através do teste de Papanicolaou e, quando adequadamente tratadas,
conferem um dos mais altos potenciais de prevencdo primdria dentre todas as
neoplasias. Portanto, o cancer cervical é uma causa de morte evitivel quando
diagnosticado e tratado precocemente (Moore, 2006).

O principal fator associado a evolucdo das NICs € a infeccdo pelos tipos de alto-
risco do Papilomavirus Humano (HR-HPV). Por outro lado sabe-se que o Papilomavirus
Humano (HPV) é uma causa necessaria, mas nao suficiente para que esta neoplasia
ocorra (Bosh et al, 2002; Muioz et al, 2003), sendo necessaria a atuagao de cofatores de
risco como a idade na primeira relagdo sexual, o nimero de parceiros, o histérico de
doencas sexualmente transmissiveis, o tabagismo, o uso de contraceptivos orais e
paridade (Muiioz et al, 2006; Yetimalar et al, 2011).

A principal estratégia de prevencdo do cancer cervical é o rastreamento das
lesdes precursoras através do exame de Papanicolaou, seguido da retirada da lesdo, que
¢ o tratamento indicado, visando interromper o processo de evolu¢do da doenca
(Karabulutlu et al, 2013). A Cirurgia de Alta Frequéncia (CAF) € o procedimento mais
utilizado no tratamento das lesdes de alto grau, porém, apesar de ser bastante eficiente,
as pacientes podem apresentar uma recidiva da lesdo inicial ou nova lesdo ao longo do
periodo de seguimento (dois anos), caracterizando o que a literatura chama de falha ou
insucesso no tratamento (Boonlikit et al, 2008). Ainda ndo se sabe ao certo quais fatores
estdo associados a maior probabilidade de ocorréncia dessas falhas. Dentre os fatores
investigados € possivel apontar a persisténcia da infeccdo por HPV, o status das
margens, o grau inicial da lesdo, a idade, entre outros, para o aumento na probabilidade

de falha (Sarian et al, 2004; Kreimer et al, 2000).



A meta-andlise realizada por Soutter e colaboradores (1997) incluindo seis
estudos, totalizando 44.699 mulheres-ano, mostrou que o risco de desenvolvimento de
um cancer invasivo apds o tratamento conservador das lesdes precursoras ainda era de
quatro a cinco vezes maior do que na populacdo geral.

Uma vez que o principal fator de risco apontado para essa falha tem sido a
persisténcia da infeccdo por HR-HPV apds o tratamento, estudar o comportamento da
infeccdo por HR-HPV e os fatores associados a maior probabilidade de falha assume
grande relevincia, pois podem permitir um acompanhamento mais eficiente de
mulheres que apresentam maior risco de desenvolver uma nova lesdo e possivelmente
um cancer cervical, contribuindo para gerar informagdes que contribuam para otimizar o
acompanhamento das pacientes que possuem maior risco de falhar apds o tratamento.

Além disso, conhecer os possiveis fatores ambientais que influenciam no
processo de persisténcia e clareamento da infeccdo por HR-HPV ap6s o tratamento € de
grande importancia, uma vez estes fatores sdo passiveis de intervengdes na satde
publica. Desta forma, o presente estudo tem como objetivo explorar uma coorte de
mulheres submetidas ao tratamento conservador das lesdes precursoras do cancer
cervical aos seis meses e dois anos, considerando as varidveis selecionadas como
possiveis cofatores de risco; além de avaliar o risco de falha no tratamento em dois anos
de seguimento das mulheres tratadas para lesdes precursoras do cancer cervical.

Em 2004 teve inicio no Hospital de Cancer — II/INCA um estudo intitulado “A
influéncia do polimorfismo no cédon 72 do gene 7p53 na evolugdo das lesdes
precursoras do cancer de colo de utero” que teve como objetivo avaliar o efeito de
fatores genéticos na susceptibilidade de desenvolvimento do cancer cervical. De acordo
com o protocolo deste estudo, as mulheres com resultado citolégico apresentando lesdes
precursoras de baixo-grau (NIC1) de repeticao ou lesdes de alto-grau (NIC2/3) foram
submetidas a colposcopia. Aquelas que apresentaram lesao a colposcopia foram tratadas
através da CAF. Apos o tratamento, essas mulheres foram seguidas por um periodo de
dois anos. Este protocolo de estudo possibilitou a realizacdo deste projeto, que visa
avaliar a frequéncia da positividade para o HR-HPV apés o tratamento das lesdes

precursoras e o risco de falha de tratamento em dois anos de seguimento.



2- Referencial Teorico

2.1- A infeccao pelo HPV e seu papel na carcinogénese cervical

O HPV foi descrito pela primeira vez em 1907, por Giuseppe Ciuffo, mas apenas
com os estudos de virologia molecular na década de 70 veio a ser mais compreendido
(Ciuffo, 1907). Segundo a ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) os
Papillomavirus pertencem a familia Papillomaviridae e sdo classificados em géneros,
espécie, tipos, subtipos e variantes de acordo com as sequéncias de nucleotideos da
regido L1 do genoma viral. O HPV € um virus pequeno, com DNA de dupla fita, que
infecta preferencialmente o tecido epitelial, incluindo aqueles do trato anogenital.
(Boulet et al, 2007).

Existem mais de 100 tipos de HPV baseados nas diferencas das seqiiéncias de
seu DNA e sdo divididos em HPV de baixo-risco (LR-HPV) e HPV de alto-risco (HR-
HPYV) segundo seu potencial carcinogénico. Os tipos de baixo-risco como o 6, 11, 40,
42, 43, 44, 54, 61, 72, 81 e CP6108, estdo mais fortemente associados as verrugas
genitais enquanto os tipos de alto-risco como o 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58
e 59 sdo frequentemente associados ao desenvolvimento das lesdes de alto grau (Muifioz
et al. 2003). Em recente atualizacdo dos agentes carcinogénicos feita pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (International Agency for Research on Céancer -
IARC) os tipos 26, 53, 66, 67, 68, 70, 73, 82 foram classificados no grupo de provaveis
alto-risco carcinogénicos (IARC, 2013).

A distribuicdo e a prevaléncia dos tipos de HPV variam entre as diferentes
populagdes no mundo, porém o tipo 16 é o mais frequente na Africa Subsaariana,
América do Sul, Asia e Europa (Clifford et al, 2005). Uma revis@o de 14 estudos feita
por Ayres e Silva (2010) mostrou que o tipo 16 também € o mais prevalente entre as
mulheres brasileiras.

O ciclo viral do HPV esta fortemente ligado ao programa de diferenciacdo do
epitélio infectado. Os HPVs infectam inicialmente as células epiteliais basais, que
constituem apenas uma camada de células num epitélio que estd se dividindo
ativamente. Seu ciclo de vida estd diretamente ligado as células epiteliais em
diferenciacdo e inicia quando particulas infecciosas entram em células da camada basal

(Miinger et al, 2004).



O progresso nos estudos do cancer cervical forneceu evidéncias de que a
integracdo do DNA dos HR-HPV dentro do genoma da célula hospedeira resulta em
uma elevacdo nos niveis de expressdo das proteinas virais E6 e E7 com subsequente
interacdo entre essas proteinas oncogénicas e a maquinaria do ciclo celular. A proteina
E6 se liga ao produto do gene supressor tumoral 7P53, degradando-o, e a proteina E7 se
liga ao produto do gene do retinoblastoma, impedindo sua fosforilacdo e consequente
acdo reguladora do ciclo celular (Boulet et al, 2007). A inativagdo da p53 e da pRb
impacta sobre multiplos caminhos regulatérios na célula hospedeira facilitando o
término do ciclo de vida do virus (Clarke et al, 2001; Masumoto et al, 2003). Dessa
forma, acredita-se que a instabilidade gendmica causada por E6 e E7 permite que as
células acumulem aberracdes gendmicas adicionais necessdrias para passar para uma
conversdo maligna (Stanczuk et al, 2003).

Apesar da infec¢do por HPV ser uma das doengas sexualmente transmissiveis
mais comuns, a maioria das infecgdes € transitoria, principalmente em mulheres jovens,
fazendo com que individuos infectados possam eliminar o virus espontaneamente.
Assim, mesmo sendo o principal fator de risco associado a evolucdo das lesdes
precursoras do céncer cervical, a infeccdo por HPV € considerada causa necessdria, mas
ndo suficiente para o desenvolvimento da doenca (Castellsague” & Muioz, 2003;
Braaten & Laufer, 2008).

Para que haja o surgimento e evolucdo das NICs é preciso associacdo da
infec¢do por HPV com cofatores que tornem essa infecgcdo persistente e possilibitem sua
progressdo para as lesdes precursoras do cancer cervical. Mufioz e colaboradores (2006)
definem trés grupos de cofatores potenciais: (1) cofatores ambientais, que incluem uso
de contraceptivos orais (CO), tabagismo, paridade e co-infec¢des com outros agentes
sexualmente transmissiveis; (2) cofatores virais, que incluem co-infec¢des por outros
tipos de HPV, carga viral e integracdo viral; e (3) cofatores relacionados ao hospedeiro,
incluindo hormodnios enddgenos, fatores genéticos e outros fatores relacionados a

resposta imune.

2.2- Cofatores: Tabagismo, Idade e Uso de CO

O tabagismo vem sendo bastante estudado como cofator tanto no processo de

tornar uma infec¢do por HPV persistente, quanto no processo de desenvolvimento das

lesdes precursoras. O tabagismo aumenta a duracdo das infeccdes por HPVs



oncogénicos e diminui a probabilidade de clareamento dessas infec¢des (Giuliano et al,
2002).

O cigarro possui substancias carcinogénicas, como a nicotina e seus derivados,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), dioxinas e outros carcinégenos que,
vem sendo estudados quanto aos seus papéis na carcinogénese cervical (Acladious et al,
2002). Essas substancias sdo capazes prejudicar a resposta imune no epitélio cervical do
hospedeiro, principalmente através da reducdo do ntimero de células de Langerherans,
que sdo células responsdveis pela imunovigilancia cutinea através da captagdo,
processamento e apresentacdo dos antigenos aos linfécitos T (Pratt et al, 2007). Além
disso, a exposicdo do DNA das células cervicais a esses agentes carcinogénicos podem
causar mutagdes e anormalidades na atividade génica das células e no processo de
divisdo celular (Ramos et al, 2008).

Um estudo caso-controle de base populacional foi realizado por Kjellberg e
colaboradores (2000), na Suécia, visando estudar a associagdo entre tabagismo,
gravidez, dieta e uso de CO com o risco de desenvolvimento de NIC2/3. Foram
comparadas mulheres com diagndstico citolégico normal com mulheres com
diagnéstico citoldégico de NIC2/3. Os achados desse estudo mostraram um aumento de
2,6 vezes (IC 95% = 1,2-5,6) no risco de desenvolver uma NIC2/3 entre as mulheres
fumantes comparadas as ndo fumantes, mesmo ajustando pela positividade para HPV,
sugerindo uma associagdo independente entre tabagismo e desenvolvimento da lesdo.
As demais varidveis investigadas ndo se mostraram associadas, exceto pela varidvel
gestacdo (ja ter engravidado) que nao apresentou associacdo com o risco de desenvolver
NIC2/3 na andlise bruta (OR=1,1; IC 95%=0,7-1,8), porém apresentou uma associa¢io
na andlise ajustada (OR=4,5; IC 95%=1,6-12,8).

O efeito da idade no desenvolvimento das lesdes precursoras estd relacionado a
maior exposicao e vulnerabilidade das mulheres jovens as infec¢des por HPV. A maior
exposi¢do ao virus estd relacionada ao inicio da atividade sexual, que quanto mais
precoce maior a oportunidade de se ter miltiplos parceiros e, consequentemente, maior
probabilidade de adquirir infeccées por HPV (Shew er al, 2005). A maior
vulnerabilidade se d4 através das diferencas no epitélio cervical que, em mulheres mais
jovens, possui predominantemente células colunares e metapldsicas, enquanto em
mulheres mais velhas o predominio € de células escamosas (Silva et al, 2011). Quando
o inicio da atividade sexual ocorre em idade precoce, existe a possibilidade da infec¢do

por HPV afetar essas células metapldsicas imaturas da zona de transformagdo do colo



do utero aumentando o risco de desenvolvimento da célula neopldsica. Depois que
alcancaram a maturidade, o risco de desenvolvimento de neoplasia cervical escamosa é
menor (Cox, 1995).

O uso de contraceptivos orais (CO) também vem sendo estudado como outro
cofator de risco associado ao desenvolvimento das NICs. O CO geralmente é utilizado
por mulheres sexualmente ativas com parceiro Unico ou multiplos parceiros e, por este
motivo, pode também estar associado a exposi¢do ao HPV, fazendo com que possa
haver confundimeto ao se estudar uso de CO no risco de desenvolver uma NIC
(Syrjinen et al, 2006).

Os mecanismos pelos quais a influéncia hormonal modula o risco de progressao
para lesdes de alto grau ainda ndo sdo bem estabelecidos (Castellsague” & Muiloz,
2003), porém o uso de CO pode aumentar esse risco através da influéncia dos
hormonios em elementos hormoénio-dependentes do genoma viral que vdo aumentar
assim a expressdo viral do HPV. Além disso, a progesterona pode aumentar a
transcri¢do do RNA mensageiro do virus e estimular a replicagdo viral (de Villiers et al,
2003).

Em um estudo caso-controle multicéntrico realizado pela IARC utilizando
protocolo similar em 8 paises, para estudar o risco do uso de contraceptivos orais no
desenvolvimento do cancer cervical, observou que o uso de CO por 5 anos ou mais
aumentou em 3,69 vezes (IC 95% = 1,83-7,74) o risco de desenvolver cancer cervical
entre mulheres HPV positivas (Moreno et al, 2002).

Outro importante ponto que vem sendo discutido sdo os fatores relacionados ao
hospedeiro que influenciam tanto na persisténcia da infeccdo por HPV quanto na
progressdo para o cancer cervical. Dentre eles € possivel citar a resposta imune do
hospedeiro a infeccdo por HPV, a suscetibilidade genética relacionada a polimorfismos
de genes reguladores do ciclo celular, genes supressores de tumor e a identificacdao dos
eventos epigenéticos, que estariam modulando o processo de desenvolvimento das NICs

(Wang et al, 2003).

2.3 - Lesoes Precursoras do Cancer Cervical e Tratamento

As infeccdes iniciais por HPV podem se manifestar através de pequenas

alteracdes no colo do ttero. Essas alteracdes celulares podem ser detectadas através do

exame de Papanicolaou e indicam a presenca da infec¢do por HPV, no entanto a



confirmacdo da presenga do virus s6 pode ser diagnosticada por meio de testes de
biologia molecular (Gravitt et al, 2000). De acordo com a classificacdo do Sistema
Bethesda (2001) as alteracgdes citoldgicas no epitélio escamoso sdo denominadas lesdes
intra-epiteliais e sdo caracterizadas em Lesdes de Baixo Grau (LBG) ou Lesdes de Alto
Grau (LAG). Por outro lado, quando é feito o diagndstico histoldgico, as alteragdes
causadas por HPV sdo chamadas NIC 1, NIC 2 ou NIC 3, dependendo da profundidade
das células anormais. A NIC 1 inclui displasia leve com lesdes em que apenas um tergo
da profundidade do epitélio estd anormal. A NIC 2 ou displasia moderada inclui lesdes
com proliferagdes anormais em até dois tercos do epitélio. A NIC 3 inclui displasia
severa e carcinoma in situ, que sao lesdes em que o epitélio inteiro encontra-se anormal.
As alteracdes celulares que ndo podem ser classificadas como neoplasia intra-epitelial
cervical, mas merecem uma investigacdo melhor, sdo classificadas como Atipias de
Células Escamosas de Significado Indeterminado (Atypical Squamous Cells of
Undetermined Significance - ASC-US), Atipias de Células Escamosas que ndo excluem
Lesdo de Alto grau (Atypical squamous cells, cannot exclude HSIL - ASC-H) e Atipias
de Células Glandulares (Atypical Glandular Cells - AGC) (Apgar et al, 2003).

E necessdrio em média 20 anos para que uma célula normal evolua para o
estdgio de cancer invasivo. Essa evolugdo lenta é marcada por lesdes precursoras
detectaveis e curdveis o que possibilita que sejam feitos esforcos preventivos através de
programas de rastreamento do céncer cervical para evitar o desenvolvimento desta
neoplasia (Anderson et al, 1988; Holowaty et al, 1999).

No entanto, mesmo sem tratamento, as NICs podem regredir espontaneamente.
O processo de progressdo e regressdo das lesdes estd diretamente relacionado a
presenca, integracdo e carga viral do HPV. As LBG, em sua maioria, estdo associadas
aos HPVs de baixo-risco oncogénico e regridem espontaneamente. J4 as LAG estao
mais fortemente associadas aos HPVs de alto-risco oncogénico e apresentam um risco
maior de progredirem para o cancer cervical (Moscicki et al, 2010).

As lesdes intra-epiteliais t€ém que ser devidamente acompanhadas e tratadas, por
meio de varios procedimentos distintos. Esses tratamentos podem variar entre os mais
conservadores, como bidpsia a frio, exérese da lesdo a laser ou excisdo por CAF; até
procedimentos mais invasivos como as histerectomias (Martin-Hirsch et al, 2010).

Os tratamentos conservadores do colo do ttero visam interromper o progresso da
doenca preservando o colo do tutero o méaximo possivel. Podem ser realizados

tratamentos ablativos, que destroem a lesdo, como a cauterizacdo e a crioterapia, ou



tratamentos excisionais, que retiram a lesdo, como a conizag¢do e a cirurgia de alta
freqiiéncia (CAF) (Derchain et al, 2005). A CAF, desde sua introdu¢do em 1989
(Prendiville er al, 1989), é o tratamento mais utilizado para as LAG por ser um
procedimento efetivo que utiliza anestesia local, remove menos tecido, requer um tempo
menor de operagdo, é associado ao menor risco de hemorragia, dor e infeccéo, e € tdo
efetivo quanto as terapias cirurgicas convencionais (Mathevet et al, 1994; Ferenczy let
al, 1996). Além disso, essa técnica possibilita excluir a existéncia de doenca invasiva,
avaliar o comprometimento das margens cirdrgicas e preservar a fertilidade da paciente
(Ramos et al, 2008).

O tratamento efetivo das lesdes ndo apenas resulta na retirada completa da lesao
como também deve estd associado a maior probabilidade de eliminac¢do da infec¢do pelo
HPV. O processo de eliminagdo do virus é chamado de clareamento da infecc¢do e
geralmente ocorre em até seis meses apos o tratamento (Moore et al, 2011).

Um estudo feito por Tate e colaboradores mostrou que, depois de desenvolvida a
lesdo, raramente hd presenca de HPV nos tecidos normais adjacentes a NIC. Ou seja, ha
detec¢do de HPV em células normais antes da manifestacdo clinica da doenga, porém
depois do surgimento da lesdo, ou o virus ¢ eliminado dos tecidos normais adjacentes,
ou eles estdo presentes, porém incapazes de produzir uma nova lesdo devido a fatores
do hospedeiro. Dessa forma, o tratamento usado, na maioria dos casos, ird resultar em
uma citologia negativa e na eliminagdo do virus. O fato, entretanto, de que algumas
mulheres fiquem livres da lesdo temporariamente, mas ndo da infeccdo por HPV,
ressalta a necessidade de investigacdo dos outros fatores e mecanismos que levam a
persisténcia do virus apds o tratamento (Tate et al, 1996).

Quando ndo hd o clareamento da infeccdo, hd o risco de desenvolvimento de
uma nova lesdo especialmente nos dois primeiros anos subsequentes ao tratamento
(Kocken et al, 2011). Esse reaparecimento das lesdes nos dois anos apds o tratamento é
o principal motivo pelo qual a maioria dos estudos investiga falha de tratamento nesse

periodo.

2.4 — Insucesso no Tratamento e Fatores Associados

Apesar do tratamento para lesdes precursoras do cancer cervical ser eficiente, as
mulheres tratadas necessitam de acompanhamento pds-tratamento para identificagao de

possiveis recorréncias da doenca. Essas recorréncias sio chamadas de falhas de



tratamento e podem ser identificas durante o periodo de seguimento em
aproximadamente 5 a 36% das mulheres tratadas (Kocken et al, 2011; Sarian et al,
2004; Alonso et al, 2006; Silva et al, 2009).

Para avaliar se hd diferenca na probabilidade de falha devido ao uso de
diferentes técnicas no tratamento, Martin-Hirch e colaboradores (2010) realizaram uma
revisdo sistemadtica da literatura incluindo 29 ensaios clinicos e 7 técnicas cirtrgicas e
concluiram que ndo hd uma técnica de tratamento conservador que seja superior em
termos de falha no tratamento e complicagdes pos-operatdrias.

O principal fator que tem sido apontado para a falha no tratamento é a
persisténcia dos HR-HPVs ap6s o tratamento. A persisténcia da infeccdo indica que o
colo do ttero ainda estd exposto ao principal fator oncogénico para o cancer cervical,
indicando o aumento do risco de recorréncia e progressdo da doenca (Bae et al, 2007;
Kreimer et al, 2007).

Kreimer e colaboradores (2006), em um estudo prospectivo realizado em uma
coorte nos EUA a partir do ASCUS-LSIL triage study (ATLS), sugeriram que a presenca
de HPV em amostras coletadas seis meses apds o tratamento pode predizer o
surgimento de NIC apds o tratamento. Os autores também mostraram que mulheres que
ainda estdo infectadas com ao menos um tipo de HR-HPV t€m um risco 15% maior de
desenvolver NIC em dois anos, enquanto as que estdo infectadas por tipos nao
carcinogénicos ou negativas para HPV tém um risco de 1,5% e 0%, respectivamente. Ja
mulheres que eram positivas para HPV 16 seis meses depois da CAF t€ém um risco 40%
maior de desenvolverem NIC em dois anos.

A defini¢do de infec¢do persistente também vem sendo discutida na literatura.
Geralmente uma infeccdo persistente é definida como aquela acontecendo em uma
paciente que possua dois ou mais testes positivos para DNA de HPV. Mas também pode
ser definida pelo tempo de clareamento ou pela propor¢do de testes positivos para HPV
durante um periodo de seguimento. Além disso, os diferentes métodos de identificagdao
dos laboratdrios tornam ainda mais dificeis essas definicdes através da identificacdo ou
nao de HPV tipo-especifico (Aerssens et al, 2008; Koshiol ef al, 2008).

Outro estudo desenvolvido por Kreimer e colaboradores (2007), na mesma
coorte, definiu persisténcia da infeccdo como o mesmo tipo de HPV presente antes e
depois do tratamento. J4 um estudo feito por Aerssens e colaboradores (2008),
diferencia infec¢do persistente pelo mesmo tipo de HPV apés o tratamento, situacdo em

que a infeccdo ndo desaparece em momento nenhum durante o seguimento; de re-



infeccdo pelo mesmo tipo de HPV, quando o tipo de HPV presente no momento do
tratamento nio é encontrado em uma ou mais consultas durante o seguimento, porém
volta a ser detectado; de re-infecg¢ao por outro tipo de HPV, quando o tipo inicial ndo é
mais detectado durante o seguimento, porém outro tipo € encontrado.

Além da persisténcia da infeccdo por HPV, outros fatores tém sido estudados
como estando envolvidos na ocorréncia da falha de tratamento. O comprometimento das
margens, a idade, o tabagismo, o tamanho da lesdo antes do tratamento, a extensdo
endocervical da doenca e excisdo incompleta da lesdo também estio associados a falha
(Jakus et al, 2000; Brockmeyer et al, 2005).

A Tabela 1 apresenta os principais artigos que buscaram identificar fatores de
risco para falha de tratamento, descrevendo as associacdes buscadas e as que foram
encontradas pelos estudos. Todos os estudos incluidos foram realizados com mulheres
tratadas para NIC através de métodos excisionais, com seguimento apds o tratamento e
que tiveram como defini¢do de falha a confirmacao histolégica de NIC.

E possivel observar que todos os 10 estudos que investigaram a presenca de
HPYV apés o tratamento, ou a persisténcia da infec¢do por HPV apdés o tratamento, como
fator de risco, encontraram associacao estatisticamente significativa com o aumento do
risco de falha, variando de 1,44 (IC 95% = 1,23 — 1,70) no estudo de Alonso e
colaboradores (2006) a 52,70 (IC 95% = 13,90 - 200,30) no estudo de Paraskevaidis e
colaboradores (2001) (Acladious et al, 2002; Aerssens et al, 2009; Alonso et al, 2007;
Bae et al, 2007; Leguevaque et al, 2010; Lubrano et al, 2012; Ryu et al, 2012; Sarian et
al, 2005).

Em um estudo caso-controle aninhado numa coorte de mulheres tratadas para
NIC na Inglaterra, no periodo de 1995 a 1999, Acladious e colaboradores (2002)
buscaram investigar se a deteccdo de HR-HPV apds o tratamento e o tabagismo sdo
fatores independentes no aumento do risco de falha no tratamento. Seus achados
mostraram um aumento trés vezes maior (IC 95% = 1,68-5,98) no risco de falha de
tratamento para as fumantes comparado as ndo fumantes, e um aumento de 23,5 vezes
maior (IC 95% = 3,2 — 172,5) no risco de falha para mulheres que eram HR-HPV
positivas apds o tratamento. Os autores observaram ainda que mesmo apds o controle
do efeito do HPV durante o seguimento esse risco foi significativamente maior entre as
mulheres fumantes (RC = 19,34, IC 95% = 1,70 — 220,1) comparadas as ndo fumantes.

J4, Aerssens e colaboradores (2009), em um estudo prospectivo realizado na

Bélgica e na Nicardgua, ndo encontraram associagdo entre tabagismo e aumento do
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risco de falha de tratamento (p = 0,408). Essa discrepancia poderia ser explicada pelo
fato de que nesse estudo, a varidvel tabagismo foi classificada em fumante atual ou ndo
fumante atual, sem considerar tempo de tabagismo ou carga tabdgica. Sarian e
colaboradores (2005), em outro estudo prospectivo onde avaliaram tabagismo como
fator de risco para falha de tratamento, também ndo encontrou associacdo (RC = 0,69;
IC 95% = 0,1 — 5,1), porém, nesse artigo, os autores ndo descrevem a forma como esse
dado foi coletado e tratado para as analises.

A auséncia de associacdo nesses estudos comparada a presenca de associacdo no
estudo de Acladious (2002) pode ser explicada pela forma de coleta e tratamento dos
dados coletados. Enquanto no trabalho de Acladious a informacao sobre tabagismo foi
coletada e tratada de forma detalhada considerando ser atual, ex ou nunca tabagista,
além do tempo de fumo e da carga tabagica, nos estudos que ndo encontraram
associagdo, essa varidvel foi coletada de forma agregada impedindo a classificagdao
detalhada da exposi¢do, prejudicando a diferenciacdo entre os grupos de mulheres
expostas e nao expostas ao fator de risco.

O status das margens tem sido apontado como fator preditor para falha no
tratamento. Entretanto o método de diagnostico de status das margens tem sido
questionado, uma vez que um numero importante de mulheres que sdo classificadas
com margens livres apresenta falha no tratamento e pacientes com margens
comprometidas evoluem para cura espontaneamente. Ou seja, mulheres com margens
livres apds a retirada da lesdo ainda podem estar sob o risco de recorréncia da doenca
(Paraskevaidis et al, 2000; Alonso et al, 2006, Lubrano et al, 2012).

Dos 14 estudos que pesquisaram a margem como fator de risco, sete
encontraram associagdo estatisticamente significativa com o aumento do risco de falha
de tratamento, que variou de 2,70 (IC 95% = 1,50 — 4,70) a 39,08 (IC 95% = 4,40 —
347,18) em mulheres com margens comprometidas comparadas as mulheres com
margens livres (Lubrano et al ,2012; Ryu et al,2012).

Um estudo realizado por Nam e colaboradores (2009), com 77 pacientes com
NIC 2/3 submetidas ao tratamento, e apresentando margens livres, sugeriu que a carga
viral € um fator de risco para persisténcia da infeccdo por HPV. A carga viral foi
avaliada utilizando RLU (Relative Light Units) >= 1 e os autores definiram como tendo
carga viral alta as mulheres que apresentavam RLU/controle positivo > 100. Assim, foi

observado que 24% das mulheres com carga viral alta possuiam infeccdo persistente
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seis meses ap6s a CAF. J4 para mulheres com carga viral baixa, apenas 3,7% das
mulheres possuiam infec¢do persistente seis meses apds o tratamento.

Ainda assim, outros estudos tém mostrado o aumento do risco de falha de
tratamento para mulheres que apresentam margens comprometidas. Boonlikt e
colaboradores (2008) em um estudo retrospectivo analisando o histérico médico de 250
mulheres tratadas para NIC em Bankok, na Tailandia, observaram um aumento de 3,43
vezes (IC 95% = 1,01 — 11,63) no risco de falha de tratamento para mulheres com
margem endocervical comprometida comparado as mulheres com margem endocervical
livre. Entretanto, mesmo apds comparar as mulheres com margem endocervical
comprometida com aquelas que apresentavam margem endocervical livre, foi observada
uma associacdo de 3,43 vezes no aumento do risco de falha. Essa diminui¢@o do risco
pode ser devido a inclusdo de mulheres com margens ectocervicais comprometidas no
grupo de comparacgdo, subestimando a magnitude da associacdo encontrada. Hamontri e
colaboradores (2010), também na Tailandia, diferenciaram comprometimento
endocervical, ectocervical e de ambas as margens e encontraram um aumento do risco
para todas as categorias estudadas, comparado as margens livres (RC = 5,94; IC 95% =
3,70 — 9,53; RC = 7,78; IC 95% = 2,99 — 20,24; RC = 14,88; IC 95% = 6,10 — 36,29,
respectivamente). Em estudo retrospectivo realizado na Franga com 352 pacientes
tratadas para NIC, Leguevaque e colaboradores (2010), encontraram aumento do risco
de falha de tratamento para mulheres com margem endocervical comprometida (RC =
4,48; IC 95% = 2,19 — 9,16), porém o risco para o comprometimento ectocervical foi de
1,08 sem significancia estatistica (IC 95% = 0,33 — 3,52). Os estudos de Hamontri e
Leguevaque encontraram magnitudes de associagdo semelhantes quando mulheres com
comprometimento endocervical das margens aquelas que apresentavam margens livres.

A idade como fator de risco para falha de tratamento ndo € consenso na
literatura. Dos 13 artigos que pesquisaram a idade como fator de risco apenas dois
encontraram associacio estatisticamente significativa com aumento do risco de falha de
tratamento (Silva et al, 2009; Hamontri et al, 2010). Esses dois estudos encontraram
aumento no risco de falha para mulheres com mais de 50 anos. Silva e colaboradores
sugerem que esse aumento do risco pode ser explicado por uma alteracdo da imunidade
ou uma selecdo, ao longo do tempo, dos HPV com maior potencial oncogénico, em
mulheres mais velhas. J& Hamontri e colaboradores atribuem esta associagdo a um
aumento na incidéncia de excisdo incompleta em mulheres mais velhas pela dificuldade

de identificacdo da zona de transformacdo no momento do tratamento. Outra possivel
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razdo seria a maior duragdo de lesdes multifocais e a lesdes de maior extensdo das
mulheres mais velhas. J4 Aerssens e colaboradores (2009) avaliaram a varidvel idade
através da média entre os grupos e observaram que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre a média de idade do grupo de mulheres que apresentou falha de
tratamento e do grupo que ndo apresentou (p = 0,368). No estudo de Alonso e
colaboradores (2006), ndo foi observada associacdo entre idade maio que 45 anos e
falha de tratamento (p-valor ndo significativo). Boonlikt e colaboradores encontraram
associacdo entre idade maior/igual a 50 anos e aumento do risco de falha, porém esse
resultado ndo foi estatisticamente significativo (RC = 1,58; IC 95% = 0,29 — 8,67).
Desta forma, com base na literatura é possivel observar que a identificacdo da
presenca da infeccdo por HR-HPV durante o seguimento de mulheres tratadas para NIC
e dos fatores de risco para falha de tratamento podem servir como uma ferramenta de
vigilancia para identificar mulheres com alto risco de recorréncia da lesao precursora do
cancer cervical, podendo orientar e otimizar o padriao de seguimento e tratamento dessas

mulheres.
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2.5 — Projeto Matriz

O projeto matriz, intitulado “Contribuicao dos fatores clinicos, epidemiolégicos
e genéticos na evolucdo das lesdes precursoras do cancer de colo de tutero” foi
desenvolvido na ENSP em colaboracdo com o INCA no periodo de 2004 a 2008. Esse
estudo buscou determinar a contribui¢do de fatores clinicos, epidemioldgicos e
genéticos na evolucdo das lesdes precursoras do cancer cervical bem como no insucesso
no tratamento das NICs através do seguimento de uma coorte de mulheres atendidas no
Instituto Nacional de Cancer (INCA) no periodo de outubro de 2004 a maio de 2006 e
seguidas até maio de 2008.

Um dos achados desse estudo foi que o polimorfismo TP53/Pro72 parece estar
associado ao aumento do risco de falha no tratamento das lesdes precursoras, apesar de
ndo ter sido estatisticamente significativo (argilina/argilina comparado a heterozigoto
HR = 1,51 IC 95% = 0,23 - 9,80; prolina/prolina comparado a heterozigoto HR = 1,41
IC 95% = 0,31 — 6,52). Além disso, o envolvimento das margens (HR =7,01; IC 95% =
1,33 — 28,44) e o tabagismo (HR = 3,90; IC 95% = 1,28 — 11,91) também estiveram
associados ao aumento do risco de falha (Silva, 2008).

A investigacdo da presenca de HR-HPV apés o tratamento e do risco de falha de
tratamento durante o seguimento foram dois aspectos nao abordados nesse estudo e
possibilitou a realizacdo desta dissertacdo, que tem como objetivo avaliar a frequéncia
de positividade para HR-HPV apds o tratamento e o risco de falha de tratamento, em
uma coorte hospitalar de mulheres portadoras de lesdes precursoras, que foram tratadas

em um centro de referéncia do Rio de Janeiro.
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3 — Justificativa

O cancer cervical ainda é um problema de satde publica no Brasil e no mundo.
O rastreamento e o tratamento das lesdes precursoras do cancer cervical sdo as medidas
mais eficazes para controle da incidéncia e mortalidade por esta neoplasia. No entanto,
devido a probabilidade de falha no tratamento (5% a 36%) torna-se necessidrio o
seguimento rigoroso das mulheres submetidas a exérese das lesoes.

Considerando que ainda ndo estdo bem estabelecidos quais sdo os fatores
associados a presenca de HR-HPV e a falha ap6s o tratamento da NIC, estudos com esta
abordagem assumem grande relevancia, pois poderiam contribuir para a modificacao do
padrdo de seguimento das mulheres submetidas ao tratamento conservador dessas
lesdes, permitindo a selecdo de grupos com maior probabilidade de apresentar infec¢do
por HR-HPV no seguimento e, consequentemente, maior probabilidade de falha.

Ademais as informagdes produzidas neste estudo poderiam contribuir para
otimizar o acompanhamento das pacientes que possuem maior risco de falhar apds o
tratamento e fornecer subsidios para a orientacdo dos programas de controle desta

neoplasia na populacgdo brasileira.
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4 — Objetivos
4.1 - Objetivo geral

Avaliar os fatores associados a falha de tratamento e a presenga das infeccoes
por HPV em um seguimento de dois anos de uma coorte hospitalar de mulheres tratadas
para lesdes precursoras do cancer cervical, numa unidade de referéncia do Rio de
Janeiro.

4.2 - Objetivos especificos

- Determinar o perfil da infeccdo por HPV segundo tipo viral em seis meses e dois anos

ap6s o tratamento conservador para lesdes precursoras do cancer cervical;

- Determinar a prevaléncia dos tipos virais de HPV presentes nas mulheres que

apresentaram falha de tratamento durante o periodo de seguimento.

- Estimar o risco de infeccdo por HPV seis meses e dois anos apds o tratamento,

segundo os fatores epidemiolégicos e clinicos selecionados;

- Estimar o risco de falha de tratamento em dois anos, segundo a presenga e o tipo de

HPV.
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5 — Metodologia

5.1 - Desenho de Estudo

O presente trabalho é um estudo exploratério de uma coorte hospitalar de
mulheres atendidas no Instituto Nacional de Cancer (INCA), um hospital de referéncia
localizado na cidade do Rio de Janeiro, Brasil, formada a partir do estudo de Silva e
colaboradores (2008). Foi realizado um estudo transversal aos seis meses e dois anos
apds o tratamento conservador de lesdes precursoras do cancer cervical e um estudo
prospectivo visando estimar o efeito da infec¢io por HPV no risco de falha no

tratamento durante o seguimento de dois anos.

5.2 - Descric¢ao da coorte

A coorte foi formada por mulheres com alteragdes colpocitoldgicas que
apresentavam indicag@o para colposcopia, atendidas no INCA no periodo de outubro de
2004 a maio de 2006 e que foram seguidas até maio de 2008. Foram incluidas na coorte
as mulheres com idade igual ou superior a 18 anos e que ndo tinham sido submetidas a
nenhum tratamento cervical nos ultimos seis meses. Foram excluidas mulheres que
eram HIV positivas, que tinham condi¢cdes psiquicas ou déficit cognitivo grave, e
aquelas que nio assinaram o termo de consentimento (por analfabetismo sem parente
alfabetizado como testemunha ou por recusa).

Dentre as 463 mulheres que cumpriram os critérios de elegibilidade 445
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 1), perfazendo
um total de 18 (3,9%) recusas. Apds consentirem em participar do estudo, essas
mulheres foram submetidas ao exame clinico e foi aplicado um formulério estruturado
(Anexo 2) para coleta dos dados sobre idade, cor da pele, nivel educacional, idade na
menarca, idade na primeira relacdo sexual (sexarca), paridade, nimero de abortos,
menopausa, nimero de parceiros sexuais, histéria de doenca sexualmente transmissivel
(DST), método contraceptivo usado, histérico de co-morbidade (diabetes mellitus,
hipertensdo e obesidade) e tabagismo.

Todas as pacientes com alteragdo colpocitoldgica de baixo ou de alto grau foram
submetidas a lavagem da regido cervical e do trato genital inferior com uma solucdo de

acido acético de 4-6% e a colposcopia. Durante o exame colposcdpico as mulheres
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poderiam apresentar quatro situagdes clinicas distintas dependendo da possibilidade de
visualizacdo da Juncdo Escamo-Colunar (JEC) pelo cirurgido ginecoldgico: satisfatdria
sem lesdo (JEC visualizada, mas sem lesdo visivel), satisfatéria com lesdo (JEC
visualizada, com lesdo visivel), insatisfatoria sem lesdo (JEC ndo visualizada, sem lesido
visivel) e insatisfatoria com lesao (JEC nio visualizada, com lesao visivel). Quando nao
havia lesdo visivel a colposcopia, as mulheres foram submetidas a conduta expectante,
ou seja, foram seguidas com o exame colpocitolégico a cada 4 meses durante dois anos.
As mulheres que apresentavam lesdo ao exame colpocitolégico tiveram suas lesodes
biopsiadas ou totalmente retiradas por CAF. Tanto a colposcopia quanto o tratamento
foram realizados por médicos especialistas em ginecologia oncoldgica.

Apdés o tratamento as pacientes foram entdo acompanhadas por um periodo de
dois anos através de exames de Papanicolaou e, quando necessério, por colposcopia. O
seguimento foi realizado com uma consulta a cada trés meses no primeiro ano e a cada
quatro meses no segundo. Em cada consulta foi coletada também uma amostra de swab
cervical para posterior deteccdo e tipagem de HPV.

Os diagnésticos histolégicos e colpocitoldgico foram realizados pelo
Departamento de Patologia do INCA através de laminas coradas com hematoxilina e
eosina (HE) para classificacdo da lesdo cervical de acordo com o Sistema Bethesda

(Apgar et al, 2003).

5.3 - Critérios de elegibilidade

Para a realizacdo do estudo foram incluidas somente as mulheres da coorte que
possuiam diagnéstico citolégico de lesdes precursoras e que foram submetidas ao
tratamento.

Para andlise da positividade da infeccio por HPV apds o tratamento foram
incluidas mulheres que possuiam amostra de swab cervical seis meses e/ou dois anos
apés o tratamento.

Para avaliacao da falha de tratamento foram incluidas as mulheres que possuiam

ao menos uma consulta de seguimento apds a avaliacdo da presenca de HPV.
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5.4 - Classificacio das variaveis

Foi definido como falha de tratamento as mulheres que tiveram confirmagao
histolégica de NIC apds o tratamento e que tivessem pelo menos uma citologia normal
entre o tratamento e a falha. Os diagndsticos de ASC-US e ASC-H na citologia entre o
tratamento e a falha foram considerados como citologias normais para o critério de
falha.

As varidveis epidemioldgicas utilizadas do formuldrio para as andlises foram as
seguintes: idade, cor da pele, idade na menarca, idade na sexarca, paridade, nimero de
parceiros sexuais ao longo da vida, uso de contraceptivo oral e tabagismo.

A varidvel idade foi categorizada em faixas etdrias de 18 a 28 anos, 29 a 45 anos
e maior de 45 anos, a varidvel de cor da pele foi auto-referida e dividida em trés
categorias, branca, parda e negra de acordo com os critérios definidos pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (http://www.ibge.gov.br/home/
estatistica/populacao/trabalhoeendimento/pnad2006/notas_brasil.pdf). A varidvel idade
na menarca foi categorizada em <=13 anos e >13 anos, a idade na sexarca foi
categorizada em <=15 anos e >15 anos. A paridade foi categorizada em 0 a 1 parto, 2 a
3 partos ou mais de 3 partos. O nimero de parceiros sexuais foi categorizado em 1 a 2
parceiros, 3 a 4 parceiros ou mais de 5 parceiros ao longo da vida.

A variavel uso de CO foi classificada em atual usuaria (definida como mulheres
que utilizaram CO por pelo menos seis meses antes da entrevista), ex-usudria (mulheres
que haviam deixado de usar CO por um ano ou mais) e nunca usudria (mulheres que
utilizaram CO por menos de seis meses ao longo da vida). O tempo de uso de CO
também foi considerado e essa varidvel foi categorizada em <=10 anos de uso e >10
anos.

A varidvel tabagismo foi classificada segundo os critérios estabelecidos pela
IARC como fumante atual, ex-fumante e ndo fumante e, para ser considerada fumante
ou ex-fumante, a mulher deveria ter consumido mais de 100 cigarros ao longo da vida
(IARC, 2004). Além disso, o tempo de tabagismo e a carga tabdgica foram
considerados. O tempo de tabagismo foi categorizado em <=17 anos de uso e >17 anos.
Para estimar o nimero de cigarros fumados ao longo da vida foi utilizado o cdlculo de
pacotes-ano de cigarros consumidos. Esse célculo foi realizado através do nimero de

pacotes de cigarros consumidos por dia multiplicado pelo nimero de anos de consumo e
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a variavel foi categorizada em <=2,5 pacotes-ano ou >2,5 pacotes-ano. Os pontos de
corte foram definidos da mesma forma que das outras varidveis.

Os pontos de corte das varidveis continuas foram estabelecidos de acordo com a
média, mediana e os quartis do grupo de mulheres HPV negativas em 6 meses e ao final
de dois anos de seguimento.

As varidveis clinicas e moleculares usadas foram citologia anterior ao
tratamento, comprometimento das margens cirdrgicas (margem livre, margem
ectocervical comprometida e margem endocervical comprometida), presenga ou
auséncia de HPV e tipos de HPV detectados aos seis meses, aos dois anos e no
momento das falhas de tratamento. Os tipos de HPV presentes nas amostras foram
categorizados em tipos de alto-risco carcinogénico, incluindo nesse grupo os tipos
carcinogénicos e de provavel risco carcinogénico de acordo com os critérios da IARC
(IARC 2013), e em tipos de baixo-risco carcinogénico (Munoz et al, 2003), incluindo
nesse grupo os tipos de risco desconhecido.

Para as andlises de sobrevida foram consideradas a positividade para LR-HPV e
HR-HPV em seis meses e informagdes sobre positividade para HPV entre trés e seis
meses, utilizando informacdes das pacientes que tinham teste para HPV trés meses apds
o tratamento. Para esta ultima andlise foi construida uma varidvel considerando
positividade para HPV em algum momento entre trés e seis meses de seguimento, assim
pacientes com um teste para HPV foram classificadas como positivas ou negativas
baseado nesse tnico resultado e pacientes que possuiam dois testes para HPV foram
classificadas como positivas, quando eram positivas em algum momento e negativas

quando tinham ambos resultados negativos.

5.5 - Coleta de material Biolégico para deteccao do HPV

Os dois swabs coletados em cada consulta de seguimento foram conservados em
solucdo de carnoi modificado (solu¢do composta de dcido acético com dlcool absoluto).
Para avaliagcdo da positividade da infeccado por HR-HPV ap6s o tratamento foi utilizado
o DNA extraido de células cervicais coletadas nos swabs de seis meses e dois anos apos
tratamento das pacientes. Para avaliacio do tipo de HPV presente nas falhas foi

utilizado o swab coletado trés meses antes do segundo tratamento.
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5.6 - Extracao do DNA e Deteccao do DNA de HPV

Para obtengdo do material para extracio do DNA gendmico, os dois swabs
cervicais imersos na solu¢do de carnoi modificado presente nos tubos falcon foram
friccionados entre si com o objetivo de soltar as células contidas neles e liberd-las para o
meio liquido presente no tubo. Apds este processo os tubos foram centrifugados por
10min a 3000 rpm para a formagdo do pellet e a solugao de carnoi foi descartada. Em
seguida as amostras foram lavadas com 3ml de Phosphate-Buffered Saline 1x (PBS),
vortexadas e centrifugadas por Smin a 3000rpm. Ap6s o descarte do PBS foi adicionado
8ul de Proteinase XIV 20mg/ml em cada tubo e as amostras ficaram em banho-maria
por duas horas, a 60°C. Depois desta etapa inicial, as amostras foram submetidas a
extracdo de DNA com o Kit da Promega®, segundo as especificagdes do fabricante. As
amostras extraidas foram armazenadas em tubos eppendorf 1,5 mL e estocadas em

freezer -20°C.

5.7 - Deteccao do DNA de HPV

A deteccdo do DNA do HPV foi realizada através da técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (Polimerase Chain Reaction — PCR) para amplificacio de um
fragmento da regido L/ do capsideo do virus utilizando Tag Platinum (Invitrogen). Foi
realizada uma primeira PCR com os iniciadores PGMY (Gravitt et al. 2000) e apds esta
etapa foi realizada uma nested-PCR com os iniciadores GP05/GP06+ (de Roda Husman
et al. 1995) a partir do produto amplificado pela primeira reacdo.

Para a primeira etapa foram utilizados entre 100 e 200 nanogramas (ng) de DNA
gendmico, 0,1uM dos iniciadores PGMY, 200uM de cada dNTP, ImM de Mg** e 1U
de Taq Platinum (Invitrogen), completando um volume final de 50 microlitros (ul) com
dgua Milli-q. A reagdo foi feita em um termociclador da marca Axygen® sob as
seguintes condi¢des: um ciclo inicial de 5 minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos de 1
minuto (min) a 94°C para desnaturacdo da cadeia, 40 segundo (s) a 55°C para
anelamento dos primers e 40s a 72°C para extensao da cadeia, além de um ciclo final de
Smin a 72°C. Essa reag¢do produziu fragmentos de 450 pares de bases (pb) que foram
utilizados como base para a segunda reagao.

Para a segunda etapa foram utilizados 5Sul do produto de PCR da primeira

reacdo, 2uM dos iniciadores GP05/06+, 200uM de cada dNTP, 2mM de Mng2 e 1U de
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Taq Platinum (Invitrogen), também completando um volume final de 50ul com 4gua
Milli-q. A segunda reacdo foi realizada sob as condi¢des de um ciclo inicial de 5min a
94°C, seguido de 40 ciclos de 40s a 94°C para desnaturacdo da cadeia, 40s a 55°C para
anelamento dos primers e 40s a 72°C para extensao da cadeia, além de um ciclo final de
Smin a 72°C. Essa reacdo produziu fragmentos de 140 pb que foram utilizados como
substrato para a identificagdo do tipo de HPV.

Foram utilizados como controle positivo para as reacdes de PCR o DNA isolado
da linhagem CaSKi (HPV 16) e como controle negativo dgua Milli-Q. Como controle
da integridade e qualidade do DNA, todas as amostras foram submetidas a uma PCR
com iniciadores para amplificacdo do gene constitutivo de B-globina humana. Essa
reacdo teve como controle positivo 100ng de DNA gendmico e como controle negativo

dgua Milli-Q.

5.8 - Genotipagem do HPV

O produto de PCR das amostras positivas para HPV na primeira e/ou segunda
etapa foi purificado com kit de purificagdo da Invisorb®, segundo especificacdes do
fabricante, para posterior sequenciamento dos fragmentos.

A técnica de sequenciamento foi utilizada para identificagdo dos tipos virais
presentes nas amostras e foi realizada através da Plataforma de Sequenciamento de
DNA Gendmico da FIOCRUZ (Otto et al. 2008). As reagdes de sequenciamento foram
realizadas utilizando 2,5uL. de Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction V3.1 (Applied Biosystems), 3,2pmoles do iniciador, 2 a 5uL do produto de
PCR purificado e dgua Milli-Q qg.s.p 10uL. As reagdes foram realizadas nas seguintes
condicgdes: 96°C por 10s, para desnaturacdo dos fragmentos amplificados; 50°C por 5s,
para anelamento do primer e 60°C por 4min, para extensio da cadeia.

A primeira etapa para o processo de identificacdo dos tipos de HPV presentes
nas amostras foi realizada através da edicdo e do alinhamento das sequéncias obtidas
pelo sequenciamento, utilizando o programa MEGA 5.0. Apds essa etapa, as sequéncias
foram analisadas através do programa BLLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
e as sequéncias de referéncia dos tipos virais indicados nessa andlise foram obtidas do
GenBank. A confirmagdo dos tipos obtidos pelo BLAST foi feita por anélises
filogenéticas realizadas com o programa MEGA 5.0, método Neighbor-Joining e

Kimura 2-parametros como modelo de substituicdo nucleotidica (Tamura et al. 2011).
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Apds a identificagdo, os tipos de HPV presentes nas amostras foram
classificados em tipos de alto-risco carcinogénico ou tipos de baixo-risco

carcinogénicos como descrito a priori (Mufioz et al. 2003; IARC 2013).

5.9 - Analise Estatistica

Foi efetuada uma andlise descritiva com as distribui¢des das frequéncias e
propor¢des da positividade para HR-HPV em 6 meses e em 2 anos apds o tratamento,
segundo as varidveis clinicas e epidemioldgicas.

As comparagdes entre as médias foram realizadas utilizando o teste t-Student. A
significincia estatistica das diferengas entre propor¢des foram analisadas através do
teste qui-quadrado (X?). Para ambos os testes foi considerado um grau de significancia
de 0,05.

Em seguida foram estimadas as Razdes de Chances (RC) brutas e ajustadas, com
seus respectivos Intervalos de Confianca (IC) de 95%, através da regressdo logistica ndo
condicional. Esta andlise foi feita visando estimar o risco de apresentar uma infeccao
por HR-HPV em seis meses e dois anos apds o tratamento, segundo as varidveis
selecionadas.

Foi estimado o risco de falha de tratamento em dois anos de seguimento através
do método de Kaplan Meier. As diferencas entre as curvas foram avaliadas utilizando o
teste de log rank, 95%. As Hazards Ratios (HR) para falha de tratamento e seus
respectivos IC 95% foram estimados através da Regressao proporcional de Cox.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS versao

17.

5.10 - Aspectos Eticos:

O projeto maior de onde originou o presente estudo foi aprovado pelo comité de
ética da Ensp/Fiocruz e do INCA em 2004 (Anexo 3). Todas as pacientes incluidas no
estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e os questiondrios sao
mantidos em sala com chave, com acesso restrito a equipe do estudo.

O presente projeto cumpre as exigéncias da resolu¢do 196/96 e foi aprovado

pelo comité de ética em pesquisa da Ensp/Fiocruz em 2012 (Anexo 4).
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6 — Resultados

6.1 — Descricao da populacao de estudo

Duzentas e noventa mulheres foram submetidas ao tratamento das lesdes
precursoras do cancer cervical entre outubro de 2004 e maio de 2006. Dentre as 290
mulheres, 49 (16,9%) ndo tiveram o swab de seguimento coletado em 6 meses ou em 2
anos apds o tratamento. Assim, as caracteristicas das 241 (83,1%) mulheres que
puderam ser avaliadas quanto a presenca de HR-HPV durante o seguimento estdo
descritas na Tabela 2. As frequéncias de idade, cor e citologia de entrada das 49 perdas e
das 241 mulheres que tinham swab cervical foram comparadas e ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos.

De acordo com a Tabela 2, 43,2% das mulheres tinham entre 29 e 45 anos e
aproximadamente 80,0% tinham até 45 anos. No grupo estudado, metade da populagdo
declarou-se parda e a maioria, 63,5%, teve a primeira menstruacao (menarca) com idade
igual ou menor a 13 anos. A maioria das pacientes teve a primeira relagdo sexual
(sexarca) com idade acima de 15 anos e 51,9% apresentou um tempo entre a menarca €
a sexarca menor ou igual a 3 anos. Aproximadamente 35,0% das pacientes tiveram de 1
a 2 parceiros ao longo da vida e 65,0% tiveram 3 ou mais parceiros ao longo da vida.
Em torno de 50,0% das mulheres tiveram de 2 a 3 filhos e apenas 14,5% nunca fizeram
uso de CO, das que ja tinham feito uso de CO, 64,7% usaram por um periodo 10 anos
ou menos. Cinquenta por cento das pacientes nunca havia fumado. Entre as fumantes,
50,8% fumaram por mais de 17 anos e 75,0% fumaram mais de 2,5 pacotes-ano. Quanto
a citologia antes do tratamento, 75,5% possuia citologia de lesdo de alto grau. Em
relacio ao comprometimento das margens, aproximadamente 70,0% das pacientes

apresentaram margens livres.
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Tabela 2. Distribui¢do das varidveis epidemiolégicas e clinicas das 241 pacientes tratadas para lesdes

precursoras do cancer cervical.

Variaveis N (%) IC 95%
Idade
18-28 89 (36,9) 30,82 - 43,36
29-45 104 (43,2) 36,81 - 49,67
>45 48 (19,9) 15,07 - 25,52
Cor
Branca 71 (29,5) 23,78 - 35,65
Parda 121 (50,2) 43,72 - 56,69
Negra 49 (20,3) 15,44 - 25,97
Menarca (anos)
<=13 153 (63.5) 57,06 - 69,57
>13 88 (36,5) 30,43 - 42,94
Sexarca (anos)
<=15 86 (35,7) 29,24 — 41,66
>15 155 (64.3) 57,91 -70,36
Sexarca — Menarca (anos)
<=3 125 (51,9) 45,36 - 58,33
>3 116 (48,1) 41,67 — 54,64
Nimero de Parceiros
1-2 83 (34,4) 28,46 - 40,81
3-4 75 (3L,1) 25,33-37,38
>=5 83 (34,4) 28,46 - 40,81
Paridade
0-1 82 (34,0) 28,07 — 40,38
2-3 116 (48,1) 41,67 — 54,64
>3 43 (17,8) 13,22 - 23,27
Uso de CO
Nunca 35 (14,5) 10,33 - 19,62
Ex-usudria 150 (62,2) 55,79 - 68,38
Atual 56 (23,2) 18,06 - 29,09
Tempo de uso de CO
<= 10 anos 156 (64,7) 58,34 - 70,76
> 10 anos 85 (35,3) 29.24 - 41,66
Tabagismo
Nunca 121 (50,2) 43,72 - 56,69
Ex-tabagista 53 (22,0) 16,93 - 27,76
Atual 67 (27.8) 22,24 - 33,92

Tempo de Tabagismo



<=17 anos 59 (49,2) 39,93 - 58,45

>17 anos 61 (50,8) 41,55 - 60,07
Pacotes-ano
<=2, 30 (25,0) 17,55 - 33,73
>2,5 90 (75,0) 66,27 - 82,45
Citologia
LBG 59 (24,5) 19,19 - 30,41
LAG 182 (75.5) 69,59 - 80,81
Comprometimento das Margens
Livres 140 (68,0) 61,12 - 74,27
Ectocervical + 38 (18,4) 13,4 -24,43
Endocervical + 16 (7,8) 45-12,31
Ecto e Endo + 12 (5,8) 3,06 - 9,95

*Os totais podem variar devido aos missings.

6.2 — Descricao da infeccao por HPV seis meses apos o tratamento

Para a andlise da positividade da infeccdo por HR-HPV seis meses apds o
tratamento, 49 (16,9%) pacientes ndo possuiam amostra de swab cervical de seguimento
para avaliacdo da presenga/auséncia da infeccdo. Sendo assim, foram realizadas as
técnicas de extragdo do DNA das células cervicais, deteccdo do DNA viral e avaliagdo
da qualidade do DNA gendmico em 241 amostras.

Ap6s a realizacdo das técnicas de PCR, foram excluidas das andlises 51 amostras
(21,2%) em que ndo ocorreu a amplificagdo dos fragmentos de DNA do virus, nem a
amplificacdo dos fragmentos do DNA gendmico com os primers de beta-globina
humana. Essa exclusdao foi realizada pela impossibilidade de identificar se essas
amostras ndo apresentaram fragmentos amplificados de DNA de HPV pela auséncia do
virus, ou pela inibicdo do processo de amplificagdo por degradacdo do DNA ou algum
outro agente inibidor. As frequéncias da idade, cor e citologia das pacientes excluidas
ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas do restante do grupo
avaliado.

Dessa forma, das 290 pacientes tratadas, foi obtida a informacdo sobre o status
da infeccdo por HPV seis meses apds o tratamento em 190 (65,5%) delas. Em 60
(31,6%) mulheres foi identificado DNA de HPV nas amostras cervicais, essas amostras

foram entdo sequenciadas para identificacdo do tipo de HPV presente na amostra de
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cada paciente e classificagdo dos tipos em baixo ou alto risco oncogénico. Os tipos
encontrados estao indicados na Tabela 3. De acordo com esta tabela, dentre as mulheres
positivas para HPV a maioria dos HPVs detectados eram de alto risco oncogénico
(78,3%), sendo que o HPV 16 e o HPV 31 foram os tipos mais frequentes estando cada
um presente em 16,7% das amostras, seguido pelo HPV 58, tipo presente em 13,3% das

amostras.

Tabela 3. Distribui¢ao dos tipos de HPV encontrados 6 meses apds o tratamento.

HPV N (%)
Tipo
Alto Risco 47 (78,3)
16 10 (16,7)
18 2(3.3)
31 10 (16,7)
35 4(6,7)
45 1(1,7)
51 3(5,0)
52 2(3,3)
53 1(1,7)
58 8(13,3)
59 1(1,7)
66 2(3.3)
68 1(1,7)
70 1(1,7)
82 1(1,7)
Baixo Risco 13 (21,7)
32 1(1,7)
54 4(6,7)
61 1(1,7)
72 2(3,3)
81 2(3,3)
89 2(3,3)
90 1(1,7)
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6.2.1 - Prevaléncia da infeccao por HR-HPYV e fatores associados

As pacientes positivas para LR-HPV foram incluidas no grupo das pacientes
HPYV negativas, para servirem como grupo de comparacio. Assim, comparadas as 190
mulheres avaliadas, 47 mulheres (24,7%) apresentaram infeccio por HR-HPV seis
meses apds o tratamento. A positividade para HR-HPV seis meses apds o tratamento de

acordo com as varidveis epidemioldgicas e clinicas, estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Distribuicdo das caracteristicas epidemioldgicas das mulheres do estudo, segundo o grupo de
risco para HPV.

HPV
Baixo
Variavel Alto Risco Risco/Negativa p-valor
Idade
18-28 21 (28,8) 52(71,2)
29-45 18 (23,7) 58 (76,3) 0,526
>45 8 (19,5) 33 (80,5)
Cor
Branca 15 (25,4) 44 (76,4)
Parda 22(23,2) 73 (76,3) 0,852
Negra 10 (27.8) 26(72,2)
Paridade
0-1 13 (21,0) 49 (79,0)
2-3 24 (26,7) 66 (73,3) 0,703
>3 10 (26,3) 28 (73,7)
N° Parceiros
12 17 (25,8) 49 (74,2)
34 21 (36,8) 36 (63,2) 0,010
>=5 9(13,4) 58 (86,6)
Menarca
_ 28 (22,8) 95 (77,2)
<= 13 anos 0393
> 13 anos 19 (28,4) 48 (71,6)
Sexarca
_ 19 (27,1) 51(72,9)
<= 15 anos 0.557
> 15 anos 28 (23,3) 92 (76,7)

Sexraca — Menarca
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31 (31,0) 69 (69,0)

<=3 anos 0.035
> 3 anos 16 (17,8) 32 (80,0)
Uso de CO
Nio 7 (25,9) 20 (74,1)
Ex-usudria 29 (24,2) 91 (75,8) 0,971
Sim 11 (25,6) 32 (74,4)
Tempo de uso de CO
<= 10 anos 32 (26,4) 89 (73,6) 0413
> 10 anos 8 (20,0) 32 (80,0)
Tabagismo
Nunca 25 (27,8) 65 (72,2)
Ex-tabagista 9 (69,2) 4 (30,8) 0,646
Atual 13 (68,4) 6 (31,6)
Tempo de Tabagismo
<= 17 anos 9(17,3) 43 (82,7) 0938
> 17 anos 13 (27,1) 35 (72,9)
Pacotes -ano
<=25 4 (15,4) 22 (84,6)
0,344
>25 18 (24,3) 56 (75,7)
Citologia
LBG 9 (20,9) 34 (79,1)
0,511
LAG 38 (25,9) 109 (74,1)
Margem
Livre 27 (22,7) 92 (717,3)
0,854
Comprometida 12 (24,0) 38 (76,0)
Margem Endocervical
Livre 31 (2L,1) 116 (78,9)
0,113
Comprometida 8 (36,4) 14 (63,6)

E possivel observar que 22,7% das mulheres que tinham margens livres
apresentaram infec¢do por HR-HPV seis meses apds o tratamento. Além disso, 31,0%
das mulheres que tiveram um tempo entre a menarca e a sexarca <=3 anos apresentaram
positividade pra HR-HPV, enquanto apenas 17,8% das que tinham esse tempo >3 anos
eram HR-HPV positivas em seis meses. Em relagdo ao tabagismo, apenas 27,8% das

mulheres nunca tabagistas eram HR-HPV positivas comparado a 69,2% e 68,4% em
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mulheres ex ou atual tabagistas, respectivamente. Quanto ao comprometimento da
margem endocervical, 36,4% das mulheres que tinham a margem endocervical
comprometida eram HR-HPV positivas em 6 meses comparado a 21,1% de positividade
para quem tinha a margem endocervical livre.

A Tabela 5 descreve a idade, a paridade, o tempo entre a menarca e a sexarca e o
tempo de tabagismo entre as mulheres com margens livres que eram HR-HPV positivas
ou negativas em seis meses. Nenhuma das varidveis analisadas diferiu

significativamente entre os dois grupos.

Tabela 5. Distribuicdo das varidveis idade, paridade, tempo entre menarca e sexarca e tempo de

tabagismo entre as mulheres com margens livres, segundo o grupo de risco do HPV em seis meses.

Alto Risco Baixo Risco/Negativa  p-valor
(N=27) (N=91)

Idade Média + o 32,93 +11,28 35,90 + 10,45 0,205
Amplitude 18-54 18-56

Paridade Média + o 2,30 + 1,67 2,19+ 1,5 0,754
Amplitude 0-7 0-8

Sexarca - Menarca Média + o 3,22 + 3,03 4,18 + 3,01 0,151
Amplitude 0-10 1-14

Tempo de Tabagismo Média + o 16,73 + 14,64 16,87 + 11,72 0,973
Amplitude 0-47 1,-42

Na andlise de associacdo das caracteristicas epidemioldgicas e clinicas com a
presenga de HR-HPV seis meses apds o tratamento (Tabela 6) foi observado que
mulheres que tiveram um tempo entre a menarca e a sexarca maior de 3 anos
apresentaram uma probabilidade 52,0% menor de ter infeccio por HR-HPV em 6
meses, do que mulheres que tiveram esse tempo menor ou igual a 3 anos (OR=0,48; IC
95% = 0,24 — 0,96).

Na Tabela 6 ainda ¢ possivel observar que em relacdo ao tabagismo, mulheres
que fumaram por mais de 17 anos apresentaram um a probabilidade maior de apresentar
infeccdo por HR-HPV do que mulheres que fumaram por 17 anos ou menos, e mulheres
que fumaram mais de 2,5 pacotes-ano também apresentaram uma probabilidade maior

de infeccdo por HR-HPV do que mulheres que fumaram 2,5 ou menos pacotes-ano,
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porém nenhuma das duas varidveis mostrou significincia estatistica (RC = 1,78; IC 95%

= 0,68 - 4,63; RC =1,77; IC 95% = 0,54 - 5,81, respectivamente).

Tabela 6. Distribuicdo do risco de apresentar infec¢do por HR-HPV seis meses apds o tratamento.

Razoes de Chances

Variavel Bruta IC 95% Ajustada’ IC 95%
Cor
Branca 1,00 1,00
Parda 0,88 (0,42 - 1,88) 0,90 (0,42 -1,93)
Negra 1,13 (0,44 - 2,88) 111 (0,43 - 2,33)
Paridade
0-1 1,00 1,00
2-3 1,37 (0,64 - 2,96) 1,43 (0,56 - 3,11)
>3 1,35 (0,52 - 3,48) 1,54 (0,57 -4,17)
N° Parceiros
1-2 1,00 1,00
3-4 1,68 (0,78 - 3,63) 1,64 (0,75 - 3,55)
>=5 0,45 (0,18 - 1,09) 0,44 (0,18 - 1,07)
Sexarca — Menarca
<=3 anos 1,00 1,00
> 3 anos 0,48 (0,24 - 0,96)* 0,48 (0,23 - 0,99) *
Uso de CO
Nio 1,00 1,00
Ex-usudria 0,91 (0,35 -2,37) 0,89 (0,34 -2,32)
Sim 0,93 (0,37 - 2,36) 0,98 (0,33 -2,95)
Tempo de uso de CO
<= 10 anos 1,00 1,00
> 10 anos 0,70 (0,29 - 1,67) 0,68 (0,28 - 1,64)
Tabagismo
Nunca 1,00 1,00
Ex-tabagista 0,76 (0,35 - 1,68) 0,66 (0,27 - 1,57)
Atual 0,70 (0,30 - 1,62) 0,84 (0,39 - 1,84)
Tempo de Tabagismo
<= 17 anos 1,00 1,00
> 17 anos 1,78 (0,68 - 4,63) 1,78 (0,62 - 5,11)
Pacotes -ano
<=25 1,00 1,00
>2,5 1,77 (0,54 -5,81) 1,71 (0,49 -5,09)
Citologia
LBG 1 1,00
LAG 1,32 (0,58 - 3,00) 1,27 (0,56 -2,92)
Margem Endocervical
Livre 1,00 1,00
Comprometida 2,14 (0,82 - 5,56) 2,10 (0,81 -5,47)

YRazdes de Chances ajustadas por idade.
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A andlise das margens mostrou que mulheres com margem endocervical
comprometida apresentaram uma maior probabilidade de ter infec¢do por HR-HPV seis
meses apds o tratamento do que mulheres que ndo tinham a margem endocervical
comprometida (RC = 2,14; IC 95% = 0,82 - 5,56), apesar da associagdo nao ter se
mostrado estatisticamente significativa.

Controlando o efeito da idade no tempo entre a menarca € a sexarca, essa
variavel continuou mostrando uma probabilidade menor de infeccio por HR-HPV em
seis meses quando esse tempo foi maior do que 3 anos (RC = 0,48; IC 95% = 0,23 —

0,99) (Tabela 6).

6.3 — Descricao da infeccao por HPV dois anos apds o tratamento

Aos 2 anos apds o tratamento, das mesmas 290 mulheres tratadas, 199 (68,6%)
possuiam amostra de swab cervical, perfazendo um total de 31,4% de perdas. Essas
amostras também foram submetidas as técnicas de extragdo do DNA das células
cervicais, deteccdo do DNA viral e avaliacdo da qualidade do DNA genomico. Nesse
grupo, 24 amostras (12,1%) nao amplificaram para nenhum dos trés pares de primers
sendo excluidas das andlises pelos motivos ja citados. As frequéncias da idade, cor e
citologia das pacientes excluidas ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas do restante do grupo avaliado.

Assim, 175 (60,3%) pacientes puderam ter o status da infec¢do por HPV
identificado. Deste total, 41 (23,4%) das mulheres apresentaram positividade para o
DNA de HPV. Essas amostras também foram sequenciadas para identifica¢do do tipo de
HPV presente na amostra de cada paciente e classificacdo dos tipos em baixo ou alto
risco oncogénico. Devido a pouca quantidade de material amplificado, ndo foi possivel
obter um resultado satisfatério na andlise do sequenciamento de 5 (12,2%) das mulheres
avaliadas. Ao serem submetidas a etapa de amplificacdo do DNA viral para um segundo
processo de sequenciamento, os fragmentos ndo foram amplificados sem razdes
aparentes que justificassem. Essas amostras foram excluidas das andlises. Os tipos
encontrados nas 36 (87,8%) amostras com sequenciamento satisfatério estdao
apresentados na Tabela 7. Dentre as 36 mulheres positivas para o HPV, 86,1%
apresentaram infec¢des por HR-HPV. O tipo mais frequente também foi o HPV 16 que

se encontrava presente em 12 (33,3%), seguido do tipo 58 (13,9%).
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Tabela 7. Distribui¢@o dos tipos de HPV encontrados 2 anos apds o tratamento.

Tipo HPV N (%)
Tipo
Alto Risco 31 (86,1)
16 12 (33,3)
18 2(5,6)
31 1(2,8)
33 1(2,8)
45 3(8,3)
52 1(2,8)
53 1(2,8)
56 1(2,8)
58 5(13,9)
59 3(8,3)
66 1(2,8)
Baixo Risco 5139
81 2(5,6)
84 1(2,8)
89 2(5,6)

6.3.1 - Prevaléncia da infeccao por HR-HPYV e fatores associados

As pacientes positivas para LR-HPV também foram agrupadas com as mulheres
negativas para HPV, compondo o grupo de comparacdo do estudo. Desta forma, 31
(18,2%) das 170 pacientes apresentaram positividade para infeccio por HR-HPV dois
anos apds o tratamento. A positividade para HR-HPV nas pacientes em 2 anos, de
acordo com as varidveis epidemioldgicas e clinicas, estdo apresentados na Tabela 8.

Das mulheres que eram HR-HPV positivas em 6 meses, 37,0% também
apresentaram positividade para HR-HPV dois anos apds o tratamento, enquanto apenas
12,0% das mulheres que eram negativas em 6 meses apresentaram positividade em 2
anos. Dentre as mulheres com margens livres, 17 (17,2%) apresentaram positividade
para HR-HPV dois anos apds o tratamento. Em relacdo a carga tabagica, 19,4% das
mulheres que fumaram mais de 2,5 pacotes-ano eram HR-HPV positivas 2 anos apds o
tratamento comparado com apenas 5% de positividade para HR-HPV entra as mulheres

que fumaram 2,5 ou menos pacotes-ano. Analisando o comprometimento endocervical
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das margens, 17,3% das mulheres com margens endocervicais livres apresentaram
positividade para HR-HPV dois anos apds o tratamento comparado a 29,4% de
mulheres HR-HPV positivas no grupo das mulheres que tinham margens endocervicais

comprometidas.

Tabela 8. Distribui¢ao das caracteristicas epidemioldgicas e clinicas, segundo o grupo de risco do HPV.

HPV
.. . Baixo
Variavel Alto Risco Risco/Negativa P-valor
Idade
18-28 15 (27,8) 39 (72,2)
29-45 11 (14,1) 67 (85,9) 0,089
>45 5(13,2) 33 (86,8)
Cor
Branca 9(19,1) 38 (80,9)
Parda 18 (19,6) 74 (80,4) 0,695
Negra 4(12,9) 27 (87,1)
Paridade
0-1 12 (22,2) 42 (77,8)
2-3 15(17,9) 69 (82,1) 0,525
>3 4(12,5) 28 (87,5)
N° Parceiros
12 15 (24,6) 46 (75.,4)
34 8 (15,1) 45 (84,9) 0,274
=5 8 (14,3) 48 (85,7)
Menarca
_ 18 (17,5) 85 (82,5)
<= 13 anos 0750
> 13 anos 13 (19,4) 54 (80,6)
Sexarca
_ 11 (19,0) 47 (81,0)
<= 15 anos 0,859
> 15 anos 20 (17,9) 92 (82,1)
Sexarca — Menarca
_ 16 (18,4) 71 (81,6)
<=3 anos 0.957
> 3 anos 15 (18,1) 68 (81,9)
Uso de CO
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Niio 7(28.0) 18 (72,0)

Ex-usudria 19 (17,8) 88 (82,2) 0,321
Atual ou Ex-usudria 5(13.2) 33(86,8)
Tempo de uso de CO
<= 10 anos 16 (15,0) 91 (85,0) 0313
> 10 anos 8(22,2) 28 (77,8)
Tabagismo
Nunca 17 (20,5) 66 (79,5)
Ex-tabagista 9 (20,0) 36 (80,0) 0,471
Atual 5(11,9) 37 (88,1)
Tempo de Tabagismo
<= 17 anos 6 (15,4) 33 (84,6) 0871
> 17 anos 8 (16,7) 40 (83,3)
Pacotes -ano
<=25 1(5,0) 19 (95,0)
0,124
>2.5 13 (19,4) 54 (80,6)
Citologia
LBG 8 (17,0) 39 (83,0)
0,800
LAG 23 (18,7) 100 (81,3)
Margem
Livre 17 (17,2) 82 (82,8) 0.472
Comprometida 10 (22,2) 35 (77,8)
Margem Endocervical
Livre 22 (17,3) 105 (82,7)
0,230
Comprometida 5(294) 12 (70,6)
HR-HPV em 6 meses
Nio 11 (12,0) 81 (88,0)
0,003*
Sim 10 (37,0) 17 (63,3)

A Tabela 9 descreve a idade, a paridade, o tempo entre a menarca e a sexarca e o
tempo de tabagismo entre as mulheres com margens livres que eram HR-HPV positivas
ou negativas em 2 anos. Nenhuma das varidveis analisadas diferiu significativamente

entre os dois grupos.
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Tabela 9. Descri¢do das varidveis idade, paridade, tempo entra menarca e sexarca e tempo de fumo entre

as mulheres com margens livres, segundo o grupo de risco do HPV em dois anos.

Alto Risco Baixo Risco/Negativas p-valor
(N=17) (N=81)
Idade Média + o 33,35+ 12,78 35,90 + 10,65 0,389
Amplitude 18-53 18-57
Paridade Média + o 1,59 + 1,77 2,47 + 1,67 0,053
Amplitude 0-7 0-8
Sexarca - Menarca Média + o 3,776 + 2,36 3,84 + 3,03 0,924
Amplitude 0-9 0-14
Tempo de Tabagismo Média+ o 17,00 + 11,11 16,60 + 12,51 0,946
Amplitude 4-29 0-47

Na andlise de associacdo das caracteristicas epidemioldgicas e clinicas com a

presenca de HR-HPV dois anos apés o tratamento (Tabela 10) foi observado que

mulheres que tinham um HR-HPV seis meses apds o tratamento tiveram uma

probabilidade 4,33 vezes maior (IC 95% = 1,59 - 11,81) de apresentar infec¢dao por HR-

HPV em dois anos do que as mulheres que ndo tinham HR-HPV seis meses apds o

tratamento. Em relacdo ao tabagismo, as mulheres que fumaram mais de 2,5 pacotes-

ano tiveram uma probabilidade 4,57 vezes maior de ser HR-HPV positiva do que as

mulheres que fumaram 2,5 pacotes-ano ou menos, apesar de ndo ter obtido significancia

estatistica (IC 95% = 0,56 - 37,36).

Tabela 10. Estimativas das razdes de chances brutas e ajustadas relacionadas a infec¢do por HR-HPV dois

anos ap(’)s o tratamento.

Razoes de Chances

Variavel Bruta 1C 95% Ajustada® 1C 95%
Cor
Branca 1,00 1,00
Parda 1,03 (0,42 - 2,50) 1,08 (0,44 - 2,65)
Negra 0,63 (0,17 - 2,24) 0,61 (0,17 - 2,20)
Paridade
0-1 1,00 1,00
2-3 0,76 (0,33 -1,78) 0,92 (0,38 - 2,24)
>3 0,50 (0,15-1,71) 0,70 (0,19 - 2,58)
N° Parceiros
1-2 1,00 1,00
3-4 0,55 (0,21 - 1,41) 0,52 (0,20 - 14,37)
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>=5 0,51 (0,20 - 1,32) 0,53 (0,20 - 1,38)

Menarca
<= 13 anos 1,00 1,00
> 13 anos 1,14 (0,52 -2,51) 1,29 (0,57-291)
Sexarca
<= 15 anos 1,00 1,00
> 15 anos 0,93 (0,41 - 2,10) 1,19 (0,50 - 2,83)
Sexarca - Menarca
<=3 anos 1,00 1,00
> 3 anos 0,98 (0,45 -2,13) 1,21 (0,54 -2,73)
Uso de CO
Naio 1,00 1,00
Ex-usudria 0,56 (0,20 - 1,52) 0,51 (0,18 - 1,42)
Atual ou Ex-usudria 0,51 (0,19 - 1,36) 0,44 0,12 - 1,61)
Tempo de uso de CO
<= 10 anos 1,00 1,00
> 10 anos 1,63 (0,63 - 4,20) 1,88 (0,69 -5,11)
Tabagismo
Nunca 1,00 1,00
Ex-tabagista 0,97 (0,39 - 2,40) 0,66 (0,22 - 2,00)
Atual 0,53 (0,18 - 1,54) 1,18 (0,46 - 3,02)
Tempo de Tabagismo
<= 17 anos 1,00 1,00
> 17 anos 1,10 (0,35 - 3,49) 1,30 (0,33-5,05)
Pacotes -ano
<=25 1,00 1,00
>25 4,57 (0,56 - 37,36) 6,67 (0,72 - 61,64)
Citologia
LBG 1,00 1,00
LAG 1,12 (0,46 - 2,72) 1,05 (0,43 -2,57)
Margem Endocervical
Livre 1,00 1,00
Comprometida 1,99 (0,64 - 6,22) 2,17 (0,68 - 6,89)
HR-HPV em 6 meses
Nio 1,00 1,00
Sim 4,33 (1,59 - 11,81)* 4,27 (1,54 - 11,82)*

¥ Razdes de Chance ajustadas por idade.

Controlando o efeito da idade na probabilidade de ser HR-HPV em 2 anos sendo
HR-HPV positiva em seis meses, essa varidvel continuou apresentado uma maior
probabilidade de ser HR-HPV positiva em dois anos para as mulheres que eram HR-
HPV positivas em seis meses (RC = 4,27; IC 95% = 1,54 — 11,82). O nimero de

pacotes-ano mostrou uma RC = 6,67 vezes maior para mulheres que fumaram mais de
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2,5 pacotes-ano quando comparadas as que fumaram menos de 2,5 pacotes-ano, porém

continuou sem apresentar significancia estatistica (IC 95% = 0,72 — 61,64).

6.4 — Analise da persisténcia por tipo viral de HR-HPV

Cento e vinte e quatro mulheres possuiam amostra em 6 meses € em 2 anos de
acompanhamento. Em 5 (4,0%) delas nao foi possivel detectar o tipo de HPV presente
restando 119 amostras com informagao sobre presenga de HR-HPV em seis meses e em
dois anos de seguimento. Dentre as 91 (76,5%) mulheres que ndo apresentavam
infeccdo por HR-HPV em 6 meses, 11 (12,1%) delas apresentaram uma nova infec¢do
por HR-HPV em dois anos. Das 28 (23,5%) mulheres que apresentavam positividade
para HR-HPV em 6 meses, 18 (64,3%) ndo apresentavam mais a infec¢io 2 anos ap6s o
tratamento, 7 (25,0%) apresentavam outro tipo de HR-HPV e 3 (10,7) apresentavam o
mesmo tipo de HR-HPV.

Considerando as 91 pacientes negativas para HR-HPV em 6 meses, as 18
pacientes que negativaram em 2 anos e as 7 pacientes que apresentavam em 2 anos um
tipo de HR-HPV diferente do presente em seis meses, 116 (97,5%) das 119 pacientes
ndo apresentavam em 2 anos a mesma infec¢do que causou a lesd@o inicial. Apenas 3
(2,5%) pacientes apresentavam o mesmo tipo de HR-HPV em 6 meses e em 2 anos

(Tabela 11).
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Tabela 11. Distribui¢@o dos tipos de HPV encontrados nas 21 pacientes positivas para HR-HPV em 2 anos

que possuiam informagao sobre 6 meses apds o tratamento.

Amostra N=21 6 meses 2 anos

T-6 Neg 16
T-18 16 45
T-23 53 53
T-26 58 58
T-32 Neg 16
T-36 Neg 59
T-39 Neg 58
T-56 Neg 16
T-60 58 16
T-68 Neg 16
T-73 Neg 16
T-74 35 59
T-132 35 31
T-133 Neg 18
T-135 Neg 18
T-151 Neg 16
T-173 31 66
T-194 Neg 16
T-202 31 52
T-264 51 58
T-449 45 45

6.5 — Falhas de tratamento

6.5.1 — Descricao e tipos de HPV encontrados

Das 210 pacientes que completaram o seguimento, 13 (6,2%) apresentaram nova
alteracdo colpocitoldgica sendo necessdria implementacdo de uma nova CAF. Na
avaliag@o histoldgica do material retirado houve confirmacao da presenca NIC no tecido
permitindo que essas mulheres fossem classificadas como falhas de tratamento, segundo
os critérios definidos a priori. O resultado histolégico no segundo tratamento estad
apresentado na Tabela 12. Oito (61,5%) das 13 falhas apresentavam margens

comprometidas no primeiro tratamento, sendo que quatro (30,8%) delas apresentavam
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comprometimento endocervical. Das 140 pacientes com margens livres, cinco (3,6%)
apresentou falha de tratamento durante o seguimento. O tempo médio entre o tratamento
e a falha foi de aproximadamente 20 meses.

Dessas 13 falhas, trés foram consideradas como missing para o tipo viral, a
primeira por ndo possuir material para deteccio do HPV, a segunda por estar com o
material degradado impossibilitando a amplificacdo dos fragmentos na PCR e a terceira
amostra que amplificou para HPV, mas o resultado do sequenciamento nao foi
satisfatério para identificacdo do tipo viral e, ao repetir a PCR, ndo ocorreu novamente a
amplificacdo do material.

Os tipos de HPV presentes nas dez falhas estdo indicados na Tabela 12. Foram
identificados sete tipos de HPV nas dez amostras. Infeccoes pelos HPV 16, 35 e 58
foram encontradas na mesma propor¢ao de 20%, sendo duas amostras infectadas por
cada um desses tipos. Os tipos 51, 53 e 82 foram encontrados na mesma propor¢do de
10,0%, sendo uma amostra infectada por cada tipo. Foi identificado em uma amostra o
tipo 11 classificado como HPV de baixo-risco oncogénico, o resultado foi repedido trés

vezes e confirmado.

Tabela 12. Descri¢do do resultado histolégico da segunda CAF e distribuicdo dos tipos de HPV

encontrados.

Amostra Histologia na falha Tipo HPV na falha
F-341 NIC I 11
F-238 NIC II 16
F-303 Adenocarcinoma in situ 16
F-285 NIC 11 35
F-326 NIC III 35
F-121 NIC I 51

F-23 NIC I 53
F-40 NIC III/Ca in situ 58
F-46 NIC II 58
F-420 NIC 1II 32
F-255 NIC I -

F-282 NIC 11 -

F-433 NIC I -
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6.5.2 — Risco de falha de tratamento

A andlise do risco de falha do tratamento durante o periodo de 2 anos de
seguimento foi realizada visando avaliar o efeito dos dois principais fatores associados a
falha na literatura: a positividade para HPV no material das consultas de 3 e 6 meses de
seguimento e utilizando a informacdo sobre o tipo de HPV (alto ou baixo risco) seis
meses apds o tratamento.

Através da andlise de Kaplan Meier foi possivel estimar a probabilidade
condicional de falha de tratamento em 2 anos de seguimento segundo as varidveis

selecionadas. O risco global para falha de tratamento em dois anos foi de 5,3% (Figura

1.
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Figura 1. Risco global de falha de tratamento em 2 anos de seguimento

Na Tabela 13 estdo apresentados os riscos de falha de acordo com a positividade
por HPV entre trés e seis meses apds o tratamento de acordo com os critérios descritos a
priori. E possivel observar que o risco de falha para quem apresentou um resultado
positivo (quando s6 havia uma informacao) ou dois resultados positivos para HPV entre
trés e seis meses apds o tratamento foi de 8,5%. Quanto a auséncia de infec¢do por
HPV, quem apresentou um resultado negativo (quando sé havia uma informacgdo
disponivel) ou dois resultados negativos para HPV entre trés e seis meses apds o

tratamento teve um risco de falha de 0,8%.
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Tabela 13. Risco de falha de tratamento em 2 anos de seguimento de acordo com as varidveis

selecionadas.

Variavel % Falha log rank 95%
HPV entre 3 e 6 meses
Negativo 0,8
Positivo 8,5 0,006*
Ndo avaliado 9,6

HPV em 6 meses

Negativo 0,0
LR-HPV 0,0
0,001*
HR-HPV 17,0
N3o avaliado 4,9
Margem Endocervical
Livre 1,2
. 0,046*
Comprometida 11,7
Margem
Livre 1,6
. 0,112
Comprometida 6,3
Pilula
Nunca 3,9
Ex-usuaria 3,7 0,798
Atual 6,6
Tabagismo
Nunca 4,0
Ex-tabagista 3,4 0,298
Atual 6,0

Os resultados do risco de falha no tratamento avaliado por grupo de HPV
encontrado seis meses apds o tratamento estdo apresentados na Tabela 13. Mulheres que
apresentavam um HR-HPV seis meses apds o tratamento tiveram um risco de falha de
17,0%. Enquanto o risco para mulheres negativas em seis meses e para mulheres com
positividade para LR-HPV em 6 meses foi zero. Esse resultado também apresentou
significancia estatistica. As demais varidveis foram testadas, porém nido mostraram
associagdo com o risco de falha.

A estimativa do risco relativo de falha de tratamento foi obtida através da
regressdo de Cox que revelou uma HR 12,25 vezes maior (IC 95% = 1,55 — 96,91) para
mulheres que apresentavam infeccdo por HPV entre trés e seis meses apds o tratamento
comparado as que eram negativas. Também mostrou uma HR de 3,37 para mulheres que

tinham margem endocervical comprometida comparadas as que tinham margem
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endocervical livre, nesse caso o IC 95% apresentou um resultado borderline variando de

0,95 a 11,99 (Tabela 14).

Tabela 14. Hazard Ratio de falha de tratamento em dois anos de seguimento segundo positividade para

HPV e comprometimento da margem endocervical.

Varidvel HR 1IC95%
HPV entre 3 e 6 meses
Negativa 1,00
Positiva 12,86 (1,63-101,51)*
N3o avaliado 14,59 (1,18 - 108,99)*
Margem Endocervical
Livre 1,00
Comprometida 3,37 (0,95 -11,99)
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7 — Discussao

Atualmente a literatura tem dado destaque aos estudos que buscam identificar
fatores de risco que conferem as mulheres uma maior probabilidade de apresentar uma
infeccdo por HR-HPV apds o tratamento ou de falha no tratamento. A presenga de HR-
HPYV durante o seguimento preconizado de 2 anos destas mulheres tratadas sugere ser o
principal fator de risco para a falha de tratamento (Leguevaque et al, 2010). Este
aumento do risco de desenvolvimento de uma NIC durante o seguimento, em mulheres
que sao HR-HPV positivas apds o tratamento, tem levado a proposta de insercdo de
testes que detectem a infec¢do por HR-HPV durante o seguimento (Leguevaque et al,
2010; Nobbenhuis et al, 2001; Alonso et al, 2006; Chan et al, 2009).

Em concordancia com os achados da literatura, o presente estudo identificou um
aumento significativo no risco de falha de tratamento para mulheres que apresentavam
infeccdo por HR-HPV seis meses apds o tratamento. Leguevaque e colaboradores
(2010), em um estudo de coorte retrospectivo realizado na Franca, que incluiu 352
mulheres tratadas para NIC entre 1999 e 2002, encontraram um aumento de 38,8 (IC
95% = 14,09 — 107,05) no risco de apresentar falha de tratamento para mulheres HR-
HPV positivas seis meses apds o tratamento. A diferenga entre os valores encontrados
pelo presente estudo e pelos estudos citados se da pelas diferentes andlises estatisticas
realizadas. Enquanto no presente estudo foi possivel avaliar o risco de falha através da
regressdo de Cox, levando em consideragcdo o momento exato em que a falha ocorreu,
nos estudos citados foi realizada a estimativa do risco de falha de tratamento através do
célculo da RC.

Ja Paraskevaidis e colaboradores (2000), em um estudo caso-controle feito no
reino Unido comparando 41 pacientes que apresentaram falha de tratamento com 82
pacientes que ndo falharam, encontraram um risco ainda maior, de 52,7 (IC 95% =
13,90 — 200,30), de apresentar falha de tratamento para mulheres HR-HPV positivas na
primeira consulta apés o tratamento (tempo médio de 4,2 meses).

Outro fator apontado na contribui¢do para positividade para HR-HPV apds o
tratamento e para falha de tratamento é o comprometimento das margens cirdrgicas.
Para avaliar o status das margens como preditor de falha de tratamento, varios estudos
tem sido realizados. Lubrano e colaboradores (2012) relataram um maior risco de falha
de tratamento em mulheres com margens cirdrgicas comprometidas. Boonlkit e

colaboradores (2008) encontraram um risco maior de falha de tratamento quando havia
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o comprometimento da margem endocervical. No presente estudo foi observada uma
maior probabilidade de falha de tratamento em 2 anos para mulheres com margens
endocervicais comprometidas, porém esse intervalo ficou borderline, sugerindo a
possibilidade de apresentar significancia estatistica nesse resultado em um estudo com
um maior tamanho amostral (HR = 3,37; IC95% = 0,95 - 11,99).

Nossos resultados estdo de acordo com um estudo realizado por Ghaem-
Maghami e colaboradores (2010) que encontraram um aumento de 7,9% no risco de
falha cinco anos apds o tratamento, em mulheres com margens endocervicais
comprometidas, comparado a mulheres com margens livres. A diferenca entre a Hazard
Ratio (HR) encontrada no presente estudo e a encontrada por Ghaem-Maghami pode ser
explicada pelas categorias de referencias utilizadas, j4 que em nosso estudo
comparamos mulheres com margens endocervicais comprometidas com mulheres com
margens endocervicais livres, incluindo neste ultimo grupo mulheres com margens
ectocervicais comprometidas. Este fato pode ter reduzido a magnitude da associa¢do
observada.

Uma possivel explicagdo para a associacdo entre o status das margens cirdrgicas
e a falha no tratamento das NICs seria o fato de que as margens comprometidas teriam a
presenca de lesdo precursora residual e, consequentemente, infec¢do persistente de HR-
HPV (Paraskevaidis et al, 2000). No entanto, no presente estudo foi observada uma
associacdo positiva entre o comprometimento das margens endocervicais e a
positividade para HR-HPV em seis meses e em dois anos, mas esses achados ndo foram
estatisticamente significativos.

Apesar das evidéncias de aumento do risco de falha para mulheres com margens
comprometidas, ndo existe consenso quanto a avaliagdo das margens como um bom
fator preditor para a falha no tratamento. Uma vez que mulheres que apresentam
margens livres podem ndo estar necessariamente livres da infec¢do por HR-HPV, nem
do risco de falha. Estudos realizados apenas com pacientes que apresentavam margens
livres (Nam et al, 2009; Song et al, 2006) mostraram que uma parcela destas mulheres,
aproximadamente 18%, ainda apresentava infeccdo por HR-HPV apds o tratamento e
falha de tratamento durante o seguimento.

Nossos achados mostram que aos seis meses apds o tratamento, 22,7% da
pacientes com margens livres apresentavam infec¢do por HR-HPV e que 3,6% das
pacientes que possuiam margens livres apresentaram falha no tratamento em dois anos

de seguimento. Alonso e colaboradores (2006), em um estudo de coorte realizado em
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Barcelona, com 203 mulheres tratadas para NIC2/3, observaram uma propor¢do de
11,8% de falha no tratamento entre as mulheres que apresentavam margens livres. Este
achado corrobora os demais achados da literatura que chamam atengdo para a
possibilidade de falha de tratamento mesmo em mulheres com margens livres. Estes
resultados reforcam a necessidade do acompanhamento preconizado apds o tratamento
da NIC para todas as mulheres, pois mesmo aquelas com margens livres ainda estdo a
risco de falha.

Nossos achados revelaram que aos seis meses apds o tratamento da NIC, 24,7%
das pacientes ainda estavam infectadas por HR-HPV. Este resultado estd de acordo com
a literatura que mostra que em aproximadamente um terco das mulheres tratadas para
NIC ainda apresentam infec¢do persistente por HR-HPV seis meses apds o tratamento.
Esses estudos mostram um risco de infec¢do por HR-HPV variando de 20-35% aos 6
meses apds o tratamento (Alonso et al, 2006; Leguevaque et al, 2010; Kreimer et al,
2007; Bekkers et al,2002).

A maioria dos estudos que avalia HPV apds o tratamento ndo utiliza técnicas que
diferenciem especificamente o tipo de HPV presente na amostra. As técnicas usadas
identificam a presenca ou auséncia de DNA de HPV, de um grupo estabelecido de tipos
virais, que foram selecionados para serem identificados nas amostras (Nagai et al, 2000;
Alonso et al, 2006; Heymans et al, 2011).

Heymans e colaboradores (2011), em um estudo caso-controle realizado na
Bélgica, avaliando os tipos de HPV presentes seis meses apds o tratamento encontraram
os tipos de HR-HPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68 em suas
amostras. Comparado aos tipos de HPV encontrados em nosso estudo, em periodo
similar apés o tratamento, foi identificada a presenga dos mesmos tipos, exceto pelos
tipos 33, 39 e 56. Ademais foram encontrados os tipos 70 e 82 que ndo foram relatados
por Heymans.

Quanto as técnicas para deteccdo de HPV nos dois estudos, Heymans e
colaboradores (2011) utilizaram a técnica de PCR tipo-especifica para 18 tipos de HPV,
e o presente estudo utilizou a técnica de nested PCR com posterior sequenciamento das
amostras, técnica esta que aumenta o espectro de tipos de HPV detectados (Meiring et
al, 2012).

Nagai e colaboradores (2000) encontraram uma propor¢do de 19,0% de
infec¢des por HR-HPV trés meses apds o tratamento. Os tipos de HPV encontrados

foram: 16, 18, 33 e 58, mas a técnica utilizada se limitava a cinco tipos de HR-HPV
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testados nas amostras. Em cinco das onze pacientes com infec¢do por HPV trés meses
apods o tratamento, ndo foi identificado o tipo de HPV presente.

O presente estudo também mostrou que mulheres que tem um tempo maior entre
a primeira menstruacdo e o inicio da atividade sexual apresentam uma probabilidade
menor de apresentar positividade para infec¢do por HR-HPV seis meses apds o
tratamento. Esse achado pode ser analisado sob a perspectiva do processo de maturacdo
do colo do ttero. Quanto maior o tempo entre a menarca € a sexarca, maior serd o
tempo disponivel para possibilitar a maturacdo completa do colo do dtero. Quando o
inicio da atividade sexual ocorre antes que esse processo seja concluido, hd uma maior
exposicdo das células metaplésicas, que estdo em plena diferenciacdo, as infecgdes por
HPV. A replicacdo e diferenciacdo das células da zona de transformagdo sdo o ambiente
ideal para a estabilizacdo da infec¢do por HPV. Com o ambiente favoravel, as infecgoes
que acontecem na fase de maturacdo do colo sdo mais provaveis de tornarem-se
persistentes (Hwang et al, 2009).

No presente estudo, a positividade para HR-HPV aos dois anos foi de 18,2%.
Essa proporcao foi maior do que a de 8,1% encontrada por Aerssens e colaboradores
(2009), em periodo seguimento similar. Ainda neste estudo, os autores encontraram que,
comparando o tipo de HR-HPV antes do tratamento com os tipos encontrados na
investigacdo durante o seguimento, 4,5% das pacientes apresentaram persisténcia da
infeccdo durante o seguimento, nesse caso, o0 mesmo tipo de HPV foi identificado em
todas as consultas de seguimento, 1,5% re-infectaram com o mesmo tipo de HR-HPV e
7,5% re-infectaram com um tipo diferente de HR-HPV. No presente estudo, ndo foi
possivel identificar se a infec¢do por HPV apds o tratamento ocorreu pelo mesmo tipo
de HPV presente no momento do tratamento, dado que ndo foi possivel determinar os
tipos de HPV presentes no momento do tratamento. Porém uma vez que estd claramente
definido na literatura que a infeccdo por HR-HPV € uma causa necessdria para o
desenvolvimento da lesdo, é possivel assumir que todas as mulheres tratadas
apresentavam infeccdo por HPV na NIC e, portanto, pode-se considerar a persisténcia
da positividade da infeccdo por HPV (Muioz et al, 2006).

Apesar de ndo ter sido possivel determinar a persisténcia do tipo viral antes e
depois do tratamento, nosso estudo conseguiu avaliar a persisténcia do tipo de HR-HPV
de seis meses e para dois anos apds o tratamento. Sendo assim, 3 (2,5%) das 119
pacientes com informacdo da positividade em seis meses € em dois anos apresentavam o

mesmo tipo de HR-HPV ao final do seguimento. Dezoito pacientes (15,2%) puderam
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ser consideradas como re-infec¢cdes por ndo apresentarem infeccdo por HR-HPV em
seis meses, ou por apresentarem um tipo de alto-risco diferente.

A positividade para HR-HPV em seis meses apresentou um aumento
significativo no risco de apresentar uma infeccdo por HR-HPV em dois anos (RC =
4,27; IC 95% = 1,54 — 11,82). Independente de ser a mesma ou uma nova infeccdo,
essas pacientes ainda estdo sob alto risco de desenvolverem outra NIC e necessitam de
atencdo por ainda estarem expostas ao principal fator de risco para o reaparecimento da
lesdo mesmo aos dois anos apds o tratamento (Ramos, 2008).

Diferente dos achados de Sarian e colaboradores (2004) e Acladious e
colaboradores (2002), nosso estudo ndo encontrou associagdo estatisticamente
significativa entre o tabagismo e a positividade para HR-HPV ou falha de tratamento.

No presente estudo 6,2% das mulheres apresentaram falha de tratamento em 2
anos de seguimento. Resultados semelhantes foram encontrados na Coréia e na Bélgica,
onde foram observados riscos de falha no tratamento das NIC de 6,6% (Park et al, 2009;
Ryu et al, 2012) e de 7,5% (Aerssens et al, 2009), respectivamente. Por outro lado, nos
estudos realizados na Holanda e na Espanha foram observados riscos maiores de falha
no tratamento de 11% (Bekkers et al, 2002) e de 17,7% (Alonso et al, 2006),
respectivamente. Em todos os estudos citados a definicdo de falha no tratamento
também foi a confirmagao histopatoldgica de NIC e foram desenvolvidos num periodo
de seguimento de 2 anos.

Em média, a maioria dos estudos encontraram que o tempo entre o tratamento e
a falha ocorreu entre 5 e 29 meses (Park et al, 2006; Alonso et al, 2006; Kreimer et al,
2007; Leguevaque et al, 2010). Corroborando com esses achados, o tempo médio entre
o tratamento e a falha no presente estudo foi de 20 meses, indicando que durante os 24
meses que se seguem apods o tratamento a probabilidade de falha € relativamente alta.

Desta forma, nossos achados apontam para a importancia do seguimento de dois
anos apds o tratamento devido ao risco aumentado de desenvolvimento do céncer
cervical em mulheres tratadas para NIC (Strander et al, 2007). Visando otimizar o
padrao de seguimento das mulheres tratadas para NIC, a investigacdo da positividade
para HR-HPV apés o tratamento permite selecionar o grupo de mulheres com maior
probabilidade de falha possibilitando o estabelecimento de wuma vigilancia
colpocitologica em intervalos de tempo menor. Por outro lado, a identificagdo da

auséncia de infeccdo por HR-HPV permite aumentar o intervalo de seguimento de
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mulheres com baixo risco de desenvolver uma nova lesdo (Park et al, 2009;
Paranskevaidis et al, 2000).

A presenca do HPV 11 na amostra de uma paciente que apresentou falha de
tratamento chamou a atengdo, pelo fato de se tratar de um HPV de baixo-risco
oncogénico. Uma possivel explicacdo para esse resultado poderia ser uma co-infec¢io
por um tipo de alto-risco, porém os eletroferogramas dos 3 sequenciamentos realizados
ndo apresentarem indicios de co-infecgao.

A presenca de LR-HPV em NIC 1 € estimada em cerca de 15% e em geralmente
ocorre regressdo espontanea dessas lesdes (Alonso et al, 2007). Porém como essa lesdo
ocorreu apds o tratamento, e mulheres tratadas apresentam um risco maior de
desenvolvimento do cancer cervical do que a populagdo geral, essa lesdo foi novamente
retirada em vez de ser acompanhada. Infelizmente ndo foi possivel acessar a presenca
nem o tipo de HPV presente nessa paciente no primeiro tratamento, nem 6 meses apds o
primeiro tratamento.

Um estudo realizado por Gonzdlez-Bosquet (2006) descreveu um caso de uma
mulher de 32 anos que possuia apenas o HPV 6, outro HPV de baixo-risco, em sua
amostra de cancer cervical. Essa paciente havia sido tratada para lesdo de baixo grau e
apresentou citologia normal seis meses apds o tratamento. Na citologia seguinte, 12
meses apos o tratamento, foi diagnosticada uma lesdo de alto grau. Apds a retirada da
nova lesdo foi obtido o resultado histolégico de cancer cervical escamoso invasor e
lesdo de alto grau nas margens. Esse estudo sugeriu uma re-avaliacio do atual
progndstico favordvel tanto para as lesdes de baixo grau quanto para os tipos de HPV de
baixo risco, uma vez que foi encontrado um HPV de baixo risco em uma amostra de
cancer cervical.

Uma das vantagens desse estudo foi a utilizacdo da técnica de nested PCR
PGMY/GP+ que apresenta uma alta sensibilidade para detec¢do de um nimero baixo de
cOpias virais, além de possuir um espectro amplo de tipos detectados (Haws et al, 2004).
Além disso, por se tratar de um estudo exploratério dentro de uma coorte hospitalar, foi
possivel a realizacdo de um estudo transversal em dois momentos dentro da coorte,
permitindo a investigacdo da positividade para HR-HPV nas pacientes em 6 meses e em
2 anos apds o tratamento, além da andlise prospectiva do risco de falha de tratamento.

Uma das limitacdes desse estudo foi a alta propor¢do de pacientes sem amostras
de seguimento em 6 meses e 2 anos. Essa falta de swab ndo estd apenas relacionada a

perda das pacientes durante o seguimento (10%), mas também ao fato de, muitas vezes,
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as pacientes irem a consulta, porém o swab cervical do exame colpocitolégico ndo ter
sido coletado pelo médico para posterior deteccdo do HPV. No entanto, considerando
que os médicos nio sabiam o resultado da citologia no momento da consulta e que o
perfil das mulheres sem swab nado diferiu das mulheres que tinham swab, podemos

assumir que as perdas ndo foram diferenciais neste estudo.

8 — Conclusao

O presente estudo mostrou que apds o tratamento das lesdes precursoras do
cancer cervical ainda hd uma alta proporcao de mulheres infectadas por HR-HPV tanto
em 6 meses (24,7%) quanto em 2 anos (18,2%) apds o tratamento. Isso significa que,
mesmo tratadas, elas ainda estdo sob risco aumentado de apresentar novamente lesdes
durante o seguimento, que podem progredir para o cancer cervical. Por outro lado,
mesmo mulheres com margens cirdrgicas livres tém um alto percentual de HR-HPV
(22,7%) e apresentam falha no tratamento (3,6%). Além disso, nossos achados sugerem
que a identificacdo do tipo de HPV apds o tratamento pode servir como ferramenta para
identificar mulheres com maior risco de falha de tratamento, visto que as mulheres
positivas para HR-HPV entre trés e seis meses ap6s o tratamento podem aumentar
significativamente o risco de falha em dois anos de seguimento.

Os achados do presente estudo reforgcam a importancia do seguimento adequado
das pacientes apds o tratamento para detectar as possiveis falhas e tratd-las conforme
necessdrio, interrompendo o progresso da doenca.

Este estudo ainda mostrou a importancia de identificagdo do tipo de HPV apés o
tratamento como ferramenta para identificar mulheres com maior risco de falha de

tratamento.
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9 - Consideracoes finais

Apesar de apenas uma pequena propor¢do das mulheres infectadas por HPV de
fato desenvolver o cancer cervical, as taxas de incidéncia e mortalidade por esta
neoplasia ainda sdo elevadas, assumindo grande relevancia no cendrio nacional e
mundial.

Desta forma, é possivel reafirmar a necessidade do tratamento e seguimento
adequado das mulheres que conseguem ter acesso aos servicos de satide. E de extrema
importancia que as mulheres com lesdes precursoras que chegam ao tratamento sejam
acompanhadas adequadamente para que nao evoluam para o estagio de cancer cervical.

Devido a necessidade de um periodo de seguimento das pacientes tratadas, é
fundamental identificar o grupo com maior risco de falhar no tratamento, para que
possam ser feitos esforcos no sentido de garantir a ades@o ao seguimento deste grupo,
garantindo o acompanhamento correto e impedindo a evolugdo da doenga.

Neste contexto a inclusdo do teste para HR-HPV durante o seguimento, em
conjunto com a citologia, pode ser uma ferramenta ttil no seguimento das mulheres
tratadas para NIC, pois podem contribuir na identificacdo das mulheres com maior risco
de falha no tratamento. Enquanto pacientes positivas para HR-HPV poderiam ter um
acompanhamento diferenciado por estarem sob maior risco de falha, as mulheres
negativas para HR-HPV poderiam ter um acompanhamento com intervalos de tempo
maiores, otimizando os recursos empregados no controle do céancer cervical e

diminuindo as taxas de incidéncia e mortalidade por esta doenca no pais.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARFECIDO

A influiéncia do pelimorfisme oo codon 72 do pene ¥Fp 33 na evoluedio das lesdes

precursoras doe cincer de colo de dtero

Instituicdin: Fandagio Osvalde Cruz! Lacola Nacional de Saude Pablica / TNCA
Pesquisadora responsdvel: Uee Forreira da Silva

dentificacdo da Paclente:
{MNome coruplile ds Paciente em Tetras maitisculas)

1. Introdogio:

Woceé estd sendo convidady a participar de um estudo gue vail pesquisar algurmas
lesdies que aparceem antes do cdncer de colo de Glern, Antes de voud concordar em
participar desta pesquiza, € lmponante que voud icia e entenda as explicagfes sobie o
esiude ¢ o gue vamos furer. Caso vocé seja LUV positve, estuja gravids, ou pretenda
engravidar nos proximos dodz anos, nio cseard participando desie estoda neste momenta,

() cancer de colo utering representa win lmporlante probloma de sudde pablica,
sendo responsavel pela morte de milhares de mulheres todos os anos no Brasi) e no muondo.
O acumpanhzmente © o tatamento adequado das lesdes obscrvadas no cxame de
Tapanicolaon & muito importante para evilar o caneer do colo werine.

Sabemos quo alpms fatoves comn infeegiio pele virus HPV (Papillomavirus
Humanaoj, fimo ¢ wso de contracepiivos orais podem intluenciar o desenvalviments do
cancer de colo de diero. Além disso, existe uma protefna chamada p33, encoatrada no
saninue das pessoas, que pode ser iwmpartante para a delisa do nusso corpo contra os danos
cansados pelo virus HPY (Pupillomuvirus Humano).

Fxistern trés tipos de lesdo maile comuns, chamadas NIC (Neoplasia Intragpitelial
Cervical) L, NIC I ¢ NIC UT que aparecem antes do cineet. Lm algumas pessoas essas
lesdes, quando tatadas desaparecers, pordtn vm algumas mulheres isso nio acontece e
ainda n¥o sc sabe porgue. Nossy pesqoisa & uma tentativa para descobric porgue as pessouy
cinn cxtas lesbes respondent de maaeira dilcrente ao mesmo tratamento. Fsse conhecimento
serd muitle imporanie, puis poderd nos indicar novas formas de lratarnenio para aquelas
pussoas gue nan respondem bem ao ratamento usual, Porlanto, nesta pesquiss, queremos
saber s as dileventes [ormas Ja proteina ps3. observada no sangue das pessoas, inlluencia
d cura ou ndo das lesbes que surgem antes do cdocer, quandy trutadas. Para farer isso
vamos convidar algumas pessoas com csses tipos de lesSo para participar do estudo, As
Pessods guo accitarem o comvite ferde de responder a um guestiondrio ¢ pormitiv que o3
materiais coletados para os exames de rolina (sungue e amosiras de tecide) possam ser
willicados ba pusquisa das alleracfes genéticas que podem estar assocladas ao cincer
cervical.

A sua panicipag¥o ¢ muito importante, mas gostariamos de deixar clare que esla
pesguisa & mdependente do seu tratamento & que ele nfo deixard de ser feito, case voed ndo
concorde ain participar, Yoos poderd desistic de participar do estudo o qualquer momento,
bastando informar ap pesquisador responsdvel,

A .
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Garantimos que suy participagio sera confidencial ¢ sua identidade scri mantida em
sigilo. Os dados do estude serdio divalgados vm conjunto { agrupades), seri qualquer rsco
de identificagio das pessoas que participarem do mesmao.

. Djetive:

O objetivo do estudo € saber se as diferentes formas da proteina p33, obsarvadas no
sanguc nas pessoas, influenciam ou ndo a cura das lestes que surgem antes du cancer
quando tratadas. considerando lambém a infecgio pelo HPV (Papillomavirus Humana)
¢ outros fatores, como {umo ¢ uso de contraceptivos ardis.

3. Procedimentos do Esiondo:

Cuso vocé concorde g participar deste estudo, voed deverd assinar duas vias deste
lermo de consentimento. Em seguida vocd fard uma volposcopia (que € o procedimento de
rolina do hospital), responderd 1 um questiondric ¢ doard uma amosira de sangue
{aproximadamente 10 ml) para os exames de roting, para a analise das alicragbes gencticas
que podem estar relacionadas ao cincer cervical ¢ para a desagem da cotinina (um
derivado da nivetina). Caso vocé apresemte alguma lesio no colo do diero o médico
realizard uma bidpsia (reticada do tecido alterado). que serd analisado. Parle deste tecido
serd encaminhado para um laboratériv para identificar se ha ov nio infecgdn pelo virus
[PV e o tipo do virus presente e o restanle serd encaminhade para o labotatdriv de
patologa para avaliar que tipo de lesdo vocd lem.

S¢ ool tver nma alteragiio igual on menos grave do que Neoplasia Intruepitclial
Cervigal 1T vocé serd submetida a sete consultas para acompanhamento. Uma consulia a
cada trés meses no primeirn ano e a cada 4 meses no segundo ano, Nessas consultas serdo
fcilas novas entrevistas para atualizar algumas informagdes e novas coletas de amostras de
células do colo do Gtero para o examu preventivo (exame dc Papanicolaou) ¢ para a
detecgio do HPY {Papillomavirus Humana). Além disso, serd colhida uma amostra de
saliva (aproximadamente 10ml) para dosagem da cetinina, na 4' consulta de
scguimento,

4. Riscos e Seguranca do Paciente:

WVocé nio terd menhum risco além daquelus j4 previstos nos procedimentos de rotina
para o tratamerno das lusdes, que vocé vier a apresentar nos exaimes (cilwlogia, colposcopiy,
CAF, bidpsa ou conizagio).

5. Beneficios da pariicipa¢iio do estudo:

A importineia da sua participacio neste estudo ¢ tornar possivel que novas descobertas
pussam, no futuro, gjudar as mulheres portadoras de lesdes que aparecem antes do cincer
de colo de atero. Fssas mulheres serdio oricniadas, tratadas e acotmpanhadas de forma
especial, awmentandn as suas chances de cura e diminuindo as chances da doenga voltar.

6. Custos ¢ Reembaolso:

A participagio no cstudo é voluntaria ¢ voué ndo serd prejudicada case nao aceile
participar. Todos s cuidados assim como oy tralamentos serfio os mesmos feitos para todas
as pessoas atendidas no hospital. A coleta de amostra de sangue, ci%/@;wenﬁw} ¢ o

g8
e
Versio de maio de 2006 ma-ﬁgﬁﬁﬁgﬁd‘a 2
AR D p
comit® e S

64



MIMISTERIO I, SALDE
Instigate Maciangl de Cineer
Comitd de Etica em Fesguisa-1NCA
_EA Frol 3004 — Anrsvails om 200800
]

tratamento conservador (colposcopia, cirurgia de alta freqiiéneia, bidpsia e conizagio) para
obtengiio do fragmento do tumor, sio realizados como procedimentos de rotina para
tratamento, diagndstico e acompanhamento, independente da realizagfio do estudo.

Entretanto, sabendo que wocé terd um custo de transporte e alimentag@o para
participar deste estudo, estd previsto o reembolso dessas despesas equivalente a dez reais
(RE10,00} para cada consulta de acompanhamento da doenga.

7. Contatos para Informagio/davida:

Em caso de divida, vocé poderd entrar em contato com a pesquisadora responsavel por
este estudo, Enf' Ilce Ferreira da Silva awavés dos telefones: (21)97351.2272 /
2276.4964/4988/4955 ou Enf® Simone Soares (2276.4955/4877); e a Dra. Adriana Scheliga,
pelo telefone (21) 3233.1410.

Vocé sempre serd comunicada caso aparega alguma informagio nova, que possa mudar
a sua vontade de participar deste estudo.

Assinaturas do consentimento:

Foram fornecidos a mim os detalhes dos riscos, beneflicios e seguranga relacionados 4
minha participagio neste estudo. Fu entendo que sou livee para aceitar ou recusar e que
posso interromper minha participagio a gualquer momento sem dar uma razdo e sem
prejudicar ¢ meu tratamento.

Concordo que o meu material biolégico (sangue, tecido, etc) ¢ as informagdes coletadas
durante os exames, sejam usados nesta pesquisa. Concordo em dar acesso direto de meus
registros médicos aos pesquisadores envolvidos neste estudo, como também &s autoridades
nacionais. Nio perderei qualguer direito que me ¢ concedido pelas leis locais ao assinar
esie documento,

Os resultados da pesquisa realizada poderio ser explicados a mim sempre que
disponiveis, em linguagem acessivel, quando por mim solicitado e poderdo ser divulgados de
forma agregada mantendo minha identidade em segredo,

Fu Ii e entendi a informagio apresentada neste documento de consentimento livie e
esclarecido. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Portanto,
concordo liviemente em participar deste estudo.

¢

MNome do sujeito da pesquisa { letra de 1amj_lita Assinatura
i
Nome da pessoa que obleve o consentimento  Data Assinatura
i o
Nome da 1* testemunhailetra de forma) Data Assinatura
prapen X
Mome da 2* testemunhaletra de forma) Data Assinatura
Ilce Ferreira da Silva - B
Pesquisadora Principal Data AW
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Anexo I1

Escola Nacional de Satide Piblica / Fundacao Oswaldo Cruz
Departamento de Epidemiologia (DEMQS)
FICHA DE COLETA DE DADOS DE PATOLOGIA CERVICAL

Responsavel: Ilce Ferreira da Silva Cddigo no estudo: |__|__|__|

Instituicao:

Data de Entrada no Estudo: //

1 - Identificacao:

1.1 — Nome: MH:
1.2 — Naturalidade: Nacionalidade:
1.3 Endereco

1.4 Bairro: 1.5 Cidade:

CEP: -

1.6-Ponto de referéncia:
1.7-Tel. Contato:
1.8 - Data de Nascimento: / / Idade:

2 — Dados Sociodemograficos:
2.1 - Estado Civil: ~ Solteira Casada  Vidva  Tem companheiro 99
22 -Cor: Branca Negra Parda Amarela (oriental) 99

2.3 — Profissao:

2.4 — Escolaridade: Nao estudou 2° grau completo
1° grau Incompleto 3° grau incompleto
1° grau completo 3° grau completo

2° grau incompleto

3 — Historia Sexual e Reprodutiva:



3.1.1 -DUM: //3.1.2 Menarca: ___ anos 3.1.4 Menopausa: anos
3.1.5 Gesta: 3.1.6 Para: 3.1.7 Aborto: 3.1.8 Inicio da vida sexual: |__ | |
anos

3.1.9 N° de parceiros:

3.2 -DST Tratou?
Sim  Nao Quantas vezes Sim  Nao

Gonorréia

Sifilis

Herpes

Condiloma

HIV * * *

3.2.2 — Uso de contraceptivo? . Sim . Nao |__| Ja usou

Qual? Tempo de Uso (em anos)

. Diu

. Diafragma

. Pilula Qual?

. Condon

. Outros Especificar:

4 — Outras patologias:

4.1 — Patologias Sim Nao Data diagnéstico Tempo em meses
Diabetes /7
Hipertensio i
Obesidade i
Lupus i

5 — Habitos:

51 -Fumo: Sim Nao Ex-fumante
Idade de Idade que Tipo de Marca N°/dia
Inicio parou cigarro (a)

(a) 1- Manufaturado, com filtro 4- Enroladinho de palha
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2- Manufaturado, sem filtro (b) Cachimbo.

3- Enroladinho de papel (¢) Charuto

(d) Maconha

5.2 — Mora (ou ja morou) com alguém que fuma: |__| sim |__| ndo

Sua idade quando  Sua idade quando  N° horas que ele fuma(va)

ele(a) iniciou ele(a) parou em sua presenca

] [ |_|_Inasemanal_ | _|final de semana
| I |__|_ Inasemanal__|__|final de semana
1 - |_ | _Inasemanal | |final de semana

5.3 — Trabalha (ou trabalhou) em lugar fechado onde as pessoas fumam:

|__Isiml|__|nao
Sua idade Sua idade N° horas/dia Nivel de Fumaca (1) Muita
de inicio de término  que estava exposta  (2) Pouca/ (9) nao lembra

6 — Historia Ginecolégica:

6.1 — UltimoPreventivo: / / Resultado:

6.2 — Cauterizacgoes anteriore: . Sim . Nao quantas? Ha quanto tempo?

6.3 — tratamentos anteriore: . Sim . Ndo quais? Ha quanto tempo?

7 - Encaminhada como . NIC I. NIC II . NIC III . ASCUS/AGUS
7.1 — Condutas:
Apenas colposcopia ()
Colposcopia e bidpsia ( )
Bidpsia de ectocérvice () Bidpsia de endocérvice( ) EAZT ()
Fatia anterior e posterior () Fatia anterior ( ) Fatia Posterior (') Canal ()
7.1.A -. .. Citologia 7.1.A 1 — Data citologia entrata: / /
7.1.A 2 - Amostra: |__| Satisfatéria

|__| Insatisfatdria

|__I Satisfatdria, mas limitada por.

7.1.B -. .. Colposcopia Data: / /
7.1.B1 — Resultado:



|__| Satisfatoria sem lesdo

|__| Insatisfatoria sem lesao

|__| Insatisfatéria com lesdo

|__| Satisfatoria com lesao

|__I Colo nao localizado

7.1.B2: ZONA DE TRANSFORMA CAO:
7.1.B2A: Grau 0: ou area iodo clara muda ()
7.1.B2B: Grau 1: epitélio branco fino ( ) mosaico regular () pontilhado regular( )
7.1.B2D: Grau 2: .. Sim . . Nao
7.1.B2D1: orificios glandulares espessados: . Sim . Ndo
7.1.B2D2: epitélio branco espessado: . Sim . Ndo
7.1.B2D3: mosaico irregular: . Sim . Nao
7.1.B2D4: vasos atipicos: . Sim . Nao
7.1.B2DS: pontilhado irregular: . Sim . Ndo
7.1.B2E: Neoplasia Invasiva: . . Sim . . Nao

7.1.C — Biopsia . .. Sim . .. Nao Data: / /

7.1.C1 — Procedimento: |__| Retirada total da lesao

|__I Retirada parcial da les@o

|1 Outro:

7.1.C2 — Histopatologia:
7.1.C3 — Conclusao: |__| Negativo para neoplasia
|__I Compativel com HPV
|__I NIC II (Displasia moderada)
|__INIC III
|1 CA in situ
|__I CA invasivo
|__I Adenocarcinoma In situ
|__| Adenocarcinoma invasor

|__I Outros

7.1.C4 — Margens Cirtrgicas:
|__ILivres
|__I Comprometidas
|__I Sem possibilidade de avaliacdo

|__I Outro

7.1.C5 — Recomendacio:
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|__I Citologia
|__I Colposcopia
|__ICAF

|__ | Outro

7.1.C6 — Agendamento: |__|__|__|dias Data: //

7.1.D - CAF . .. Sim . .. Nao Data: //

7.1.D1 - Procedimento: |__| Retirada total da lesao
|__I Retirada parcial da lesdao

|__| Outro:

7.1.D2 — Histopatologia:
7.1.D3 — Conclusdo: |__| Negativo para neoplasias
|__I Compativel com HPV
|__I NIC II (Displasia moderada)
|__INICIII
|__ICA in situ
|__I CA invasivo
|__I Adenocarcinoma In situ
|__I Adenocarcinoma invasor

|__ | Outros

7.1.D4 — Margens Cirurgicas:
|__ILivres
|__I Comprometidas
|__I Sem possibilidade de avaliacdo

|__1 Outro

7.1.D5 — Recomendacao:
|__I Citologia
|__I Colposcopia

|__ | Outro

7.1.D6 — Agendamento: |__|__|__|dias Data: / /

Entrevistador:
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INCA Rio de Janeiro, 16 de agosto de 2004
lice Ferreira da Silva

Pesquisadora Principal

Ref. Prot n® 30/04 - A influéneia do polimorfismo no codon 72 do gene Tps3 na
evolugdo das lesdes precursoras do cincer de colo de Utero

Piesadd Duuluig,

Informo que o Comité de Etica em Pesquisa do Insfituto Nacional de Céncer apds reandlise
decidiu aprovar o Protocolo intitulade: A influéneia do polimorfismo no cédon 72 do gene Tp53 na
evolucio das lesbes precursoras do cancer dé colo de utero, bem como seu Termo oe
Cutisenlimenty Livie € Esclarecido em 10 de agosto de 2004,

Estamos encaminhando a documentacéo pertinente para o CONEP, com vistas a registro
@ arquivamento,

mw. \

‘\\\._ML"" .
O L Qv "L
do Comité em Mesquisa

CEPIN
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Anexo IV

ESCOLA NACIONAL DE SAUDE
PUBLICA SERGIO AROUCA - QWW
ENSP/ FIOCRUZ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliag8o da influéncia da infecgo por HPV & dos fatores epidemiolégicos no
insucesso do tratamento de mulheres com lesdes precursoras do eancer cervical.

Pesquisador: Vanessa Wallerstein Mignone dantas

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 03551612.0.0000.5240

instituicdo Proponente: Escola Nacional de Satude Publica Sérgio Arouca - ENSP/FIOCRUZ

DADOS DO PARECER

NGmero do Parecer: 137.079
Data da Relatoria: 05/11/2012

Apresentacdo do Projeto:
Descrito em parecer anterior.

Objetivo da Pesquisa:
Descrito em parecer anterior.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:
Descrito em parecer anterior.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:
Descrito em parecer anterior.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:
Descrito em parecer anterior.

Recomendagées:
Descrito em parecer anterior.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Pendéncias atendidas.

Situagdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP: é E \a vcs“”
i P
‘?(O \réa i
e ]
of. ﬁgf <0 I Z
Enderego: Rua Leopoldo Bulhdes, 1480 - Térreo
Bairro: Manguinhos CEP: 21.041-210
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2598-2863 Fax: (21)2598-2863 E-mail: cep@ensp.fiocruz.br
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Nao /

Consideractes Finais a critério do CEP: o

RIO DE JANl'—E}F(b, 01 de Novembro de 2012

/

/
£

J,/ Assinador por:

A«ﬁgela Fernandes Esher Moritz
/ (Coordenador)

Enderego: Rua Leopoldo Bulhdes, 1480 - Térreo

Bairro: Manguinhos CEP: 21.041-210
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2598-2863 Fax: (21)2598-2863 E-mail: cep@ensp.fiocruz.br
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