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RESUMO

A persisténcia do Papilomavirus Humano (HPV) de alto risco, € o mais
importante fator de risco para o desenvolvimento do céncer de colo uterino. Contudo,
apenas os HPV de alto risco estdo associados ao cancer. Esta habilidade carcinogénica
deve-se a interagao entre a proteina E6 do HPV com proteina p53, considerado o principal
evento deste processo do desenvolvimento de tumores. O presente estudo avaliou os
gendtipos dos HPV; O sequenciamento do fragmento que contém o polimorfismo Arg72Pro
do gene TP53; A associagdo destes fatores entre si com a radiossensibilidade das
pacientes com cancer de colo uterino selecionadas no Servigo de Radioterapia, do Hospital
Araujo Jorge, da ACCG. Vinte e sete pacientes com cancer de colo uterino encaminhadas
para a radioterapia foram selecionadas para este estudo prospectivo. O DNA foi extraido de
células descamativas cervicais colhidas com cytobrush. Foi realizada a genotipagem do
HPV através da hibridizacdo reversa e a avaliacdo da presenca do polimorfismo Tp53 foi
realizada pelo sequenciamento do fragmento Arg72Pro. Os dados foram avaliados de
acordo com a média de idade, grau de diferenciagdo do tumor, estadiamento clinico do
tumor e incidéncia de efeitos colaterais de acordo com os critérios do Radiation Therapy
Oncology Group (RTOG). A analise estatistica foi realizada utilizando o software SPSS 17.0
para Windows. A média de idade das pacientes foi de 54 anos (+16,3). A incidéncia de
efeitos colaterais agudos (RTOG) foram: reagbes no trato gastrointestinal inferior(TGl): grau
0—-1(59,6%) e grau 22 (40,4%); reacbes no trato genuturinario (TGU): grau 0 - 1 (86,4%) e
grau 22 (13,6%). O grau de toxicidade aguda = 2 do TGl associou-se com a idade, onde as
pacientes com = 50 anos, apresentaram um risco relativo de 1,8 vezes maior (1,1 - 2,8; IC
95%) de radiossensibilidade e com infec¢cao por multiplos tipos de HPV, um risco relativo
2,6 vezes maior (0,8 - 8,2; IC 95%). A resposta terapéutica apds dois meses do tratamento:
16 (59,3%) pacientes com remissdo total da doenca, sete (25,9%) com doenga em
atividade/dbito. A presenca do HPV foi observada em 26 (96,3%) pacientes, o genétipo do
HPV mais prevalente foi HPV 16 (61,5%), seguido pelo HPV 52 (19,2%) e HPV 18 (11,5%).
A infecgédo por um unico tipo de HPV foi observado em 19 (73,1%) pacientes e sete (26,9%)
apresentavam mais de um gendétipo de HPV. Observamos a presenga do gendétipo Arg/Arg
em oito (33,3%), Arg/Pro em 15 (62,5%) e Pro/Pro em uma (4,2%). As pacientes com
genotipo (Arg/Arg) apresentaram maior risco de ter infecgdo por multiplos virus (RR= 1,77;
1,15-2,73; p=0,04). E esta coinfecgao multipla com um maior risco de radiossensibilidade
aguda grave no TGl , com um risco relativo de 2,6 vezes maior (p=0,03).

Palavras-chave: cancer de colo uterino,polimorfismo, radioterapia

12



Importancia do HPV no carcinoma do colo uterino e a associagdo com o polimorfismo R72P do gene TP53 e a radioterapia

Dissertagdo de Mestrado — Eliane da Silva Ribeiro — 2012

ABSTRACT

Persistent Human Papillomavirus (HPV) high risk, is the most important risk factor
for development of cervical cancer. However, only high risk HPV types are associated with
cancer. This ability carcinogenic due to interaction between HPV EG6 protein with p53 protein,
considered the main event of this process of tumor development. The present study
evaluated the genotypes of HPV; Sequencing of the fragment coding the polymorphism
Arg72Pro TP53, the association of these factors together with the radiosensitivity of patients
with cervical cancer in selected Radiotherapy Service, Hospital Jorge Araujo, the ACCG.
Twenty-seven patients with cervical cancer referred for radiotherapy were selected for this
prospective study. DNA was extracted from cells harvested with cervical squamous
cytobrush. Was performed HPV genotyping by reverse hybridization and evaluation of the
presence of TP53 polymorphism was performed by sequencing of fragment Arg72Pro. Data
were evaluated according to the average age, level of differentiation do tumor, clinical stage
of the tumor and the incidence of side effects according to the criteria of the Radiation
Therapy Oncology Group (RTOG). Statistical analysis was performed using SPSS 17.0 for
Windows. The mean age of patients was 54 years (+ 16.3). The incidence of acute side
effects (RTOG) were reactions in the lower gastrointestinal tract (GIT): grade 0-1 (59.6%)
and = grade 2 (40.4%); reactions tract genitourinary (TGU): degree 0-1 (86.4%) and = grade
2 (13.6%). The degree of acute toxicity TGl = 2 was related to the age where the patients 2
50 years old, had a relative risk of 1.8 times greater (1.1 - 2.8; 95%) of radiosensitivity and
infection with multiple HPV types, a relative risk 2.6 times higher (0.8 to 8.2, 95% CI).
Therapeutic response after two months of treatment: 16 (59.3%) patients with complete
remission, seven (25.9%) with active disease / death. The presence of HPV was observed in
26 (96.3%) patients, HPV genotype was more prevalent HPV 16 (61.5%), followed by HPV
52 (19.2%) and HPV 18 (11.5% ). Infection of a single HPV type was observed in 19 (73.1%)
and seven (26.9%) had more than one HPV genotype. We observed the presence of
genotype Arg / Arg in eight (33.3%), Arg / Pro in 15 (62.5%) and Pro / Pro in one (4.2%).
Patients with genotype (Arg / Arg) had a higher risk of having multiple virus infection (RR =
1.77, 1.15 to 2.73, p = 0.04). And this multiple coinfection with an increased risk of severe

acute radiosensitivity in the GIT, with a relative risk of 2.6 times greater (p=0,03).

Keywords: cervical cancer, polymorphism, radiotherapy
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1. INTRODUGAO

1.1 Papilomavirus Humano (HPV)

O HPV foi identificado no final da década de 60 (1), e a primeira descrigao
de células alteradas por este virus no epitélio vaginal coube a George Papanicolaou
(2). Apresentam tropismo tecidual, o que se deve ao fato de diferentes tipos
celulares expressarem receptores especificos para o virus (2-3). O HPV tem
preferéncia para infec¢gdes cutdneas ou mucosas (4). Sdo pequenos virus de DNA
circular de cadeia dupla e o seu genoma ¢é constituido por cerca de 8000 pares de
bases, que codificam 300.000 daltons de proteina (3, 5). Apesar do seu pequeno
tamanho, a sua biologia molecular é muito complexa (3, 6). Possuem uma capsideo
icosaédrico de 55nm, com 72 capsOmeros e ndo contém involucro lipidico (1, 3, 6-7).

O HPV é membro da familia Papillomaviridae (3). Atualmente estédo
descritos e identificados cerca de 180 tipos de papilomavirus, cerca de 120 tipos
infectam humanos (3, 5, 8) e pelo menos mais 100 tipos estdo parcialmente
sequenciados (7). A homologia das sequéncias dos varios HPV e as pequenas
variagbes entre elas permitiram a classificagdo dos HPV em géneros, espécies,
tipos, subtipos e variantes. Esta classificacdo baseou-se na comparagao das
sequéncias que codificam as proteinas L1 (3, 5-7). Estdo descritos 29 géneros
diferentes (5). Os géneros clinicamente mais importante sdo o a-papilomavirus que
contém todos os tipos de HPV associados as lesdes nas mucosas e o [3-
papilomavirus inclui todos os tipos de virus associados as epidermodisplasias

verruciformes (3, 9) (Figura 1).
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Figura 1 - Arvore filogenética inferida a partir das sequéncias de nucleétideos de L1 de 189
papilomavirus (adaptado, Bernard, 2010) (8).

Do ponto de vista epidemiolégico e com base na associagdo dos
diferentes HPV com o colo do utero, os HPV foram classificados em tipos de alto e
de baixo risco. Os tipos de alto risco estdo predominantemente associados com as
lesdes pré-malignas e o cancer colo do utero, enquanto que os tipos de baixo risco
sdo comumente detectados em verrugas genitais (10). Considera-se que os tipos 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59 sao de alto risco, enquanto os tipos 6, 11,

13, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e 89 sao classificados como de baixo risco (11).
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Os HPV de alto risco provavel incluem os tipos 26, 53, 66, 68, 73 e 82, e os de risco
indeterminado os tipos 30, 32, 34, 62, 67, 69, 71, 74, 83, 84, 85, 86, 87, 90 e 91.(11-
12). Deste modo, infecgbes persistentes com tipos de HPV de alto risco sao
determinantes na patogénese do carcinoma do colo do utero (13) e sao estes que
estdo frequentemente integrados no genoma da célula hospedeira (14).

Apenas uma das cadeias do DNA viral serve de molde para a expressao
dos genes virais, permitindo a codificagao de transcritos de mRNA. Todas as regides
codificantes denominadas de regido de leitura aberta (ORFs), de tamanho
aproximado de 400 bases, estdo localizadas nesta unica cadeia (15). O genoma do
HPV pode ser dividido em, trés dominios: uma regido nao-codificante reguladora
(URR- upstream regulatory region ou LCR- long control region); uma regido precoce,
que contém 6 ORFs (E6, E7, E1, E2, E4 e E5), e uma regido tardia que codifica as

duas proteinas da capside, L1 e L2 (16-17) (Figura 2).

Interrupgao do
ciclo celular
Reguingio da ’,
expressio do gene ,.,:,:,,_, ,
viral » replicagio viral I sRb

\uua { {

Capsideo /

proteico

Replicagao
208 /E4 \
E2
£S \

do DNA
Proteina sinslizadors Gene de expressao
de membrana Montagem e liberagao

Figura 2- Estrutura e organizagdo do genoma do HPV (adaptado de Burk, 2009) (17)
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Os genes virais sao denominados de precoces (early, E) ou tardios (late,
L), dependendo de quando sédo expressos durante seu ciclo de vida (18). A regiao
reguladora (URR ou LCR) do HPV nao codifica proteinas, mas contém a origem de
replicagcdo e a maioria dos promotores de transcricdo viral(6). A regido precoce
codifica proteinas necessarias a replicacdo do DNA e que estdo envolvidas na
transformacgao celular e oncogénese. As proteinas E1 e E2 estdo envolvidas na
replicagcdo do DNA viral. A proteina E1 possui atividade de helicase, ATPase e de
ligacdo ao ATP. A proteina E2 reprime a expresséo dos genes E6 e E7 necessarios
para a manutengao do genoma viral em infecgdes persistentes. A proteina E4 rompe
os filamentos de queratina das células, facilitando, deste modo, a libertacdo de
particulas de HPV. A proteina E5 interage com os dominios transmembranares dos
receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR), controlando a sua
concentracao e fosforilagdo, inibindo as respostas imunolégicas do hospedeiro (1).
As proteinas E6 e E7 estdo intimamente relacionadas com a oncogénese, uma vez
que sao responsaveis por alteracbes no metabolismo celular do hospedeiro, através
da sua ligagado aos produtos dos genes supressores de tumores, TP53 e pRb (1, 13,
15, 18) (Figura 3). A regido tardia codifica as proteinas estruturais do capsideo (L1 e

L2) (6, 10, 13, 19).
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Figura 3 - Oncoproteinas E6 e E7. Alguns dos alvos celulares sdo destacados

juntamente com as suas respectivas posigdes na progressao para malignidade

(adaptado Grm, 2009) (20).

O ciclo de vida do HPV depende da diferenciacao das células epiteliais.

Acredita-se que a infeccdo pelo virus inicia-se nas células basais ou parabasais do

epitélio cervical metaplasico. A medida que se dividem, as células basais e

parabasais migram em direcdo a superficie e tornam-se diferenciadas. Ao se

dividirem, as células infectadas pelo HPV distribuem equitativamente o DNA viral

entre as duas células filhas. Uma delas inicia o processo de diferenciacdo e

maturagao, enquanto a outra permanece indiferenciada na camada basal, servindo

como reservatério do DNA viral. Para que os virus infectem as células da camada

basal € necessario que ocorra perda da integridade do epitélio, como € o caso de

microerosdes ou traumatismos na pele ou mucosas (21).
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O padrao de expressao génica nas células basais infectadas pelo HPV
ainda nao €& bem conhecido, acreditando-se que as proteinas E1 e E2 sejam
expressas para manter o DNA viral na forma epissomal e para facilitar a correta
segregagcao do genoma viral durante a divisao celular. Ainda ndo se sabe se as
proteinas E6 e E7sado expressas, no ciclo produtivo, nas células da camada basal;
admite-se que a expressao de E1 e talvez de E2 seja suficiente para a manutencgéo
basal dos epissomos virais (21-22).

Para a producdo de virions infectantes, os virus devem replicar seu
genoma e empacota-lo em particulas. Isto ocorre nas células das camadas média ou
superficial do epitélio, apds aumento na atividade do promotor tardio. A replicagcao
ocorre em células em proliferacdo e requer a expressao de E4 e E5, cujas fungdes
na replicagao nao estdo bem definidas. A ligacdo de E2 a regido regulatéria do DNA
viral € necessaria para que ocorra a replicagao viral e recrutamento da proteina E1,
que atua como uma helicase, na origem da replicagdo. Dessa forma, ocorre a
replicagédo do DNA viral nas camadas basais e parabasais, seguida da montagem do
capsideo viral nas camadas mais superficiais do epitélio (21).

Para a sintese viral ser finalizada, o virus do papiloma humano codifica as
duas proteinas estruturais, L1 e L2, as quais sao expressas nas camadas superficias
do epitélio. Desse modo, sdo formadas particulas virais que sao liberadas somente
quando as células infectadas alcancam a superficie do epitélio, uma vez que o HPV
nao possui ciclo litico(21). A figura 4 ilustra os principais estagios do ciclo celular do

HPV.
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Figura 4 - Etapas do ciclo celular do HPV. Adaptado de Munoz, 2006. (23)

Se a infecgao persiste, disturbios no controle da replicagdo do HPV de
alto risco podem levar a integracdo do DNA viral ao DNA da célula hospedeira,
causando transformacdo celular. A integracdo do DNA viral ao genoma do
hospedeiro leva a sua linearizagdo entre os genes E1 e L1 e a inativagdo do gene
E2, por corte ou delegdo no momento da integracdo. O gene E2 codifica uma
proteina responsavel pela regulacdo da expressdo dos genes E6 e E7; sua perda
induz a expressao “descontrolada” dos genes E6 e E7, acelerando o processo de
transformacao e de imortalizagao celular, resultando nas alteracdes fenotipicas nas
células (22, 24). Em células nao infectadas, a diferenciagao levaria a saida do ciclo
celular, mas as células infectadas permanecem no ciclo ativo devido a agdo de E7
que mantém a replicagao viral (22).

As infecgdes transitérias pelo HPV sao bastante comuns em mulheres
jovens sexualmente ativas. A maioria dessas infecgbes é subclinica e cura-se

espontaneamente; apenas uma minoria desenvolve infecgdo persistente. Quando
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infectadas por HPV de alto risco, as lesées podem evoluir para lesao intraepitelial de

alto grau (HSIL) e, algumas delas, progridem para carcinoma invasor (19). A Figura

5 mostra de forma esquematica alguns dos principais componentes da evolugao da

infeccao pelo HPV para o cancer (25).
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Figura 5 - Mecanismos da carcinogénese pelo HPV. Adaptado de Bosch 2002. (25)

Varios estudos demonstram a forte associagdo entre a progressao

neoplasica relacionada ao HPV e o estado imunolégico. Os mecanismos exatos que

disparam a resposta imunolégica eficiente contra as lesbes provocadas pelo HPV,

no entanto, ndo sao ainda totalmente conhecidas (22). A participagcdo do sistema
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imunitario € fator crucial na evolugdo da infeccdo pelo HPV, pois pode eliminar o
virus ou permitir sua persisténcia no hospedeiro. O que ja esta bem estabelecido por
estudos de coorte prospectivos € que as lesdes pré-cancerosas (neoplasias
intraepiteliais cervicais) podem regredir, persistir ou progredir para invasor (26).
Atualmente estdo disponiveis dois tipos de vacinas contra HPV: a
bivalente, Cervarix®, que cobre os sorotipos virais 16 e 18 e a quadrivalente,
Gardasil®, que cobre os tipos 6, 11, 16 e 18. Ambas as vacinas sdo produzidas a
partir da proteina L1 do capsideo viral por tecnologia de DNA recombinante
resultando em virus-like particles (VLP), particulas semelhantes aos virus, mas que
nao possuem DNA e, portanto, ndo sao infectantes. Sdo capazes de induzir a
producao de anticorpos contra os tipos especificos de HPV contidos na vacina (27-
28). Inicialmente a vacina protege contra os tipos de HPV nela presentes. Contudo,
pode haver protegao cruzada pela similaridade genética entre alguns sorotipos. A
vacina quadrivalente parece proporcionar protegdo cruzada parcial (em torno de
59%) contra os sorotipos 31 e 45. Apesar de esses dados ainda ndo estarem
confirmados, também ha indicios de protecdo cruzada contra os tipos 33, 52 e
58.(28) Os ensaios de fase lll em curso sugerem uma protegdo parcial contra dez

sorotipos n&o incluidos na vacina, inclusive os ja mencionados (28).
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1.2 - Cancer de colo uterino

Com aproximadamente 530 mil casos novos por ano no mundo, o cancer
do colo do utero é o terceiro tipo de cancer mais comum entre as mulheres, sendo
responsavel pelo ébito de 275 mil mulheres por ano (29). No ano de 2008, estimou-
se uma incidéncia de 19/100.000 mulheres, no Brasil, correspondendo a 18.680
casos nhovos/ano, evidenciando, portanto, uma reducdo, comparativamente ao ano
de 2006 (20,3/100.000 mulheres) (figura 6). Para o ano de 2012, esperam-se 17.540
casos novos deste cancer, com um risco estimado de 12 casos a cada 100 mil
mulheres(30) . A maior incidéncia do cancer de colo de utero acomete mulheres com
idades entre 40 e 60 anos, sendo menos frequente antes dos 30 anos, isso se deve
ao longo periodo da evolugéo da infecgao inicial pelo HPV no inicio das atividades
sexuais, na adolescéncia ou até por volta dos 20 anos, até o aparecimento do
cancer. Porém, esse quadro vem se modificando aos poucos e o aparecimento de
lesbes precursoras esta ocorrendo cada vez mais precocemente, devido a iniciacéo
cada vez mais antecipada das atividades sexuais associada aos demais fatores de

risco (30-32).
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Mulheres

Figura 6 - Representagao espacial das taxas brutas de incidéncia por 100.000
mulheres estimadas para o ano de 2012.Fonte: INCA, 2011 (30).

As taxas de mortalidade por cancer do colo do utero sao elevadas,
constituindo-se em um grave problema de Saude Publica. A série historica divulgada
pelo Ministério da Saude com dados de 1979 a 2005 demonstra que nesse periodo
as taxas de mortalidade ajustadas por idade passaram de 4,97 para 5,29 por
100.000 mulheres, o que representa um incremento de 6,4% em 26 anos (33). Em
Goias a taxa de mortalidade de 2009 foi de 5,6/ 100 mil mulheres (34). No Brasil,
ocorreram 4.986 mortes por este cancer em 2010 (32).

O cancer cervical vem sendo relacionado com varios cofatores ao longo
dos tempos. Hoje sdo conhecidos os seguintes cofatores de risco para lesdes
cervicais: doengas sexualmente transmissiveis; condigdes infecciosas e reativas;

habitos sexuais, como inicio precoce e multiplicidade de parceiros; tabagismo ativo e
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passivo; uso prolongado de anticoncepcionais orais; caréncias nutricionais; receio da
cliente em realizar o exame devido ao medo, vergonha, ansiedade, ignorancia e
dificuldade de acesso aos servigos de saude para realizagcdo de exame preventivo
(35). Estes ultimos podem ser considerados como fatores que dificultam o
diagnéstico precoce (35). Sabe-se ainda que por meio dos exames preventivos
periddicos, pode-se controlar a doenca, rastreando a populagcdo sintomatica e
assintomatica, levando, na maioria dos casos, a cura. (31, 36).

Todavia, a persisténcia de alguns tipos especificos de HPV é considerada
como o principal fator de risco para o desenvolvimento de neoplasia intraepitelial
cervical (NIC) e cancer cervical invasor. Cerca de 95% dos canceres do colo do
utero estdo associados a oito tipos de HPV: 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 e 58 (37-38).
Apesar de ainda haver duvidas na categorizagdo de alguns tipos de HPV, sabe-se
que o HPV 16 esta presente em 50-75% dos carcinomas e tem forte potencial
ontogénico. O HPV 18 estd presente em 7-20% dos casos, também é muito
importante, particularmente em adenocarcinomas (38-39).

O estadiamento do céncer do colo uterino € clinico, foi modificado pela
FIGO em janeiro de 2009, como exposto na tabela 1 e o estadiamento TNM é o da
sétima edicao, de 2009 da UICC (Union Internationale Contrele Cancer) (40).

A escolha da terapia mais apropriada e a formulagao do progndstico para
uma paciente com cancer sao feitos com base no conhecimento clinico sobre a
extensdo da doenga e seu comportamento biolégico. Para os carcinomas cervicais,
a histerectomia e a radioterapia constituem os métodos terapéuticos mais utilizados
(41). Outros fatores que influencia na escolha terapéutica sdo: a idade da paciente, o

estadio da doencga, as comorbidades presentes, o0 desejo de engravidar, a presenca
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de fatores de risco alto para recorréncia poés-cirurgica e a preferéncia tanto do

médico quanto da paciente (42).

Tabela 1 — Estadiamento cirurgico do cancer do colo do utero. Correspondéncia com

a classificagao TNM.

ESTADIAMENTO DO CANCER DO COLO UTERINO FIGO, 2009

Estadio I — Tumor restrito ao colo sem extensao ao corpo uterino.

IA Tumor invasivo somente diagnosticando por microscopiacom invasdao < 5mm e extensao <
7mm.

IA1 - Invasdo estromal < 3mm e extensao < 7mm.

IA2 - Invasao estromal entre 3 e 5mm e extensao < 7mm.

IB Tumor clinicamente visivel limitado ao colo ou tumores pré-clinicos > estadio IA.

IB1 - Tumor clinicamente visivel < 4cm em seu maior didmetro.

IB2 - Tumor clinicamente visivel > 4cm em seu maior didmetro.

Estadio II - Tumor invadindo o utero mas nao a parede pélvica ou tercgo inferior da
vagina.

IIA N&o ha invasdo parametrial

IIA1 - Tumor clinicamente visivel < 4cm em seu maior diametro

IIA2 - Tumor clinicamente visivel > 4cm em seu maior diametro

IIB Tumor com invasdo parametrial

Estadio III - Tumor com extensdo a parede pélvica e/ou comprometeo tergo inferior da
vagina e/ou causa hidronefrose ou rim nao funcionante.

IIIA Tumor invade terco inferior da vagina sem extensao a rede pélvica

IIIB Extensao a parede pélvica e/ou hidronefrose ou rim ndo funcionante

Estadio IV - Tumor extende-se além da pelve ou invade a mucosavesical ou do reto.
IVA Extensdo a 6rgdos adjacentes
IVB Extensdo a drgdos a distancia

No estadiamento IA1, ndo havendo invasao do espaco linfovascular, o
tratamento preferencial é a histerectomia simples, via abdominal ou via vaginal. Se
houver interesse em preservar a fertilidade, o tratamento pode se limitar a
conizagao, se as margens do espécime retirado estiverem livres de lesdo. No
estadiamento 1A2 e IA1, com invasdo do espago linfovascular, o tratamento
preferencial € a cirurgia radical que consiste na linfadenectomia pélvica,
parametrectomia e histerectomia total com retirada de manguito vaginal. No estadio

la2, sem invasdo do espaco linfovascular tem havido a tendéncia de redugao da
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radicalidade cirurgica. Se for desejada a conservacao do potencial reprodutivo, pode
ser indicada a traquelectomia radical com linfadenectomia videolaparoscoépica (43-
45). No estadiamemto IB1 e I1IA1, o tratamento podera ser cirdrgico ou
radioquimioterapico. A morbidade pode ser elevada quando se associam os dois
tipos de tratamento, devendo, portanto, ser evitada a associagao. A cirurgia deve ser
radical, podendo ser realizada por via abdominal (cirurgia de Wertheim-Meigs) ou
por via vaginal (cirurgia de Schauta-Amreich). Na utilizagdo da via vaginal a
linfadenectomia podera ser realizada por videolaparoscopia. Os ovarios sao
conservados em pacientes na menacma. Ainda neste estadio, sendo desejada a
preservacao da fertilidade, pode ser indicada a traquelectomia radical com
linfadenectomia pélvica(43-44) .

A pesquisa de linfonodo sentinela tem sido feita ainda em fase
experimental, sem estar integrada as normas assistenciais. A radioterapia externa
mais braquiterapia, quando indicada, € associada a quimioterapia, com melhora da
sobrevida. Nessas indicacdes, a radioterapia parece especialmente benéfica no
adenocarcinoma e nos tumores adenoescamosos. No estadiamento IB2 e 1I1A2 — O
tratamento preferencial € a radioquimioterapia concomitante(46). As modalidades de
tratamento, tanto cirurgia primaria (histerectomia radical com / sem terapia
adjuvante) e radioterapia definitiva (radioterapia isolada ou radioquimioterapia
concomitante) sdo tratamento adequado de estagio do cancer do colo do utero IB2 e
lIA2. As principais complicagcdes e taxa de repeticdo ndo sdo diferentes (47). A
cirurgia radical com linfadenectomia muito provavelmente necessitara da
radioterapia pés-operatéria. Atualmente é uma opgao terapéutica pouco usada
atualmente. A opc¢ao da quimioterapia neoadjuvante (trés cursos) seguida de cirurgia

radical e posterior radioquimioterapia conta com adeptos. No estadiamento IIB, Il e
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IVA (cancer avancado). O tratamento padrdo €& a radioterapia externa com
braquiterapia, associadas a quimioterapia. No estadio IVA a exenteragao pélvica
pode ser indicada, principalmente na presenca de fistula vesical ou retal, desde que

o tumor nao atinja a parede pélvica (46, 48-49).

1.3 - O Gene TP53

O TP53 foi o primeiro gene supressor de tumor identificado, estando
situado no brago curto do cromossomo 17p13.1 (Figuras 8 e 9). Trata-se de um
gene altamente conservado, apresentando homologia entre diferentes espécies,
codificador de uma proteina nuclear com 53 kDa, denominada proteina 53 ou p53
(50).

A p53 é uma proteina com 393 residuos de aminoacidos com diferentes
dominios e importantes observacdes sobre a estrutura, conformacao e fungao: um
dominio de transativagao N-terminal (TAD; aminoacido 1-40), um dominio rico em
prolina (PRD; residuos 61 - 94) adjacente a TAD com elementos de conformacéao
importantes, um grande dominio de ligagao ao DNA (DBD; residuos 100 - 300), um
dominio tetramerizagdo (4D; residuos 324-355) e um dominio C-terminal de base
(CTD; residuos 360-393). Também notavel € a existéncia de um sinal de localizagéo
nuclear (L*) entre o DBD e o0 4D, e um sinal de exportagdo nuclear (E*) incorporado
no 4D. A sequéncia de aminoacidos de p53 possui varias serinas conservadas,
treonina e residuos de lisina que tem um potencial regulatorio significante. Além
disso, o PRD tem mostrado ser extremamente importante na regulacdo da

estabilidade e atividade da p53.
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As variagdes genéticas no gene TP53 sdo eventos que ocorrem com alguma
regularidade, tendo sido descritos pelo menos 10 diferentes variantes neste
gene(51). De acordo com seu papel crucial na manutengdo da integridade
gendmica, os polimorfismos (SNPs) que afetam este gene poderéo ter assim uma
contribuicdo significativa para o desenvolvimento de determinados tumores.(52) Um
dos SNPs mais estudados esta localizada no exon 4 do gene TP53. Este SNP
provoca uma substituicdo de aminoacidos de arginina (Arg) para prolina (Pro) no
cdédon 72 de p53. Este SNP esta localizado no PRD da proteina e varios estudos
tém confirmado que poderia interferir com a estabilidade da proteina (53). Este
polimorfismo parece conferir duas formas de p53 diferentes, estrutural e funcional.
Estas evidéncias conduziram uma grande investigagao sobre o presente papel do
polimorfismo no desenvolvimento de neoplasias diferentes, tais como o cancer
cervical, cancer de bexiga, cancer colorretal, cancer de mama, cancer de
nasofaringe, carcinoma do ovario e adenocarcinoma de pulmao (53-54). Tem-se
sugerido que os gendtipos homozigdticos Arg apresenta uma susceptibilidade a
degradagéo do p53 induzida por E6 do HPV (55).

A proteina p53 desempenha um papel central na regulagéo das diferentes
vias de sinalizagdo que controlam as respostas celulares aos danos no DNA
causados por diferentes agentes (p. ex., luz ultravioleta, radiagdo ionizante e
carcindogenos quimicos. Esta fosfoproteina de 53 quilodaltons é uma reguladora
transcricional cuja atividade € induzida em resposta aos danos no DNA e pode levar
a uma parada no ciclo celular ou induzir apoptose em resposta a deplegdo de
metabdlitos, choque térmico, hipdxia, oncoproteinas virais e oncogenes celulares
ativados. Nestas situagdes, a p53 estabilizada, acumula-se rapidamente, sofre

modificagdes pos-traducionais e freia a progressao do ciclo celular nos seus pontos
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de checagem para que o DNA possa ser reparado. A p53 regula a progressao da
célula pelo ponto de checagem G1/S, embora existam evidéncias de que esta
proteina também desempenhe uma funcgao critica na regulagao da transicdo G2/M.
Caso o dano persista, a célula é eliminada da populagao por apoptose (56).

A p53, que em situagcdes normais possui uma meia-vida muito curta, é
mantida em baixos niveis nos tecidos normais que nao sofreram nenhum dano. Os
baixos niveis de p53 nos tecidos normais sdo mantidos através de mecanismos que
garantem a sua rapida degradacdo. Através de ensaios de imuno-histoquimica
pode-se detectar a p53 mutante em tumores, uma vez que esta adota uma
conformacgao mais resistente a degradagao do que a proteina selvagem (56).

A proteina supressora de tumor p53, também chamada de “guardia do

genoma” é responsavel pela estabilidade deste (Figura 7).

' 1-100 : 101-300 301-393
TRANSATIVAGAO LIGANTE AO DNA NEG
Rico em TETRAMERIZAGAO
Prolina

Figura 7 - Representacdo esquematica da estrutura da proteina p53. Consiste de
393 residuos de aminoacidos com 5 dominios bem definidos. O dominio de
transativagao, responsavel pela ligagdo do MDM2. Um dominio rico em prolina,
regido altamente conservada. O dominio de ligagdo ao DNA. Um dominio de
tetramerizagdo, seguido por dominio basico nédo estruturado (Modificado do site

http://p53.free.fr/p53 info/p53 Protein.html).
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Quando o DNA & exposto a radiacdo ionizante este se altera. As
proteinas sensoras (RAD9, RAD1, RAD17 e HUS1) reconhecem este dano e
sinalizam para cinases, como a ATM, para que estas fosforilem e ativem a proteina
p53. A p53 ativada atua em alvos de cascata, principalmente induzindo a transcrigao
do gene p21, que impede a célula de entrar na fase S, causando atraso no ciclo
celular e permitindo o reparo do DNA, ou, quando o dano ao DNA esta além da
possibilidade de reparo, encaminha a célula para apoptose. A molécula Murine
Double Minute-2 (MDM2) é uma das responsaveis pela regulacdo na degradagao da
proteina p53 através da via de ubiquitinizagdo e também por bloqueio direto da
atividade transcricional da p53 (57). Mediante este dano ao DNA, a molécula ATM
pode fosforilar a p53 e o MDM2, protegendo a p53 da degradacgao, estabilizando-a,

aumentando sua concentragao e permitindo, assim, atraso no ciclo celular (58).

s

Figura 8 - Representacdo esquematica da organizagdo dos 11 exons (azul) do gene
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TP53 que possui 20303 pb. Acima estdo esquematizados os introns. (Modificado do

site http//p53.free.fr/p53 info/p53 gene.html).
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Figura 9 - Localizagdo do gene TP53 no cromossomo 17 (Disponivel no site

http://p53.free.fr/p53info/p53gene.html).

A grande maioria das mutag¢des do gene Tp53 encontradas em células
neoplasicas ocorre com maior frequéncia no dominio de ligagdo do DNA, e
normalmente diferem do tipo selvagem em apenas um residuo de aminoacido. Estas
proteinas mutantes sao frequentemente inativas devido a sua incapacidade de se
ligar ao DNA. O papel de polimorfismos de base unica na susceptibilidade do cancer
€ considerada mais importante quando associadas com proteinas ontogénicas, tais
como o E6 ou E7 de HPV (59). A proteina E6 desempenha importante papel nos
processos que culminam com transformagao celular neoplasica, em especial pelo
fato de essa proteina interagir de maneira a acelerar os mecanismos de degradagao
fisioloégica da proteina supressora do crescimento tumoral p53, fendmeno esse que
interfere profundamente nos mecanismos de apoptose e reparo do DNA (60).

Segundo Sousa et al, tipos de HPV podem interagir de modo diferente
com a p53 e esta interagdo, pode ser mais importante se considerarmos a
associacao com diferentes variantes do gene Tp53 (53). Assim, o polimorfismo

genético de p21 e p53 é passivel de modificar a resposta de tecidos normais a
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radiacao terapéutica (61). A concordancia entre a superexpressao da proteina p53
detectado por imuno-histoquimica e a detec¢cao da presenga do gene mutado por
métodos moleculares € de aproximadamente 70% (62).

Storey et al., em 1998, sugeriram que pacientes homozigéticas para o
alelo Arg eram mais susceptiveis ao desenvolvimento de cancer cervical,
comparadas com pacientes heterozigéticas ou homozigéticas para o alelo Pro,
concluindo por tanto, que este polimorfismo de base unica (SNP) poderia estar
envolvido na carcinogénese do colo uterino. Sugerindo que a proteina contendo um
residuo de arginina € significativamente mais susceptivel a degradacdo mediada
pela proteina E6 dos HPV de alto-risco do que a proteina contendo um residuo de
prolina, revelando assim uma associacdo positiva entre este polimorfismo e o
desenvolvimento de cancer do colo do utero (63). Porém, o papel deste polimorfismo
€ ainda alvo de controvérsia, desde que estudos mais recentes nao demonstraram
esta associacao (53, 64-65).

A maioria dos estudos tem focado na associagdo destes polimorfismos
com susceptibilidade ao cancer, mas, a despeito de fortes hipéteses, a associacao
entre eles e o desenvolvimento de reacido de tecido normal a radioterapia tem sido

pouco investigado (61).

1.4 - Radiossensibilidade

O emprego de radioterapia no tratamento das neoplasias do colo uterino
data do inicio de século XX, e os progressos tecnoldgicos no conhecimento bioldgico
e na integracdo multidisciplinar tém promovido melhora progressiva nas taxas de

controle e de sobrevida (66).
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Consideraveis esforgos técnicos tém sido tomados para melhorar a dose
tumoral efetiva e para reduzir a quantidade de tecido normal incluido inevitavelmente
no volume de tratamento da radiagdo. Enquanto hoje a maioria dos pacientes tolera
bem a terapia por radiagdo convencional, os clinicos ainda observam uma
quantidade substancial de pacientes (em torno de 10%) que sofrem de efeitos
adversos severos decorrentes de sensibilidade intrinseca do tecido normal (67).
Existe a constatagcdo clinica de que a severidade das reagcdes em tecido normal,
apo6s radioterapia, variam consideravelmente em cada paciente. Uma variedade de
fatores do paciente, do tumor, celulares, moleculares e do tratamento contribuem
para esta variabilidade de resposta. A despeito de todos estes fatores, parece
provavel que diferengas bioldgicas mais profundas na resposta individual a radiagao
contribuam para a variabilidade na radiossensibilidade clinica (68).

Talvez a mais convincente evidéncia em favor da hipotese de que
radiossensibilidade clinica pode ser afetada por alteragdes genéticas venha de
estudos de pacientes com certas sindromes genéticas raras tais como ataxia-
telangiectasia, anemia de Fanconi e sindrome de Bloom. Todas estas sindromes,
entre outras, exibem radiossensibilidade clinica e estdo relacionadas a mutacdes
germinativas em genes envolvidos na deteccdo e reparo de DNA danificado (69).
Contudo, estas sindromes radiossensiveis, caracterizadas por heranga mendeliana,
sdo raras e provavelmente de pequena relevancia quando enderecadas a
radiossensibilidade entre pacientes oncoldgicos aleatorios (68). Mutacbes em genes
de reparo tém também sido detectadas em pacientes oncoloégicos extremamente
radiossensiveis, sem sofrer de nenhuma sindrome (70).

A radiossensibilidade seria sugerida como uma caracteristica complexa e

poligénica resultante de uma interagdo de um numero de genes em vias celulares
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diferentes (71), onde o maior desafio seria identificar a combinacdo de variantes
genéticas multiplas de baixa penetrancia (SNPs) que afetam o complexo fenoétipo
celular e clinico e podem, por conseguinte ser uteis como potenciais biomarcadores
para predizer resposta do tecido normal apés radioterapia (72). Para calcular a dose
biologica efetiva (BED) nos 6rgaos de risco no planejamento de colo de utero,
bexiga e reto, na resposta aguda, foi utilizada a relagdo a/p = 3.0 Gy. O calculo do
BED total foi obtido com a soma do BED da teleterapia mais o BED da braquiterapia
(73-74). Aplicando a seguinte formula:

BED = n.d(1+d / a/B)

Onde:

n = numero de aplicacdes de radioterapia em dias

d = dose total de radioterapia/dia

a/p = dose na qual os componentes linear e quadratico da morte celular
sao iguais

Os efeitos téxicos do tratamento adjuvante foram avaliados através de
escalas de morbidades aguda e tardia, elaboradas pelo Radiation Therapy Oncology

Group (RTOG) (75-76) (Tabela 2).
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Grau (0) Grau (1) Grau (2) Grau (3) Grau (4)
Obstrucdo aguda
~ . . , . ou subaguda
Alteracao do | Diarreia ou | Diarreia requerendo | . guda,
A . fistula ou
habito intestinal | desconforto retal | suporte  parenteral, =
T perfuragao ou
Sem ou desconforto | requerendo eliminagao
TGI ~ ~ o . sangramento do
alteracdes retal sem n&o | medicacao, persistente de muco TGI requerendo
requerendo eliminacdo de | ou sangue, distenséo P
T . transfuséo ou
medicacao muco abdominal . ~
intervencao
cirdrgica
Frequéncia A Frequéncia urinaria .
o Frequéncia . . Hematuria
urinaria N ou nocturia horaria,
urinaria ou | 4 .. ~ . | requerendo
aumentada ou - disuria, urgéncia ~
Sem . . nocturia quase transfuséo,
TGU ~ nocturia, disuria, .. L requerendo it .
alteracdes . = _ | horaria, disuria o Obstrugéo vesical
urgéncia néao medicacao frequente, ~
requerando L aguda, ulceragao
requerendo o hematuria
S medicagao - Ou necrose
medicacio macroscopica

TGl = Trato gastrointestinal; TGU = Trato Genitourindrio
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2 - OBJETIVOS

O presente trabalho teve os seguintes objetivos:

1. Investigar os gendtipos de HPV nas amostras de pacientes com cancer
de colo uterino.
2. Avaliar a frequéncia do polimorfismo do fragmento Arg72Pro do gene

TP53 nas amostras coletadas.

3. Identificar ou ndo uma associagcado entre a positividade do HPV e/ou
polimorfismo do fragmento Arg72Pro do gene TP53 com as caracteristicas clinicas,
radiossensibilidade e o prognodstico da paciente.
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3 - METODOLOGIA

3.1 - Selegao de pacientes

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Associagcdo de Combate ao Cancer em Goias, sob o numero 12/2010. Vinte e sete
pacientes,foram selecionadas, conforme critérios de inclusdo (anexo 1), portadoras
de cancer do colo uterino, com estadiamento clinico entre Ib a Illb, que aceitaram
assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2), e que se
submeteram a radioterapia no Servico de Radioterapia do Hospital Araujo Jorge
(HAJ) da Associacdo de Combate ao Cancer em Goias (ACCG). Foi coletado
amostras citologicas em células descamativas da cérvice previamente ao inicio da
radioterapia. O material para a deteccdo e genotipagem do HPV e o
sequenciamento do TP53 foi extraido por raspado com citobrush em meio
preservativo (Universal Collection Medium- DIGENE) e armazenada em freezer a -
20°C ate a extragao do DNA.

As informagdes clinicas das pacientes foram coletadas por questionario
(Anexo 3), das fichas de tratamento radioterapico por teleterapia, braquiterapia e
dos prontuarios. Os efeitos tdéxicos do tratamento adjuvante foram avaliados através

de escalas de morbidades aguda, elaboradas pelo RTOG (75-76) (Tabela 2).

3.2 Extracao de DNA

A extracdo de DNA a partir da amostra citoldgica liquida coletada de cada

paciente foi realizada com equipamento e a tecnologia desenvolvidos pela Invitrogen
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Corporation, CA. O kit iPrep™ PureLink” gDNA Blood possui a tecnologia das
Dynabeads® MyOne™ SILANE que s3o esferas magnéticas monodispersas (1 um)
com uma superficie tipo silica e uma area de superficie especifica. A purificacdo do
DNA da amostra foi obtida utilizando o procedimento de purificacdo baseado em
esferas, evita o uso de centrifugas e sistemas a vacuo, além de extrair 13 amostras
em 30 minutos. No processo totalmente automatizado, as células foram lisadas com
o Lysis Buffer e as proteinas digeridas com proteinase K. O lisado foi misturado com
Dynabeads® MyOne™ SILANE para subsequente ligacdo do DNA da amostra. O
DNA ligado as esferas magnéticas foi separado do lisado utilizando separagao
magnética. As esferas foram lavadas com os tampdes de lavagem para remogao
dos contaminantes. O DNA gendmico foi entdo eluido com tampao de eluicéo.

A integridade do DNA foi analisada em gel de agarose 0,8% e
fotodocumentado pelo Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad Laboratories

INC Latin America).

3.3 - Amplificagcao do DNA e Genotipagem do HPV

O ensaio baseia-se na amplificagdo por PCR de um fragmento de 450pb
de regido L1 de HPV, utilizando os iniciadores PGMY09/MY11, biotinilados.
Posteriormente ocorre a etapa de hibridizacdo, na qual o produto de PCR
amplificado, hibridiza-se as sondas especificas de lavagem para remocdo de
material ndo ligado e a detecgao colorimétrica(77-78). Utilizado para a genotipagem
do HPV anogenital, a hibridizac&o reversa "Line Blot" - Kit da Roche® - Roche Linear
Array(LA), conforme metodologia descrita em Gravitt e Cols (79). E um teste

qualitativo in vitro para detecgédo e genotipagem do Virus do Papiloma Humano em
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amostras clinicas, no qual detecta trinta e sete gendtipos de DNA anogenital [6, 11,
16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66,
67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 (MM9), 81, 82(MM4), 83 (MM7), 84 (MM8), IS39 e
CP6108] de HPV em células cervicais colhidas em solugdo (77). (protocolo de

execugao em Anexo 4).

3.4 - Amplificagcao das regioes de TP53 e sequenciamento

O SNP do cédon 72 do gene TP53 ocorre no segundo nucleotideo do
cédon e este se localiza na posigdo 466 do mRNA (2640nt). Para amplificagdo da
regidao de interesse do gene TP53 (NM_000546) definimos um par de
oligonucleotideos. Deste modo, foi utilizado como primer sense a sequéncia 5 -
ATGGAGGAGCCGCGATCAGA - 3 (posicao 10953-10972) e como primer
antisense 5- TCTGGGAAGGGACAGAAGATGAC - 3 (posicdo 11006-11025),
gerando um fragmento de PCR de 527 pares de base (pb).

Os fragmentos de 527 bp entado gerados a partir do DNA adicionado com
uma master mix de AccuPrime™ Pfx DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, CA),
a qual contém em sua mistura o tampao para PCR, deoxinucleotideos trifosfatos
(dNTP) e AccuPrime™ Pfx DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, EUA). Esta
amplificagdo realizou-se com 1 ciclo de desnaturagdo a 95° C por 10 minutos,
seguido de 40 ciclos a 95° C por 30 segundos, 61,3°C por 30 segundos e 72° C por 1
minuto. Por fim, uma etapa de extenséo final de 72° C por 10 minutos, sendo que
apos a finalizagédo dos ciclos a reagdo foi mantida a 4° C até o congelamento ou a

eletroforese. Para avaliagdo dos amplicons, os mesmos foram submetidos a
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eletroforese em gel de agarose a 0,8%. As reacdes de PCR foram primeiramente
submetidas a purificagdo pelo kit de purificacdo da Invitrogen™ e tratadas com o
reagente ExoSAP-IT (invitrogen, CA) para remover os dideoxinucleotideos trifosfato
(ddNTPs) e primers que restaram da reagcdo de PCR. Apds a purificagdo, os
fragmentos de interesse foram quantificados utilizando o bioanalisador de DNA
Nanodrop (ThermoScientific, USA), para adequagédo da concentragcdo de DNA de
acordo com a exigéncia do Kit de sequenciamento.

Para a reacdo de sequenciamento foram definidos oligonucleotideos
interno sense. Para o gene TP53 foi utilizado o primer interno com a seguinte
sequéncia: 5 - ATGGGACTGACTTTCTGCT - 3’. O kit de sequenciamento usado
nas reacgoes foi o BigDye Terminator v. 3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA), que fornece os componentes necessarios
para reacdo de sequenciamento em uma pré-mistura pronta, que foi adicionada
juntamente com o produto de PCR purificado e primer. A reagado de sequenciamento
foi realizada com 1 ciclo de desnaturagéo a 96° C por 1 minuto, seguido de 25 ciclos
a 96° C por 10 segundos, 55,3°C por 5 segundos e 60° C por 4 minuto. Apds a
finalizagdo dos ciclos a reagdo foi mantida a 4° C.

Antes da eletroforese capilar as amostras foram submetidas a purificagao
utilizando o Kit de purificagdo BigDye Xterminator (Applied Biosystems, Foster City,
CA) para remocédo completa de ddNTPs, segundo o protocolo fornecido pelo
fabricante. Em seguida, as amostras analisadas foram submetidas a eletroforese
capilar no bioanalisador de DNA, ABI 3130x| (Applied Biosystems, Foster City, CA),
usando polimero POP-7 para ABI 3130 e 3130xL (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Os dados obtidos foram analisados pelo Sofware Seqscape v. 2.6 (Applied

Biosystems, Foster City, CA).
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3.5 - Analise Estatistica

As analises foram realizadas com o pacote de software estatistico
SigmaStat versédo 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL). Apds coleta dos dados em
formulario pré-testado, foi realizada a caracterizagdo da amostra por meio de
calculos de medida de dispersao e tendéncia central. As variaveis foram testadas
para verificacdo de possiveis associacdes por meio dos testes Tt de student para
variaveis continuas paramétricas ou Mann Whitney quando estas nao tinham
distribuicdo normal. Para as variaveis categéricas foram utilizados teste do chi-
quadrado (X2), com corregcao pelo teste de Yates ou o teste exato de Fisher, e
analise do risco relativo para estimar as possiveis associagdes. Todas as analises
foram realizadas com o a de 5% e intervalo de confianca de 95%. E risco relativo

com intervalo de confianca de 95%.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Caracteristicas Clinicas

Foram selecionadas 27 pacientes que preencheram os critérios de
inclusdo do estudo ( anexo 1). A média de idade do grupo foi de 54,0 £ 16,3 anos
(variando de 29 a 79 anos) (Figura 10). A média de gestagdes 5,8 + 3,6 (variando de
0 a 16 gestagdes), a média de partos foi 5,2 + 3,2 (variando de 0 a 15 partos). A
presenga de comorbidades (hipertencéo arterial sistémica (HAS) e/ ou diabetes) foi
observado em 10 (37,04%) pacientes. O tabagismo em 11 (40%) pacientes. O
estadiamento IB1 em uma (3,7%) paciente; IB2 em seis (22%) pacientes; IIA em
duas (7,4%) pacientes; 1IB em 17 (63%) pacientes e IlIB em uma (3,7%) paciente.O
tipo histolégico cancimoma espinocelular foi encontrado em 25 (92,6%) pacientes e
adenocarcinoma em duas ( 7,4% ) pacientes. O grau de diferenciagdo histoldgica
diferenciado em duas (7,4%) pacientes; moderadamente diferenciado em 13 (48%)
pacientes; indiferenciado em cinco (18,5%) e ndo especificado (SOE) em sete
(25,9%). Resposta ao tratamento das 27 pacientes, quatro (14,8%) foram excluidas
por abandono, 16 (59,3%) com remissao total da doenca, sete (25,9%) com doenca

em atividade/6bito (Tabela 3).
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Figura 10 - Distribuicdo de casos de cancer de colo uterino conforme idade.
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Tabela 3 - Caracteristicas clinicas

Variavel Numero de pacientes
Numero de pacientes 27
Média de idade (anos) 54,0 £ 16,3
Paridade 52+32
HAS n(%)

Sim 8 (29,6)

Nao 19 (70,4)
Diabete n(%)

Sim 5(18,5)

Nao 22 (81,5)
Tabagismo n(%)

Sim 11 (40,7)

Nao 16 (59,3)
Histologia n(%)

CEC 25 (92,6)

Adeno 2(7,4)
Grau de diferenciagao n(%)

SOE 7 (25,9)

Diferenciado 2(7,4)

Moderado 13 (48,1)

Indiferenciado 5 (18,5)
Estagio clinico n(%)

Ib-1 1(3,7)

Ib-2 6 (22,2)

lla 2(7,4)

l1b 17 (63,0)

b 1(3,7)
Resposta pos tratamento n(%)*

Remiséo total da doenga 16(59,3)

Doencga em atividade/dbito 7(25,9)

Abandono de tratamento 4(14,8)

HAS(hipertengao);Adeno (Adenocarcinoma);SOE(sem origem especificada)
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4.2 - Frequéncia de HPV na amostra estudada

A presenca do genoma HPV foi observada em 26/27 (96,3%) pacientes,

sendo 25/26 (96,2%) com virus de alto risco e uma (3,8%) paciente com HPV de

risco indeterminado. Foram encontrados 15 sorotipos de HPV (16, 18, 31, 35, 39, 45,

52, 53, 55, 58, 59, 68, 71, 81, 83), ndo houve a presenca de HPV de baixo risco em

nenhuma das pacientes da amostra. %). O gendtipo do HPV mais prevalente foi HPV

16 (61,5%), seguido pelo HPV 52 (19,2%) e HPV 18 (11,5%) (Figura 11). A infec¢ao

por um unico tipo de HPV foi observada em 19 (73,1%) pacientes e sete (26,9%)

apresentavam mais de um genotipo de HPV. Nao houve correlagéo entre HPV 16 o

tipo histolégico ( dois(7,4%) casos de adenocarcinoma e 14(53,8%) casos com

CEC), a presenca de mutagdo no gene TP 53 e na resposta pos tratamento (Tabela

4).

Tabela 4 Distribuicdo dos tipos de HPV da amostra

Tipos de HPV Numero de casos
16 11 (43,3%)
18 02 (7,7%)
52 02 (7,7%)
31 01 (3,8%)
45 01(3,8%)
71 01(3,8%)
59 01(3,8%)
16;53 01 (3,8%)
16;35;59 01(3,8%)
16;39;53;68 01 (3,8%)
16;53;55;81 01(3,8%)
16;18;52;58;83 01 (3,8%)
52;35 01(3,8%)
52;58 01(3,8%)
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Figura 11- Prevaléncia dos gendétipos de HPV na amostra estudada.

Tabela 5 - Associagcao com HPV 16

Variavel HPV 16 Outros tipos de  Valor de
HPV p
Média de idade e dp
(anos) 51,5 (x 14,8) 57,5 (x19,1) 0,46
TP53 n(%)
Arg/Pro ou 11 (47,8) 5(21,7) 0,47
Pro/Pro
Arg/Arg 4(17,4) 3(13)
Tipo Histologico n(%)
CEC 14 (53,8) 10 (38,5) 0,37
ADENO 2(7,7) 0
Resposta ao tto n(%)
Sim 8 (33,3) 8 (33,3) 0,46
Néo 6 (25) 2 (8,3)

dp = desvio padrao; CEC = Carcinoma espinocelular; ADENO = Adenocarcinoma,;
tto= Tratamento; Arg/Arg = TP53 selvagem; Arg/Pro ou Pro/Pro = TP53 polimérfico.
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4.3 - Analise do polimorfismo Arg 72 Pro (R72P)

A analise do sequenciamento do fragmento Arg72Pro foi realizada em
24/27 (88,9%) pacientes. A presenga do gendétipo Arg/Arg em oito (33,3%), Arg/Pro
em 15 (62,5%) e Pro/Pro em uma (4,2%) (Figura 12). As pacientes com a presenca
do gendtipo selvagem Arg/Arg, apresentaram maior risco de ter infecgdo por
multiplos virus (RR= 1,77; 1,15-2,73; p=0,04). Nao houve correlagdo quando
comparamos a presenca de polimorfismo fragmento Arg72Pro com infecgdo por
HPV 16, infeccao por HPV 16/18, idade, estadiamento clinico, histologia do tumor,
grau de diferenciacédo histolégica tumoral e resposta apds tratamento (Figura 13,

Tabela 5).

OArg/Arg
® Arg/Pro
@ Pro/Pro

Figura 12 - Distribuicdo dos genétipos do fragmento do codon 72 do gene Tp53
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Tabela 6 - Associagao dos subtipos de HPV com os genétipos TP53

Variavel TP53 Mutado TP53 Valor de
(Arg/Pro ou Selvagem p
Pro/Pro) (Arg/Arg)
Média de idade e dp(anos)
57,5 £19,1 51,5£14,9 0,46
Infeccao HPV n(%)
unico tipo 9 (39,6) 7 (30,4) 0,04*
multiplos tipos 7 (30,4) 0
Infecgédo HPV n(%)
HPV16 sim 11 (47,8) 4 (17,4) 0,47
HPV 16 ndo 5(21,7) 3 (13)
Infeccao HPV n(%)
HPV16/18 sim 12 (52,2) 6 (26) 0,51
HPV 16/18 néo 4 (17,4) 1(4,4)
ldade
<50 anos 6 (25) 2(8,3) 0,50
> 50 anos 10 (41,7) 6 (25)
Estadiamento n(%)
IB1 1(4,2) 0
B2 5(20,8) 1(4,2)
A 0 2 (8,3) 0,47
IIB 10 (41,7) 5 (20,8)
Histologia do tumor n(%)
CEC 15 (62,5) 8 (33,3) 0,7
ADENO 1(4,2) 0
Grau de diferenciagao n(%)
G1 1(5,5) 1(5,5)
G2/3 10 (55,5) 6 (33,3) 0,64
Resposta ao tto n(%)
Cura 10 (47,6) 4 (19) 0,7
Doenca residual 5 (23,8) 2 (9,5)

dp= desvio padrao;CEC= Carcinoma espinocelular; ADENO= Adenocarcinoma; tto=

Tratamento
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HPV unico HPV mult

Figura 13 - Relacdo entre HPV unico ou multiplo e do
fragmento Arg72pro do Tp53

4.4 - Associagoes com a Radioterapia

Das 27 pacientes encaminhadas a radioterapia, para tratamento do
cancer de colo uterino, quatro (14,8%) abandonaram o tratamento e uma (3,7%)
faleceu. As 22/27 (81,5%) pacientes restantes realizaram radioterapia externa
(teleterapia), dessas 21 (95,5%) receberam doses que variam entre 45-50 Gy, e uma
(4,5%) paciente recebeu dose abaixo de 45Gy (em que devemos desconsiderar a
dose equivalente, a qual foi considerado no momento de calculo de BED de
teleterapia, visto que, a paciente recebeu trés fracbes de 4Gy, no carater anti-
hemorragico). Os fracionamentos em 18 (81,8%) pacientes foi de 1,8GY e em quatro
(18,2%) pacientes com 20Gy, em quatro campos diarios 5 vezes por semana. O
reforgco parametrial foi utilizado em 14 (63,6%) pacientes com doses de 14-16Gy em
2 campos. A braquiterapia em altas does (HDR) foi indicada para 17 (77,3%)

pacientes, das quais 15 (88,2%) pacientes realizaram o fracionamento de quatro
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vezes 7Gy, com dose total de 28Gy, uma (5,9%) paciente o fracionamento foi de
duas vezes de 7Gy e duas vezes 6,5Gy com dose total de 27Gy e outra (5,9%)
realizou somente uma dose de 7Gy, ndo completando o esquema terapéutico por
doenca residual. Todas as 22 (81,5%) pacientes realizaram quimioterapia
neoadjuvantes (cisplatina na dose de 40mg/m? por quatro ciclos semanais). Na
avaliacdo da dose biolégica efetiva (BED) nos 6rgaos de risco, a dose média do
BED no trato geniturinario (TGU) foi 91,01Gy (x16,7Gy) variando de 72 a 127,18Gy
e no trato gastrointestinal (TGlI) foi 103,4Gy (£18Gy) variando de 72 a 123Gy (Figura
14).

Para analise do grau de toxicidade aguda dividimos os pacientes em dois
grupos, conforme RTOG, um com grau de toxicidade 0-1 e outro com grau = 2. A
presencga de toxicidade aguda (grau 0- 1 ou = 2) no TGl foi observada em 11( 50%)
pacientes , sendo grau 0-1 em 16 (72,7%) e grau = 2 em seis (27,3%). A média de
idade das pacientes que apresentaram toxicidade grau = 2 foi significativamente
maior que aquelas com toxicidade grau 0-1 (67,3 + 8,9 anos e 48,4 £ 16,9 anos
respectivamente, p= 0,02). As pacientes com idade = 50 anos apresentaram risco
1,8 (1,1 a 2,8) vezes maior de toxicidade = 2 ( p= 0,04). A presenga de multiplos
tipos de HPV se correlacionou com maior probabilidade de toxicidade de grau = 2
(66,7% versus 13,3%, p= 0,03). No grupo de pacientes com grau 0-1 de toxicidade
no TGl a média do BED total foi 102,7 £18,9 Gy, no grupo = 2 a média do BED total
foi 105,3 +£16,7 Gy (p=0,74) (figura 14). Também n&o houve correlagdo entre
toxicidade do TGI e HAS, diabete, tabagismo, polimorfismo no TP53 e resposta ao
tratamento (Tabela 6).

A toxicidade aguda no TGU ocorreu em cinco (22,7%) pacientes, sendo

grau 0-1 em 19 (86,4%) com a média do BED total no grupo 0-1 foi 91,1 + 16,8 Gy e
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no grupo com grau = 2 em trés (13,6%), a média do BED total foi 90,5 + 20,1Gy ( p=
0,9) (Figuras 14 e 15). Nao houve correlacédo entre toxicidade do TGU e idade das
pacientes, HAS, diabete, tabagismo, polimorfismo TP53, HPV e resposta ao

tratamento (Tabela 7).

Variagao de BED total TGU e TGI

oo TNV
80 V\V \/V \

60 BED TGU

BED total (Gy)

e BED TGI

40

20

1234567 8 910111213141516171819202122
pacientes

Figura 14 - Variacao de BED total em TGU e TGl

Distribuicao do Grau de Toxicidade (RTOG)

® Grau 0-1

E Grau 22

Numero de Pacientes

Figura 15 - Distribuicdo do grau de Toxicidade conforme RTOG no trato

gastrointestinal (TGI) e no trato genitourinario (TGU) da amostra.
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Tabela 7 - Associagdo com toxicidade do trato gastrointestinal conforme RTOG

RTOG-TGI
Variavel Valor do p
Grau 0 -1 Grau > 2
N (%) 16 (72,7) 6 (27,3)
Média de idade 48,4 + 16,9 67,3 +8,9 0,02t
(anos)
Idade (anos)
<50 8 (36,4) 0(0,0) 0,04t
> 50 8 (36,4) 6 (27,3)
HAS n (%)
Sim 5(22,7) 2(9,1) 0,61
Nao 11 (50,0) 4 (18,2)
Diabete n (%)
Sim 4 (18,2) 0 (0,0) 0,2t
Nao 12 (54,5) 6 (27,3)
Tabagismo n (%)
Sim 5(22,7) 4 (18,2) 0,1t
Nao 11 (50,0) 2(9,1)
BED total 102,7 £ 19,0 105,3 £ 16,7 0,7t
TP53 n (%)*
Arg/Arg 5(25,0) 1 (5,0) 0,4%
Arg/Pro ou 9 (45,0) 5 (25,0)
Pro/Pro
HPV n (%)**
Unico 13 (61,9) 2(9,5) 0,03%
Multiplos 2(9,5) 4 (19,1)
Remisséao total da
doencga n (%)
Sim 11 (50,0) 5(22,7) 0,4t
Nao 5(22,7) 1(4,5)

*n=20; ** n=21; TP53 selvagem = Arg/Arg; TP53 mutado =Arg/Pro ou Pro/Pro; T teste

exato de Fisher; T teste t de Sdudent.
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Tabela 8 - Associagao da toxicidade do trato genitourinario conforme RTOG

RTOG-TGU
Variavel Valor do p
Grau 0 -1 Grau > 2
N (%) 19 (86,4) 3(13,6)
Média de idade 53,6 + 17,6 53,3+ 18,5 0,9
(anos)
Idade (anos)
<50 7 (31,8) 1(4,5) 0,7
> 50 12 (54,5) 2(9,1)
HAS n (%)
Sim 7 (31,8) 0 (0,0) 0,2
Nao 12 (54,5) 3(13,6)
Diabete n (%)
Sim 3(13,6) 1(4,5) 0,4
Nao 16 (72,7) 2(9,1)
Tabagismo n (%)
Sim 8 (36,4) 1(4,5) 0,6
Nao 11 (50,0) 2(9,1)
BED total 91,1+ 16,8 90,5 £ 20,1 0,9
TP53 n (%)*
Arg/Arg 5(25,0) 1(5,0) 0,7
Pro/Pro ou 12 (60,0) 2 (10,0)
Arg/Pro
HPV n (%)**
Unico 14 (66,7) 1 (4,8) 0,1
Multiplos 4 (19,1) 2(9,5)
Remisséao total da
doenca n (%)
Sim 14 (63,6) 2(9,1) 0,6
Nao 5(22,7) 1(4,5)

* n=20; ** n=21; TP53 selvagem = Arg/Arg; TP53 mutado = Arg/Pro ou Pro/Pro.
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5 - DISCUSSAO

Embora o HPV seja o agente final da relagdo causal do cancer de colo
uterino, existem outros fatores, como os relacionados ao estilo de vida, que sao
importantes na permissao da agao deste virus no nosso meio e que nao acontecem
nas regidoes mais desenvolvida como a grande dificuldade ao acesso a saude e a
prevencao de outra doengas sexualmente transmissiveis. Varios estudos apontam a
realizacdo do exame citopatologico cervical como de grande importancia na
identificacao de lesdes pré-invasivas, portanto, bloqueando a ocorréncia do cancer
que sO seja diagnosticado tardiamente (32, 80) (81). Estudos relatam risco
aumentado nas mulheres que tiveram grande numero de gestacbes e partos (80,
82). Neste estudo as mulheres do grupo casos tiveram 5,8 + 3,6 gestagdes e 5,2 +
3,2 partos. No trabalho de Murta (1999) (83) foi observado que a maioria das
mulheres com cancer de colo uterino apresentou mais que quatro gestagbes ou
partos, entretanto, notaram que estes numeros estdo decaindo. Essa diminui¢cao da
paridade, nas pacientes com cancer do colo uterino os levou a questionar se a
multiparidade pode ser ainda imputada como fator de risco ou se este maior numero
de gestagdes e partos decorre do menor nivel socioeconémico (83). Porém quando
separado os grupos com referéncia ao numero de gestagdes até cinco gestacoes e
mais de cinco gestacodes, obteve-se diferenga significativa (80).

A faixa etaria de maior ocorréncia do cancer de colo uterino é de 40 a 60
anos, 10 a 15 anos apoés a idade de maior frequéncia das lesdes pré-invasivas. A
média de idade encontrada no grupo foi de 54 £ 16 anos, esta média esta dentro da

faixa etaria relatada na literatura (32, 80, 82).
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O tabagismo é apresentado como um importante fator de risco por
diminuir a imunidade local (84-86). Em nosso estudo foi observado que 59,7% das
pacientes eram nao fumantes, ndo houve diferenga estatistica no habito de fumar
entre os grupos quando comparadas a resposta terapéutica (p = 0,12), concordando
com os dados encontrados no estudo de Lima et al., 2006 (80), que ndo encontrou
diferenga estatistica significante entre o grupo de pacientes com céncer de colo
uterino fumante e ndo fumante e grupo controle (80).

Uma vez que, as pacientes deste trabalho foram selecionadas quando
encaminhadas ao servico de radioterapia, todas apresentavam cancer invasor e,
destes, 74,1% apresentavam-se em estadio Il ou lll (localmente avangada) o que
denota o diagnéstico tardio. Certamente, ha muitos fatores que contribuem para
esse cenario, mas trés aspectos podem ajudar a compreender melhor o problema e
merecem destaque: a pouca cobertura do exame Papanicolaou, sua acuracia e o
dificil acesso aos servicos de saude, revelando, sobretudo, caréncia de centros de
oncologia fora das grandes capitais do pais (33, 80, 87).

A resposta apds dois meses do término da radioterapia associada a
quimioterapia foi 59,3% com remissdo completa da doenca, 22,2% com doenga em
atividade e 3,7% de obito (6bito / doenga em atividade total 25,9%). Estes resultados
também foram relatados por varios autores, que partir dos resultados de estudos
prospectivos e randomizados, utilizando quimioterapia concomitante com
radioterapia, evidenciou-se que existe definitivamente lugar de destaque para a QT
no tratamento dos tumores do colo uterino, melhorando a resposta terapéuticas das
pacientes (88-90).

A prevaléncia do HPV no estudo foi de 96,2% e 15 gendtipos foram

detectados entre os 37 analisados. Multiplas infecgbes por HPV foram observadas
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entre 26,9% das mulheres. Coinfeccao do colo do utero com mais de um genoétipo
de HPV é comum, especialmente entre mulheres jovens (91).

Observamos a presenca do HPV 16 em 16/26 (61,5%) das pacientes, o
segundo sorotipo mais prevalente foi o HPV 52 em 5/26 (19,2%) pacientes, e
terceiro foi o HPV 18, observado em 3/26 (11,5%). Nao obtivemos nenhum caso de
HPV 33, apesar deste gendtipo ter sido o segundo mais prevalente em um estudo
em nosso meio (92). Outros trabalhos confirmam nossos achados em relacéo a alta
prevaléncia do HPV16 nos canceres cervicais invasivos nas regides Sul, Centro-
Oeste, Nordeste, Norte e Sudeste, com prevaléncias de 52%, 57%, 59%, 43,5% e
52%, respectivamente (6, 92-96). O HPV com gendtipo 16 € o mais importante
agente etioldgico de cancer cervical, ocorrendo globalmente em 50-60% dos casos,
também é o HPV mais comum em lesdes precursoras de cancer cervical, bem como
em mulheres com citologia normal (97-98). Uma meta-analise, avaliando 14 estudos
japoneses, revelou que os tipos de alto risco, considerados cancerigenos ou
provavelmente carcinogénicos, foram os subtipos 16, 18, 31, 33, 35, 52, e 58 (99).
Munoz et al., 2004 relataram que o HPV 16 e 18 foram associados com 73,5% dos
canceres cervical invasor no sudeste da Asia, 76,9% no Norte de Africa, e 71,5% na
Europa / América do Norte e os HPV 52 e 58 foram detectadas em 6,1% dos casos
dos canceres cervical invasor no sudeste da Asia, 1,5% no Norte de Africa, e 1,1%
na Europa / América do Norte (100). Entretanto, em outro estudo japonés (91), os
HPV 16 e 18, comparativamente, foram menos frequentemente identificados (58,8%)
e os HPV 52 e 58 foram observados em 13,7% em lesbes cervicais (91). Assim,
devemos considerar que ha uma grande variagao na distribuicido geografica dos tipo

de HPV.
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Estudos recentes revelaram que pelo menos 13 tipos de HPV, incluindo
os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68 sdo comumente
associados com cancer cervical invasor (100-101). Enquanto o HPV 16 ¢é o tipo mais
prevalente em todo o mundo, tem sido relatado que a frequéncia de outros tipos de
HPV de alto risco variam por regido (102). Em nosso estudo, observamos a
presencga de 15 tipos de HPV (16, 18, 31, 35, 39, 45, 52, 53, 55, 58, 59, 68, 71, 82,
83), nossos dados sugerem que uma vacina visando gendétipos de HPV 16, 18, 31, e
45, poderia ajudar a prevenir 57,7% das infec¢gbes por estes tipos de HPV e
consequentemente teria um impacto consideravel na prevencao do cancer cervical
invasor nesta amostra.

Dados sobre a distribuicdo dos gendtipos do HPV no céncer cervical
invasivo e em lesdes precursoras sdo essenciais para prever o futuro impacto das
novas vacinas HPV16/18, como também para determinar prioridades para incluséo
de tipos de HPV em futuras vacinas baseadas em testes com rastreamento de
genotipos (91). Mesmo assim, seréo necessarias varias décadas para se avaliar o
impacto dessas vacinas na prevengao do cancer cervical invasor (20). Concluindo,
deve-se estimular a condugdo de estudos no Pais que estimem a prevaléncia e a
distribuicdo dos tipos de HPV entre mulheres com citologia normal, especialmente
em areas economicamente carentes e de dificil acesso a servicos de saude. Além
disso, é essencial conhecer os fatores que contribuem para a regresséo, progressao
e persisténcia da infeccao do colo do utero pelo HPV, na perspectiva de identificar
os grupos de maior vulnerabilidade e risco para a doenga, e assim avangar em
estratégias para sua prevencgéao e controle (103-105).

A variabilidade genética do hospedeiro modifica o risco de cancer cervical

em mulheres infectadas com HPV oncogénico. Estudos tem relatado uma
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associacao entre o polimorfismo do cédon 72 arginina do gene TP53 e o cancer
cervical, mas os resultados sao inconsistentes (106-107). No presente estudo
observamos a presenca do genodtipo Arg/Arg em oito (33,3%), Arg/Pro em 15
(62,5%) e Pro/Pro em uma (4,2%). Extensos estudos foram realizados em diferentes
regides de todo o mundo para avaliar o papel do gendtipo homozigotos Arg/Arg
como um fator de risco associando o HPV a carcinogénese cervical. Em populacdes
do sudeste da Asia, tais como Taiwan, Tailandia, Coréia, Japdo, Hong Kong, e
China, o gendtipo dos homozigotos Arg/Arg nédo se correlacionou como um risco
para o desenvolvimento de cancer cervical (108). Entre a populagdo hispanica do
Brasil, Chile, Peru e na populagao Africana, o genétipo Arg/Arg foi associado como
fator de risco para a carcinogénese do HPV cervical(109), embora, um estudo da
Argentina ndo tenha encontrado uma associagao (110). No nosso estudo, as
pacientes com o genotipo Arg/Arg apresentaram maior risco de ter infecgao por
multiplos gendtipos do HPV (RR= 1,77; 1,15 - 2,73; p=0,04). Porém, nao
observamos esta associagdo na infecgdo pelo HPV 16 (p=0,47) ou HPV 16/18
(p=0,51).

Os pacientes com cancer experimentam uma variagao individual em
condigdes normais de reacgdes teciduais apos a radioterapia. Os sintomas agudos
nao perduram por muito tempo, mas sédo as vezes, de gravidade tal que obriga, em
cerca de 20% dos pacientes em tratamento, a suspensao temporaria da aplicacao
da radiagdo (111). Efeitos desfavoraveis do prolongamento do tempo total de
tratamento decorrentes da interrupcéo no tratamento foram também observados em
radioterapia pos-operatoria, em que nos casos de intervalos maiores de 10 dias
houve redugéo de 10% a 20% na taxa de sobrevida em cinco anos (112). Estas

reagoes a radioterapia sao bastante complexas, com multiplos fatores genéticos

59



Importancia do HPV no carcinoma do colo uterino e a associagdo com o polimorfismo R72P do gene TP53 e a radioterapia

Dissertagdo de Mestrado — Eliane da Silva Ribeiro — 2012
contribuindo a suscetibilidade de um paciente para tais reagdes adversas ao
tratamento radioterapico. Identificacdo de marcadores genéticos associados com um
risco de reagdes adversas ira facilitar o desenvolvimento de novos procedimentos
para proteger pacientes de alto risco a partir de reagdes adversas e vai melhorar a
nossa compreensdo dos mecanismos biolégicos de determinagédo individual de
radiossensibilidade (113-114).

Com relagéo a radiossensibilidade, observadas complicagbes agudas em
36,4% em nosso estudo, seguindo os critérios do RTOG, as pacientes apenas
apresentaram complicagdes nos tratos gastrointestinal inferior e geniturinario.
Apenas duas (7,4%) pacientes suspenderam por sete dias o tratamento. A presencga
de toxicidade aguda no TGl foi observada em 11 (50%) pacientes, sendo grau 0-1
em cinco (22,7%) e grau = 2 em seis (27,3%). A toxicidade aguda no TGU ocorreu
em cinco (22,7%), no grupo com grau = 2 em trés (27,3%). A média de idade das
pacientes que apresentaram toxicidade aguda do TGl grau = 2 foi significativamente
maior que aquelas com toxicidade grau 0-1 (67,3 + 8,9 anos e 48,4 £ 16,9 anos
respectivamente, p= 0,02) e as pacientes com idade = 50 anos apresentaram risco
1,8 (1,1 a 2,8) vezes maior de toxicidade = 2 (p= 0,04). Alguns trabalhos que
analisaram efeitos toxicos agudos ou cronicos da radioterapia observaram uma
incidéncia maior de complicagées no grupo com maior idade (115), outros nao (116-
118). A presenga de multiplos tipos de HPV se associou com maior probabilidade de
toxicidade aguda do TGl de grau = 2 (66,7% versus 13,3%, p= 0,03). Nao
encontramos artigos na literatura que avaliaram essa associagdo, os artigos
encontrados associaram HPV com resposta clinica de radioterapia. Nao houve

correlagao entre toxicidade aguda do TGl e TGU com HAS, diabete, tabagismo,
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TP53 e resposta ao tratamento e nenhuma correlagao foi observada no TGU e idade
e HPV.

Em relacdo ao polimorfismo no cédon 72 do gene TP53, um numero
significativo de pacientes apresentaram alteragdes genéticas nesta regidao (15
pacientes heterozigotas variantes, representando 62,5%), no entanto, nao foi
observada nenhuma associagao significativa entre este SNP e o desenvolvimento de
efeitos colaterais agudos, subagudos e/ou crbénicos nos tecidos ndo acometidos pela
neoplasia. A importancia da p53 como um supressor tumoral € provavelmente mais
ressaltada pelo fato de que o gene p53 estda mutado ou deletado em mais 50% de
todos os canceres humanos (119).

Um estudo de revisao feito por Borchiellini em 2012 fez uma abordagem
incluindo varios polimorfismos (incluindo o TP53 Arg72Pro), porém, os genes
candidatos usados para construir esta revisdo produz dados informativos, mas
muitas vezes conflitantes. Os resultados deste trabalho mostram discrepancias entre
as populagbes estudadas além, da deficiéncia na metodologia. Dados conclusivos
sobre a radioresposta de diferentes tipos de cancer podem ser acarretados por
diferentes fatores, como o tamanho de uma populacédo (amostra pequena), diferenca
na histologia do tumor, estadiamento do tumor, ou da natureza da amostra analisada
(114).

Embora, possamos supor que o estado de p53 afeta a
radiossensibilidade, sua importancia é relativamente baixa, avaliada de forma
isolada, o seu valor preditivo € insuficiente para considerar a sua utilizacdo na rotina
clinica. Atualmente nenhum teste preditivo para radiossensibilidade tumoral esta

disponivel, mas pode-se supor que O progresso na analise de fatores que
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determinam a resposta dos tecidos normais ira rapidamente alargar o progresso nos

estudos de radiossensibilidade tumoral (120).
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6 - CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos em nosso estudo podemos concluir que:

O HPV16 foi o gendtipo de maior prevaléncia (61,5%), seguido pelo HPV 52
(19,2%) e em terceiro lugar HPV 18(11,5%). A infecgdo por mais de um genétipo de
HPV ocorreu em 26,9% das pacientes.

No sequenciamento do fragmento Arg72Pro, foi observado o gendétipo Arg/Arg
em 8/24 (33,3%), Arg/Pro em 15/24 (62,5%) e Pro/Pro em 1/24 (4,2%). Foi
observado associagao da presenga do gendétipo Arg/Arg com a presenga de infecgao
por multiplos tipos de HPV (RR=1,77; 1,15-2,73; p=0,04).

O grau de toxicidade aguda = 2 do TGl relacionou-se com a idade, onde as
pacientes com = 50 anos, apresentaram um risco relativo de 1,8 vezes maior (1,1 -
2,8 IC 95%) de radiossensibilidade e com infeccdo por multiplos tipos de HPV um
risco relativo de 2,6 vezes maior (p=0,03). No presente estudo néo foi observado
correlagao entre polimorfismo no fragmento Arg72Pro com radiossensibilidade do

TGI, TGU, nem resposta terapéutica.
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8 - ANEXOS

8.1 Anexo 1

e Critérios de incluséo:

Pacientes maiores de 18 anos, com diagnostico confirmado histologicamente
de cancer de colo de utero IB a llIB;

Pacientes que serdo submetidas a tratamento de radioterapia ;

Pacientes que concordarem em assinar o termo de consentimento livre e

esclarecido.

e Critérios de Exclusao:

Pacientes que n&o concordarem em participar do estudo e em assinar o termo
de consentimento livre e esclarecido;
Pacientes que tenham estadimento clinico 1V;

Pacientes que tenham perdido seguimento no hospital;
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8.2 Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Numero ficha: CID: Projeto: Prontuario:

Vocé esta sendo convidada a participar, como voluntaria, em uma pesquisa. Esse
consentimento € exclusivo para esta pesquisa, sem possibilidade de uso dos seus dados para outros
projetos. No caso de aceitar fazer parte do estudo apds ser esclarecida sobre as informacdes a
seguir, assine no final deste documento que esta em duas vias (uma da pesquisadora e a outra sua).
Caso vocé escolha nao participar ndo havera nenhum tipo de penalidade para vocé. Em caso de
duvida sobre seus direitos, vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Aradjo
Jorge ou o Vice-Coordenador do Comité de Etica pelo telefone (062) 3243-7000, ramal 7050.

O titulo da pesquisa é “Genotipagem do HPV durante a prevenc¢ao do cancer de colo do
utero: importancia do virus no desenvolvimento do carcinoma escamoso do colo uterino e a
influéncia no prognéstico com a radioterapia”.

As pesquisadoras responsaveis sdo a Dra. Juliana Castro Dourado Pinezi, a Dra. Renata de
Bastos Ascengo Soares e a Dra. Eliane da Silva Ribeiro, que, em caso de duvidas podem ser
contatadas pelos telefones (062) 3243-7139/3243-7059 e 3088-5008.

Sobre a pesquisa:

= O objetivo é desenvolver um estudo inicial sobre carcinomas de colo de utero positivos para
o virus HPV (um virus encontrado no colo do utero de algumas mulheres com cancer deste local) e
seu papel na resposta a radioterapia, que € o tratamento que a senhora ira receber;

= Apods a consulta, no momento do exame ginecoldgico para a realizagao da braquiterapia em
que a senhora sera submetida para avaliagdo antes do tratamento de radioterapia proposta, caso
haja a sua permissdo, sera coletado uma amostra (a mesma quantidade que seria colhida com um
contonete) do material citolégico (que é colher com uma pequena escovinha a secreg¢do do colo
uterino durante o exame ginecolégico), para que possamos realizar o estudo nesta secrecao;

= Seu acompanhamento e tratamento ndo serdo alterados em nada por este estudo.

= Os resultados deste estudo poderao nos ajudar a responder como o virus HPV interfere na
resposta a radioterapia;

= Seus dados pessoais (como nome) permanecerdo confidenciais, sem exposi¢do publica,
sendo a senhora identificada apenas por um numero;

= Se a senhora tiver algum gasto decorrente (por causa) da sua participacdo nessa pesquisa,
tera o direito de ressarcimento;

= Nao havera qualquer compensagéo financeira por sua participagédo no projeto de pesquisa;

= A presente pesquisa ndo acrescenta riscos a senhora pois € apenas uma coleta se secregéo
durante um exame que ja seria realizado, mas se houver necessidade vocé tera a assisténcia

necessaria;
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= Caso a senhora se sinta prejudicada por sua participagdo na pesquisa, podera requerer
indenizacéo;
= Vocé podera retirar seu consentimento a qualquer hora sem prejuizo para seu tratamento ou

acompanhamento.

Eu, ,
RG , CPF , prontuario , concordo em

participar da pesquisa acima descrita, como sujeito de pesquisa. Fui devidamente informada e
esclarecida sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participagédo. Foi me garantido que posso retirar meu consentimento
a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu

acompanhamento, assisténcia ou tratamento.

Goiania, ___ de de 2009.

Assinatura da paciente Assinatura da pacrene taacmoscopica)

Assinatura do pesquisador

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e aceite do
sujeito em participar.

Testemunha: Assinatura:

Testemunha: Assinatura:
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8.3 Anexo 3
QUESTIONARIO No.
Identificagdo:
Nome:
Idade: Nascimento: __ / [/ Registro:
Raga: ( )B;( )N; ( ) M; ( )outras. Estado civil: Naturaliadade:
Telefone de contato: Profissdo:
Dados clinicos:
Gestacao: Paridade: Aborto:

Comorbidade:

Data: __ / [/

Estadiamento tumoral (TNM):

Tipo histolégico: Carcinoma escamoso ( ); Adenocarcinoma ( )
HPV: ( ) Sim; ( ) Nao Genoétipo:

P53 mutado: ( ) Sim; ( ) N3o.

Tipo de radioterapia: Teleterapia( ) Dose:

Braquiterapia ( ) Dose:

Dose total:

Radiossensibilidade: ( ) Sim; ( ) Nao.

Quais:

Complicagdes: Enterite ( ); Cistite ( ); Lesdo de pele ( ); Proctite ( );

Outras:

Evolugao:

Pesquisador:
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8.4 Anexo 4

PROTOCOLO PCR:LINEAR ARRAY HPV GENOTYPING TEST

1) A quantidade de DNA depende da qualidade do mesmo. Em geral, utiliza-se de 1
a 3 ul de DNA diluidos em 16,5 a 14,5 yl de H20 milliQ autoclavada e 17,5 ul de
Master Mix por reagdo. (35 ul de produto de PCR sao suficientes para verificar a
positividade da reacdo em gel e hibridizar com as tirinhas para genotipagem).

2) Usar 17,5 pl de cada controle por reagao. Verificar que cada controle é fornecido
em um volume de 500 pl.

3) Usar um bom kit de extragdo de DNA e fazer a deteccado de HPV direto com o kit
Linear Array.

4) Abrir cada amostra de DNA com um pequeno papel absorvente, a fim de evitar
contaminagao das luvas.

5) Cada tubo de DNA extraido & rotulado com etiqueta e codigo de barra e
guardado em criocaixas com 96 lugares.

6) Trocar de luvas depois de pipetar o Master Mix e antes de pipetar o DNA. Trocar
de luvas sempre que necessario.

7) O Master Mix deve ser preparado com Cloreto de Magnésio. Para cada 580 ul de
Mix, adicionar 125 pl de Cloreto de Magnésio. Fazer regra de 3 para volumes
menores.

8) Na&o é preciso fazer nada no gelo. Homogeneizar o Mix por inversdo de 15 a 20
vezes e evitar bolhas.

9) Colocar os tubos no termociclador e usar o seguinte programa de ciclagem:

95°C - 13 min } 1 ciclo

95°C - 60 sec

55°C - 60 sec } 40 ciclos
72°C - 60 sec

72°C -5 min

10)Apds a ciclagem, colocar 5l do produto de PCR no gel e visualizar os casos

positivos.
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11) A cada 30 pl de produto de PCR restante, adicionar 30 pl de solugéo de
desnaturacao.

12)Corar o gel com GelRed - 5ul para cada 60 ml de agua ( Biotium Inc. GelRed -
10.000 X DMSO - cat 41002-T).

13)Usar um marcador de peso molecular de 100bp, para visualizar as bandas do
PGMy09/11.

DETECGAO E REVELAGAO: LINEAR ARRAY HPV GENOTYPING TEST
DETECGAO

A) Desnaturacdo do produto da PCR:

1) Marcar os microtubos. Adicionar 40 ul de Amplicor Denaturation Solution a cada

tubo de reacdo e igualmente 40 pl do produto de PCR. Armazene o restante do
produto de PCR a -20°C.

2) Deixar a mistura a temperatura ambiente, durante pelo menos 10 minutos.

B) Preparo dos Reagentes e Solucdes de Deteccao:

a) Reserve tempo suficiente para dissolver as solugdes de SSPE 20X e o SDS
20%, em banho-maria 37°C, antes de preparar os reagentes. Todos os cristais
devem ser dissolvidos antes do uso.

Tampao de Hibridizagao: certifique-se que o SSPE e SDS estejam
totalmente dissolvidos e prepare a solugdo de uso em agua milliQ. O Tampao de
Hibridizacdo deve ser armazenado a temperatura ambiente num recipiente limpo e

permanece estavel durante 30 dias.

Reagente Volume Volume Volume
SSPE 20X 100 mi 33,3 ml 11,1 ml
H20 388 ml 129 ml 43 ml
SDS 20% 12,5 ml 4,17 ml 1,39 ml
Volume 500,5 ml 166,47 ml 55,49 m|
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Tampao de Lavagem: certifique-se que o SSPE e SDS estejam totalmente

dissolvidos e prepare a solugdo de uso em agua milliQ. O Tampéo de Lavagem

Ambiente de Trabalho deve ser armazenado a temperatura ambiente num recipiente

limpo e permanece estavel durante 30 dias.

O Tampao de Lavagem Ambiente de Trabalho é usado a temperatura

ambiente, enquanto o Tamp&o de Lavagem Estrito de Trabalho é usado pré-

aquecido a 53°C e deve ser preparado a fresco antes de cada reagao. O volume a

ser aquecido é de S5vezes o numero de reagdes, pois cada lavagem é feita com 5 ml.

Reagente Volume Volume Volume
SSPE 20X 133 ml 66,6 ml 33,25 ml

H20 2520 ml 1260 ml 630 ml
SDS 20% 13,3 ml 6,65 ml 3,325 ml
Volume 2.666,30 ml 1.333,25 ml 666,625ml

Citrato de Soédio (CIT): depois de certificar que o citrato esta totalmente

dissolvido, prepare a solugdo de uso, em agua milliQ. O tampéao citrato deve ser

armazenado a temperatura ambiente num recipiente limpo e permanece estavel

durante 30 dias.

Reagente Volume 100 tiras | Volume 50 tiras Volume 25 tiras
Citrato 25 ml 12,5 ml 6,25 ml
H20 475 ml 237,5 ml 118,75 ml
Volume 500 ml 250 mi 125 ml

Conjugado de Trabalho: deve ser preparado na hora da reagdo e armazenado a

temperatura ambiente, sendo estavel durante 3 horas.

Reagente Volume Volume Volume

AS-HRP 15ul 30 pl 60 pl
Tampao de Lavagem 5ml 10 ml 20 mi
Ambiente de Trabalho

Volume 1 reagao 2 reacgoes 4 reagoes
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Substrato de Trabalho: deve ser preparado na hora da reacdo e armazenado a
temperatura ambiente, sendo estavel durante 3 horas, desde que protegido da

exposicao a luz direta. Embrulhar em papel aluminio.

Reagente Volume Volume Volume
Sub A 4l 8 ul 32 pul
Sub B 1ml 2ml 4 ml

Volume 1 reagao 2 reagoes 4 reagoes

C) Etapas de Hibridizagao e Lavagens:

1) Antes de iniciar a hibridizagdo, preparar o banho-maria com agitagdo a 53°C, com
pouca agua e pré-aquecer o Tampao de Hibridizacdo de Trabalho e o Tampao de
Lavagem Estrito de Trabalho, durante um periodo minimo de 15 minutos. Deixar o
Tampao de Hibridizacdo de Trabalho e o Tampao de Lavagem Estrito de Trabalho

no banho-maria até o momento de ser usado.

2) Retire o numero necessario de tiras de genotipagem Linear Array HPV da

embalagem de HPVStrip, usando uma pinga limpa.

3) Com uma caneta de tinta permanente a prova dagua;substancias quimicas;calor,

rotule cada tira HPVStrip com a identificagdo adequada da amostra ou controle.

4) Coloque cada tira com as bandas da sonda viradas para cima no reservatério

adequado da bandeja de 24 canaletas.

5) Adicione 4 ml do Tampéo de Trabalho pré-aquecido a cada reservatério contendo

uma tira rotulada.

6) Utllizando uma pipeta com ponteira com filtros para aerosséis, pipete
cuidadosamente 30 ul de amplicon desnaturado para a canaleta adequada contendo
a respectiva HPVStrip devidamente rotulada. Use uma ponteira nova para cada

amplicon transferido.

7) Tampe a bandeja de 24 canaletas e coloque a bandeja no banho a 53°C. Coloque

um peso de aproximadamente 0,5 Kg sobre a tampa da bandeja para fixa-la e
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manté-la tampada durante a agitagao. Hibridize as HPVStrips durante 30 minutos, a
uma velocidade de 60 RPM.

8) Durante a hibridizagao, prepare o Conjugado de Trabalho, conforme descri¢do da

tabela acima.

9) Retire a bandeja de 24 canaletas do banho-maria e retire o Tampdo de

Hibridizacdo, mediante aspiracédo a vacuo.

10) Adicione 4 ml do Tampao de lavagem Ambiente de Trabalho a cada canaleta.
Agite suavemente a bandeja por 3 a 4 vezes para lavar as tiras e aspire

imediatamente a vacuo o Tampao de Lavagem Ambiente de Trabalho das canaletas.

11) Adicione 4 ml do Tampao de Lavagem Estrito de Trabalho a cada canaleta
contendo uma tira. Limpe qualquer condensagéo formada na tampa da bandeja com
uma folha de papel limpa, coloque a tampa de volta na bandeja e leve a bandeja ao
banho-maria em agitagcdo a 53°C. Coloque o peso de aproximadamente 0,5 Kg
novamente sobre a tampa da bandeja para fixa-la e manté-la tampada durante a

agitacdo. Lave as HPVStrips durante 15 minutos, a uma velocidade de 60 RPM.

12) Retire a bandeja de 24 canaletas do banho-maria e retire 0 Tampao de Lavagem

Estrito de Trabalho, mediante aspiragéo a vacuo.

13) Adicione 4 ml do Conjugado de Trabalho a cada reservatério contendo uma tira.
Limpe qualquer condensagéo formada na tampa da bandeja com uma folha de papel
limpa, coloque a tampa na bandeja de 24 canaletas e coloque a bandeja sobre um
agitador orbitario a temperatura ambiente. Incube durante 30 minutos a temperatura
ambiente (entre 15°C e 30°C) a uma velocidade de agitagao de aproximadamente 60
RPM.

14) Retire a bandeja de 24 canaletas do banho-maria e retire o Conjugado de

Trabalho, mediante aspiragao a vacuo.

15) Adicione 4 ml do Tampdo de Lavagem Ambiente de Trabalho a cada
reservatorio contendo uma tira. Agite suavemente a bandeja de 24 canaletas 3 a 4
vezes para lavar as tiras e aspire imediatamente a vacuo do Tamp&o de Lavagem

Ambiente de Trabalho das canaletas.
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16) Adicione 4 ml do Tampao de Lavagem Ambiente de Trabalho a cada
reservatorio contendo uma tira. Limpe qualquer condensacgao formada na tampa da
bandeja com uma folha de papel limpa, coloque a tampa na bandeja de 24 canaletas
e coloque a bandeja sobre um agitador orbitario a temperatura ambiente, durante 10
minutos a temperatura ambiente (entre 15°C e 30°C) a uma velocidade de agitagao
de aproximadamente 60 RPM.

17) Retire a bandeja de 24 canaletas do banho-maria e retire o Tampao de Lavagem

Ambiente de Trabalho, mediante aspiracédo a vacuo.

18) Adicione 4 ml do Tampado de Lavagem Ambiente de Trabalho a cada
reservatorio contendo uma tira. Limpe qualquer condensacgao formada na tampa da
bandeja com uma folha de papel limpa, coloque a tampa na bandeja de 24 canaletas
e coloque a bandeja sobre um agitador orbitario a temperatura ambiente, durante 10
minutos a temperatura ambiente (entre 15°C e 30°C) a uma velocidade de agitagao

de aproximadamente 60 RPM.

19) Retire a bandeja de 24 canaletas do banho-maria e retire 0 Tampao de Lavagem

Ambiente de Trabalho, mediante aspiragao a vacuo.

20) Adicione 4 ml do Tampao Citrato de Trabalho a cada reservatorio contendo uma
tira. Limpe qualquer condensagéo formada na tampa da bandeja com uma folha de
papel limpa, coloque a tampa na bandeja de 24 canaletas e coloque a bandeja sobre
um agitador orbitario a temperatura ambiente, durante 5 minutos a temperatura
ambiente (entre 15°C e 30°C) a uma velocidade de agitagao de aproximadamente 60
RPM.

21) Prepare o Substrato de Trabalho conforme descrito na tabela acima.

22) Retire a bandeja de 24 canaletas do banho-maria e retire o Tampao de Lavagem

Ambiente de Trabalho, mediante aspiragao a vacuo.

23) Adicione 4 ml do Substrato de Trabalho a cada reservatério contendo uma tira.
Limpe qualquer condensacgao formada na tampa da bandeja com uma folha de papel
limpa, coloque a tampa na bandeja de 24 canaletas e coloque a bandeja sobre um

agitador orbitario a temperatura ambiente, durante 5 minutos a temperatura
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ambiente (entre 15°C e 30°C) a uma velocidade de agitagao de aproximadamente 60
RPM.

24) Retire a bandeja de 24 canaletas do banho-maria e retire o Tampao de Lavagem

Ambiente de Trabalho, mediante aspiragao a vacuo.

25) Adicione 4 ml de agua destilada ou deionizada a cada canaleta contendo uma

tira.

26) Remova as tiras da bandeja de 24 canaletas utilizando uma pinga limpa,
coloque-as numa superficie limpa e seca e deixe as tiras secar ao ar durante o
minimo de uma hora ou até 72 horas a temperatura ambiente antes da

interpretacéo.
D) LAVAGEM DAS BANDEJAS

1) Prepare uma solu¢do de RBS a 10% adicionando uma parte de RBS35 e 9 partes

de agua deionizada.

2) Encha cada reservatorio da bandeja com a solugédo a 10% e deixe embeber

durante a noite a temperatura ambiente.
3) Irrigue abundantemente a bandeja com agua deionizada.

4) Enxagle em alcool 70% duas vezes e deixe secar, embrulhada em papel na

estufa.

80



