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RESUMO

O cancer de colo uterino (CC) corresponde ao terceiro tipo mais prevalente no Brasil, bem como
a quarta causa de morte entre mulheres. Seu desenvolvimento est4 ligado a infeccéo persistente
por subtipos de alto risco do Papilomavirus Humano (HPV), porém uma minoria de portadoras
do virus desenvolve cancer. Dentre os fatores imunoldgicos envolvidos nesta progressao estéo
os receptores Toll- like (TLR). Polimorfismos que geram dele¢des no TLR9 talvez estejam
relacionados a uma maior suscetibilidade e a maior progressao de doenca. A pesquisa atual teve
0 objetivo de avaliar a relacéo da presenca do polimorfismo no receptor TLR9 (alelo rs187084)
nas mulheres com diagndstico de CC, bem como a sua associa¢do com os desfechos da doenca.
Foi um estudo observacional e prospectivo, tipo caso- controle. Foram colhidas amostras de
escovado bucal de 83 mulheres, 43 casos e 40 controles sadios. As amostras teciduais obtidas
foram conservadas para posterior extracdo de DNA gendmico e realizacdo da técnica de PCR
em protocolo especifico. Foi também realizada entrevista e andlise de prontuario para
comparacdo dos dados epidemioldgicos, informacdes da apresentacdo da doenca e suas
caracteristicas, da avaliagdo dos tratamentos escolhidos, bem como seguimento oncolégico para
analisar os desfechos. A média de idade foi de 46 anos e a maior parte assintomatica ao
diagnostico. Demais achados sociodemograficos também foram condizentes com a literatura
nacional descrita. O tipo histolégico de carcinoma epidermoide (CEC) foi o predominante com
40 casos e a maioria das mulheres foram diagnosticadas em estadiamento I/11, com predominio
do estadio 11B (acometimento parametrial). Em razdo disso, o tratamento trimodal baseado em
radioterapia foi o de escolha na maioria, com 36 casos, sendo intervencdo cirurgica opgao
inicialmente em 9 casos. A taxa de recidiva foi alta (34,2%) com 13 pacientes, no periodo médio
de seguimento de 36,5 meses. Na analise do polimorfismo, a presenca deste ndo aumentou o
risco de cancer (p=0,749), porém as pacientes com CEC apresentaram mais o genétipo T/C e
TT (p=0,044). A presenca de heterozigose T/C foi mais associada ao tratamento trimodal, isto
é, a doenca mais avangada, bem como a presenca de homozigose TT esteve mais relacionada a
progressdo hepéatica. Em razdo da baixa taxa de dbitos (05 casos) ndo foi possivel comparagao
de Sobrevida Global, porém avaliando a curva de sobrevida livre de progressao, esta foi pior
no grupo Heterozigotico T/C (p=0,031). Em conclusdo, este estudo sugeriu que, na nossa
populacdo, este polimorfismo ndo pode ser associado a um aumento no risco de CC. Porém, 0s
gendtipos T/C e TT parecem estar mais presentes nas pacientes que ja progrediram para cancer,
bem como estdo relacionados a uma pior sobrevida livre de progressdo e recidiva hepatica,
respectivamente.

Palavras- chave: neoplasia; polimorfismo genético; receptor toll- like; genotipagem.



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) corresponds to the third most prevalent type in Brazil, as well as the fourth
cause of death among women. Its development is linked to persistent infection with high-risk
subtypes of the Human Papillomavirus (HPV), but a minority of virus carriers develop cancer.
Among the immunological factors involved in this progression are Toll-like receptors (TLR).
Polymorphisms that generate deletions in TLR9 may be related to greater susceptibility and
disease progression. The current research aimed to evaluate the relationship between the
presence of the polymorphism in the TLR9 receptor (allele rs187084) in women diagnosed with
CC, as well as its association with disease outcomes. It was an observational and prospective,
case-control study. Mouth brush samples were collected from 83 women, 43 cases and 40
healthy controls. The tissue samples obtained were preserved for subsequent extraction of
genomic DNA and performance of the PCR technique using a specific protocol. An interview
and medical record analysis were also carried out to compare epidemiological data, information
on the presentation of the disease and its characteristics, evaluation of the chosen treatments, as
well as oncological follow-up to analyze the outcomes. The average age was 46 years old and
the majority were asymptomatic at diagnosis. Other sociodemographic findings were also
consistent with the national literature described. The histological type of squamous cell
carcinoma (SCC) was the predominant one with 40 cases and the majority of women were
diagnosed in stage I/11, with a predominance of stage 1B (parametrial involvement). Because
of this, trimodal treatment based on radiotherapy was the choice in the majority, with 36 cases,
with surgery being an option initially in 9 cases. The recurrence rate was high (34.2%) with 13
patients, in a mean follow-up period of 36.5 months. In the polymorphism analysis, its presence
did not increase the risk of cancer (p=0.749), but patients with SCC presented more T/C and
TT genotypes (p=0.044). The presence of T/C heterozygosity was more associated with
trimodal treatment, in other words, more advanced disease, and the presence of TT
homozygosity was more related to liver progression. Due to the low death rate (05 cases), it
was not possible to compare Overall Survival, but when evaluating the progression-free
Survival curve, it was worse in the Heterozygous T/C group (p=0.031). In conclusion, this study
suggested that, in our population, this polymorphism cannot be associated with an increased
risk of CC. However, the T/C and TT genotypes seem to be more present in patients who have
already progressed to cancer, as well as being related to worse progression-free Survival and

liver recurrence, respectively.

Keywords: neoplasm; genetic polymorphism; toll- like receptor; genotyping.
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1 INTRODUCAO

O utero € o orgdo mais importante do aparelho reprodutor feminino, divido
basicamente em duas regides: corpo e colo. Este ultimo corresponde a porcao inferior, mede
em média 2,5 cm nas mulheres ndo gravidas e apresenta relacdo direta com a cavidade vaginal
(Faizan; Muppidi, 2024).

O cancer de colo uterino (ou cervical), excetuando-se os tumores de pele nédo
melanoma, figura-se como terceiro tipo mais prevalente no Brasil de acordo com dados do
Instituto Nacional do Cancer (INCA), bem como a quarta causa de morte entre mulheres no
nosso pais (Santos et al., 2023).

Este tipo de cancer consiste em um desafio desde o diagndstico, com necessidade de
rastreio populacional por meio de exames de colpocitologia oncética (Papanicolau) de rotina,
biopsias e exames de imagem (Organizacdo Mundial De Saude, 2020). O tratamento deste
tipo de doenca maligna envolve, na maioria das vezes, procedimentos cirdrgicos complexos
e/ou radioterapia associada a quimioterapia nos casos mais localmente avancados. Em casos
mais avanc¢ados a taxa de cura é menor, ou muitas vezes levando a cirurgias e procedimentos
mutilantes como as exenteracdes pélvicas e necessidade de ostomias definitivas.
Procedimentos estes realizados muitas vezes em mulheres jovens. Na presenca de metastases
a distancia, formalmente as chances de cura sdo proximas a zero e entender mais sobre o
processo imunomodulador envolvido neste tumor, incluindo alguns tipos de polimorfismos
genéticos, em nossa populacdo, pode auxiliar na compreensao da biologia tumoral, bem como
na evolucao do seu tratamento (Sharma; Deep; Sharma, 2020).

O principal fator de risco do cancer de colo uterino esta ligado a infeccédo persistente
por subtipos de alto risco do Papilomavirus Humano (HPV), notadamente os tipos 16,18, 31 e
52. O HPV corresponde a um virus de DNA, transmitido de forma sexual e bastante prevalente
na populagdo mundial (Oyouni, 2023). Porém, felizmente a maioria das infec¢cdes pelo HPV
sdo assintomaticas e apresentam resolucdo espontanea. Nos casos de infeccdo persistente na
mucosa do colo uterino ha uma tendéncia de progressdo para Neoplasia intraepitelial cervical
(NIC) e tendéncia a invasdo tecidual (Douzandeh-Mobarrez et al., 2022; Oyouni, 2023).

A célula infectada desenvolve mecanismos de evasdo ao sistema imune, com 0
intuito de proliferacdo continua. Dentre os fatores imunologicos envolvidos nesta regulacéo da
infeccédo pelo HPV e sua progressao, estdo os receptores Toll- like (TLR), que consistem em

receptores de membrana celular auxiliares na identificacdo de antigenos tumorais e
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apresentacdo ao sistema imune (Douzandeh-Mobarrez et al., 2022). Existem varios tipos
diferentes destes receptores, como 0s TLR 2 e 4, associados no reconhecimento de bactérias
Gram positivas e negativas, respectivamente. Um outro tipo € o TLR9, também associado no
reconhecimento de bactérias, porém atua juntamente aos componentes virais do HPV (Zhang
et al., 2023). Britto et al. (2020) sugere que as proteinas E6 e E7 do HPV regulam o
microambiente tumoral a partir de delecdes nos TLR9, o que faz desse receptor uma
importante arma na imunologia do cancer de colo uterino (CC).

Os receptores Toll-like (TLR) também desempenham um papel importante no
reconhecimento de padrdes moleculares associados a microrganismos, desencadeando
respostas imunoldgicas (Xun et al., 2021). Em relacdo ao cancer de colo do Utero, estudos tém
destacado a relevancia dos TLRs na modulacdo do microambiente tumoral. O TLR9, em
particular, tem sido objeto de investigacdo devido a sua capacidade de reconhecer padrfes de
DNA viral, como os presentes no papilomavirus humano (HPV), um fator de risco estabelecido
para o desenvolvimento do cancer cervical (Douzandeh-Mobarrez et al., 2022). Alteracdes
genéticas nos receptores TLR podem influenciar a resposta imunoldgica antitumoral,
impactando a progressdo e a resposta ao tratamento do cancer de colo do Utero. Portanto,
compreender a relacdo entre os receptores Toll-like e o cancer de colo do Gtero pode abrir
novas perspectivas para estratégias terapéuticas e diagndsticos mais precisos. O estudo do
polimorfismo do receptor TLR9 (rs187084) destaca-se como uma abordagem promissora para
avaliar a variabilidade genética e sua associacdo com o risco e a progressao do cancer de colo
do Utero.

Diversas séries em populacdo chinesa (Chen, 2012), italiana (Cannella, 2015) e
indiana (Pandey, 2019) mostraram relacdo do polimorfismo no alelo rs187084 TLR9 na
suscetibilidade a infecgdo persistente pelo HPV e na progressdo para cancer de colo uterino.

Para melhor compreensao dos aspectos relacionados a este estudo, segue uma breve
revisao de literatura que abordara os seguintes topicos: Aspectos gerais do desenvolvimento do
cancer; Cancer de colo uterino e o HPV; Polimorfismos genéticos e desenvolvimento de cancer;

Polimorfismo genéticos associados ao cancer de colo uterino.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais sobre desenvolvimento do Cancer e suas particularidades genéticas

O cancer é definido como uma doenca genémica e surge a partir de alteracdes
cumulativas no material genético (acido desoxirribonucleico- DNA) de células normais que
sofrem transformacdes até se tornarem malignas. Aquelas células capazes de uma diviséo
irrestrita geram multiplicac&o, o que traz oportunidades de alteragdes no material genético. De
maneira geral, define-se como malignas as neoplasias com capacidade de invasividade e
evolucdo para metastase. Todos 0s processos para gerar um cancer ocorrem em multiplas etapas
e podem envolver dezenas até centenas de genes (Park; Pyun; Park, 2020).

Em tecidos normais, as taxas de crescimento e de morte celular estdo em equilibrio.
Porém, no cancer esse equilibrio é rompido por diversas causas e ocorre uma perda no controle
do crescimento celular e/ou mecanismos de apoptose (também chamada de morte celular
programada). Existem varios fatores que podem levar ao desenvolvimento do cancer, desde
fendbmenos ambientais, a fatores intrinsecos e a contribuicdo da heranca genética (N
Kontomanolis et al., 2021; Park; Pyun; Park, 2020).

Assim, as mutagdes genéticas podem ser adquiridas ao longo da vida devido a
exposicoes a agentes carcinogénicos, como radiac@es, produtos quimicos ou infec¢des virais
persistentes. Além disso, alguns individuos podem herdar predisposicdes genéticas que
aumentam a suscetibilidade ao céancer (Rajaram et al., 2021). As células cancerigenas
frequentemente acumulam alteragdes em genes-chave, como oncogenes que promovem 0
crescimento celular descontrolado e genes supressores de tumor que normalmente inibem a
progressdo do cancer. A instabilidade gendmica, a epigenética e a interagdo complexa entre
diferentes vias de sinalizacdo celular sdo aspectos importantes do desenvolvimento tumoral
(Volkova et al., 2021). Compreender as particularidades genéticas associadas ao cancer €
fundamental para avangcos no diagndstico precoce, tratamento direcionado e estratégias de
prevencao.

Mutacdes e polimorfismos sdo caracterizados por alteracbes nas sequéncias de
nucleotideos do material genético, porém possuem caracteristicas distintas em relacdo a sua
frequéncia em uma populacdo. As mutacOes sdo representadas pela substituicdo de bases e
alteragOes na organizacdo ou no tamanho das sequéncias de DNA. Os polimorfismos sdo
variantes individuais no genoma e ocorrem na populacdo geral de forma estavel, onde sua

frequéncia é de 1% ou superior. Uma das formas mais estudadas sédo os polimorfismos de
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nucleotideo unico (SNP), os quais sao resultantes da substituicdo de um nucleotideo por outro
(N Kontomanolis et al., 2021).

Inmeras anomalias podem ocorrer para gerar as alteracbes necessarias, como
mutacgOes intragénicas, quebras e perdas cromossomicas, amplificacbes génicas, instabilidade
gendmica e mecanismos epigenéticos (como metilacéo e acetilagdo). As mutagdes encontradas
na maioria dos tumores solidos ndo obedecem a um padrédo simples. Raramente é identificada
uma unica mutacgéo (Butera; Melino; Amelio, 2021)

Existem seis processos associados ao desenvolvimento e proliferacdo de uma célula
tumoral: sinalizacdo para proliferagdo celular sustentada, diminuicdo supressores de
crescimento, resisténcia a morte celular, permitir a replicacdo continua, induzir a angiogénese
e ativar a invasao e metastase (Madan et al., 2022).

Pode-se dividir as etapas da carcinogénese em trés etapas: iniciagdo, promocao e
progressdo. Vale lembrar que esta divisdo é apenas didatica, pois existe intersecdo e
simultaneidade nestas etapas. A iniciacdo caracteriza-se por mutagfes em uma célula- tronco,
normalmente associada a inativacdo de genes supressores de tumor ou ativacdo de
protoncogenes. Na promocéao ocorre a multiplicacdo das células alteradas e proliferacdo dos
fatores de crescimento celular envolvidos, bem como ativacdo dos mecanismos de evasdo do
sistema imune. Ja a progressdo consiste na fase final, com proliferacdo celular continua,
invasdo, estimulo a angiogénese e metastatizacdo (Madan et al., 2022; N Kontomanolis et al.,
2021; Yin et al., 2021).

O padrdo de apresentacdo genética dos casos de cancer pode ser classificado em
trés grupos: esporadico, familial ou hereditario. O esporadico corresponde a maioria dos casos
(70%) e apresenta-se como casos isolados em uma familia, geralmente ocorrendo em idade
mais avancgada, tendo como principal causa fatores ambientais e enddgenos exclusivamente. O
padrdo familial corresponde a 20%, apresentando maior frequéncia de casos numa mesma
familia, porém sem padrdo de heranca mendeliano. Além de fatores ambientais e endégenos,
os fatores genéticos tambeém contribuem e as alteracdes genéticas encontradas nesse grupo séo
polimorfismos (variagbes geneticas comuns na populacdo). Ja o cancer hereditario responde
por cerca de 5% a 10% dos casos e a causa principal ¢ a mutacdo germinativa (presente em
todas as células do corpo) em um gene de alta penetrancia (N Kontomanolis et al., 2021).

O cancer, de modo geral, corresponde a um importante problema de saude publica
em todo o mundo, sendo uma das principais causas de morte prematura (abaixo dos 70 anos).

H& uma proporcdo em que um em cada cinco pessoas no mundo desenvolverdo cancer em
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algum momento da vida. O céncer de mama feminino é o mais incidente no planeta,

correspondendo a cerca de 11,7% do total de casos novos (Sung et al., 2021).

2.2 Cancer de colo uterino e o papilomavirus humano (HPV)

Desde 1995 o Instituto Nacional do Céancer (INCA) faz estimativas sobre
prevaléncia e incidéncia da doenca no Brasil. Atualmente com dados de previsdo trienal (2023,
2024 e 2025). A estimativa para o triénio é de 704 mil novos casos, sendo 17 mil de colo uterino
(4,7%), um risco de 15,38 casos a cada 100 mil mulheres. No nordeste a incidéncia é ainda
maior e configura o segundo tipo mais comum, atrds somente do cancer de mama (17,59 casos
por 100 mil mulheres) (Santos et al., 2023).

Segundo a ultima publicacédo, o cancer de colo uterino, excetuando-se 0s tumores
de pele ndo melanoma, figura-se como terceiro tipo mais prevalente no Brasil, bem como a
quarta causa de morte entre mulheres. O nimero total de casos novos em 2020 no nosso pais
foi de 16.710 casos, sendo 1010 casos somente no Ceara, com um total de obitos de 6.526. Para
o triénio 2023-2025 a estimativa € de 17.010 novos casos (Santos et al., 2023).

No mundo, consiste no quarto mais frequente em mulheres e na quarta causa de
morte, com uma estimativa de 604 mil casos novos (6,5% de todos os tipos de cancer). As taxas
de incidéncia sdo maiores em paises africanos (Ferlay et al., 2020). Nos Estados Unidos
(EUA) h& um nimero estimado de 13.110 novos casos e 4250 mortes segundo dados de 2019.
(Siegel; Miller; Jemal, 2019; Sherman et al., 2005).

O cancer de colo do utero é fortemente associado a infeccdo persistente pelo
papilomavirus humano (HPV), representando uma relacdo importante na etiologia da doenca.
O HPV e um virus sexualmente transmissivel que infecta as células epiteliais do colo uterino,
causando alteracdes no DNA que podem evoluir para lesdes pré-cancerigenas e, eventualmente,
para o cancer cervical. Seu desenvolvimento esta associado a infecgdo persistente por subtipos
de alto risco do Papilomavirus Humano (HPV), notadamente os tipos 16,18, 31 e 52 (subtipos
de alto risco). O virus atua desregulando a regulacao do ciclo celular, promovendo a persisténcia
da infeccdo e a acumulacdo de mutacdes genéticas (Sheng et al., 2020). A vacinagdo contra o
HPV tem desempenhado um papel significativo na prevencdo do cancer cervical, visando os
subtipos mais comuns e agressivos. Além disso, 0os exames de rastreamento, como 0
Papanicolau e os testes de DNA viral, séo determinantes para o diagnostico precoce de lesdes
pré-cancerigenas, permitindo intervencdes terapéuticas antes da progressao para estagios mais

avancados da doenca (Campos-Parra et al., 2022). A compreenséo da rela¢do entre o HPV
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e 0 cancer de colo do Utero é essencial para orientar estratégias eficazes de prevencéo,
diagnostico e tratamento.

O HPV corresponde ao virus de DNA dupla helice, da familia Papillomaviridae,
com capsideo constituido por duas estruturas protéicas definidas com L1 e L2. Apresenta trés
regides genémicas distintas: a Early (E) que codifica proteinas ndo- estruturais responsaveis
pela replicacdo e infectividade, a Late (L) que codifica as proteinas estruturais do capsideo e
uma regido ndo codificada conhecida como LCR (Long Regulatory Region). A regido L tem
basicamente funcéo estrutural e de diferenciagdo dos subtipos de HPV, correspondendo a cerca
de 40% do genoma do virus. A regido E pode ser divididaem E1, E2, E4, E5, E6 e E7, possuindo
50% da carga genémica. As proteinas E5, E6 e E7 sdo consideradas as principais oncoproteinas
e responsaveis pela infectividade e processo de carcinogénse (FIGURA 1) (Hareza;
Wilczynski; Paradowska, 2022; Brant, 2015).

Figura 1. Representacdo do genoma do HPV16, subtipo de alto risco, descrevendo os principais componentes da

estrutura viral. Regides Early, late e LCR (Long Regulatory Region).

|day

oeded|

5000 3000
poly-A (early)
» 4000

Estimulacdo do
crescimento

Fonte: Adaptado de Brant, 2015.
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A proteina E1 possui funcéo na replicagdo viral, juntamente com E2. Esta ultima
também age na transcri¢do das outras proteinas. Ja a E4 interage com o citoesqueleto do virus,
enquanto a E5 participa da amplificacdo génica e tem fungdo no mecanismo de propiciar evasao
do sistema imune. A E6 gera degradacdo da proteina P53, importante supressor de tumor e
indutor de apoptose (morte celular programada), enquanto a E7 atua na proteina
Retinoblastoma, também importante reguladora do ciclo celular (Oyouni, 2023; Har¢za;
Wilczynski; Paradowska, 2022).

Existem mais de 200 subtipos do HPV, divididos em alto risco: 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68; e baixo risco: 6, 11, 26, 40, 42, 53, 54, 55, 61, 62, 64, 67, 69,
70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 1S39, and CP6108. E um virus transmitido de forma sexual e
bastante prevalente na populacdo mundial. Porém, a grande maioria das infeccdes pelo HPV
sdo assintomaticas e apresentam resolucdo espontanea. As lesdes benignas causadas pelo virus
sdo os papilomas, conhecidos como “verrugas”. Nos casos de infec¢do persistente no colo
uterino, had uma tendéncia na progressdo para Neoplasia intraepitelial cervical (NIC) e/ou
invasdo (OYOUNI, 2023; HAREZA; WILCZYNSKI; PARADOWSKA, 2022). Estima-se que
cerca de 80% das mulheres sexualmente ativas irdo adquiri-la ao longo de suas vidas e em
paises com alta incidéncia de cancer de colo uterino (CC) e a prevaléncia de infec¢do crénica
pelo HPV é de aproximadamente 10-20% das mulheres (Regauer; Reich, 2021; Hareza;
Wilczynski; Paradowska, 2022; Carvalho et al., 2020).

Outros fatores de risco associados ao desenvolvimento do CC sdo tabagismo,
multiparidade, uso de contraceptivos orais, sexarca precoce, histéria de multiplos parceiros
sexuais, histéria de doencas sexualmente transmissiveis (DST) e imunossupressao cronica
(Carvalho et al., 2020). O Carcinoma de células escamosas (CEC) é o principal tipo
histoldgico, correspondendo a cerca de 80% dos casos, enquanto o Adenocarcinoma é o
responsavel por aproximadamente 20%. Material gendmico do HPV pode ser encontrado em
até 99.7% dos casos de CEC, notadamente o subtipo 16. No adenocarcinoma os subtipos 16,
18 e 45 sdo os mais predominantes (Schubert et al., 2023).

O processo de iniciagdo seria caracterizado por mutagcbes em uma célula tronco
provocadas pelo HPV, enguanto na promogéo ocorre a expansdo de clones mutantes e a célula
em transformacdo secreta seu préprio fator de crescimento ou recruta células inflamatorias e
estromais para produzirem esses fatores. A célula desenvolve mecanismos de evasdo ao sistema
imune, ndo somente neutralizando linfécitos e macréfagos, mas também os recrutando como

aliados (Regauer; Reich, 2021). A alta incidéncia de doencas relacionadas ao HPV nos
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individuos imunossuprimidos suporta a hipdtese da importancia do sistema imune no processo
de carcinogénese (Oyouni, 2023).

Em estagios mais iniciais, as pacientes sao assintomaticas ou 0s principais sintomas
sdo corrimento vaginal e sangramento de pequena monta, seja pos coito ou intermitente
(spotting). Infelizmente, apesar de o colo uterino ser acessivel a procedimentos diagnosticos
simples como o Papanicolau, biépsias e procedimentos como Conizacdo, a maioria das
mulheres ndo percebe esses sinais, gerando uma taxa de cerca de 50% dos casos com doenca
localmente avancada (Claro; Lima; Almeida, 2021). Por conseguinte, o rastreio adequando
das mulheres do ponto de vista populacional é essencial e preconizado pela maioria dos paises
(Rajaram; Gupta, 2021; Pedro et al., 2023; Claro; Lima; Almeida, 2021).

Com o diagnéstico realizado, o estadiamento € feito de maneira clinica com auxilio
de exames de imagem como radiografia de térax, tomografias, ressonancia nuclear magnética
e Tomografia com emissor de Pdsitrons (PET/CT). A associacdo de outros exames como
cistoscopia e retossigmoidoscopia depende do estadio inicial e suspeita de acometimento de
bexiga e/ou reto, normalmente com indicacdo para doenca com estadiamento maior ou igual a
IB3 (Siegel et al., 2012; Patel et al., 2010). Em 2019, a Federagdo Internacional de
Ginecologia e Obstetricia (FIGO) atualizou o estadiamento para Céancer de colo uterino. O

tratamento é baseado no estadiamento clinico inicial (FIGURA 2) (Bhatla et al., 2019).

Figura 2. Estadiamento para Céancer de Colo Uterino segundo a FIGO 2018.

ESTADIAMENTO | DESCRICAO
ESTADIO | Carcinoma restrito ao colo uterino (extens@o ao corpo uterino deve ser
descartada)
1A Carcinoma diagnosticado somente por microscopia, com invasdo <
smm
1AL Invasdo estromal profunda < 3mm
A2 Invaséo estromal profunda entre 3 e 5 mm
IB Carcinoma restrito ao colo uterino, com invasao > 5mm
IB1 Tumor < 2cm no maior didmetro
IB2 Tumor entre 2 e 4 cm no maior didmetro
IB3 Tumor maior ou igual a 4 cm no maior diametro
ESTADIO 11 Carcinoma invade alem do Utero, mas sem extenséo ao 1/3 inferior da
vagina ou parede pélvica
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A Limitado ao 1/3 superior da vagina sem invasdo parametrial
A1 Tumor < 4 cm no maior didmetro
1A2 Tumor maior ou igual a 4 cm no maior didmetro
1B Envolvimento parametrial, sem acometimento de parede pélvica
ESTADIO IlI Carcinoma envolve o 1/3 inferior da vagina e/ou parede pélvica e/ou
causa hidronefrose com ou sem alteragdo renal e/ou acomete
linfonodos pélvicos/ retroperitoniais
A Envolve 1/3 inferior da vagina, sem acometimento de parede pélvica
B Acomete a parede pélvica e/ou causa hidronefrose com ou sem
alteracdo renal
I"nc Acomete linfonodos pélvicos/ retroperitoniais, independente da
extenséo
ic1 Presenca de metéastase para linfonodo pélvico somente
iCc2 Presenca de metastase para linfonodo retroperitonial
ESTADIO 1V Carcinoma que se extende além da pelve verdadeira e/ou acomete
mucosa de bexiga ou reto
IVA Acomete 6rgados pélvicos adjacentes
IVB Metastase a distancia

Fonte: Adaptada de Bhatla et al. (2019).

De maneira geral, em mulheres com cancer acometendo somente colo uterino ou
em casos selecionados de invasdo pequena de vagina (até estadio 1lal) o tratamento padrdo é
cirurgia radical envolvendo Histerectomia com parametrectomia ampliada associada a
abordagem linfonodal pélvica. Ha possibilidade de tratamento cirargico individualizado em
casos de doenca inicial com desejo de preservacao de fertilidade (Sgo, 2021; Abu et al., 2020;
Nih, 2020). A indicacdo ou ndo de tratamento adjuvante vai depender dos achados da patologia
cirurgica, podendo ou ndo ser indicada Radioterapia concomitante com Quimioterapia
(Critérios de Peters) ou somente Radioterapia (Critérios de Sedlis). Os critérios de Peters
correspondem a achados de paramétrios acometidos ou margem cirdrgica vaginal
comprometida ou presenca de linfonodos pélvicos positivos para cancer. Ja os de Sedlis séo

invasdo estromal maior que 1/3, presenca de invaséo linfovascular ou tumor maior que 4 cm.

(Abu et al., 2020; Sedlis et al., 1999; Peters et al., 2000).
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Para doenca localmente avancada, o tratamento preconizado é a Radioterapia
concomitante com Quimioterapia baseada em platina (Musunuru et al., 2021; Poddar;
Maheshwari, 2021; Abu et al., 2020; Nih, 2020).

Os casos de doenca recidivada localmente ap0s tratamento primario ainda podem
ser candidatos a tratamento curativo, com uma taxa de sobrevida livre de doenca em torno de
40%. As modalidades de tratamento sdo exposi¢do a Quimiorradioterapia concomitantes nas
mulheres nunca submetidas a radioterapia ou procedimentos cirurgicos radicais e mutilantes
como as Exenteracdes pélvicas (Zanini et al., 2020; Ubinha et al., 2024).

Para doenca metastatica, 0s casos sdo raramente curaveis e o tratamento primario
preconizado é quimioterapia baseada em platina. Em situacfes individualizadas pode-se
associar radioterapia para controle local ou sintomatico (Abu et al., 2020).

Mesmo avaliando somente 0s casos com potencial curativo, representa uma doenca
com importantes prejuizos funcionais, hormonais e de fertilidade para as pacientes envolvidas,
assim como altos custos para o poder publico (Schubert et al., 2023). Segundo o Sistema de
Gerenciamento da Tabela de Procedimentos (SIGTAP) do governo federal, o custo de um
procedimento de Histerectomia com ou sem anexectomia em Oncologia associado a
Linfadenectomia pélvica em Oncologia (cirurgia padrdo para o cancer cervical) corresponde a
soma de R$ 3.952,64 reais (DATASUS-SIGTAP). Enquanto os custos de realizacdo de
Radioterapia para Cancer Ginecoldgico associado a Braquiterapia VVaginal somam R$ 8.830,00
reais (Diario Oficial Da Unido, 2019). Isso sem somarmos 0s custos das sessdes de
quimioterapia, custos com salarios de equipe médica e multiprofissional e custos quando a
opcdo é uma cirurgia de complexidade ainda maior como as Exenteracdes Pélvicas.

Além da quest&o financeira, é importante destacar que em todo o mundo ha escassez
de meios para tratamento da populacdo de maneira adequada, principalmente em relacdo aos
procedimentos de radioterapia, 0 que aumenta custos e dificulta o acesso da populagéo
(Mayadev et al., 2022).

2.3 Polimorfismos genéticos e o cancer

O polimorfismo genético, a variacdo nas sequéncias de DNA entre individuos,
desempenha um papel significativo na suscetibilidade e no desenvolvimento do cancer. Essas
variacdes podem ocorrer em genes relacionados ao controle do ciclo celular, reparo do DNA,
apoptose e resposta imunoldgica, afetando assim a predisposicdo genética para o cancer (Babu

et al., 2022). Certos polimorfismos podem conferir um risco aumentado ou diminuido de
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desenvolver cancer, dependendo da sua natureza e localizacdo nos genomas. Estudos tém
identificado associacGes entre polimorfismos genéticos e diversos tipos de cancer,
proporcionando insights valiosos sobre os mecanismos subjacentes a carcinogénese (Cura et
al., 2021; Cui et al., 2022; Tian et al., 2019). Além disso, a compreensdo dessas variagdes
genéticas pode influenciar estratégias de prevencdo, diagnostico precoce e desenvolvimento de
terapias personalizadas, proporcionando uma abordagem mais direcionada e eficaz no
enfrentamento do cancer.

Processos moleculares aleatorios podem provocar variagdes na sequéncia de genes
responsaveis pela codificacdo de enzimas e outras proteinas envolvidas nas mais diversas
reacOes do metabolismo humano. Uma variante especifica de uma sequéncia de genes pode
acumular-se na populacdo de acordo com a pressdo de selecdo vigente. Se a frequéncia dessa
variante genética atingir 1% ou mais na populacéo, ela passa a ser definida como polimorfismo
genético (Cui, 2022; Cicekliyurt; Dermenci, 2022).

Com o avanco das técnicas de sequenciamento e analises genéticas, tornou-se
possivel a identificacdo da mais sutil forma de variacdo genética, que é caracterizada pela
substituicdo de um Unico nucleotideo por outro, denominada polimorfismo de nucleotideo
unico (SNP - Single Nucleotide Polymorphism), expandindo ainda mais a possibilidade de
investigacao da associacdo destas alteracGes genéticas com a patogénese de inimeras doencas
(KOMAR, 2009). Pesquisas genémicas com individuos de multiplas populacdes revelaram a
associagdo de milhares de SNPs como fatores de risco para diversas doencas (Schmiedel et
al., 2018).

Dentre uma ampla gama de categorias de doencas que podem ter o fenotipo
influenciado pela presenca de um ou mais polimorfismos, destaca-se o cancer como um dos
principais objetos de interesse de estudo. Isso se justifica pelo fato de que tais polimorfismos
podem modificar genes responsaveis por elementos envolvidos nos mecanismos de supressdo
tumoral do individuo, e em associacdo com fatores ambientais, contribuir para a evolugdo da
carcinogénese (Tian et al., 2019).

Esse fendbmeno da interacdo dos polimorfismos genéticos com a origem de
neoplasias baseia-se no conceito de que 0 organismo em contato com o ambiente é exposto a
xenobioticos e os acumula. Tais substancias sdo carcinogénicas e danificam o DNA provocando
mutacOes que podem levar a malignidade. Portanto, 0 organismo possui mecanismos para a
desativacdo e excrecdo desses xenobioticos visando impedir a ocorréncia desse processo.
Assim, polimorfismos que prejudiquem a funcéo desses elementos de desintoxica¢dao, como 0s
do citocromo P-450 (CYP), N-acetiltransferase (NAT) e glutationa S-transferase (GST) podem
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contribuir de forma direta para o surgimento do cancer (Curaet al., 2021; Tavakoli et al., 2021).

2.4 Polimorfismos genéticos associados ao cancer de colo uterino

Os polimorfismos genéticos desempenham um papel importante na predisposicao
ao cancer de colo do Utero, com diversas variantes associadas a diferentes aspectos da
patogénese da doenca (Tavakoli et al., 2021). Pesquisas tém identificado polimorfismos em
genes envolvidos na resposta imunoldgica, reparo do DNA e regulacdo do ciclo celular, que
podem influenciar a suscetibilidade individual ao desenvolvimento do céncer cervical. Por
exemplo, polimorfismos em genes como TP53 (Kamiza et al., 2020), P16 (Thakur et al.,
2012), e IL-10 (Pereira et al., 2020) tém sido estudados em relacdo ao cancer de colo do utero,
destacando a complexa interacdo entre fatores genéticos e ambientais na carcinogénese
cervical. Essas variacfes genéticas podem afetar a eficacia da resposta imunolégica contra o
papilomavirus humano (HPV), bem como a capacidade das células cervicais de resistir a
transformacdo maligna. A compreensdo dos polimorfismos genéticos associados ao cancer de
colo do Utero € crucial para uma abordagem mais personalizada na prevencdo, diagnostico e
tratamento da doencga, possibilitando estratégias mais direcionadas e eficazes para a gestdo
clinica desse cancer especifico.

A resposta imune é considerada o principal determinante na carcinogénese do CC,
bem como sua progressdo e desfechos oncoldgicos. Diversos polimorfismos em genes
codificadores do complexo maior de histocompatibilidade (MHC/HLA), em inibidores de
receptor de células natural killer (KIR), em citocinas, quimiocinas e receptores de membrana
(TLR) podem estar associados ao desenvolvimento do CC em mulheres infectadas pelo HPV.
Talvez a relacdo mais estudada seja a dos polimorfismos do HLA/ KIR. Muito embora os alelos
de HLA classe Il, mais especificamente 0 HLA-DQB1, sejam amplamente estudados, os
resultados ainda se mostram inconsistentes. Isso pode se dever a variagdo populacional utilizada
ou a diferenca entre métodos empregados para avaliar o gene, como sorologia ou baseado em
acido nucleico. Com isso, o0 estudo combinado entre citologia e testagem para a presenca de
alelos HLA-DQBL1 pode auxiliar no diagnoéstico diferencial dos variados graus de risco para
CC, caso seja levado em conta a variabilidade entre etnias, tipos de HPV, interacdo humano-
virus e variagdes entre os alelos de HLA (Zhang et al., 2015).

O estudo de Rizzo analisou amostras de mulheres com lesdo benigna de condiloma

acuminado e carcinoma invasivo cervical e detectou a presenca de DNA de HPVs de baixo e
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de alto risco. Esse ultimo HPV esta mais relacionado ao cancer cervical, quando comparado ao
primeiro, que esta mais relacionado a benignidade. Além disso, também foi analisada a possivel
relacdo entre alelos do HLA e receptores das celulas Natural Killer (NK), em resposta ao virus
do HPV. Os resultados podem indicar que alelos do HLA-C1 facilitam a infecgéo de alto risco,
enquanto interacgGes inibitérias do JLA-C1/KIR2DL2 e HLA-C1/KIR2DL3 podem facilitar o
desenvolvimento de lesGes neoplasicas. Desse modo, o estudo delineia a importancia da
investigacao da relacdo entre os alelos HLA, as células NK e o virus do HPV para entender
melhor sobre determinantes significativos para a malignidade das lesdes cervicais uterinas
(Rizzo et al., 2014).

Além disso, a analise de Liu et al. (2019) estudou a associacdo dos polimorfismos
do promotor P1 do receptor de quimiocina tipo 5 (CCR5) e o cancer de colo uterino, sugerindo
que variacOes nesse promotor podem estar relacionadas a formacéo de neoplasias. O CCR5
possui dois promotores: PU ou P2, considerados mais fracos, e PD ou P1, considerados mais
fortes. Desse modo, polimorfismos nessas regifes podem alterar a expressao de CCR5 na
superficie da célula, influenciando a progressédo patoldgica, ja que estudos anteriores indicam
que a expressdo de CCR5 é elevada em tecidos neoplasicos cervicais. Dito isso, 0 artigo sugere
que polimorfismos no promotor do CCR5 podem influenciar a progresséo, a expressao génica
e a estabilidade do mRNA, sendo o polimorfismo rs1799987 o que aparentou aumentar
significativamente o risco de neoplasia intraepitelial cervical.

Entretanto, alguns polimorfismos que j& foram estabelecidos como determinantes
para a carcinogénese de alguns tipos de cancer podem ndo influenciar diretamente o cancer
cervical, como sugere o estudo de Kiran. As variacdes genéticas das enzimas metabdlicas CYP
e GST, por exemplo, sdo responsaveis por inativar metabélitos toxicos de hidrocarbonetos
policiclicos e a falta de suas isoformas GST é frequentemente observada no cancer de pulmao
e de bexiga. Nesse estudo, ndo foi bem estabelecida a relacdo entre os gendtipos nulos do
GSTM1 e GSTTL1 e o cancer cervical, muito embora o polimorfismo GSTP1 (lle105Val) esteja
presente em canceres. Com isso, € importante destacar a necessidade de realizar mais estudos

em populacbes maiores para esclarecer essa relacdo genetica (Kiran et al., 2010).

2.5 O polimorfismo do receptor TLR9 e o Cancer de colo uterino
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Os receptores Toll-like (TLR) sdo de suma importancia para o sistema imune inato
reconhecer padrdes moleculares de patdgenos. Dessa forma, eles sdo capazes de induzir uma
resposta inflamatoria e afetar respostas especificas e adaptativas contra os antigenos (MOURA
et al.,, 2022). O receptor TLR4 parece estar mais envolvido na resisténcia a apoptose e
proliferacdo do HPV e, em associacdo com o TLR2 aumenta a expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias como o TNF alfa e beta (De Matos et al., 2017).

E sabido que as proteinas E6 e E7 do virus HPV16 suprime tais respostas imunes
através do TLR9. Ha artigos que defendem que o polimorfismo do receptor TLR9 esta
relacionado com um maior risco de infeccdo pelos subtipos de alto risco do HPV e uma
progressdo da doenca, porém algumas inconsisténcias podem ser observadas avaliando
trabalhos relacionados. Moura et al. (2022) realizou metanalise que avaliou varios
polimorfismos do TLR 4 e TLR9 (incluindo o rs187084), tendo como concluséo que estdo sim
associados ao cancer de colo uterino. Esses achados s@o corroborados por diversos outros
trabalhos (Pandey et al., 2019; Zhang et al., 2023; Pandey et al., 2021; Chauhan et al., 2019).
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3 JUSTIFICATIVA

A investigacdo dos polimorfismos genéticos e sua relacdo com o cancer cervical
desempenha um papel importante na compreensdo da complexidade da carcinogénese e na
personalizacdo das estratégias de prevencdo, diagnostico e tratamento dessa doenca. Os
polimorfismos genéticos, variagdes nas sequéncias de DNA entre individuos, tém o potencial
de influenciar a predisposicdo individual ao cancer cervical, afetando a resposta imunologica,
a regulacédo do ciclo celular e a capacidade de reparo do DNA (Zhang et al., 2023). Estudos
nessa area podem identificar marcadores genéticos associados a um maior risco de
desenvolvimento da doenca, permitindo a identificacdo de subgrupos populacionais mais
suscetiveis. Além disso, a compreensdo dessas variagdes genéticas pode fornecer insights
valiosos sobre os mecanismos moleculares subjacentes a progressdo do cancer cervical,
contribuindo para o desenvolvimento de terapias mais direcionadas e eficazes. A
personalizacdo da abordagem clinica, considerando os perfis genéticos individuais, pode
resultar em estratégias preventivas e terapéuticas mais eficientes, marcando um avanco
significativo no enfrentamento do cancer cervical e na melhoria dos resultados clinicos para os
pacientes.

Diante disso, tendo em vista a necessidade de se pensar de forma preventiva e
terapéutica, este estudo justifica-se pela necessidade de elucidacdo dos mecanismos que
controlam a patogénese do CC avaliando a correlagdo entre o polimorfismo do gene TLR9, no
alelo rs187084, e a relagdo com o cancer cervical, possibilitando a expansdo de novas
estratégias na assisténcia das pacientes com esse perfil. E importante destacar que ainda ha
poucos estudos que investigaram a associacdo de polimorfismos deste gene com 0s mecanismos
da patogénese do CC. Em adicéo, ainda ndo ha relatos acerca do polimorfismo do gene TLR9
(rs187084) e sua relagdo com o cancer de colo uterino em populagdes da America do Sul, e isso
constitui o incentivo a realizacdo dessa pesquisa em mulheres do nordeste brasileiro.

Caso identifique-se uma associacao significativa de algum genotipo especifico
deste polimorfismo em mulheres com cancer no nordeste do Brasil, este poderia ser considerado
um novo biomarcador genético que traria melhores esclarecimentos frente as condutas com
pacientes diagnosticadas positivamente para o CC, possibilitando modificar a evolugdo da
doenca e melhorar o prognostico destas pacientes, reduzindo as altas taxas de mortalidade nessa

populacdo, 0 que traria impacto na situacdo socioeconémica do Brasil.
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4 HIPOTESE

o O polimorfismo do gene TLR9 (rs187084) pode estar relacionado com o cancer de colo
uterino e sua identificacdo prévia pode ser Gtil como medida de prevencao priméaria dessa doenca;

o Existe uma associagéo significativa do polimorfismo do gene TLR9, notadamente o alelo

rs187084, em mulheres com cancer do colo uterino;

o O polimorfismo do gene TLR9 (rs187084) pode ser considerado como um biomarcador
genético na patogénese do CC, possibilitando a identificacdo da suscetibilidade & doenca e uma

detec¢do precoce as manifestagdes clinicas.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

) Avaliar a associacgao entre a presenca de um polimorfismo no gene TLR9 (rs187084) e
o cancer de colo uterino em mulheres do nordeste brasileiro.

5.2 Objetivos especificos

° Verificar a distribuicdo genotipica desse polimorfismo em mulheres brasileiras com
cancer de colo uterino, acompanhadas na Santa Casa de Sobral — Ceard e Centro de

Especialidades Médicas do Municipio de Sobral — Cear3;

° Analisar a expressdo genotipica do polimorfismo genético para o receptor TLR9
(rs187084) em pacientes com cancer de colo uterino em relacdo ao tipo histologico

diagnosticado;

° Realizar uma avaliacdo prognostica de sobrevida global e sobrevida cancer especifica
nas pacientes com o diagnostico de cancer e a presenca do polimorfismo TLR9 (rs187084).
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Desenho (Tipo de Estudo)

Trata-se de um estudo observacional e prospectivo, tipo caso- controle, entre
mulheres com diagndstico histopatologico de cancer cervical (CC) e mulheres saudaveis.

6.2 Casuistica

Foram colhidas amostras de escovado de mucosa bucal com escova do tipo
“cytobrush®” de 43 mulheres com diagnostico de CC, independente do estadiamento clinico
inicial, atendidas por livre demanda e que estejam em proposta de tratamento de qualquer
natureza no Servigo de Oncologia da Santa Casa de Misericérdia de Sobral (SCMS) — CE. A
SCMS consiste em um grande centro terciario de referéncia em Oncologia, que atende toda a
zona Norte do Ceara.

Como controle foram realizadas também coleta de escovado de mucosa bucal de 40
mulheres atendidas no Centro de Especialidades Médicas (CEM) da Secretaria de Satde do
municipio de Sobral — CE. O CEM corresponde a importante servi¢o secundario de salde, que
atende como local para triagem dos casos com suspeita de cancer de colo uterino. Apresenta
dois fluxos definidos para resultados de colpocitologia, a saber: (a) analise com laudo normal
— 0 resultado é enviado para o Centro de Saude da Familia (CSF) e a equipe faz a busca ativa e
entrega do exame para paciente, assim como agendamento para avaliacdo e/ou tratamento, se
necessario; (b) analise com laudo anormal — de posse do resultado a equipe do CEM agenda
consulta ginecoldgica para analise e seguimento com realizacdo de colposcopia e biopsia, se
necessario. Foram selecionadas as pacientes com achados de exame preventivo e colposcopia
normais.

O diagnostico foi sempre confirmado com bidpsia do colo uterino e posteriormente
avaliados dados de estadiamento, inicialmente, através de exame clinico e radiologico
(tomografia e/ou ressonancia magnética). O estadiamento utilizado foi o da FIGO, edicdo de
2018 (Figura 2).

6.3 Critérios
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6.3.1 Critérios de inclusao

Para o grupo caso foram incluidas pacientes com confirmacéo histopatologica de
cancer de colo uterino, com os subtipos histologicos de Carcinoma de Células escamosas ou
Adenocarcinoma, que sejam acompanhadas no servico de Oncologia da SCMS.

Para o grupo controle foram incluidas pacientes encaminhadas ao CEM para
investigacdo de possivel alteracdo no papanicolau que, apés novo exame e colposcopia,

mostrou-se normal e pacientes sem alteracdo no papanicolau (exame de rastreio simples).

Em ambos os grupos, as pacientes incluidas foram convidadas a responder ao

questionario semi- estruturado e assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

6.3.2 Critérios de exclusado

Pacientes que nédo aceitarem realizar qualquer tratamento oncoldgico, seja curativo

ou paliativo, bem como as que ndo concordarem em participar da pesquisa clinica.

6.4 Coleta dos dados

Para obtencdo do DNA gendmico e avaliacdo do polimorfismo TLR9 (rs187084)
foram colhidas amostras de raspado bucal utilizando escova cytobrush®, e posteriormente serdo
armazenadas a — 80°C, até a extracdo do DNA e avaliacdo de genotipagem por Reagdo em
Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR)

A colheita do raspado bucal, com a utilizagdo de escovinha “cytobrush®”, foi
realizado no periodo de dezembro/2021 a junho/2022, mediante assinatura de termo de
consentimento (TCLE) pelas pacientes envolvidas no estudo. Foi utilizado formulario
padronizado para a coleta dos dados referentes ao estudo de todas as pacientes.

Foram avaliadas informacGes sociodemograficas, passado ginecoldgico/ obstétrico
e histdria da doenca atual com as informacgdes do diagndstico, as caracteristicas clinicas,

anatomopatologicas e de resposta ao tratamento das mulheres com céancer de colo uterino.

6.5 Ensaio Laboratorial

O ensaio laboratorial do estudo foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular
e do Desenvolvimento (LBMD)- Nucleo de Biologia Experimental (NUBEX) - Universidade
de Fortaleza (UNIFOR).
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6.5.1 Extracdo de DNA

As amostras dos raspados bucais obtidas foram armazenadas a —-800C até posterior
extragdo de DNA genOmico. A extragdo do DNA foi realizada utilizando-se o PureLink™!/[]
Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific - K182002), segundo protocolo do
fabricante. Em um tubo de 1,5 ml ird ser misturado 50 pL de saliva com 50 pL de tampdo de
lise. As amostras foram aquecidas a 95° C por 3 minutos e em um bloco pré-aquecido. Em
seguida, as amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 1 minuto e adicionado 50 pL
de solucdo tampéo estabilizante. O material oi entdo centrifugado por 1 minuto a 10.000 g a
temperatura ambiente e em seguida a concentracdo de DNA em cada amostra foi quantificada
utilizando-se o kit Qubit® dsDNA BR (Broad Range) Assay. O DNA assim obtido e

quantificado foi genotipado utilizado a técnica de PCR em tempo real.

6.5.2 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR)

O método de gPCR foi usado para a determinacdo do polimorfismo do TLR9,
notadamente o alelo rs187084, por meio de um equipamento gque associa um termociclador a
um leitor de fluorescéncia capaz de medir a luz proveniente de uma reacdo de amplificagdo. A
metodologia utilizou fluoréforos do tipo TagMan®, que correspondem a sondas de hibridizacédo
utilizadas para detectar sequéncias especificas no DNA amplificado na PCR.

Para a PCR de genotipagem serdo utilizadas placas de 96 pocos em um volume total
de 10 uL/pogo. Cada reacgdo foi preparada contendo 5 pl TagMan™([] Genotyping Master Mix
(ThermoFisher Scientific- 4371355), 0,25 ul TagMan™[] SNP Genotyping Assay, human
(ThermoFisher Scientific- 4351379), 2 ul DNA genémico a 1,5 ng/ul, e 2,75 ul H20 ultra pura.
Os ciclos térmicos foram de 95°C por 20 segundos para ativacdo da polimerase e 40 ciclos de:
desnaturacdo a 95°C por 3 segundos e anelamento/ extensdo a 60°C por 90 segundos. O
reagente TagMan™(] Genotyping Master Mix (ThermoFisher Scientific- 4371355) é composto
por AmpliTag® Fast DNA Polymerase, UP, dNTPs, Tracking Dye e ROX™[] dye. O reagente
TagMan™[] SNP Genotyping Assay, human (ThermoFisher Scientific- 4351379) é composto
por um par de iniciadores (primers) ndo marcados (concentragéo final de reacdo 900 nM) e as
sondas fluorescentes: Applied Biosystems™[] VIC™[] dye — MGB para o alelo A e Applied
Biosystems™/[ | FAM™[ | dye — MGB para o alelo G (concentracéo final de reagédo 200 nM).
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A sonda para amplificacdo consiste na sequéncia descrita pelo SNP ID: rs187084
(ThermoFisher Scientific):
TCCCCTGCTGGAATGTCAGCTTCTT[A/GJAGGGCAGTGATCTTTTATCTGCA

Apbs o preparo do mix de reacdo e da placa com as amostras especificas, estas
foram pré-lidas em um instrumento de PCR em Tempo Real StepOnePlus (Applied
Biosystems). Apds a pré-leitura, os ciclos termais foram realizados para amplificacdo das
amostras de DNA para a genotipagem das pacientes. Ao final, foi realizada uma pds-leitura (da
qual foram descontados os valores iniciais de fluorescéncia em cada amostra), que foi analisada

através do StepOne™([ | Software v. 2.3 para a discriminacao alélica.

A distribuicdo genotipica envolverd 03 formas de variantes: homozigoto (TT),
heterozigoto (T/C) e homozigoto (CC). Cada gendtipo foi avaliado sob modelos de

hereditariedade genética (dominantes, recessivos e codominantes).

6.6 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o SigmaPlot® versdao 11.0
(SYSTAT. Software Inc.). O teste de Shapiro-Wilk foi feito para analisar a distribuicdo normal
dos dados. Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M) ou
mediana com auxilio do Teste t (paramétricos) ou Mann-Whitney (ndo paramétricos), ambos
de amostras independentes, para comparar 0s valores de parametros entre 0S grupos

polimorfismo e controle.

O Teste X2 de Pearson ou Teste exato de Fisher foi necessario para comparar a
distribuicdo de gendtipos e frequéncia de alelos em todos os grupos. Modelos de regressao

logistica foram utilizados para avaliar a associagéo entre os gendtipos e o cancer de colo uterino.

A abordagem do risco relativo foi feita pela avaliacdo do “odds ratio” (OR) por
regressao logistica contemplando um intervalo de confianca (IC) de 95% de certeza. Um valor

de p < 0,05 sera considerado como estatisticamente significante.

6.7 Aspectos éticos da pesquisa

O cuidado ético fundamental do estudo foi manter em sigilo 0 nome das mulheres
envolvidas na pesquisa. Para tanto, cada caso foi identificado no instrumento de coleta de dados

apenas pelo nimero do prontudrio, iniciais do nome e nimero do caso da pesquisa.
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O estudo levou em consideracdo e se adequa a Resolucéo 466/12, a qual trata das
diretrizes regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos e seus fundamentos éticos
e cientificos.

O processo de coleta de material foi realizado pelos pesquisadores treinados, com
escova do tipo “cytobrush®”. O processo é indolor e ndo traz maleficios as pacientes do estudo.
Corresponde a um raspado bucal realizado através da escova, sendo posteriormente
acondicionado em tubo préprio juntamente com saliva das pacientes. N&o ocorreram
intervengdes maiores.

Seguindo as recomendagdes da Resolucdo 441/11, sobre armazenamento e
utilizacdo do material bioldgico, os tubos identificados foram condicionados regularmente e
estocados no laboratério NUBES/LABIREP da Universidade Federal do Ceara, campus
Sobral. Posteriormente foram utilizados para extracdo do DNA e identificacdo do
polimorfismo.

N&o houve nenhuma diferenciacéo ou prejuizo no atendimento e/ou tratamento das
pacientes envolvidas no estudo.

Todo o processo de entrevista e coleta do escovado bucal sera realizado pelos
pesquisadores seguindo os cuidados necessarios contra a propagacao da COVID- 19, com uso
de alcool e méascaras de protecdo.

O projeto de pesquisa APROVADO pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
instituicio UNIVERDIDADE ESTADUAL VALE DO ACARAU (UVA/CE) com o nimero
CAAE 55461022. 4. 0000. 5053. Todas as pacientes tiveram o termo de consentimento livre e

esclarecido/ assentimento assinado, sendo informados dos riscos e beneficios do estudo.
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7 RESULTADOS

Foram incluidos um total de 83 mulheres na pesquisa, divididas em 40 no grupo
controle (48,2%) e 43 no grupo caso (51,8%). A média de idade foi de 46 anos e a maioria das
pacientes eram casadas (total de 46; 55,4%), sendo 25 (30,1%) com estado civil solteira.

A maior parte das pacientes eram assintomaticas ao diagnostico (total de 50;
60,2%), mas o sangramento transvaginal anormal foi o principal sintoma quando presente (total
de 26; 31,3%). Outros sintomas como dor (8,4%) estiveram presentes em menor proporcao.
Mesmo no grupo caso, 13 (31,7%) ndo apresentavam sintomas ao diagnastico.

Com relacdo aos dados de historia ginecoldgica, a maioria teve menarca apés os 12
anos de idade (total 41; 52,6%), 36 (43,4%) eram menopausadas no momento da coleta, com
média de idade de 46 anos, e 9 mulheres (10,8%) ndo menstruavam em decorréncia de algum
tratamento (histerectomia ou radioterapia). A média de gestacdes foi acima de 3 (3,82) e aidade
média do primeiro parto foi de 21 anos. Outros fatores incluem a sexarca, com idade média de
16 anos, porém a maioria s6 comecou a fazer exame de Papanicolau aos 26 anos. A maioria
teve até trés parceiros sexuais durante a vida (total de 58; 73,4%)

A histéria familiar de cancer de colo uterino foi baixa, apenas 8 casos (9,8%).
Apenas uma minoria tinha habitos de tabagismo (24,4%) e etilismo (14,6%). Outro dado de

bastante relevancia foi a taxa de vacinagéo contra HPV, com 20 casos (24,4%).

Tabela 1. Dados demograficos, de sintomas e histérico ginecolégico dos grupos de mulheres entrevistadas.

Total
Grupo
Controle 40(48.2%)
Caso 43(51.8%)
Idade 46.00£15.05
Estado civil
Solteiro 25(30.1%)
Casado 46(55.4%)
Divorciado 3(3.6%)
Unido estavel 4(4.8%)
Viavo 5(6.0%)
Assintomatica
Nao 33(39.8%)
Sim 50(60.2%)
Dor Pélvica
Nao 76(91.6%)

Sim 7(8.4%)



Sangramento Transvaginal

Néo 57(68.7%)
Sim 26(31.3%)
Menarca

< 12 anos 37(47.4%)
>12 anos 41(52.6%)
Menopausa

Néo 38(45.8%)
Sim 36(43.4%)
P6s-TTO 9(10.8%)
Idade para Menopausa 46.12+5.30
Passado Obstétrico

G 3.82+3.38
P 3.43+3.10
A 0.37£0.85
Idade do primeiro parto 21.29+5.20
Sexarca 16.76+2.87
Idade do primeiro Papanicolau 26.16+11.38
Historia_familiar_de_cancer

Nao 39(47.6%)
Sim, colo uterino 8(9.8%)
Sim, outros tipos 35(42.7%)
Tabagismo

Nao 62(75.6%)
Sim 20(24.4%)
Etilismo

Nao 70(85.4%)
Sim 12(14.6%)
NUmero_de_parceiros

1 25(31.6%)
2-3 33(41.8%)
4-5 10(12.7%)
>5 11(13.9%)
Vacina_HPV

Nao 62(75.6%)
Sim 20(24.4%)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os valores sdo dados como média * erro padrdo da média para idade, estado civil, padréo dos
sintomas, histéria ginecoldgica e vida sexual. * (p<0,05) em relacéo aos grupos (Teste t student
/Mann-Whitney).
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Dentro do grupo portador de céncer, o subtipo histolégico mais comum foi o
Carcinoma Espinocelular (CEC), com 40 casos (93%), sendo o Adenocarcinoma somente 3
casos (7%) e sem nenhum outro tipo histolégico documentado.

Com relacéo ao estadiamento clinico/ patoldgico, dividimos em estadios I/ 11 com
23 pacientes (59%) e 111/IV com o total de 16 (41%). Em quatro pacientes entrevistadas néo
havia certeza documentado em prontuario do estadio inicial.

O tratamento inicial de escolha foi cirurgia em 9 mulheres e o trimodal
(radioterapia/ braquiterapia/quimioterapia concomitante) em 36 casos. Observou-se que em 3
(trés) casos inicialmente operados, foi necessario complementacdo de tratamento trimodal

posteriormente. Um total de 39 pacientes (92,9%) completaram toda terapia inicial proposta.

Tabela 2. Dados relativos a estadiamento inicial e tratamento proposto.

Estadio Clinico

I-11 23(59.0%)
-1V 16(41.0%)
Cirurgia

Néo 33(78.6%)
Sim 9(21.4%)
Radioterapia

Nao 6(14.3%)
Sim 36(85.7%)
Braquiterapia

Nao 6(14.3%)
Sim 36(85.7%)
Quimioterapia

Nao 6(14.3%)
Sim 36(85.7%)
Completou tratamento

N&o 3(7.1%)
Sim 39(92.9%)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os valores sdo dados como média * erro padrdo * (p<0,05) em relagdo ao grupo caso
(Teste t student / Mann-Whitney).
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Foi observada uma taxa de recidiva geral de 34,2% (13 pacientes). Os principais
locais de recidiva foram: osso (total de 5; 8,6%), locorregional pélvica (total de 4; 6,9%),
pulmdo (total de 3; 5.2%), retroperitonio (total de 3; 5,2%), figado (total de 2; 3,4%). O
tratamento da recidiva foi realizado com cirurgia de resgate em 3 casos, radioterapia em 4 casos
e quimioterapia em 9 casos. A média de tempo de seguimento das pacientes no momento do
fechamento da série foi de 36,5 meses. Durante o periodo de seguimento houve um total de 5

obitos (7,7%), todos em razdo de complicacdes da doenca.

Tabela 3. Dados relativos aos tipos de recidiva e tratamento proposto.

Recidiva

Né&o 25(65.8%)
Sim 13(34.2%)
Recidiva em Colo Uterino

Né&o 57(98.3%)
Sim 1(1.7%)
Recidiva Pélvica

Né&o 54(93.1%)
Sim 4(6.9%)
Recidiva em Pulmao

Né&o 55(94.8%)
Sim 3(5.2%)
Recidiva em Figado

Né&o 56(96.6%)
Sim 2(3.4%)
Recidiva em Retroperitonio

Né&o 55(94.8%)
Sim 3(5.2%)
Recidiva em Osso

Né&o 53(91.4%)
Sim 5(8.6%)
Recidiva em SNC

Né&o 57(98.3%)
Sim 1(1.7%)
Recidiva em Linfonodo retroperitonial

Nao 56(96.6%)
Sim 2(3.4%)
Recidiva em Linfonodo cervical

N3o 57(98.3%)
Sim 1(1.7%)
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Recidiva em Vagina

Né&o 57(98.3%)
Sim 1(1.7%)
Recidiva: Tratamento com

cirurgia

Né&o 55(94.8%)
Sim 3(5.2%)
Recidiva: Tratamento com RT

Né&o 54(93.1%)
Sim 4(6.9%)
Recidiva: Tratamento com QT

Né&o 49(84.5%)
Sim 9(15.5%)
Obito

Né&o 60(92.3%)
Sim 5(7.7%)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os valores sdo dados como média + erro padrdo da média. * (p<0,05) em relacéo aos dados
de recidiva no grupo caso. (Teste t student). SNC: Sistema Nervoso Central; RT:

Pode-se observar a distribuicdo genotipica e frequéncia alélica do polimorfismo
receptor TLR9 rs187084 na Tabela 4. Nao houve diferencas significativas em termos de
distribuicdo de gendtipos (p= 0,749), mostrando que o polimorfismo ndo aumentou o risco de

cancer de colo uterino na nossa amostragem.

Tabela 4. Distribuicdo genotipica e frequéncia alélica dos grupos envolvidos.

Alelos TLR9
Total CC T/C TT p-Valor
Grupo
Controle 40(48.2%)  5(41.7%) 20(46.5%) 15(53.6%) 0,749
Caso 43(51.8%)  7(58.3%) 23(53.5%) 13(46.4%)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados foram apresentados como nimero de sujeitos e porcentagem.

Porém, quando analisadas as caracteristicas clinicas em relagdo ao tumor, pode-se
observar que as pacientes com CEC de colo uterino apresentaram o gendtipo heterozigético
T/C e homozigético TT significativamente superior ao genotipo CC (p= 0,044), bem como a
presenca em maior significancia de Heterozigose do alelo T em relacdo ao alelo C (p= 0,014)
(Tabelas 5 e 6).
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Comparando presenca de homozigoze e heterozigose, percebeu-se que a presenca
do gene T/C esteve mais relacionada a ndo realizagdo de cirurgia, isto é, predilecdo pelo

tratamento trimodal, que é realizado em estadiamentos mais avancados (p=0,041) (Tabela 7).

Tabela 5. Relacdo genotipica e frequéncia alélica baseados nos tipos histolégicos do tumor de colo uterino.

Alelos TLR9
Total CcC T/C TT p-Valor
Biopsia
CEC 40(93.0%)  5(71.4%) 22(95.7%) 13(100.0%) 0,044
Adenocarcinoma 3(7.0%) 2(28.6%)  1(4.3%)  0(0.0%)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados foram apresentados como nimero de sujeitos e porcentagem.

Tabela 6. Relacdo genotipica do alelo T em relacéo ao tipo histoldgico do tumor de colo uterino.

Alelo T
CcC TT+T/C p-Valor
Biopsia
CEC 5(71.4%) 35(97.2%) 0,014
Adenocarcinoma 2(28.6%) 1(2.8%)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados foram apresentados como nimero de sujeitos e porcentagem.

Tabela 7. Relacéo genotipica do gene T/C com o tratamento oncoldgico proposto.

Monozigoze
T/C CC+TT p-Valor
Cirurgia
Nao 20(90.9%) 13(65.0%) 0,041
Sim 2(9.1%) 7(35.0%)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados foram apresentados como nimero de sujeitos e porcentagem.

Com relacgdo aos dados de recidiva, ndo houve diferenca estatistica em comparacao
aos genes de modo geral (comparacao entre TT- T/C- CC). Porém, na analise de subgrupo em
relacdo a presenca de progressdo para metastase hepatica, a presenca da Homozigoze TT houve

significancia (p= 0,039) com a presenca de dois casos (Tabelas 8 e 9).



Tabela 8. Relacédo genotipica e presenca de recidiva.
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Alelos TLR9
Total CcC TC TT p-Valor

Recidiva
N&o 25(65.8%) 5(83.3%) 11(55.0%)  9(75.0%) 0,315
Sim 13(34.2%) 1(16.7%) 9(45.0%) 3(25.0%)
Fonte: Elaborada pelo autor.
Os dados foram apresentados como nimero de sujeitos e porcentagem.
Tabela 9. Relacéo genotipica e presenca de recidiva em Figado.

Alelo C

TT CC+TC p-Valor

Recidiva_Figado
N4o 17(89.5%) 39(100.0%) 0,039
Sim 2(10.5%) 0(0.0%)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados foram apresentados como nimero de sujeitos e porcentagem.

Em relacdo ao pequeno nimero de eventos de obito durante o sequimento, ndo foi

possivel estabelecer curvas de Sobrevida Global. Ja em relacdo as recidivas, comparando 0s

outros dados de sobrevida, na Sobrevida Livre de Progressdo de Doenga (Disease Free

Survival- DFS) ndo foi observada diferenca entre 0s genes separados e a presenca de recidiva

de céancer de colo uterino (p= 0,177) (Figura 3). Da mesma maneira, também ndo houve

diferencas comparando alelo T homozigotico aos demais alelos C e vice-versa (Figuras 4 e 5).

Porém, na comparagéo entre os Homozigoticos e Heterozigoticos houve uma diferenca de DFS,

com pior sobrevida no grupo T/C (p=0,031) (Figura 6).



Figura 3. DFS em comparacgdo quanto a presenca do polimorfismo. *p=0,177, Teste Log-Rank Mantel-Cox.
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Figura 5. DFS comparando alelo C homozigético x TT- T/C. *p=0,440, Teste Log-Rank Mantel-Cox.
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8 DISCUSSAO

O presente estudo enfoca a importancia de estruturas de imunomedia¢do como o
TLR9 na progressdo da carcinogénese associada ao HPV em mulheres, bem como a
possibilidade de identificar biomarcadores associados a polimorfismo nesse receptor, gerando
maior probabilidade de infeccdo e doenca mais grave. Trata-se de uma pesquisa inédita na
América do Sul, onde foram estudadas 83 mulheres, sendo 43 portadoras de Céancer de colo
uterino e 40 sadias, genotipadas em relacdo ao polimorfismo do alelo rs187084 do TLRO.

Com base nas caracteristicas sociodemograficas, ndo foram encontradas nenhuma
diferenca estatistica entre os grupos. O HPV é o principal promotor do cancer de colo uterino e
acomete principalmente mulheres ap6s os 30 anos, com pico de incidéncia entre os 45 e 50 anos
(Oyouni, 2023), o que condiz com a mediana de idade da nossa amostra de 46 anos +- 15 anos
(Tabela 1).

Quanto a sintomatologia, a maior parte dos estudos mostra que as infecgdes por
HPV ou portadoras de cancer em inicial sdo assintomaticas ou apresentam sangramento de
pequena monta (Carvalho et al., 2020). Nossa avaliacdo mostrou que 59% das pacientes
portadoras de cancer estavam em estadiamento | ou Il e, seguindo as informacbes das
referéncias atuais, a maior parte das pacientes eram assintomaticas ao diagnostico (60,2%). O
sangramento transvaginal anormal esteve presente em 31,3% dos casos.

Autores como Winer et al. (2008) evidenciaram que, mesmo com um Unico
parceiro, a mulher tem um risco de infeccdo pelo HPV de 50% ao final de 3 anos de
relacionamento. Porém, também associam uma relagdo de maior risco para infeccdo por HPV
em mulheres solteiras e com mdltiplos parceiros, o que ndo condiz com nossa amostra em que
somente 26,6% das mulheres tiveram quatro ou mais parceiros e a maioria era casada (55,4%)
no momento da entrevista.

A multiparidade e a sexarca precoce sdo outros importantes fatores de risco.
Embora a taxa de paridade da nossa amostra seja alta (>3), a média de idade de inicio de
realacdes sexuais foi de 16,7 anos, o que esta fora da defini¢cdo de sexarca precoce, que é para
inicio antes dos 13 anos de idade (Lara; Abdo, 2015). Destacam-se também outros cofatores
conhecidos associados a progressdao da doenca, que incluem a infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e outras condigdes imunossupressoras, como tabagismo
(Wild; Weiderpass; Stewart, 2020). Na nossa avaliacdo somente uma minoria tinha histéria de
tabagismo (24,4%) e etilismo (14,6%) (Wild; Weiderpass; Stewart, 2020). Tivemos um caso
de paciente com coinfeccdo com HIV, porém a mesma diagnosticada precocemente e cancer

em estadio inicial, foi submetida a cirurgia com intencédo curativa, sem
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sinais de recidiva no momento do fechamento do estudo. A mesma possuia gendétipo
homozigoético TT na avalia¢do do polimorfismo estudado.

O rastreio com exame de Papanicolau é preconizado pela maioria dos paises
(Rajaram; Gupta, 2021). Segundo as diretrizes nacionais de rastreamento de cancer de colo
uterino, o exame deve ser comecado aos 25 anos, com periodicidade a cada 3 anos apds 2
exames normais (INCA, 2016; FIOCRUZ, 2018). A média de idade de inicio na nossa
populacéo alvo foi aos 26 anos, em linha com a recomendacéo.

Alguns estudos apontam que mulheres com parentes de primeiro grau (mae ou irmé)
que tiveram céncer de colo do Utero tém um risco maior de desenvolver a doenga,
provavelmente causados por uma condicdo hereditaria que torna algumas mulheres menos
capazes de combater a infec¢do pelo HPV. Em outros casos, as mulheres da mesma familia de
uma paciente ja diagnosticada tém um ou mais fatores de risco ndo genéticos para a doenga
(Carvalho et al., 2021; Schubert et al., 2023). Na nossa avaliagdo, a historia familiar de cancer
de colo uterino foi baixa, com apenas 8 casos (9,8%).

Outro dado de bastante relevancia foi a taxa de vacina¢do contra HPV na nossa
populacdo geral estudada, com 20 casos (24,4%). A vacina para HPV quadrivalente é
disponibilizada gratuitamente pelo Sistema Unico de Satde (SUS) e previne contra a infecgdo
e complicacdes da doenca. Segundo dados do Ministério da Saude, a proposta nacional é
vacinar criangas e adolescentes de 9 a 14 anos, pessoas de 9 a 45 anos em condic@es clinicas
especiais, como as que vivem com HIV/Aids, transplantados de 6rgédos sélidos ou medula 6ssea
e pacientes oncolégicos (imunossuprimidos), bem como passou também a ser oferecida a
vitimas de abuso sexual. Entretanto, percebe-se uma queda na cobertura da vacina¢do. Em
2022, entre as meninas, a primeira e a segunda dose tiveram, respectivamente, 75,91% e 57,44%
de adesdo. Entre os garotos, os valores sdo ainda menores: 52,26% na primeira aplicacéo e
36,59% na segunda. Nossa amostragem néo incluiu criancgas e adolescentes, portanto, uma taxa
de quase 25 % em uma populacdo de média de idade de 46 anos, consideramos alta a adeséo na
nossa regiao (Santos; Santos; Fernandes, 2023; Moura; Codeco; Luz, 2020; Luvisaro et al.,
2022).

Em uma casuistica chinesa da mesma testagem do alelo rs187084, foram recrutadas
712 mulheres, com uma taxa de 89,3% de Carcinoma de células escamosas (CEC) (Chen et
al., 2012). Segundo Rozario et al. (2019) em analise retrospectiva de atendimentos no INCA
avaliando mais de mil mulheres, o Carcinoma de células escamosas foi 0 mais comum, com
83,9% dos casos. Na nossa avaliacdo essa taxa de CEC foi ainda maior, com 40 casos (93%),

sendo o Adenocarcinoma somente 3 casos (7%). Comparando as porcentagens em relacéo ao
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estadiamento inicial, 0 mesmo grupo evidenciou uma taxa de somente 26,5% de mulheres em
estadios I/11, o que difere da nossa amostra em que a maioria (59%) apresentavam-se com
quadros mais iniciais. Com a ressalva de que a taxa de pacientes com estadio 1B foi alta, com
14 casos (32,5%).

Embora a maior parte da nossa amostra tenha sido de mulheres em estadio inicial,
somente 9 casos foram submetidos a cirurgia como terapéutica inicial, em razéo do alto indice
de estadiamento 11B, com acometimento de paramétrios, em que a terapia Trimodal é a escolha.
Reiterando que tivemos uma taxa alta de tratamento baseado em radioterapia, com 36 pacientes
(85.7%) Das pacientes submetidas a cirurgia, 3 (trés) tiveram dados patoldgicos pos-operatdrios
de doenca mais avangada, sendo também submetidas a terapia Trimodal na adjuvancia, isto é,
somente 6 (13,9%) mulheres eram realmente estadio I, com doenca restrita ao colo uterino. Este
dado é condizente com os dados do grupo de Rozario et al. (2019) em que grande maioria
(73,3%) dos casos também eram de doenca estadio 1B em diante.

O dado de sobrevida mais importante do nosso estudo foi a de recidiva geral,
correspondendo a 34,2% (13 pacientes). Um estudo indiano, retroEMBRACE, evidenciou taxa
de progressdo de doenca semelhante, de 30%, com a maioria dos casos correspondendo a
recidiva sistémica (17%) (Tan et al., 2019). No nosso estudo o principal local de recidiva
também foi sistémico, em osso (total de 5; 8,6%), com taxa de progressdo locorregional pélvica
de 6,9%.

Outros estudos também corroboram a alta taxa de recidiva, principalmente nos
casos inicialmente mais avancados, chegando a 74% em doenca IVa. Cerca de 25% das
mulheres tratadas com radioterapia, de maneira geral, desenvolverdo algum tipo de recorréncia,
0 que explica nossa alta taxa de recorréncia (Vieira et al., 2009; Hockel, 2003). De maneira
geral, somente as recidivas locorregionais centrais sdo passiveis de tratamento cirurgico com
histerectomia radical ou procedimentos de exenteragédo pélvica, com taxa de sobrevida em cinco
anos variando de 20 a 50%. No nosso estudo, a maioria das recidivas também foram tratadas
com quimioterapia, em razdo da ocorréncia de progressdo sistémica e a alta utilizacdo de
radioterapia como terapéutica inicial. Somente 3 casos foram submetidos a cirurgia de resgate.
(Musunuru et al., 2021; Vieira et al., 2009; Costa; Antunus; Lupinacci, 2008).

Apesar da alta taxa de recidiva na nossa amostra, observamos um pequeno numero de 6bitos
com 5 casos, 0 que pode ser explicado pelo tempo de seguimento de apenas 36,5 meses.

Existem alguns trabalhos no Brasil com essa linha de pesquisa, entretanto, nenhum
testando as mesmas variaveis. Segundo dados de Oliveira et al. (2013) ndo houve diferenca

estatistica na carcinogénese e sobrevida testando polimorfismo do TLR9, porém com outro
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alelo: rs5743836. Ja levando em consideracdo o trabalho de Xabregas et al. (2022) embora
tenha sido testado o mesmo alelo do nosso estudo (rs187084), foi avaliado o risco de Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA).

Como objetivo principal do nosso estudo, observamos que a presenca do
polimorfismo rs187084 do TLR9 ndo aumentou o risco de cancer de colo uterino (p=0,749), ao
contrario de outras séries descritas na literatura mundial, o que pode ser explicado por nossas
caracteristicas genéticas regionais ou por nossa amostragem menor, de somente 83 mulheres.
O estudo de caso-controle de Chen et al. (2012) corresponde ao primeiro trabalho que
evidenciou aumento no risco de progressdo para cancer de colo uterino na presenca de
heterozigose T/C, ndo vista em homozigose TT. Foi uma série que recrutou 712 mulheres com
cancer e 717 controles saudaveis na China. O trabalho indiano de Pandey et al. (2021) testou
110 casos e 141 controles para diversos polimorfismos e alelos do TLR4 e TLR9, dentre eles o
nosso alelo testado, com populacdo semelhante a nossa de maioria com histologia de CEC e
pacientes em estadio Il e I11, e observou aumento no risco de infeccdo por HPV 16 e 18, bem
como evolucdo para cancer. Esses dados sdo também corroborados por séries chinesas (Tian
et al., 2018; Yang et al., 2018), polonesa (Roszak; Lianeri; Sowin, 2012) e italiana (Cannella
etal., 2014).

Apesar do achado negativo quanto a relacéo entre a presenca do polimorfismo e o
aumento no risco de cancer, tivemos achados relevantes como desfechos secundarios. Nas
pacientes do grupo caso e portadoras de CEC, observamos a presenca do gendtipo
heterozigético T/C e homozig6tico TT significativamente superiores ao genétipo CC (p=
0,044), com a presenca em maior significancia de heterozigose. Estes dados também aparecem
nas outras séries descritas (Tian et al., 2018; Yang et al., 2018; Roszak; Lianeri; Sowin, 2012;
Cannella et al., 2014). A presenca do genoétipo T/C esteve mais relacionada a realizagdo do
tratamento trimodal e, portanto, a doenca mais avancada (p=0,041). Mesmo ndo tendo
diferenca significante entre os gendtipos quanto a recidivas, a presenca da homozigoze TT foi
relacionada a maior taxa de metastase hepatica como progressdo de doenca. Ainda como
anélise de subgrupo, na comparacdo entre os Homozigoéticos e Heterozigoticos houve uma
diferenca de DFS, com pior sobrevida no grupo T/C (p=0,031).

Do ponto de vista populacional, nosso estudo ndo teve éxito em identificar a
importancia da presencga do polimorfismo rs187084 na progressao para cancer, porém nenhuma
outra série descrita trouxe dados relacionados a desfechos clinicos das mulheres envolvidas
(Tian et al., 2018; Yang et al., 2018; Roszak; Lianeri; Sowin, 2012; Cannella et
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al., 2014). Enumeramos como principais limitacdes do nosso trabalho o nimero dos sujeitos

envolvidos e a testagem de somente um polimorfismo.
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9 CONCLUSAO

Em concluséo, este estudo realizado com intuito de investigar a relacdo da presenca
de polimorfismo no alelo rs187084 do TLR9 na progresséo para cancer de colo uterino sugeriu
gue, na nossa amostra, esta associacdo nao pode ser associada a um aumento no risco.

Porém, os geno6tipos T/C e TT parecem estar mais presentes nas pacientes que ja
progrediram para cancer, bem como estdo relacionados a uma pior Sobrevida Livre de
Progressdo e recidiva hepatica, respectivamente.

Sendo assim, nossos dados podem abrir portas para novas discussdes a respeito
desse cenario e a realizacdo de pesquisas futuras com amostras de tamanho maior poderiam
revelar um efeito mais proeminente deste polimorfismo.

Sa0 necessarios estudos de maior tamanho amostral para a validagdo dos nossos

resultados.
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APENDICE A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidada pelo médico e pesquisador JANSSEN LOIOLA MELO
VASCONCELOS como participante da pesquisa intitulada PREVALENCIA DO
POLIMORFISMO (SNPS) DO RECEPTOR TLR9 rs187084 EM PACIENTES COM
DIAGNOSTICO DE CANCER DE COLO UTERINO. Vocé n4o deve participar contra a sua
vontade. Leia atentamente as informacGes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para

que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

Esta pesquisa possui como orientador o também médico e professor DR. JUVENAL
LINHARES, bem como conta com a participacao de alunos de iniciacéo cientifica capacitados

e treinados pela equipe.

Ao assinar este terno, vocé declara que aceitou submeter-se aos seguintes
procedimentos e que 0 médico JANSSEN LOIOLA MELO VASCONCELOQOS explicou com
clareza todas as seguintes etapas do protocolo de coleta de dados.

- RASPADO BUCAL: O material sera colhido por escovado de mucosa bucal com
escova do tipo “cytobrush®”, sendo o material armazenado em tubos secos. O procedimento
sera realizado através da friccdo de um escovinha na parte interna da bochecha e em seguida a
paciente bochechard 5 mL de soro fisioldgico e colocard em um tubo de vidro de 20mL. O
material sera enviado ao Nucleo de Biotecnologia de Sobral (NUBIS — UFC) para analise. Todo
este processo € indolor, sera acompanhado por um pesquisador experiente e ndo acarretara em

prejuizo a sua saude ou ao seu atendimento.
- ENTREVISTA: O pesquisador irad aplicar um questionario com os seguintes topicos:

Nome completo; idade; estado civil; profissdo; queixa principal; menarca; menopausa;
idade do primeiro parto; nimero de gestacdes prévias; numero de partos prévios; nimero de

abortos prévios; historia familiar de cancer; historia prévia de tabagismo.
- REGISTRO DE PRONTUARIO MEDICO

Os potenciais riscos sdo: condicgdes clinicas que podem escapar do processo de
diagndstico inicial; assimilacdo ndo desejada de potenciais informacgdes inerentes ao processo
de coleta da historia clinica.

Né&o hé beneficio direto para o participante. Trata-se de estudo experimental testando

a hipotese de que os polimorfismos estudados poderao estar relacionados com o cancer de colo
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uterino e que possam vir a serem Uteis para documentar nossa populacdo e entender como
funciona esse cancer. Somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum

beneficio.

A participante ndo recebera nenhum pagamento por participar da pesquisa. Além
disso, ndo h& despesas pessoais para o0 participante em qualquer fase do estudo, incluindo

exames e consultas. Também n&o ha compensagdo financeira relacionada a sua participagao.

As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo
divulgada a identificacdo de nenhum paciente. A participante tem o direito de ser atualizada
sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que

sejam do conhecimento dos pesquisadores.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de

participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.

A pesquisa ocorrerd nas seguintes instituices: Centro de Especialidades Médicas
Doutor Aristides Andrade e Santa Casa de Misericordia de Sobral.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento

médico na Instituicdo, bem como as indenizagdes legalmente estabelecidas.

O pesquisador compromete-se a utilizar os dados e o material coletado somente para
esta pesquisa.

O estudo leva em consideracdo e se adéqua a Resolucdo 466/12, a qual trata das
diretrizes regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos e seus fundamentos éticos
e cientificos. O pesquisador responsavel garante que as informag6es conseguidas através da sua
participacdo ndo permitirdo a identificacdo da sua pessoa, exceto aos responsaveis pela
pesquisa, e que a divulgagdo das mencionadas informagdes so seré feita entre os profissionais
estudiosos do assunto.

A pesquisa segue também as recomendacdes da resolugéo n° 441/2011 sobre cuidados
e armazenamento do material biologico colhido. Os tubos identificados serdo condicionados
regularmente e estocados no laboratério NUBES/ LABIREP da Universidade Federal do Ceara,
campus Sobral. Posteriormente serdo utilizados para extragdo do DNA e identificagédo do

polimorfismo.
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A sua contribuicdo sera de grande valia para o desenvolvimento e progresso das
pesquisas em pacientes com cancer de colo uterino.

Endereco do responsavel pela pesquisa: Av. Monsenhor Aloisio Pinto, 1362. Sala 103-
104. Sobral-CE.

O abaixo assinado

__anos, RG: , declara que é de livre e espontanea vontade
que estd como participante de uma pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido e que, ap6s sua leitura, tive a oportunidade de fazer
perguntas sobre o seu contetdo, como também sobre a pesquisa, e recebi explicacGes que

responderam por completo minhas davidas. E declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada
deste termo.

Sobral, / /
Nome da testemunha (se o voluntario ndo souber ler)
Data

Assinatura

- Nome do profissional que aplicou o TCLE:
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APENDICE B: QUESTIONARIO DE COLETA DE DADOS

- Nome completo: Fone para contato:
- Instituicéo: - Matricula:

- Idade: - DN:

- Estado civil: - Profisséo:

- Queixa principal: - Menarca: - Menopausa:
-G__P__A__ -ldade do primeiro parto: anos

- Historia familiar de Céncer: ( ) SIM ( ) NAO - QUAL?

- Tabagismo ( ) SIM ( ) NAO/ Etilismo () SIM ( ) NAO

- Sexarca: - NUmero de parceiros: ( )1 ( )2-3 ( )4-5( )>5
- Vacina do HPV () SIM ( ) NAO
- Idade do primeiro exame de prevencao: anos

- EXAMES DE PREVENCAO:

- COLPOSCORPIA:

- BIOPSIA DE COLO UTERINO- ANATOMOPATOLOGICO:

“TEMPO ESTIMADO ENTRE INICIO DOS SINTOMAS E DIAGNOSTICO:
( ) 0-6 MESES () 6- 12 MESES ( ) 12-24 MESES ( ) >24 MESES
- TRATAMENTO PREVIO NO COLO UTERINO: ( ) SIM ( ) NAO — QUAL?

- ESTADIAMENTO INICIAL:

- TRATAMENTO ONCOLOGICO:
a. CIRURGIA ( ) SIM ( ) NAO

b. RT/QT/BRAQUITERAPIA () SIM ( ) NAO i
COMPLETOU TRATAMENTO COMPLETO ( ) SIM ( ) NAO
- RECIDIVA? ( ) SIM () NAO — ONDE?




- TRATAMENTO DA RECIDIVA:

- SEGUIMENTO ONCOLOGICO:
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- TEMPO DE SEGUIMENTO:

-CASO ( ) CONTROLE () ]
- PRESENCA DO POLIMORFISMO: () SIM ( ) NAO



