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RESUMO
CUNHA, M. B. Prevaléncia e genotipagem do Papilomavirus humano em biépsias
deretinoblastoma e respectivas amostras cervicais maternas: revisao sistematica
e metanalise. 2023. Dissertacdo (Mestrado em Tocoginecologia) — Faculdade de

Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2023.

Introducdo: Varios estudos tém demonstrado a associacdo entre o Papilomavirus
Humano (HPV) de alto risco e o retinoblastoma (RB), especialmente nos paises em
desenvolvimento. O HPV pode representar um fator de risco importante no
desenvolvimento de tal neoplasia, estando presente em até 82,3% das biopsias de
RB esporadico. Além disso, presume-se que a transmissao vertical do HPV pode ser
uma possivel via de infeccdo. Objetivos: Avaliar a prevaléncia e a genotipagem do
HPV em biopsias de RB e respectivas amostras cervicais maternas, determinar o
percentual e o coeficiente de concordancia entre os resultados dos testes de
genotipagem do HPV das criancas com RB e suas mées. Métodos: A revisdo
sistematica com metandlise foi realizada por meio da consulta nas bases de dados
PubMed, EMBASE, Lilacs, Scielo, Medline, IBECS e Cochrane Central Register of
Controlled Trials (CENTRAL). Informacfes sobre ensaios clinicos em andamento

foram pesquisadas pelos sites http://www.ensaiosclinicos.gov.br/ e

http://clinicaltrials.gov e a literatura cinzenta foi rastreada através do Google

Académico e Catalogo de Teses & Dissertacbes — CAPES até janeiro de 2023. Os
descritores incluiram  "Gammapapillomavirus”, "Papillomavirus infections",
"Papillomaviridae"”, "Retinoblastoma", “Eye Neoplasms”, “Infectious Disease
Transmission, Vertical” e “Vaginal Smears”. Foram incluidos estudos que avaliaram a
prevaléncia e a genotipagem do HPV em biopsias de RB e amostras cervicais
maternas correspondentes. A Escala Newcastle-Ottawa (ENO) foi utilizada para
avaliar a qualidade metodolégica. Os desfechos em comum dos artigos incluidos
foram analisados quantitativamente e o coeficiente de concordancia entre a
presenca/auséncia de HPV foi avaliado pelo teste kappa. A qualidade das evidéncias
foi gerada de acordo com a classificagdo, desenvolvimento e avaliagdo da
classificacdo das recomendacdes (GRADE). As analises estatisticas foram realizadas
pelos softwares RevMan versao 5.3 (risco de viés) e Stata versdo 14 (metanalises e
teste kappa). Resultados: Foram identificados 133 estudos nas bases de dados

pesquisadas. Apds triagem e selecdo conforme os critérios de inclusdo e de excluséo,


http://www.ensaiosclinicos.gov.br/
http://clinicaltrials.gov/

foram incluidos dois estudos na presente revisao, com heterogeneidade nula (12= 0%)
entre eles. Os achados demonstraram uma alta prevaléncia agregada de HPV (62%,
IC 95% 0.45 — 0.79), de HPV de alto risco (45%, IC 95% = 0.28 — 0.63) e de HPV-16
(42%, IC 95% = 0.25 — 0.59) nas biépsias de RB. Também apontaram uma alta
prevaléncia agregada de HPV (53%, IC 95% = 0.34 — 0.72), de HPV de alto risco
(53%, IC 95% = 0.34 - 0.72) e de HPV-16 (35%, IC 95% = 0.17 — 0.53) nos esfregacos
cervicais maternos respectivos. O percentual de concordancia agregada entre os
resultados dos testes de genotipagem de HPV realizados em ambas as amostras foi
de 43% (IC 95% 0.26 — 0.61), evidéncia de muito baixa qualidade. O teste kappa néo
alcancou significancia estatistica em ambos o0s estudos. Conclusées: Ndo ha
evidéncias robustas ou de alta qualidade para confirmar a hipotese de que esse
cancer pode estar relacionado ou causado pelo HPV. Conclui-se que as prevaléncias
agregadas de HPV, de HPV de alto risco e de HPV-16 em amostras de RB e cervicais
maternas podem ser consideraveis; embora a transmissao vertical seja questionavel.
Registro PROSPERO: CRD42021256625.

Palavras-chave: Papilomavirus humano, prevaléncia, genotipagem viral,

retinoblastoma, revisdo sistematica, metanalise.



ABSTRACT
CUNHA, M. B. Human papillomavirus prevalence and genotyping in
retinoblastoma biopsies and respective maternal cervical specimens:
systematic review and metanalysis. 2023. Dissertation (Master's in
Tocogynecology) — Medical School of Botucatu, Sdo Paulo State University, Botucatu,
2023.

Introduction: Several studies have demonstrated the association between the high-risk
Human Papillomavirus (HPV) and retinoblastoma (RB), especially in developing
countries. HPV may represent an important risk factor in the development of such
neoplasm, being present in up to 82.3% of sporadic RB biopsies. In addition, it is
presumed that vertical transmission of HPV may be a possible route of infection.
Objectives: To evaluate the prevalence and genotyping of HPV in RB biopsies and
respective maternal cervical specimens, and to determine the percentage and
coefficient of agreement between the results of HPV genotyping tests of children with
RB and their mothers. Methods: A systematic review with meta-analysis was
performed by searching PubMed, EMBASE, Lilacs, Scielo, Medline, IBECS, and
Cochrane Central Register of Controlled Trials (CENTRAL) databases. Information on

ongoing clinical trials was searched through http://www.ensaiosclinicos.gov.br/ and

http://clinicaltrials.gov, and grey literature was screened through Google Scholar and

CAPES Theses & Dissertations Catalog until January 2023. The descriptors included
"Gammapapillomavirus", "Papillomavirus infections”, "Papillomaviridae",
"Retinoblastoma”, "Eye Neoplasms", "Infectious Disease Transmission, Vertical" and
"Vaginal Smears". Studies that evaluated the prevalence and genotyping of HPV in RB
biopsies and corresponding maternal cervical specimens were included. The
Newcastle-Ottawa Scale (ENO) was used to assess methodological quality. The
common outcomes of the included articles were quantitatively analyzed and the
coefficient of agreement between the presence/absence of HPV was assessed by the
kappa test. The quality of evidence was generated according to the classification,
development and evaluation of the classification of recommendations (GRADE).
Statistical analyses were performed by RevMan version 5.3 (risk of bias) and Stata
version 14 (meta-analysis and kappa test) software. Results: 133 studies were
identified in the searched databases. After screening and selection according to the

inclusion and exclusion criteria, two studies were included in the present review, with


http://www.ensaiosclinicos.gov.br/
http://clinicaltrials.gov/

null heterogeneity (I12= 0%) between them. The findings demonstrated a high pooled
prevalence of HPV (62%, 95% CI 0.45 - 0.79), high-risk HPV (45%, 95% CI = 0.28 -
0.63) and HPV-16 (42%, 95% CI = 0.25 - 0.59) in RB biopsies. They also pointed to a
high pooled prevalence of HPV (53%, 95% CI = 0.34 - 0.72), high-risk HPV (53%, 95%
Cl1=0.34 - 0.72) and HPV-16 (35%, 95% CI = 0.17 - 0.53) in the respective maternal
cervical smears. The pooled agreement rate between the results of HPV genotyping
tests performed on both samples was 43% (95% CI 0.26 - 0.61), evidence of very low
quality. The kappa test did not reach statistical significance in both studies.
Conclusions: There is no robust or high-quality evidence to confirm the hypothesis that
this cancer may be related to or caused by HPV. We conclude that the aggregate
prevalences of HPV, high-risk HPV, and HPV-16 in maternal RB and cervical
specimens may be considerable; although vertical transmission is questionable.
PROSPERO Registration: CRD42021256625.

Keywords: Human papillomavirus, prevalence, viral genotyping, retinoblastoma,

maternal transmission, systematic review, metanalysis.
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1 INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) é o mais prevalente dentre os virus
envolvidos nas infecgdes sexualmente transmissiveis e representa um relevante
desafio de saude publica mundial. Mais de 200 tipos de HPV ja foram sequenciados
e correlacionados com neoplasias benignas e malignas nas mucosas e epitélios
humanos (1), conforme exposto na Tabela 1. Mais de 600.000 neoplasias sao
atribuidas a infeccdo pelo HPV globalmente. Nos Estados Unidos, estima-se a
incidéncia de novos tumores associados ao HPV em 26.800 casos/ano (2). De fato, a
mais estudada das neoplasias malignas associadas ao HPV é o cancer cervical, mas
diversos outros tumores a ele atrelados podem ser citados, como o cancer de vagina,

vulva, pénis, anus, cabega e pescogo, retinoblastoma (RB), dentre outros (3-6).

Tabela 1 — Distribuicao dos tipos de Papilomavirus Humano conforme seu
potencial oncogénico

Potencial oncogénico Tipo de HPV

Alto risco 16,18, 31 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59

Possivelmente alto risco 26, 53, 66, 67, 68, 70, 73, 82

Baixo risco 2,6,7,11, 13, 27, 28, 29, 32, 40, 44, 57, 61, 62, 72, 74, 77, 81, 82, 84, 86, 87,
89, 90, 91, 106

Fonte: Doorbar et al., 2012(1).

O RB é um tumor maligno que pode ser fatal se nao for diagnosticado
precocemente. Tal cancer ocorre em uma a cada 15.000-18.000 criangcas. Dessa
forma, corresponde a neoplasia intraocular pediatrica mais comum e ao segundo
tumor sdlido intraocular mais frequente em todas as faixas etarias (6,7). Mais de 80%
dos casos de RB ocorrem em paises de baixa e média renda. Além disso, sao
observadas menores taxas de sobrevida para esse tumor nesses paises, em torno de
30% (8,9), em comparagao aos paises desenvolvidos, em que a taxa de sobrevida
para o RB é acima de 95% (10).

A razao para isso vincula-se ao fato de que o diagndstico e tratamento de
tal cancer sao tardios nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento e ha
possivelmente maior prevaléncia de fatores de risco para o RB nesses locais (11-14).
Além disso, as publicagbes dessas regides sao escassas € muitos paises nao
publicam seus dados sobre tal cancer infantil (15). Portanto, estudar os fatores de

risco que podem contribuir para essa maior prevaléncia de RB nos paises de baixa
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renda é fundamental para melhorar o planejamento e as politicas publicas de saude
mundialmente.

De fato, o primeiro gene supressor tumoral identificado, sendo associado
ao desenvolvimento e progressao tumoral do RB é o gene Retinoblastoma 1 (RB1),
localizado no cromossomo 13, mais precisamente no 13q14.2, conforme a Figura 1
(16). Ele sintetiza a proteina do retinoblastoma (pRb), uma proteina supressora
tumoral proto-oncogénica que é disfuncional em diversos tipos de cancer (17,18).
Como consequéncia da inativagéo bialélica do gene RB1, inicia-se o desenvolvimento

tumoral do RB, tanto nas formas esporadicas quanto hereditarias do tumor (19,20).

Figura 1 - Localizacdo do gene RB1 no cromossomo 13, indicada pela seta
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Fonte: Figura adaptado pelos autores com base em http://ghr.nim.nih.gov/gene/RB1.

O RB esporadico ou nao hereditario afeta a maioria dos pacientes com RB
- cerca de 60% dos casos. S&o necessarios dois eventos somaticos independentes
para que ocorra a inativacdo das duas copias do gene RB1, determinando o
aparecimento dos tumores de RB esporadico em idade mais tardia, em torno dos dois
anos de idade. Ja o RB hereditario representa aproximadamente 40% de todos os
casos de RB. Neste ultimo, um alelo mutado é herdado pelo paciente, resultando no
aparecimento dos tumores em idade mais precoce, em que a média da idade do
diagnostico € de trés a 18 meses de vida. Aléem da heranca do primeiro alelo mutado,
a inativacdo somatica do segundo alelo € crucial para o desenvolvimento tumoral do
RB hereditario (21,22).


http://ghr.nlm.nih.gov/gene/RB1
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Uma caracteristica comum as duas formas do tumor supracitadas € que o
gene RB1 nado é capaz de sintetizar a proteina supressora tumoral pRb funcional. Tal
proteina normalmente se liga e inativa fatores de transcrigdo como E2F (fator de
transcricdo E2F), permitindo a regulagao do ciclo celular (23). Como a pRb se torna
disfuncional nos casos de RB, ocorre progressao descontrolada do ciclo celular da
fase G1 (primeiro intervalo) para a S (fase de sintese) (24). Dessa forma, a maior parte
dos casos de RB resulta da inativagdo dos dois alelos ou da perda do gene RB1,
ocorrendo a sintese da pRb ndo funcional (25).

Entretanto, ha casos de tal neoplasia com o gene RB1 intacto, o que aventa
mecanismos alternativos de inativacao da pRb. Como tal proteina pertence a familia
das proteinas de bolso (“pocket protein family”), ela possui receptores para a ligagao
funcional de outras proteinas. Ja foi demonstrado que certas oncoproteinas do HPV
se unem a pRb e a inativam, levando a superexpressdo de p16, outra proteina
supressora tumoral, o que ocasiona proliferagdo celular irrestrita e progressao
neoplasica (26,27).

Especificamente, a proteina E7 do HPV se liga e inativa a pRb (26), sendo
que a aludida proteina E7 de HPVs de alto risco interage com maior eficiéncia do que
a de HPVs de baixo risco (28,29). Além disso, a proteina viral E6 degrada e inibe
diretamente a acdo da p53, outra relevante proteina supressora tumoral — por meio
da via de degradacédo ubiquitina-proteossoma - também resultando em proliferagéo
celular descontrolada e desenvolvimento neoplasico. Tais mecanismos ja sao
descritos na patogénese do cancer cervical, classicamente associado ao HPV (30).

Recentemente, varios estudos tém demonstrado a relagédo entre o HPV de
alto risco e o RB n&o hereditario, principalmente em paises em desenvolvimento,
como a India, Brasil e México (15,31-34). De fato, ha uma sobreposicdo importante
dos fatores de risco epidemiolégicos para a infecgao pelo HPV e o desenvolvimento
do RB. Estudos moleculares e epidemioldgicos corroboram que o HPV pode
representar um fator de risco importante no desenvolvimento de tal neoplasia, estando
presente em até 82,3% das amostras tumorais de RBs esporadicos. Variagdes étnicas
e nos fatores socioepidemiolégicos podem contribuir para as diferentes frequéncias e
subtipos virais de HPV encontradas pelo mundo (6,11-15,31-37).

Notadamente, foram encontrados subtipos virais de HPV de alto risco nas
amostras de RB esporadico. Estudos prévios evidenciaram que a presenc¢a do HPV

em tal neoplasia esta ligada a uma maior diferenciagédo celular e uma menor taxa de
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proliferagdo tumoral (15,31-33). O HPV-18, por sua vez, foi associado ao
estadiamento mais avancado do RB, conforme visto no cancer cervical, em que este
tipo viral é relacionado ao estadiamento mais grave da doenga e a maior mortalidade
(15,38).

Atualmente, o consenso € que o0 recém-nascido pode ser exposto de
diversas formas ao HPV cérvico-vaginal da mae. A concordancia dos subtipos virais
de HPV detectados nos recém-nascidos e em suas maes oscila entre 57% a 69%,
indicando que estes também podem adquirir a infecgdo no periodo pds-natal por
varias fontes. Ha evidéncias de que é possivel a transmissao materna do HPV via
intrautero, durante o trabalho de parto e no periodo pds-natal (39,40).

De fato, em um dos maiores estudos coorte sobre o HPV perinatal, tal virus
foi detectado em 14% das amostras de placentas e em 11,2% de recém-nascidos (ao
nascer e/ou aos 3 meses de idade) de maes positivas para HPV. Nesses ultimos, o
HPV foi encontrado em amostras orais, genitais, conjuntivais e faringeas, com a
prevaléncia de 8,1%; 4,8%; 4,8% e 1,6%, respectivamente (41).

Além da taxa de transmissao perinatal do HPV ser consideravel, estimada
em 20% por um estudo de metanalise (42), pesquisas corroboraram que a prevaléncia
e a incidéncia da infecg¢ao pelo HPV sdo maiores em mulheres jovens e em gestantes.
Um estudo canadense identificou a prevaléncia de HPV de 44,9% em gravidas
(41,43). Essa maior prevaléncia de HPV em mulheres gestantes pode favorecer a
transmissao vertical do HPV.

Apesar das evidéncias apontarem que a transmissdo materna do HPV é
possivel via intrauterina, durante o trabalho de parto e no periodo pés-natal, somente
dois estudos apontaram que 20 e 50% das amostras de RB apresentaram o mesmo
subtipo viral de HPV que o esfregaco cervical materno correspondente (15,37). Tal
achado pode ser explicada pelo clearance viral do HPV em recém-nascidos, que
ocorre até cerca dos dois anos de idade, sendo mais frequente entre seis a 12 meses
de idade (44). Até o momento, ainda nao ha revisdes sistematicas sobre a prevaléncia
e a genotipagem do HPV nas bidpsias de RB e nas amostras cervicais maternas
correspondentes, avaliando a hipétese de que a transmissdo vertical do HPV
representa uma possivel via de infecgao.

Considerando esse contexto, o objetivo do presente estudo foi, por meio de
uma revisao sistematica e metanalise dos estudos observacionais disponiveis,

investigar a prevaléncia do HPV em bidpsias de RB e amostras cervicais maternas
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respectivas. Além do mais, visou determinar o percentual de concordancia entre os
resultados dos testes de genotipagem do HPV das criangas com RB e suas maes e
investigar o coeficiente de concordancia entre a presenga/auséncia de HPV nessas
duas amostras. Dessa forma, essa pesquisa almejou averiguar a hipétese de que
esse cancer pode estar relacionado ou ser causado pela transmissao materna do
HPV.

7 CONCLUSAO
7.1 Implicagbes para préatica

Nao ha evidéncias robustas ou de alta qualidade para confirmar a
hipétese de que esse cancer pode estar relacionado ou causado pelo HPV. Conclui-
se que as prevaléncias agregadas de HPV, de HPV de alto risco e de HPV-16 nas
amostras de RB e cervicais maternas podem ser consideraveis; embora a
transmissao vertical seja questionavel.

Apesar da baixa confianga nos resultados obtidos, o HPV pode
representar um possivel fator de risco para o desenvolvimento do RB. Assim, como
a prevencao da transmissdao do HPV relaciona-se a um possivel beneficio numa
situagcdo de risco de vida (neoplasia infanti com risco de morte), fortes
recomendagdes devem ser indicadas (59). Dessa forma, recomenda-se

fortemente a vacinacédo contra o HPV,

disponivel no SUS, a realizagdo do exame preventivo (Papanicolau), inclusive durante
a gestacdo; além da implementagcdo de medidas educativas preventivas contra a

transmissao do HPV (como a reducao da exposi¢cao ao virus e o uso de preservativos).

7.2 Implicagcdes para pesquisas futuras
Recomenda-se a elaboracdo de estudos caso-controle em todo o mundo,
com inclusdo de grandes populagbes e desenhos bem delineados, analisando a
associacao e a prevaléncia do HPV em criangas com RB e suas respectivas maes.
Além disso, recomendam-se pesquisas com terapia celular para melhor
determinacao dos mecanismos moleculares envolvidos e da associacédo da infecgao

pelo HPV no desenvolvimento e progressao tumoral do RB.
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