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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 transmisséao materna do HPV.

2 JUSTIFICATIVA

Pesquisas cujo enfoque recai sobre a prevaléncia e a genotipagem do HPV
em bidpsias de RB e respectivas amostras cervicais maternas sao raras na literatura
e possuem amostras relativamente pequenas. De fato, ndo ha estudos sobre esse
tépico no Brasil. Tais pesquisas sao de suma importancia, visto que o HPV pode
representar um fator de risco para o desenvolvimento do RB por interferir diretamente
nos marcadores do ciclo celular p16 e p53, sendo também um fator de risco para
neoplasias cervicais, orofaringeas, dentre outras. Além disso, a relevancia desse tema
€ ainda maior, admitindo-se que a transmissao do HPV se d4, provavelmente, por via
materna (37,40).

Ademais, a deteccdo do HPV nos casos de RB esporadico varia
amplamente na literatura, dependendo da populagdo estudada e dos métodos
utilizados para detecgao do virus (6,12,14,15,32—-36). De fato, trabalhos que estudam
a prevaléncia e a genotipagem do HPV s&o importantes para a compreenséo das
muitas neoplasias relacionadas ao HPV, como os tumores cervicais, orais,
orofaringeos, neoplasia escamosa da superficie ocular (NESO), dentre outros. A
obtencao de tais evidéncias possui relevancia epidemiologica e potencial impacto nas
politicas de saude publica relacionadas a prevencao de tumores, reforcando as
medidas de prevengéao da transmissao do HPV — vertical, em especial - e da vacinagao
contra o HPV.

Mediante o exposto, propde-se esta pesquisa, com os objetivos de avaliar
a prevaléncia e a genotipagem do HPV em bidpsias de RB e respectivas amostras
cervicais maternas, por meio de uma revisédo sistematica e metanalise da literatura
atual, além determinar o percentual de concordancia entre os resultados dos testes
de genotipagem do HPV das criancas com RB e suas maes e investigar o coeficiente

de concordancia entre a presencga/auséncia de HPV nessas duas amostras.



21

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a prevaléncia e a genotipagem do HPV em biopsias de RB e
respectivas amostras cervicais maternas, por meio de uma revisao sistematica e

metanalise da literatura atual.

3.2 Objetivos especificos

a) Determinar o percentual de concordancia entre os resultados dos testes
de genotipagem do HPV das criangas com RB e suas respectivas mées, e

b) Investigar o coeficiente de concordancia entre a presenga/auséncia de

HPV nas biopsias de RB e nas respectivas amostras cervicais maternas.

4 METODOS

4.1 Protocolo e Registro

O presente estudo é uma revisao sistematica vinculada ao Departamento
de Ginecologia e Obstetricia da Unesp. O protocolo da revisdo sistematica foi
publicado (PROSPERO: CRD42021256625, Apéndice A) e foi submetida a seguinte
atualizacao na segao de notas de revisdo: “Observational studies were included in this
systematic review, as no randomized clinical trials were found addressing our specific
PICO questions” (Estudos observacionais foram incluidos nesta reviséo sistematica,
pois ndo foram encontrados ensaios clinicos randomizados abordando nossas
questdes especificas do PICO - Population, Intervention, Comparison and Outcomes).
Além disso, este trabalho foi conduzido de acordo com as diretrizes de metanalise do
checklist MOOSE (Metanalyses Of Observational Studies in Epidemiology) (45) e foi
dispensado de analise ética por tratar-se de revisdo da literatura cientifica (46). O
primeiro artigo contendo o protocolo da reviséo sistematica encontra-se no Anexo 1 e

foi submetido a revista internacional Medicine.

4.2 Critérios de Elegibilidade

O presente estudo visa responder as seguintes perguntas: Qual a
prevaléncia do HPV, do HPV de alto risco e do HPV-16 nas biopsias de RB e
esfregacos cervicais maternos correspondentes? Ha concordéncia entre os
resultados dos testes de genotipagem de HPV nessas duas amostras, corroborando

a transmissao vertical desse virus?
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Dessa forma, foram incluidos estudos observacionais que avaliaram a
prevaléncia e a genotipagem do HPV em biépsias de RB e amostras cervicais
maternas correspondentes, conforme a metodologia "PICO" descrita a diante.
Populagao: Biopsias de RB e amostras cervicais maternas correspondentes.
Intervencéao: Prevaléncia e genotipagem do HPV. Comparagao: Bidpsias de olhos sem
neoplasias e amostras cervicais maternas correspondentes. Outcomes/Desfechos:
Prevaléncia de HPV, HPV de alto risco e HPV-16 nas bidpsias de RB e nas amostras
cervicais maternas correspondentes, percentual de concordancia entre os resultados
dos testes de genotipagem do HPV das criangas com RB e suas respectivas méaes e
o coeficiente de concordancia entre a presenca/auséncia de HPV nessas duas
amostras. Os resultados dos testes de genotipagem de HPV foram considerados
concordantes caso as criangas com RB e suas respectivas maes compartilhem, pelo
menos, um unico gendtipo de HPV ou caso ambos os resultados forem negativos para
HPV.

4.3 Estratégia de busca

Foram consultadas as bases de dados eletronicas: PubMed, EMBASE,
Biblioteca Virtual de Saude da BIREME (Lilacs, Scielo, Medline, IBECS) e Cochrane
Central Register of Controlled Trials (CENTRAL). Informagdes sobre ensaios clinicos
em andamento foram pesquisadas por meio do Registro Brasileiro de Ensaios

Clinicos-ReBEC (http://www.ensaiosclinicos.gov.br/) e do website de ensaios clinicos

do Instituto Nacional de Saude (http://clinicaltrials.gov). A literatura cinzenta foi

rastreada por meio das bases Google Académico e pelo Catalogo de Teses &
Dissertacées — CAPES. Todas as consultas foram realizadas até janeiro de 2023.

A estratégia de pesquisa basica foi desenvolvida para o PubMed (Apéndice
B) e modificada conforme necessario para outras bases de dados. Foram utilizados
os descritores em saude disponiveis em Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) e
no Medical Subject Headings (MeSH). Os descritores e seus respectivos sindnimos
incluiram "Gammapapillomavirus", "Papillomavirus infections", "Papillomaviridae",

" 113 ” “®

"Retinoblastoma"”, “Eye Neoplasms”, “Infectious Disease Transmission, Vertical’ e
“Vaginal Smears”. Nao houve restricao de idioma, mas somente estudos em humanos
foram incluidos. Referéncias dos artigos selecionados, incluindo artigos de reviséo
sistematica relacionados, foram revisados para identificar todos os estudos
importantes. Além disso, foi realizada busca manual de referéncias bibliograficas em

congressos e revistas da area.


http://clinicaltrials.gov/
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4.4 Critérios de incluséo e excluséo

Foram incluidos para leitura dos resumos os trabalhos cujo titulo
encontrava-se no eixo tematico: prevaléncia do HPV em esfregagcos cervicais
maternos e em tumores oculares (incluindo o RB) e a transmissao vertical do HPV.
Para a leitura do texto completo e inclusédo na revisao sistematica foram selecionados
apenas os estudos originais, revisados por pares, realizados em bidpsias de RB e
amostras cervicais maternas correspondentes, nos quais um dos objetivos foi avaliar
a prevaléncia e genotipagem do HPV nessas duas amostras, o percentual de
concordancia entre os resultados dos testes de genotipagem do HPV das criangas
com RB e suas respectivas maes e o coeficiente de concordancia entre a
presencga/auséncia de HPV em tais amostras, além de estudos originais que em sua
metodologia permitiam inferir tal prevaléncia, percentual e/ou coeficiente de
concordancia supracitados. Os estudos foram excluidos conforme os seguintes
critérios: ndo abranger a populacdo de interesse, n&o incluir a avaliagcdo da
prevaléncia e genotipagem do HPV nas amostras de RB e cervicais maternas
respectivas (ou ndo for possivel a sua inferéncia), estudos de revisao integrativa e de
literatura, livros, capitulos e resenhas de livros, manuais, relatérios técnicos ou

representar uma versdo menos recente do estudo de interesse.

4.5 Desfechos primarios pré-estabelecidos
Os desfechos primarios foram: Prevaléncia de HPV, HPV de alto risco e

HPV-16 nas bidpsias de RB e nas amostras cervicais maternas correspondentes.

4.6 Desfechos secundérios pré-estabelecidos:

Os desfechos secundarios foram: Percentual de concordancia entre os
resultados dos testes de genotipagem do HPV das criangas com RB e suas
respectivas maes e o coeficiente de concordancia entre a presencga/auséncia de HPV

nessas duas amostras.

4.7 Selecao dos estudos
Duas pesquisadoras (MBC e MRKR) revisaram os titulos e resumos de
elegibilidade de forma independente. Os estudos potencialmente elegiveis para

inclusdo na revisdo foram selecionados para leitura na integra e analisados se
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estavam conforme o PICO do presente trabalho. Discordancias em relagéo a selegéao
dos artigos foram resolvidas por discussao ou consenso com um terceiro investigador
(ALSF). O fluxograma de selegcdo dos estudos foi criado conforme as diretrizes
PRISMA (47).

4.8 Extracao de dados

Duas pesquisadoras (MBC e MRKR) extrairam independentemente os
dados relevantes de cada artigo de texto completo utilizando o formulario padronizado
baseado no Cochrane Handbook (48) com as seguintes informagdes: local do estudo,
autores, estudo com financiamento, numero de participantes, objetivo do estudo,
populacado do estudo, método de deteccado do HPV, desfechos analisados e follow-up
(Apéndice C). A selecao foi comparada para precisdo, e quaisquer discrepancias
foram resolvidas por discussdo ou consenso com outro investigador (ALSF). Os
autores dos artigos relevantes foram contatados para fornecer informagdes adicionais
sempre que necessario e as referéncias dos artigos incluidos foram pesquisadas

manualmente para artigos extras.

4.9 Avaliacado derisco de viés e da qualidade da evidéncia disponivel

A Escala Newcastle-Ottawa (ENO) (49) foi utilizada para avaliar a qualidade
metodolégica dos estudos observacionais incluidos por dois avaliadores
independentes (MBC e MRKR). Algumas discrepancias foram resolvidas pela
discussdo com o terceiro autor (ALSF). A escala € composta por oito itens que
abrangem trés dimensodes: 1) selecao de pacientes (quatro itens: definicdo adequada
dos casos, representatividade dos casos, selecdo e definicdo dos controles); 2)
comparabilidade dos dois ramos do estudo (um item: comparabilidade de casos e
controles baseados no desenho ou na analise do estudo); e 3) avaliagao da exposi¢cao
(trés itens: determinagéo da exposi¢cao; mesmo método de determinagao para casos
e controles e taxa de nao-resposta) (Apéndice D). Para cada estudo observacional,
cada item foi classificado como definitivamente sim (baixo risco de viés),
provavelmente sim (incerto), provavelmente n&o (incerto) ou definitivamente nao (alto
risco de viés). Apos, o grafico risco de viés foi elaborado no software Review Manager
(versao 5.3; Nordic Cochrane Centre, Cochrane) e encontra-se nas Figuras 3 e 4 (50).
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A avaliagao da qualidade da evidéncia foi avaliada pelo Sistema Grading of
Recomendations, Assessment, Development and Evaluation (GRADE) (51) para os
desfechos prevaléncia de HPV, de HPV de alto risco e HPV-16 tanto nas bidpsias de
RB, quanto nas amostras cervicais maternas, além do percentual de concordancia
entre os resultados dos testes de genotipagem do HPV das criangas com RB e suas
respectivas maes. Foi empregado o software GRADE profiler (GRADEpro) para a
elaboracao dos resumos de evidéncias e das recomendacgdes de cuidados de saude
(52).

O GRADE examina a qualidade da evidéncia de determinada tecnologia
em saude sobre um desfecho clinicamente relevante. Como os estudos ndo-
randomizados ou observacionais tém menor qualidade da evidéncia em relagdo aos
ensaios randomizados, eles partem de uma pontuacgao inicial baixa (somente dois
niveis). Porém a qualidade reduz se os mesmos tém grandes limitagcoes. Estas
limitacbes abrangem, além do risco de viés citado acima: 1) a presengca de
inconsisténcia; 2) evidéncia indireta; 3) impreciséo e 4) viés de publicagdo de cada
desfecho analisado. A primeira esta relacionada a variabilidade entre os resultados
dos estudos incluidos na metanalise; a segunda avalia se os estudos incluidos
compararam a intervengao/exposicao de interesse, na populagao de interesse, cujos
resultados sdo também sobre desfechos de interesse; o terceiro julga a precisao da
estimativa de efeito pela amplitude do IC 95% e o ultimo refere-se a diminuicdo da
qualidade de evidéncia quando se suspeita que nao foram publicados os “estudos
negativos”, ou seja, aqueles que nao demonstram efeito significativo da
intervencao/exposicao. Além disso, os estudos observacionais podem aumentar sua
qualidade de evidéncia a depender de trés dominios: efeito de grande magnitude,
potenciais fatores de confusdo e gradiente de dose-resposta (51). Tal avaliagdo da
qualidade da evidéncia conforme o GRADE encontra-se mais detalhada no item 5.5
(Tabela 4).

4.10 Analises estatisticas

Foram extraidos os seguintes dados em comum dos artigos incluidos: a
prevaléncia de HPV, de HPV de alto risco e de HPV-16 em bidpsias de RB e amostras
cervicais maternas correspondentes e o percentual de concordancia entre os

resultados dos testes de genotipagem do HPV das criangas com RB e suas
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respectivas maes. Intervalos de confianga de 95% (IC 95%) foram calculados para
cada estimativa de prevaléncia (53).

A heterogeneidade foi testada com o teste de Cochrane x2 e o grau de
heterogeneidade foi quantificado usando a medida 12 e seu IC de 95%. A
heterogeneidade 12 foi categorizada da seguinte forma: <25% baixa, 25 a 50%
moderada e >50% alta (54). Como a heterogeneidade entre os estudos incluidos para
as metanalises € nula, ou seja, a diferenga metodoldgica entre os artigos € infima;
modelos de efeitos fixos foram selecionados para as metanalises. Os modelos
randémicos também foram avaliados e seus resultados foram equivalentes aos dos
modelos fixos para todas as analises.

Como menos de dez estudos foram incluidos nesta revisao, néo foi possivel
analisar a presenca de viés de publicacao por testes estatisticos ou de sensibilidade.
Dessa forma, o viés de publicagao foi avaliado pela analise da estratégia de busca e
pela presenca/auséncia de financiamento da industria nos estudos.

A concordancia entre a presenca/auséncia de HPV nas bidpsias de RB e
respectivas amostras cervicais maternas foi avaliada pelo teste kappa. Conforme
Landis & Koch (55), os valores do indice de concordancia Kappa correspondem a:
Kappa > 0,8 (concordancia quase perfeita), Kappa 0,61 — 0,8 (concordancia
substancial), Kappa 0,41 - 0,6 (concorddncia moderada), Kappa 0.21 - 04
(concordancia razoavel), Kappa 0 — 0.2 (concordancia fraca), kappa < 0 (concordancia
insignificante). Todos os testes foram bicaudais e o nivel de significancia estatistica foi
definido como p<0,05. As andlises estatisticas (metanalises e teste kappa) foram

realizadas usando o software Stata versao 14 (56).

5 RESULTADOS

5.1 Selecdo dos estudos

Apos pesquisa nas bases de dados eletronicas de saude e remocgao das
duplicatas, foram identificadas 133 referéncias, 118 referéncias foram excluidas apos
triagem por titulo e resumo e 15 artigos eram potencialmente elegiveis para incluséo
nesta revisao e, portanto, foram lidos na integra. A literatura cinzenta nao reportou
achados de acordo com os critérios de elegibilidade. Nao foram identificados ensaios

clinicos em andamento no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos-ReBEC
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(http://www.ensaiosclinicos.gov.br/) e no website de ensaios clinicos do Instituto
Nacional de Saude (http://clinicaltrials.gov) elegiveis a presente revisao sistematica.
Apoés leitura na integra, somente dois artigos atenderam o critério de
inclusdo e excluséo e foram incluidos para a analise qualitativa. Em seguida, esses
dois artigos foram inseridos nas analises quantitativas (metanalises) (15,37), conforme
demonstrado na Figura 2. 13 estudos (5,6,11,12,31-34,57-61) foram excluidos pois a
populacdo desses estudos ndo incluiu as amostras cervicais maternas, somente as
bidpsias de RB. A tabela dos estudos excluidos contendo o autor/ano, o titulo da

publicacao e as razdes para a exclusao esta exposta no Apéndice E.


http://www.ensaiosclinicos.gov.br/
http://clinicaltrials.gov/
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Figura 2 - Diagrama de fluxo PRISMA e selegao dos estudos incluidos
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5.2 Descricao dos estudos

Os dois estudos observacionais - transversais do tipo série de casos -
incluidos na analise totalizaram 31 resultados de testes de genotipagem de HPV em
bidpsias de RB e 25 resultados em amostras cervicais maternas correspondentes.
Adicionalmente, totalizaram 30 resultados de testes negativos para HPV em amostras-
controle (olhos sem neoplasia), ndo pareadas. Além do mais, ambos os estudos sao
indianos, um realizado no Tata Memorial Hospital, em Mumbai (15) e outro no Kidwai
Memorial Institute of Oncology, em Bangalore (37).

As tabelas 2 e 3 a seguir descrevem o titulo das duas publicagdes,
autor/ano, local do estudo, presenca de financiamento e critérios de inclusdo e de
exclusao (Tabela 2), além do numero de participantes de cada grupo, métodos de
deteccao do HPV, principais desfechos, tempo de recrutamento dos participantes e
escore da ENO (analise de risco de viés para estudos observacionais - Apéndice D)
(Tabela 3). A primeira autora do estudo Shetty et al., 2012 foi contactada por e-mail e
gentilmente nos cedeu os detalhes sobre os critérios de inclusdo, excluséo e o material

suplementar do seu artigo publicado (15).

Tabela 2 - Caracteristicas dos estudos quanto ao titulo da publicacéo, autor/ano,

local do estudo, presenca de financiamento, critérios de inclusédo e de exclusao

Titulo da Local do Estudo com Critérios de
publicagédo Autor/ano estudo financiamento Critérios de inclusdo exclusao
Evidence for the - Todas as
Presence of High amostras de
Risk Human - Todas as amostras de globos globos oculares
Papillomavirus in oculares enucleados de enucleados, nao
Retinoblastoma pacientes com RB — confirmados diagnosticadas
Tissue From pelo exame histopatoldgico - de com RB —
Nonfamilial 1990 a 2007 no TMH, Mumbai diagnostico
Retinoblastoma in excluido pelo
Developing Tata - Maes das criangas incluidas exame
Countries. Memorial com RB que concordaram em histopatolégico -
Hospital participar do estudo e assinaram  de 1990 a 2007 no
(TMH), o termo de consentimento livree ~ TMH, Mumbai.
Mumbai - esclarecido para a coleta do
Shetty et al. India esfregaco cervical - Maes das

/2012 Sim criangas
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Tabela 2 - Caracteristicas dos estudos quanto ao titulo da publicagédo, autor/ano,

local do estudo, presenca de financiamento, critérios de inclusdo e de excluséo

Maternal
transmission of
human
papillomavirus
in
retinoblastoma:
A possible
route of
transfer.

Bhuvaneswari
etal./ 2012

- Todas as amostras frescas de
RB obtidas de criangas que
foram clinicamente
diagnosticadas como RB e
submetidas a enucleagao ou
exenteragao orbitaria como um
dos procedimentos de
tratamento e posteriormente
confirmadas por exame
histopatologico de 2007 a 2010
no KMIO, em Bangalore.

- Maes das criangas incluidas
com RB que concordaram em
participar do estudo e
assinaram o termo de
consentimento livre e
esclarecido para coleta das
amostras de esfregago cervical

- Amostras com DNA de boa
qualidade para PCR multiplex
e analise de genotipagem viral

do HPV

(continua)

incluidas com RB que nao
concordaram em participar
do estudo e nao assinaram o
termo de consentimento livre
e esclarecido para a coleta
do esfregago cervical.

- Todas as amostras frescas
de RB obtidas de criangas
qgue foram clinicamente
diagnosticadas como RB e
submetidas a enucleagao
ou exenteragao orbitaria
como um dos
procedimentos de
tratamento e néao foram
posteriormente confirmadas
por exame histopatoldgico
de 2007 a 2010 no KMIO,
em Bangalore

- Maes das criangas
incluidas com RB que nao
puderam ou n&o quiseram
dar o consentimento para a

coleta das amostras de
esfregaco cervical

- Amostras com DNA de
qualidade baixa/inadequada
para PCR multiplex e
analise de genotipagem
viral do HPV.

Fonte: elaboragao prépria dos autores (2023).

Tabela 3 - Caracteristicas das pesquisas relacionadas ao autor/ano, numero de

participantes, métodos de deteccao de HPV, principais desfechos, tempo de

recrutamento dos participantes e escore da escala New Castle-Ottawa
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Percentual de
concordancia entre
os resultados dos

testes de Period
Numero de Prevaléncia e genotipagem de ode
Autor/a participante Métodos de genotipagem do  HPV mae-filho com recruta Escore da Escala
no s detecgido do HPV HPV RB mento Newcastle-Ottawa
10 casos - RT-PCR para HPV - HPV: 70% das
prospectivos amostras RB e
de RB - Southern Blottin: seus respectivos
associados a verificar a espécimes
10 especificidade dos  cervicais maternos
esfregagos resultados do PCR - HPV de alto risco:
cervicais . . 40% das biopsias
maternos - Agenotipagemviral 4o RB e em 70%
corresponden  do HPV foi realizada das amostras
tes. por hibridizacdo in  cervicais maternas
Controles: 10 situ: sondas - HPV-16: 40% das
globos _marcadas com biopsias de RB e
oculares nao  biotina para HPV-16 em 50% das -70%
neoplasicos € HPV-18 (ofertado  gmostras cervicais - Dois casos (de RB e
Dr. Mark Evans, maternas suas amostras
Universidade de . HpV.18:40% das  cervicais maternas
Vermont, EUA) biopsias de RB e respectivas) foram
. L em 40% das positivos para ambos
- Imunohistoquimica: 5 g4rag cervicais  os HPV-16/18; Dois
Analisar a express&o maternas casos
das protelnas. correspondentes compartilharam 17
Shetty reguladoras do ciclo (14 concordancia  somente o HPV-18 e anos
etal./ celular nos casos do subtipo viral) trés casos foram (1990 a
2012. pré-quimioterapia negativos para HPV 2007) Baixo risco de viés
21 casos - PCR Multiplex para
prospectivos  HPV
de RB
esporadicos e - A genotipagem viral
15/21 do HPV foi realizada - HPV: 57% das
esfregacos por hibridizagao in biépsias de RB e
cervicais das Situ com uma matriz  40% das amostras
maes de sonda linear cervicais maternas
corresponden contendo 37 tipos de - HPV de alto risco:
tes. HPV e b-globina 47,61% das
(Roche Molecular bidpsias de RB e
Controles: 5 Systems, 40% das amostras
blocos Branchburg, EUA). cervicais maternas
arquivados, - HPV-16: 42,86%
fixados em das biopsias de RB
formalina e e em 26,67% das
embebidos amostras cervicais
em parafina maternas
de olhos néo- - HPV-18: 0% das
neoplasicos biopsias de RB e
obtidos de em 6,67% das
espécimes de amostras cervicais
autdpsia fetal maternas.
e 15 olhos - HPV-59: 9,52% - 26,67%
nao- das biopsias de RB - Trés casos de RB e
neoplasicos e em 0% das suas respectivas
coletados amostras cervicais amostras cervicais
prospectivam maternas maternas
ente do -HPV-35:4,76%  apresentaram o HPV-
Bhuvan Banco de das biopsias de RB  16; um caso de RB e
eswari  Olhos Lions, e em 6,67% das sua amostra cervical 3 anos
etal./ em amostras cervicais materna foram (2007 a
2012 Bangalore. maternas. negativos para HPV.  2010)  Baixo risco de viés

Fonte: elaboracgéo prépria dos autores (2023).

5.3 Risco deviés

A avaliacéo do risco de viés dos estudos observacionais foi realizada pela

ENO, conforme recomendado pelas diretrizes metodolégicas do Ministério da Saude
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e pelo Handbook da Colaboragao Cochrane em 2011 (Figuras 3 e 4) (48,49,62). No
dominio selecdo adequada dos casos, ambos os estudos foram classificados como
baixo risco de viés pois houve validagéo independente - confirmagao histopatologica
das biopsias tumorais em ambos os estudos (15,37).

Nos quesitos representatividade dos casos e selegdo dos controles, ambos
estudos foram classificados como baixo risco de viés pois os casos foram
representativos de uma série de casos e os controles foram provenientes da mesma
populagcdo que os primeiros (15,37). Além disso, no item definigdo dos controles,
ambos os estudos foram classificados como baixo risco de viés pois os controles
foram definidos como sem histéria de doengas/neoplasias nas duas pesquisas
(15,37).

Ja no dominio comparabilidade de casos e controles baseados no desenho
ou na analise, ambos os estudos foram classificados como baixo risco de viés pois os
controles foram definidos como sem neoplasia pelo exame histopatoldgico e foram
provenientes da mesma populagdo que os casos (15,37). Além disso, no quesito
mesmo metodo de deteccdo e genotipagem de HPV para casos e controles, ambos
os estudos foram classificados como baixo risco de viés (15,37). O motivo para isso é
que ambos os artigos utilizaram a técnica PCR para detecgdo do HPV nos grupos
casos e controles, que possui alta sensibilidade para detec¢do dos genomas virais
(58). Foi realizado o RT-PCR no estudo do Shetty et al., 2012 (15) e o PCR Multiplex
no estudo do Bhuvaneswari, 2012 (37). Além disso, os dois estudos utilizaram a
hibridizagao in situ para a genotipagem viral. Foram empregadas sondas marcadas
com biotina para identificagcdo do HPV-16 e HPV-18 no primeiro estudo (15) e 37 tipos
de HPV, incluindo o HPV-16 e HPV-18, no segundo estudo (37).

Finalmente, no tépico taxa de ndo-resposta, um dos estudos foi classificado
como baixo risco de viés (15) pois ndo apresentou taxa de perdas para ambos os
grupos — foram analisadas 10 biopsias de RB e 10 esfregagos cervicais maternos
respectivos. Ja o outro estudo foi classificado como alto risco de viés pois reportou
uma taxa de perdas de 28,5% no grupo das amostras cervicais maternas —
especificamente, 6 das 21 maes das criangas com RB ndo puderam ou ndo quiseram
dar o consentimento para a coleta das amostras cervicais (37).
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Figura 3 - Avaliacao do risco de viés em grafico do tipo “barras ponderadas”, com

julgamento de risco de viés para cada dominio dos estudos incluidos

Is case selection adequate?

Are cases representative?

Were controls from the same population?

Were controls defined as having no history of disease?

Is there comparability of cases and controls based on design or analysis?

Was there the same method for HPY detection f HPY genotyping for cases and controls?

Was there the same determination method for cases and controls?

l

Do both groups have the same non-response rate?

%, 25% 50% 7A%  100%

=

.Luw tisk of bias DUncIearrisk of hias .High tisk of bias

Fonte: elaborada pelos autores a partir do software RevMan 5.3 (50).

Figura 4 - Avaliagao do risco de viés em grafico do tipo “semaforo”, com resultados

individuais para cada dominio dos estudos incluidos

Co haoth groups have the same non-response rate?

=

Bhuvaneswari, 2012

. . YWas there the same methad far HPY detection § HPY genotyping for cases and contrals ?

@ | @ | was there the same determination method for cases and controls?

@ | @ | were controls from the same population?
@ | @ | were contrals defined as having no history of disease?
. . |5 there comparability of cases and cantrals based on design ar analysis?

@ | @ | = case selection adeguate?
@ | @ | e cases representative?

Shetty, 2012

Fonte: elaborada pelos autores a partir do software RevMan 5.3 (50).



34

5.4 Andlises quantitativas (Metanalises)

Ambos os estudos foram elegiveis para as metanalises. Os desfechos
primarios considerados foram as prevaléncias de HPV, de HPV de alto risco e de HPV-
16 nas bidpsias de RB e respectivas amostras cervicais maternas; e o percentual de
concordancia entre os resultados dos testes de genotipagem de HPV das criangas
com RB e suas respectivas mées (Figuras de 5 a 11).

Os dois estudos incluidos na presente revisao analisaram a prevaléncia de
HPV nas biopsias de RB. Bhuvaneswari et al. (2012) apresentou a prevaléncia de 57%
e correspondeu a 64,30% do peso nas analises metanaliticas (IC 95% = 0.37 — 0.76)
(37). Ja o estudo do Shetty et al. (2012) indicou a prevaléncia de 70% e correspondeu
a 35,70% do peso nas analises metanaliticas (IC 95% = 0.40 — 0.89) (15). Houve uma
prevaléncia agregada de HPV de 62% nas biopsias tumorais infantis (IC 95% = 0.45
—0.79), com heterogeneidade nula (12= 0%) entre os estudos (Figura 5) (15,37)

Figura 5 - Metanalise da prevaléncia de HPV nas biopsias de RB

!
-~— 0.57 (0.37, 0.76)

. metaprop_one case population, fixed

- 0.70 (0.40, 0.89)

Study | ES [95% Conf. Interval] % Weight i
_____________________ e T e e o L S s }
1 | 0.57 0.37 0.76 64.30 062(045,079)
2 | 0.70 0.40 0.89 35.70
777777777777777777777 S S S WS W
Fixed pooled ES | 0.62 0.45 0.79 100.00
_____________________ e R e e e e
Test of ES=0 : z= 7.13 p = 0.00 T ’ T

365 892

Legenda: Estudo 1 = Bhuvaneswari et al., 2012 e Estudo 2 = Shetty et al., 2012; 12= 0.0, p = 0.0.
Fonte: elaborada pelos autores a partir do software Stata Versédo 14 (53).

A prevaléncia de HPV de alto risco nas biépsias de RB foi avaliada nesses
dois artigos. O primeiro estudo retratou a prevaléncia de 48% e correspondeu a
66,89% do peso nas analises metanaliticas (IC 95% = 0.28 — 0.68) (37). Ja o segundo
estudo apresentou a prevaléncia de 40% e correspondeu a 33,11% do peso nas
analises metanaliticas (IC 95% = 0.17 — 0.69) (15). Houve uma prevaléncia agregada
de 45% de HPV de alto risco nas biopsias tumorais infantis (IC 95% = 0.28 — 0.63),
com heterogeneidade nula (12= 0%) entre os estudos (Figura 6) (15,37).
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Figura 6 - Metanalise da prevaléncia de HPV de alto risco nas bidpsias de RB

. metaprop_one case population, fixed

048(028,068)

Study | ES [95% Conf. Interval] % Weight .
————————————————————— e e e T
1 | 0.48 0.28 0.68 66.89 y SERLS
2 | 0.40 0.17 0.69 33.11 :
.....................
Fixed pooled ES | 0.45 0.28 0.63 100.00 I
————————————————————— o e i

Test of ES=0 : z= 5.06 p = 0.00

Legenda: Estudo 1 = Bhuvaneswari et al., 2012 e Estudo 2 = Shetty et al., 2012; I2= 0.0, p = 0.0.
Fonte: elaborada pelos autores a partir do software Stata Verséao 14 (53).

Além disso, a prevaléncia do subtipo viral de alto risco, o HPV-16 nas
bidpsias de RB foi determinada em ambos os artigos. A primeira pesquisa evidenciou
a prevaléncia de 43% e correspondeu a 67,30% do peso nas analises metanaliticas
(IC 95% = 0.24 — 0.63) (37). Ja a segunda pesquisa demonstrou a prevaléncia de 40%
e correspondeu a 32,70% do peso nas analises metanaliticas (IC 95% = 0.17 — 0.69)
(15). Houve uma prevaléncia agregada de 42% de HPV-16 nas biopsias tumorais
infantis (IC 95% = 0.25 — 0.59), com heterogeneidade nula (12= 0%) entre os estudos
(Figura 7) (15,37).

Figura 7 - Metanalise da prevaléncia de HPV-16 nas biopsias de RB

. metaprop_one case population, fixed 4 043(024,063)
Study | ES [95% Conf. Interval] % Weight
+ 040 (017, 069)
--------------------- e :
1 | 0.43 8.24 9.63 67 .30 .
2 | 06.40 0.17 .69 32.70 0.42(0.25,059)
————————————————————— e e i e T ‘
Fixed pooled ES | 0.42 0.25 0.59 106.60 :
..................... T ST ——— ;
Test of ES=0 : z= 4.73 p = 0.00

Legenda: Estudo 1 = Bhuvaneswari et al., 2012 e Estudo 2 = Shetty et al., 2012; 1= 0.0, p = 0.0.
Fonte: elaborada pelos autores a partir do software Stata Versao 14 (53).

A prevaléncia de HPV nas amostras cervicais maternas respectivas
também foi reportada em ambos os estudos. O primeiro estudo apresentou a
prevaléncia de 40% e correspondeu a 56,76% do peso nas analises metanaliticas (IC
95% = 0.20 — 0.64) (37). Ja o segundo estudo exibiu a prevaléncia de 70% e
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correspondeu a 43,24% do peso nas andlises metanaliticas (IC 95% = 0.40 — 0.89)
(15). Houve uma prevaléncia agregada HPV de 53% nas amostras cervicais maternas
(IC 95% = 0.34 — 0.72), com heterogeneidade nula (I12= 0%) entre os estudos (Figura
8) (15,37).

Figura 8 - Metanalise da prevaléncia de HPV nas amostras cervicais maternas

. metaprop_one case population, fixed 040(020,064)

Study | ES [95% Conf. Interval] % Weight 070 (040, 089)
_____________________ T
1 | 0.40 0.20 0.64 56.76
2 | 0.70 0.40 0.89 43.24 Q 053(034.072)
————————————————————— R e e :
Fixed pooled ES [ 0.53 0.34 0.72 100.00 3
..................... e S
Test of ES=0 : z= 5.56 p = 0.00 T T

198 892

Legenda: Estudo 1 = Bhuvaneswari et al., 2012 e Estudo 2 = Shetty et al., 2012; I2= 0.0, p = 0.0.
Fonte: elaborada pelos autores a partir do software Stata Versédo 14 (53).

A prevaléncia de HPV de alto risco nas amostras cervicais maternas
respectivas foi avaliada em ambos os estudos. Bhuvaneswari et al. (2012) apresentou
a prevaléncia de 40% e correspondeu a 56,76% do peso nas analises metanaliticas
(IC 95% = 0.20 — 0.64) (37). Ja Shetty et al. (2012) relatou a prevaléncia de 70% e
correspondeu a 43,24% do peso nas analises metanaliticas (IC 95% = 0.40 — 0.89)
(15). Houve uma prevaléncia agregada de 53% de HPV de alto risco nas amostras
cervicais maternas (IC 95% = 0.34 — 0.72) com heterogeneidade nula (12= 0%) entre
os estudos (Figura 9) (15,37).
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Figura 9 - Metanalise da prevaléncia de HPV de alto risco nas amostras

cervicais maternas

i
-+ . 0.40 (020, 0.64)

. metaprop_one case population, fixed : 0.70 (0.40, 0.69)
Study [ ES  [95% Conf. Interval] % Weight :

""""""""""" Fo T mmmmmmmssmmmom oo s 053(0.34,0.72)

1 | B.48 B.26 B6.64 56.76

2 | B.78 B.48 B.89 43 .24 '

_____________________ b o ;

Fixed pooled ES | B.53 B.34 B.72 166.88

_____________________ b o

Test of ES=0 : z= 5.56 p = 0.00 T ‘ T

198 892

Legenda: Estudo 1 = Bhuvaneswari et al., 2012 e Estudo 2 = Shetty et al., 2012; I2= 0.0, p = 0.0.
Fonte: elaborada pelos autores a partir do software Stata Verséao 14 (53).

Ambas as pesquisas analisaram a prevaléncia de HPV-16 nas amostras
cervicais maternas respectivas. Bhuvaneswari et al. (2012) descreveu a prevaléncia
de 27% e correspondeu a 65,73% do peso nas andlises metanaliticas (IC 95% = 0.11
— 0.52) (37). Ja o estudo do Shetty et al., 2012 relatou a prevaléncia de 50% e
correspondeu a 34,27% do peso nas analises metanaliticas (IC 95% = 0.24 — 0.76)
(15). Houve uma prevaléncia agregada de 35% de HPV-16 nas amostras cervicais
maternas (IC 95% = 0.17 — 0.53) com heterogeneidade nula (12= 0%) entre os estudos
(Figura 10) (15,37).

Figura 10 - Metandlise da prevaléncia de HPV-16 nas amostras cervicais maternas

0270.1,052)

. metaprop_one case population, fixed

Study | ES [95% Conf. Interval] % Weight : S
————————————————————— e e '
1 | 6.27 6.11 6.52 65.73 ‘
2 | 9.50 9.24 8.76 34.27
--------------------- e :
Fixed pooled ES | 0.35 0.17 9.53 100.00 '
_____________________ o e e e e mmm
Test of ES=B : z= 3.74 p = 0.00 T T

Legenda: Estudo 1 = Bhuvaneswari et al., 2012 e Estudo 2 = Shetty et al., 2012; 1= 0.0, p = 0.0.
Fonte: elaborada pelos autores a partir do software Stata Versao 14 (53).

O percentual de concordancia entre os resultados dos testes de
genotipagem de HPV realizados em criangas com RB e suas respectivas maes foi
avaliado nos dois estudos. O primeiro estudo apresentou o percentual de

concordancia de 27% e correspondeu a 61,70% do peso nas analises metanaliticas
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(IC 95% =0.11-0.52) (37). J& 0 segundo estudo indicou o percentual de concordancia
de 70% e correspondeu a 38,30% do peso nas analises metanaliticas (IC 95% = 0.40
—0.89) (15). Houve um percentual de concordéncia agregada entre os resultados dos
testes de genotipagem de HPV das criangas com RB e suas mées de 43% (IC 95% =
0.26 — 0.61) com heterogeneidade nula (12= 0%) entre os estudos (Figura 11) (15,37).

Figura 11 - Metanalise do percentual de concordancia entre os resultados dos

testes de genotipagem do HPV das criangas com RB e suas respectivas mées

i
& A‘ 0.27 (0.11,0.52)
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ES [95% Conf. Interval] % Welight : 070(040,089)

I
5 :
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Legenda: Estudo 1 = Bhuvaneswari et al., 2012 e Estudo 2 = Shetty et al., 2012; 12= 0.0, p = 0.0.
Fonte: elaborada pelos autores a partir do software Stata Versdo 14 (53).

5.5 Avaliacdo da qualidade da evidéncia de acordo com o GRADE

A avaliacdo da qualidade da evidéncia foi realizada para os desfechos
prevaléncia de HPV, de HPV de alto risco e de HPV-16 tanto nas bidpsias de RB,
quanto nas amostras cervicais maternas, além do percentual de concordancia entre
os resultados dos testes de genotipagem do HPV dessas duas amostras, sendo todos
classificados como qualidade da evidéncia muito baixa (Tabela 4) (51).

Primeiramente, o dominio risco de viés foi classificado como n&o grave,
sendo avaliado pela ENO, explicitada no item 5.3 — Risco de viés (49). Em relagcéo ao
quesito inconsisténcia, a analise foi considerada como nao grave pois ha pequena
variacao entre as estimativas pontuais de cada estudo, além dos ICs se sobreporem
com heterogeneidade nula (12 = 0%), alcangando significancia estatistica (p<0.05).

Ja o item evidéncia indireta foi classificado como n&o grave pois a questao
PICO abordada é respondida diretamente pelos estudos disponiveis. Por sua vez, o
tépico imprecisao foi avaliado como grave pois os ICs sdo amplos devido ao pequeno
numero de participantes e de eventos estudados, reduzindo a qualidade de evidéncia

para esse item em um nivel. Apesar disso, os ICs ndo cruzam a linha central e seu
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intervalo encontra-se dentro de uma faixa de relevancia clinica importante para os
pacientes.

Como menos de dez estudos foram incluidos nesta revisao, néo foi possivel
analisar a presenca de viés de publicagdo por testes de sensibilidade ou testes
estatisticos. Entretanto, avaliando-se a estratégia de busca — sem restricao de ano ou
lingua; as bases de dados principais e a literatura cinzenta foram pesquisadas por
meio de sintaxes adequadas — e a auséncia de financiamento da industria,
provavelmente n&o ha risco de viés de publicagao.

Por fim, como os desfechos abrangeram as prevaléncias do HPV em bidpsias
de RB e amostras cervicais maternas respectivas, além do percentual de
concordancia entre os resultados dos testes de genotipagem do HPV dessas duas
amostras, ndo foi possivel avaliar a magnitude do efeito e o efeito dose-resposta. Além
disso, nao foram identificados potenciais fatores de confusdo. Dessa forma, ndo houve

aumento de nivel da evidéncia (upgrade) por esses dominios.

Tabela 4 - Avaliacado da qualidade da evidéncia de acordo com o GRADE

Desfech Paci Risco Incons Evidén Impre Risco de Efeito de Potenciai Gradie  Qualidad

os ente de isténci cia cisao viés de grande s fatores nte eda
s(n°) viés a indiret Publicag  magnitud de dose- evidéncia
a ao e do confusao respos
efeito ta
Prevalé 31 Nao Nao Nao Grave Provavel Provave Provave Prov 10]0)
ncia de grave grave grave a mente Imente Imente avel O
HPV em (1) n&o nao n&o ment muito
bidpsias e baixa
de RB nao
Prevalé 31 Nao Nao Nao Grave Provavel Provave Provave Prov 10]0)
ncia de grave grave grave a mente Imente Imente avel
HPV de (1) n&o nao n&o ment muito
. alto e baixa
risco em nao
biopsias
de RB
Prevalé 31 Nao Nao Nao Grave Provavel Provave Provave Prov OO0
ncia de grave grave grave a mente Imente Imente avel O
HPV-16 (-1)* néo nao néo ment muito
em e baixa
bidpsias nao
de RB
Prevalé 25 Nao Nao Nao Grave Provavel Provave Provave Prov OO0
ncia de grave grave grave a mente Imente Imente avel
HPV (-1)* néo nao néo ment muito
nas e baixa
amostra nao
s
cervicais

materna
5
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Tabela 4 - Avaliagdo da qualidade da evidéncia de acordo com o GRADE

(continua)
Prevaléncia 25 Ndo Nao Nao Grave® Provavel Prova Provavel Prova 000
de HPV de grav grav  grav 1) mente velme mente velme muito
alto risco e e e néao nte nao nte baixa
nas nao nao
amostras
cervicais
maternas
Prevaléncia 25 Nao Néao Nao Grave® Provavel Prova Provavel Prova 000
de HPV-16 grav grav  grav . mente velme mente velme O muito
nas e e e -1 néo nte ndo nte baixa
amostras nao nao
cervicais
maternas
Percentual 25 Nao Nao Nao Grave?® Provavel Provavel Provavelme Provavel 000
de grav grav  grav mente mente nte ndo mente muito baixa
concordanci e e e -1 n&o néo néo
a entre os
resultados
dos testes
de
genotipage
m do HPV
mae-filho
com RB

a. Amplitude no intervalo de confianga de 95%

Nota: Os estudos observacionais sdo de baixa qualidade, partindo de uma pontuacao inicial baixa
(somente 2 niveis). A evidéncia pode ser considerada em quatro niveis: Alto, Moderado, Baixo e Muito
Baixo. Os estudos podem ser atualizados ou rebaixados com base em certos fatores:

a) Risco de viés (-1 se risco grave de viés, -2 se risco muito sério de viés); b) Inconsisténcia ou
heterogeneidade de evidéncia (-1 se inconsisténcia grave, -2 se inconsisténcia muito grave); c)
Evidéncia indireta (-1 se grave, -2 se muito grave); d) Imprecisao dos resultados (-1 se amplo intervalo
de confianga, -2 se muito amplo intervalo de confianga); e) Viés de publicagédo (-1 se provavel, -2 se
muito provavel)
* Pequenos eventos e grande intervalo de confianga.
Baixa ou muito baixa qualidade da evidéncia: os autores ndo confiam na estimativa do efeito e o valor
real pode ser substancialmente diferente disso.

5.6 Teste kappa

Como ambos os artigos usaram o método PCR para a deteccdo do HPV, o
coeficiente de concordancia entre a presenca/auséncia de HPV em criangas com RB
e suas respectivas maes foi avaliado para cada um dos estudos por meio do teste
kappa (55). Conforme a pesquisa dos autores Shetty et al. (2012) (15), as crian¢as
com RB e suas respectivas maes apresentaram concordancia moderada em relagéo
a presencga/auséncia de HPV (kappa 0.444), porém ndo houve significancia estatistica
(p = 0.091). Ha 40% (4 amostras) de concordancia entre os resultados identificados
como positivos e 30% (3 amostras) entre 0s negativos. Verificou-se discordancia em
30,0% (trés amostras) em que as maes se apresentaram positivas e seus respectivos

filhos, negativos para HPV (Tabela 5).
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Tabela 5 - Coeficiente de concordancia entre a presenca/auséncia de HPV nas
criancas com RB e suas respectivas maes, conforme estudo dos autores Shetty et
al., 2012

Maes (amostras cervicais)

HPV + HPV - Total
Criancas HPV+ 4 (40%) 0 (0%) 4 (40%)
(biopsias RB)
HPV- 3 (30%) 3 (30%) 6 (60%)
Total 7 (70%) 3 (30%) 10 (100%)

Legenda: Kappa = 0.444 ; p = 0,091
Fonte: elaborada pelos autores (2023).

Por fim, de acordo com a pesquisa dos autores Bhuvaneswari et al. (2012)
(37), as criangas com RB e suas mées correspondentes apresentaram concordancia
razoavel em relagdo a presenca/auséncia de HPV (kappa = -0.341), porém sem
significancia estatistica (p = 0.095). H4 20% (3 amostras) de concordancia entre os
resultados identificados como positivos e 6,7% (1 amostra) entre os negativos.
Verificou-se discordancia em 53,3% (oito amostras) dos resultados em que as maes
apresentaram resultados negativos, enquanto seus respectivos filhos apresentaram
resultados positivos; e em 20,0% (trés amostras) em que as maes apresentaram

resultados positivos e seus respectivos filhos, negativos para HPV (Tabela 6).

Tabela 6 - Coeficiente de concordancia entre a presenca/auséncia de HPV nas
criangas com RB e suas respectivas méaes, conforme estudo dos autores

Bhuvaneswari et al., 2012

Maes (amostras cervicais)

HPV + HPV - Total
Criangas (biopsias HPV + 3 (20%) 8 (53,3%) 11 (73,3%)
RE) HPV - 3 (20%) 1(6,7%) 4 (26,7%)
Total 6 (40%) 9 (60%) 15 (100%)

Legenda: Kappa =-0.341; p = 0,095
Fonte: elaborada pelos autores (2023).
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6 DISCUSSAO

6.1 Sumaéario da evidéncia

Na literatura, esta € a primeira revisdo sistematica com metanalise que
avaliou a prevaléncia do HPV, HPV de alto risco e HPV-16 em criangas com RB e suas
respectivas maes e o percentual de concordancia dos resultados dos testes de
genotipagem de HPV entre essas duas amostras. Além disso, € a primeira com a
avaliacdo da qualidade metodolégica e da evidéncia conforme as recomendagdes da
Cochrane e das diretrizes metodologicas do Ministério da Saude do Brasil
(48,51,62,63). Adicionalmente, este € o primeiro estudo que investigou o coeficiente
de concordancia em relacédo a presenca/auséncia de HPV nas bidpsias de RB e nas
respectivas amostras cervicais maternas.

Foi identificada uma revisao sistematica sobre a as infec¢des pelo HPV em
bidpsias de RB. Neste estudo, a prevaléncia do HPV em RB variou de 0 a 69%, o que
indica uma ampla variagdo. Além do mais, destaca a importadncia de mais
investigacbes para estatisticas mais precisas da prevaléncia de HPV em RB.
Entretanto, tal artigo de revisdo nao avaliou a prevaléncia e a genotipagem do HPV
nas amostras cervicais maternas correspondentes (64).

Nesse contexto, algumas revisdes da literatura também avaliaram relagao
entre o HPV e lesbes ou doengas oculares (65-67). De fato, o HPV tem sido
identificado em varias lesdes da superficie ocular. Estudos prévios sugeriram que
apenas o subtipo cutaneo de HPV, e ndo o mucoso, esta correlacionado com a
presenga de NESO (68,69). Foi estabelecida uma forte associagéo entre os tipos 6 e
11 do HPV e o papiloma conjuntival (70,71). Ja a oncoproteina E6 do HPV 16/18
contribui para a patogénese do pterigio pois esta parcialmente envolvido na inativagao
do p53 e é expressa nos pterigios HPV-positivos (72).

Os resultados encontrados nesta revisdo sistematica com metanalise
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 bidpsias de RB. Isso encontra-se em conformidade com varios estudos, que
identificaram a presenca de 25% (12), 27.9% (32), 36% (33), 47% (34), 57.9% (61),
69.7% (15) e 82.3% (31) de HPV em amostras de RB, sendo que dois desses estudos
sdo ensaios clinicos randomizados (12,34). Uma revisao sistematica sobre esse tema
concluiu que os subtipos virais HPV-16 e HPV-18 (HPV de alto risco) foram os mais
reportados nos estudos incluidos (64). Entretanto, tal achado esta em contradigdo com
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quatro artigos, que nao encontraram evidéncias de HPV nas amostras de RB. Esses
ultimos estudos foram conduzidos na América do Norte, na regido norte da india, na
Coreia e na Tailandia (11,57-59).

Os achados 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.
Tais resultados demonstraram prevaléncias maiores do que as encontradas na
literatura. Liu et al. (2014) relatou a prevaléncia de HPV de 18.20% (73), um estudo
polonés identificou a prevaléncia de 15.79% (74) e outro estudo espanhol mostrou a
prevaléncia de 6.5% (75) em esfregacgos cervicais de mulheres gravidas. Além disso,
pesquisas realizadas na China (73) e na Finlandia (76) reportaram que o HPV-16 foi
0 genodtipo mais frequente em gravidas, corroborando os resultados do presente
estudo.

Por fim, a taxa de concordancia agregada dos resultados dos testes de
genotipagem de HPV realizados em criangas com RB e suas respectivas maes foi de
43% (IC 95% 0.26 — 0.61). Porém, o teste kappa ndo apresentou significancia
estatistica. Esse achado sugere que o risco de transmissao vertical dos gendtipos de
HPV é relativamente baixo, conforme ja apresentado em outros estudos (75,77), ao
contrario do que foi descrito por Smith et al. (2010) (78). Nosso estudo também
contribui para a hipotese que a transmissao vertical pode néo ser a unica fonte de
infeccao por HPV em criancas e fornece evidéncias parciais para a transmissao
horizontal do HPV nessa populacéao (75), ja que os dois artigos analisados apresentam
alguns resultados discrepantes do subtipo viral de HPV encontrado em maes e seus

respectivos filhos.

6.2 Limitacbes

A presente revisao sistematica possui limitacbes, sendo a principal
relacionada ao pequeno numero de estudos incluidos. O baixo numero de estudos
inseridos resultou em uma pequena populagao analisada e este fator contribuiu para
o extenso intervalo de confianga dos estudos. Além disso, ndo foram encontrados
ensaios clinicos randomizados com a populacado de interesse, visto que se trata de
um tumor pediatrico relativamente raro e os dois estudos incluidos sé&o
observacionais. Apesar das evidéncias procedentes de estudos observacionais

apresentarem um nivel de evidéncia inicialmente baixo, ambos os estudos incluidos
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foram bem conduzidos, embasados em desfechos clinicos relevantes, apresentando
heterogeneidade nula e baixo risco de viés metodoldgico (15,37).

Outro fator a ser considerado é que ambas as pesquisas foram realizadas
no mesmo pais (india), que possui alta prevaléncia de infeccdo por HPV e alta
incidéncia de RB esporadico (15,37). Assim, a validagcao desses resultados pode ser
comprometida a um pais/area restrita, o que dificulta a expansao dos achados.

Por ultimo, o clearance viral nos recém-nascidos, que ocorre
frequentemente entre seis e 12 meses de idade, pode contribuir para as baixas

prevaléncias de HPV encontradas nas biopsias tumorais de RB (44).

7 CONCLUSAO
7.1 Implicacdes para prética

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 transmissao do HPV relaciona-se a um possivel beneficio numa situagao de risco
de vida (neoplasia infantil com risco de morte), fortes recomendagdes devem ser
indicadas (59). Dessa forma, recomenda-se fortemente a vacinagao 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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APENDICE A - PROTOCOLO PROSPERO PUBLICADO

PROSPERO International prospective register of systematic reviews

UNIVERSITY 0f /07K
Centre for Reviews and Dissemination

Systematic review

A list of fields that can be edited in an update can be found here.

NHS'!

_ _ National Institute for
1 Review title Health Research

Give the title of the review in English
Frequency and genotyping of Human Papillomavirus in sporadic retinoblastoma
biopsies and their respective maternal cervical specimens: a systematic review of

randomized controlled trials.

2 Original language title
For reviews in languages other than English, give the title in the original language. This

will be displayed with the English language title.

3 Anticipated or actual start date

Give the date the systematic review started or is expected to start. 15/06/2021

4 Antecipated completion date

Give the date by which the review is expected to be completed. 31/01/2023

5 Stage of review at time of this submission

This field uses answers to initial screening questions. It cannot be edited until after
registration.

Tick the boxes to show which review tasks have been started and which have been
completed. Update this field each time any amendments are made to a published

record.
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Review stage Started Completed
Preliminary searches Yes Yes
Piloting of the study selection process Yes Yes
Formal screening of search results against eligibility criteria Yes Yes
Data extraction Yes Yes
Risk of bias (quality) assessment Yes Yes
Data analysis Yes No

The review has not yet started: No

6 Named contact

The named contact is the guarantor for the accuracy of the information in the register
record. This may be any member of the review team. Mariana Cunha

Email salutation (e.g. "Dr Smith" or "Joanne") for correspondence: Miss Cunha

7 Named contact email

Give the electronic email address of the named contact: marianabcl2@yahoo.com.br

8 Named contact address

Give the full institutional/organisational postal address for the named contact.
Botucatu Medical School, Department of Obstetrics and Gynecology, District Rubio
Junior, s/n. CEP 18618-970.

9 Named contact phone number.
Give the telephone number for the named contact, including international dialling code.
+55 32 999154710

10 Organisational affiliation of the review

Full title of the organisational affiliations for this review and website address if available.
This field may be completed as 'None' if the review is not affiliated to any organisation.
Botucatu Medical School

Organisation web address: www.fmb.unesp.br


mailto:marianabc12@yahoo.com.br
http://www.fmb.unesp.br/
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11 Review team members and their organisational affiliations

Give the personal details and the organisational affiliations of each member of the
review team. Affiliation refers to groups or organisations to which review team
members belong. NOTE: email and country now MUST be entered for each person,
unless you are amending a published record.

Miss Mariana Cunha. Botucatu Medical School

Professor Meline Rossetto Kron Rodrigues. Botucatu Medical School

Professor Agnaldo Lopes da Silva Filho. Botucatu Medical School.

12 Funding sources/sponsors

Details of the individuals, organizations, groups, companies or other legal entities who
have funded or sponsored the review. No foundation.

Grant number(s)

State the funder, grant or award number and the date of award.

13 Conflicts of interest

List actual or perceived conflicts of interest (financial or academic). None

14 Collaborators
Give the name and affiliation of any individuals or organisations who are working on
the review but who are not listed as review team members. NOTE: email and country

must be completed for each person, unless you are amending a published record.

15 Review question

State the review question(s) clearly and precisely. It may be appropriate to break very
broad questions down into a series of related more specific questions. Questions may
be framed or refined using PI(E)COS or similar where relevant.

Question: Do children with sporadic retinoblastoma and their respective mothers have
the same Human Papillomavirus type in comparison to children without this tumor and
their corresponding mothers?

Objetive: To evaluate the frequency and genotyping of Human Papillomavirus in

sporadic retinoblastoma biopsies and their respective maternal cervical specimens.
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16 Searches

State the sources that will be searched (e.g. Medline). Give the search dates, and any
restrictions (e.g. language or publication date). Do NOT enter the full search strategy
(it may be provided as a link or attachment below).

There was no language restriction. We have searched the following electronic data
bases until January 2023 to identify randomized clinical trials involving Human
Papillomavirus frequency and genotyping in children with sporadic retinoblastoma and
their respective maternal cervical specimens. Embase (1980-2021), PubMed (1966—
2021), LILACS (1982-2021) and the Cochrane Central Register of Controlled Trials
(CENTRAL, the Cochrane Library, issue 2021). We also searched for ongoing clinical
trials on ClinicalTrials.gov website. The Medical Subject Heading (MeSH) terms used
included "Papillomavirus infections"”, "Papillomaviridae", "Gammapapillomavirus",

"Retinoblastoma" and "Retinoblastoma protein”.

17 URL to search strategy

Upload a file with your search strategy, or an example of a search strategy for a specific
database, (including the keywords) in pdf or word format. In doing so you are
consenting to the file being made publicly accessible. Or provide a URL or link to the
strategy. Do NOT provide links to your search results.
https://www.crd.york.ac.uk/PROSPEROFILES/256625 STRATEGY_20210523.pdf
Alternatively, upload your search strategy to CRD in pdf format. Please note that by
doing so you are consenting to the file being made publicly accessible.

Do not make this file publicly available until the review is complete.

18 Condition or domain being studied

Give a short description of the disease, condition or healthcare domain being studied
in your systematic review.

Recent studies have supported to the hypothesis that infection of Human
Papillomavirus (HPV) may play an important role in the development of nonfamilial
form of retinoblastoma in children, especially in developing countries. In fact, research
corroborate that HPV may represent an important risk factor in the development of
such neoplasia, being present in up to 82.3% of sporadic retinoblastoma tumor
samples. However, what remains to be determined is whether maternal transmission

of HPV can be a possible route of transmission. The current comprehensive systematic


https://www.crd.york.ac.uk/PROSPEROFILES/256625_STRATEGY_20210523.pdf
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review and metanalysis only included randomized controlled trials. The evidence will
be evaluated on the frequency and genotyping of HPV in children with sporadic
retinoblastoma and their corresponding maternal cervical specimens. Furthermore, we
will study the correlation between the staging of retinoblastoma and the presence of
HPV, the clinical characteristics of the sample, the prevalence of maternal risk factors
related to HPV infection and its association with the viral type. We will discuss the

clinical relevance of these results and their potential applications in translational clinics.

19 Participants/population
Specify the participants or populations being studied in the review. The preferred
format includes details of both inclusion and exclusion criteria. Children with sporadic

retinoblastoma and their corresponding maternal cervical specimens

20 Intervention(s), exposure(s)

Give full and clear descriptions or definitions of the interventions or the exposures to
be reviewed. The preferred format includes details of both inclusion and exclusion
criteria.

We will analyze the frequency and genotyping of HPV in children with sporadic
retinoblastoma and their respective maternal cervical specimens, to see if maternal

transmission of HPV can be a possible route of transmission.

21Comparator(s)/control

Where relevant, give details of the alternatives against which the intervention/exposure
will be compared (e.g. another intervention or a non-exposed control group). The
preferred format includes details of both inclusion and exclusion criteria.

Comparator: children with sporadic retinoblastoma and their corresponding maternal
cervical specimens. Control: children without sporadic retinoblastoma and their

respective maternal cervical specimens.

22 Types of study to be included

Give details of the study designs (e.g. RCT) that are eligible for inclusion in the review.
The preferred format includes both inclusion and exclusion criteria. If there are no
restrictions on the types of study, this should be stated. Randomized Clinical Trials are

included.
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23 Context

Give summary details of the setting or other relevant characteristics, which help define
the inclusion or exclusion criteria. This evaluation was performed according to
Cochrane methodology and indicated in accordance with Statement PRISMA. Election
criterium: We included randomized controlled trials and evaluation of results, in which
patients were randomly assigned into two groups: intervention or comparison group,
and follow the symbol "PICO" described below. Population: children with sporadic
retinoblastoma and their corresponding maternal cervical specimens. Intervention:
Frequency and genotyping of HPV. Comparator: children without sporadic
retinoblastoma and their respective maternal cervical specimens. Outcomes:
frequency of HPV in children with sporadic retinoblastoma and their individual maternal
cervical specimens and the correspondence between the mother-child HPV type.
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APENDICE B - ESTRATEGIA DE BUSCA — Pubmed:
#1 "Gammapapillomavirus"[Mesh] OR Gammapapillomaviruses OR Human

papillomavirus 4 OR Human papillomavirus 60

#2 "Papillomavirus infections"[Mesh] OR Papillomavirus Infection OR Human
Papillomavirus Infection OR Human Papillomavirus Infections OR Papillomavirus
Infection, Human OR Papillomavirus Infections, Human OR HPV Infection OR HPV

Infections

#3 "Papillomaviridae"[Mesh] OR Human Papilloma Virus OR Human Papilloma
Viruses OR Papilloma Virus, Human OR Papilloma Viruses, Human OR Virus, Human
Papilloma OR Viruses, Human Papilloma OR HPV, Human Papillomavirus Viruses OR
Human Papillomavirus Viruses OR Human Papillomavirus Virus OR Papillomavirus
Virus, Human OR Papillomavirus Viruses, Human OR Virus, Human Papillomavirus

OR Viruses, Human Papillomavirus

#4 "Retinoblastoma"[Mesh] OR Retinoblastomas OR Neuroblastoma, Retinal OR
Neuroblastomas, Retinal OR Retinal Neuroblastoma OR Retinal Neuroblastomas OR
Glioma, Retinal OR Gliomas, Retinal OR Retinal Glioma OR Retinal Gliomas OR Eye
Cancer, Retinoblastoma OR Cancer, Retinoblastoma Eye OR Cancers,
Retinoblastoma Eye OR Eye Cancers, Retinoblastoma OR Retinoblastoma Eye
Cancer OR Retinoblastoma Eye Cancers OR Glioblastoma, Retinal OR
Glioblastomas, Retinal OR Retinal Glioblastoma OR Retinal Glioblastomas OR
Sporadic Retinoblastoma OR Retinoblastoma, Sporadic OR Retinoblastomas,
Sporadic OR Sporadic Retinoblastomas OR Familial Retinoblastoma OR Familial
Retinoblastomas OR Retinoblastoma, Familial OR Retinoblastomas, Familial OR
Hereditary Retinoblastoma OR Hereditary Retinoblastomas OR Retinoblastoma,

Hereditary OR Retinoblastomas, Hereditary

#5 “Eye Neoplasms”’[Mesh] OR Eye Neoplasm OR Neoplasm, Eye OR Neoplasms,
Eye OR Cancer of Eye OR Eye Cancers OR Cancer of the Eye OR Eye Cancer OR
Cancer, Eye OR Cancers, Eye
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#6 “Vaginal Smears”’[Mesh] OR Smear, Vaginal OR Smears, Vaginal OR Vaginal
Smear OR Cervical Smears OR Cervical Smear OR Smear, Cervical OR Smears,

Cervical

#7 “Infectious Disease Transmission, Vertical’[Mesh] OR Pathogen Transmission,
Vertical OR Transmission, Vertical Pathogen OR Vertical Pathogen Transmission OR
Vertical Transmission of Infectious Disease OR Vertical Infection Transmission OR
Vertical Infectious Disease Transmission OR Infection Transmission, Vertical OR
Transmission, Vertical Infection OR Maternal-Fetal Infection Transmission OR
Maternal Fetal Infection Transmission OR Transmission, Maternal-Fetal Infection OR
Infection Transmission, Maternal-Fetal OR Infection Transmission, Maternal Fetal OR
Infection Transmission, Fetomaternal OR Mother-to-Child Transmission OR Mother to
Child Transmission OR Mother-to-Child Transmissions OR Transmission, Mother-to-
Child OR Transmissions, Mother-to-Child OR Fetomaternal Infection Transmission OR

Transmission, Fetomaternal Infection

(#1 OR #2 OR #3) AND (#4 OR #5) AND (#6 OR #7)=
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APENDICE C - FICHAS DE EXTRACAO DE DADOS

1) Formulario para extracao de dados:

Tabela 7 - Extracdo de dados dos autores Bhuvaneswari et al. (2012)

Sobrenome Primeiro Autor

Ano

BHUVANESWARI

2012

Autores: Bhuvaneswari et al. (2012)

Elegibilidade

Estudo transversal do tipo
série de casos

Participantes relevantes

Intervencao relevante Desfecho relevante

Sim Sim

Sim Sim

Nao prosseguir se alguma resposta for nao. Estudo excluido e citar abaixo o motivo de exclusao

Populagao do estudo

Informagoes Clinicas

Populacao de origem

Outros fatores de risco/fatores de exposigao (fatores
confundidores em potencial) foram incluidos?

Os autores calcularam o tamanho da amostra?
Quando foi o periodo de recrutamento?

Ano do estudo (possiveis mudancas que foram
observadas relaciondas a definigdo dos casos)

Onde foi o local de recrutamento? Qual o pais?

Foi um estudo retrospectivo ou prospectivo?

Criangas que foram clinicamente diagnosticadas como RB e
submetidas a enucleagdo ou exenteragdo orbitaria como um dos
procedimentos de tratamento e posteriormente confirmadas por
exame histopatolégico no KMIO, em Bangalore, no periodo de 2007
a 2010.

Mées das respectivas criangas incluidas com RB que concordaram
em participar do estudo e assinaram o termo de consentimento livre
e esclarecido para coleta das amostras de esfregago cervical
Controles: blocos arquivados fixados em formalina e embebidos em
parafina de olhos ndo-neoplasicos obtidos de espécimes de autdpsia
fetal e olhos n&do-neoplasicos coletados prospectivamente do Banco
de Olhos Lions, em Bangalore.

N&o mencionado

N&o mencionado
3 anos (2007-2010)
2007

Multicéntrico - KMIO, em Bangalore
Banco de Olhos Lions, em Bangalore
india

Prospectivo
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Qual a idade dos casos no momento do diagnostico?

2 anos (intervalo de 11 meses a 3,5 anos)

(continua)

Selegdo dos pacientes (indices demograficos,
raga/género, etc)

Participantes

Nao menciona sobre raga/género e indices demograficos da amostra
estudada

- Enquanto 19 casos apresentaram doenca unilateral, havia dois
casos com tumores bilaterais. Dos 21 casos, apenas um caso
apresentava histéria familiar de RB. O casamento consanguineo dos
pais foi observado em seis casos e todas as mulheres tinham idade
média de 18 anos (intervalo de 17 a 23 anos) na época do
casamento. Leucocoria foi o primeiro sinal da doenga em todos os
casos.

Tamanho da amostra

Idade do diagnéstico (média e faixa)

Sexo (% e proporgao)

21 casos de retinoblastoma esporadicos e 15/21 esfregacos cervicais
das maes correspondentes.

Controles: 5 blocos arquivados fixados em formalina e embebidos em
parafina de olhos ndo-neoplasicos obtidos de espécimes de autdpsia
fetal e 15 olhos nao-neoplasicos coletados prospectivamente do
Banco de Olhos Lions, em Bangalore.

2 anos (intervalo de 11 meses a 3,5 anos)

N&o mencionado

Dados de resultados incompletos (viés de atrito)

Qual foi a proporgdo da amostra que completou o
estudo e promoveu dados de resultados?

Ha diferengas importantes entre as caracteristicas-
chave entre os que completaram e ndo completaram o
estudo?

Dentre a populagéo recrutada, quantos concordaram
em participar do estudo?

Resultados

71,42%

Nao

100% das criangas com RB

71,42% das maes das respectivas criangas com RB

Quais sao os desfechos analisados?

O desfecho de interesse ¢ adequadamente medido
nos participantes do estudo para limitar o viés em
potencial?

Follow-up com tempo adequado

Variaveis continuas ou dicotdmicas?

Dados perdidos/ausentes — Como foram tratados?

Os avaliadores dos resultados estavam “cegos” para o
tipo de exposigao?

Avaliagao de confusao

-Prevaléncia de HPV, HPV de alto risco, HPV-16, HPV-59, HPV-35
nas biopsias de RB e nas amostras cervicais maternas

-Percentual de concordéncia entre os resultados dos testes de
genotipagem de HPV mae-filho com RB

Sim

Sim
Continuas

Foram corretamente descritos nos métodos e abordados nas
limitagbes do estudo.

Nao mencionado
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Ha fatores de confusdo em potencial levados em Sim, por meio do grupo controle.
conta na analise (corregao apropriada)?

Os fatores de confusdo foram ajustados no mesmo A andlise estatistica ndo foi possivel devido ao pequeno tamanho da
modelo estatistico como potenciais preditores? amostra

Quais métodos foram usados?

Andlise estatistica

(continua)

- PCR Multiplex para HPV

- A genotipagem viral do HPV foi realizada por hibridizagdo com uma
matriz de sonda linear contendo 37 tipos de HPV e b-globina (Roche
Molecular Systems, Branchburg, EUA).

Analise foi descrita?

A andlise estatistica nao foi possivel devido ao pequeno tamanho da
amostra.

Andlise promoveu descrigao suficiente dos dados? -

A anadlise estatistica foi apropriada para o design do -

estudo?

Caracteristicas do estudo

Estudo com financiamento

Multicéntrinco / centro Unico

Paises

Critérios de inclusdo e de
excluséo de participantes

Perdas

Numero participantes
analisados

Nao

Multicéntrico: - KMIO, Bangalore.

- Lions Eye Bank, Bangalore.

india

Critérios de inclusdo:

- Todas as amostras frescas de RB obtidas de criangas que foram clinicamente diagnosticadas
como RB e submetidas a enucleagdo ou exenteragéo orbitaria como um dos procedimentos

de tratamento e posteriormente confirmadas por exame histopatolégico de 2007 a 2010 no
KMIO, em Bangalore.

- Maes das criangas incluidas com RB que concordaram em participar do estudo e assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido para coleta das amostras de esfregaco cervical.

- Amostras com DNA de boa qualidade para PCR multiplex e andlise de genotipagem viral do
HPV.

Critérios de exclusao:

- Todas as amostras frescas de RB obtidas de criangas que foram clinicamente diagnosticadas
como RB e submetidas a enucleagao ou exenteracéo orbitaria como um dos procedimentos
de tratamento e nao foram posteriormente confirmadas por exame histopatolégico de 2007 a
2010 no KMIO, em Bangalore.

- Maes das criangas incluidas com RB que ndo puderam/ndo quiseram dar consentimento
para coletar as amostras de esfregacgo cervical

- Amostras com DNA de qualidade baixa/inadequada para PCR multiplex e analise de
genotipagem viral do HPV.

28,57%

21 casos de retinoblastoma esporadicos e 15/21 esfregagos cervicais das maes
correspondentes.

Controles: 5 blocos arquivados fixados em formalina e embebidos em parafina de olhos néo-
neoplasicos obtidos de espécimes de autdpsia fetal e 15 olhos n&o-neoplasicos coletados
prospectivamente do Banco de Olhos Lions, em Bangalore
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Desfechos Primarios

Presente no artigo

Prevaléncia de HPV nas biopsias de RB e nas amostras cervicais maternas Sim
Prevaléncia de HPV de alto risco nas biopsias de RB e nas amostras cervicais maternas ~ Sim
(continua)
Prevaléncia de HPV-16 nas bidpsias de RB e nas amostras cervicais maternas Sim
Prevaléncia de HPV-59 nas bidpsias de RB e nas amostras cervicais maternas Sim
Prevaléncia de HPV-35 nas bidpsias de RB e nas amostras cervicais maternas Sim
Desfechos Secundarios
Percentual de concordéancia entre os resultados dos testes de genotipagem de HPV mée- Sim
filho com RB
Extracao de dados continuos

Biopsias de RB Amostras cervicais maternas

Total de Biopsias de RB Total de amostras Amostras cervicais
Desfechos biépsias de positivas cervicais maternas maternas positivas

RB (N) (% do total) (N) (% do total)
Prevaléncia de HPV 21 (100%) 12 (57%) 15 (100%) 6 (40%)
Prevaléncia de HPV de alto 21 (100%) 10 (47,61%) 15 (100%) 6 (40%)
risco
Prevaléncia de HPV-16 21 (100%) 9 (42,86%) 15 (100%) 4 (26,67%)
Prevaléncia de HPV-18 21 (100%) 0 (0%) 15 (100%) 1(6,67%)
Prevaléncia de HPV-59 21 (100%) 2 (9,52%) 15 (100%) 0 (0%)
Prevaléncia de HPV-35 21 (100%) 1(4,76%) 15 (100%) 1(6,67%)
Percentual de concordancia 21 (100%) 4 (19,05%) 15 (100%) 4 (26,67%)

entre os resultados dos testes
de genotipagem de HPV mae-
filho com RB

Fonte: Elaboragao propria dos autores (2023).



Tabela 8 - Genotipos de HPV nas criancas e maes

Table 1: HPV genotypes in children and mothers

HPYV genotype/s in child HPYV genotype/s in mother
16 16

16, 59 16

16, 73 16

16 Negative

68 Negative

16 Negative

82 Negative

16 Negative

16 Negative

35 Negative

16 Not available
16, 59 Negative
Negative 16

Negative 35

Negative 18

Negative Negative
Negative Not available
Negative Not available
Negative Not available
Negative Not available
Negative Not available

HPV ~ Human papillomavirus

Fonte: Bhuvaneswari et al., 2012.

2) Formulario para extracao de dados:

Tabela 9 - Extracdo de dados - Autores: Shetty et al. (2012)

Sobrenome Primeiro Autor Ano

SHETTY 2012

Autores: Shetty et al. (2012)

Elegibilidade
Estudo transversal do tipo Participantes Intervengéo relevante Desfecho relevante
série de casos relevantes
Sim Sim Sim Sim

Nao prosseguir se alguma resposta for ndo. Estudo excluido e citar abaixo o motivo de exclusdo
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Populagao do estudo / Informagdes clinicas

Populagao de origem

Outros fatores de risco/fatores de exposicao
(fatores confundidores em potencial) foram
incluidos?

Os autores calcularam o tamanho da amostra?
Quando foi o periodo de recrutamento?

Ano do estudo (possiveis mudangas que foram
observadas relacionadas a definicdo dos casos)

Onde foi o local de recrutamento? Qual o pais?
Foi um estudo retrospectivo ou prospectivo?

Qual a idade dos casos no momento do
diagnostico?

Selegao dos pacientes (indices demograficos,
raca/género, etc)

Casos prospectivos de RB associados aos esfregagos cervicais maternos
correspondentes, tratados no TMH, Mumbai, no periodo de 1990 a 2007.

Controles: 6 globos oculares nao-neoplasicos provenientes do TMH.

Sim. A presencga/auséncia de HPV-16 e 18 foi avaliada em relagdo aos
seguintes fatores de risco: baixo nivel socioecondmico, historia familiar
positiva para RB, consanguinidade, sexo masculino, apresentagao bilateral
do tumor, além dos seguintes parametros histolégicos: grau de
diferenciagdo do tumor, estagio avangado do tumor, 250% de apoptose;
250% de necrose e 250% de calcificagdo nas amostras da RB (Tabela 9).

N&o mencionado
1990 a 2007
1990

Centro Unico - TMH, em Mumbai, na india.

Retrospectivo e prospectivo. Para nossas analises, focamos somente no
estudo prospectivo.

36 meses (intervalo de 4 meses a 11 anos)

61% dos pacientes com RB eram do sexo masculino e 31% do sexo
feminino com proporgéo de 1,5:1. 78% apresentavam doencga unilateral.
Aproximadamente 75% dos casos pertenciam ao nivel socioeconémico
mais baixo. Os casos com histéria familiar de RB, foram negativos para
HPV (n = 2). Histéria de casamento consanguineo foi registrada em trés
casos (dois foram positivos para HPV-18 e um para HPV-16).

Participantes

Tamanho da amostra

Idade (média e faixa)

Sexo (% e proporgao)

10 casos prospectivos de RB associados a 10 esfregagos cervicais
maternos correspondentes.
Controles: 10 globos oculares ndo neoplasicos

36 meses (intervalo de 4 meses a 11 anos)

61% dos pacientes eram do sexo masculino e 31% do sexo feminino com
proporcao de 1,5:1.

Dados de resultados incompletos (viés de atrito)

Qual foi a proporgédo da amostra que completou

o estudo e promoveu dados de resultados?

Ha diferencgas importantes entre as

caracteristicas-chave entre os que completaram

e ndo completaram o estudo?

Dentre a populagéo recrutada, quantos
concordaram em participar do estudo?

100%

Artigo ndo menciona a taxa de recusa de participagéo no estudo
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(continua)

Resultados

Quais sao os desfechos analisados? -Prevaléncia de HPV, HPV de alto risco, HPV-16, HPV-18 nas bidpsias
de RB e nas amostras cervicais maternas

-Percentual de concordancia entre os resultados dos testes de
genotipagem de HPV méae-filho com RB

O desfecho de interesse é adequadamente Sim
medido nos participantes do estudo para limitar
0 viés em potencial?

Follow-up com tempo adequado Sim
Variaveis continuas ou dicotémicas? Continuas
Dados perdidos/ausentes — Como foram Nao ha perdas descritas no estudo prospectivo
tratados?
Os avaliadores dos resultados estavam “cegos” Sim — “A analise repetida cega do PCR para HPV produziu resultados
para o tipo de exposigéo? semelhantes”.

Avaliagao de confusao

Ha fatores de confusdo em potencial levados em conta Sim, por meio do grupo controle.
na analise (correcéo apropriada)?

Os fatores de confus&o foram ajustados no mesmo Sim (Tabela 9).
modelo estatistico como potenciais preditores?

Quais métodos foram usados? - RT PCR para HPV

- Southern Blottin: verificar a especificidade dos resultados do PCR
- A genotipagem viral do HPV foi realizada por hibridizagao in situ:
sondas marcadas com biotina para HPV-16 e HPV-18 (oferta do
Dr. Mark Evans, Universidade de Vermont, EUA)

- Imunohistoquimica: Analisar a expressdo das proteinas
reguladoras do ciclo celular nos casos pré-quimioterapia

Analise estatistica

Anadlise foi descrita? Sim - SPSS verséo 15.0
Andlise promoveu descrigao suficiente dos dados? Sim

A andlise estatistica foi apropriada para o design do

estudo? Sim

Caracteristicas do estudo

Detalhes

Sim — Patrocinador do financiamento: Projetos internos do Tata Memorial Center n°® 87

Estudo com financiamento 6 267

Multicentrinco / centro Unico Centro Unico: TMH, em Mumbai.

Paises india
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(continua)

Critérios de inclusao:

- Todas as amostras de globos oculares enucleados de pacientes com RB de 1990 a
2007 no TMH, Mumbai.

- Méaes das criangas incluidas com RB que concordaram em participar do estudo e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido para a coleta do esfregago

Critérios de inclusado e de exclusao .
cervical

de participantes
Critérios de exclusao:

- Todas as amostras de globos oculares enucleados, nao diagnosticadas com RB de
1990 a 2007 no TMH, Mumbai.

- Maes das criangas incluidas com RB que ndo concordaram em participar do estudo
e nao assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido para a coleta do
esfregacgo cervical.

Perdas Sem perdas descritas

10 casos prospectivos de RB associados a 10 esfregagos cervicais maternos

. - . correspondentes.
Numero participantes analisados P

Controles: 10 globos oculares ndo neoplasicos

Desfechos Primarios

Presente no artigo

Prevaléncia de HPV nas biopsias de RB e nas amostras cervicais maternas Sim
Prevaléncia de HPV de alto risco nas biopsias de RB e nas amostras cervicais maternas Sim
Prevaléncia de HPV-16 nas bidpsias de RB e nas amostras cervicais maternas Sim

Sim

Prevaléncia de HPV-18 nas bidpsias de RB e nas amostras cervicais maternas

Desfechos Secundarios

Percentual de concordancia entre os resultados dos testes de genotipagem de HPV

mae-filho com RB Sim

Extracdo de dados continuos (observar as tabelas 10 e 11 a seguir)

Biopsias de RB Amostras cervicais maternas
Desfechos
Total de Bidpsias de RB Total de amostras Amostras cervicais
biopsias de positivas cervicais maternas maternas positivas
RB (N) (% do total) (N) (% do total)
Prevaléncia de HPV
10 (100%) 7 (70%) 10 (100%) 7 (70%)
Prevaléncia de HPV de alto
risco 10 (100%) 4 (40%) 10 (100%) 7 (70%)

Prevaléncia de HPV-16
10 (100%) 4 (40%) 10 (100%) 5 (50%)



Prevaléncia de HPV-18

Percentual de concordancia
entre os resultados dos testes
de genotipagem de HPV

mae-filho com RB

10 (100%)

10 (100%)

4 (40%)

7 (70%)

10 (100%)

10 (100%)
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(continua)

4 (40%)

7 (70%)

Fonte: Elaboragao propria dos autores (2023).

Tabela 10 - Status do HPV nos casos prospectivos de retinoblastoma e nos

esfregacos cervicais maternos correspondentes

Fonte: Shetty et al., 2012 (Supplemental Table II).

RBcase HPV16 HPV18 Maternal Cxscrapings of  HPV16 HPV18
Patient1 |+ + Patient 1 - +
Patient2 |+ + Patient 2 - +
Patient3 - - Patient 3 - -
Patient4 |+ + Patient4 + +
Patient5 |+ + Patient 5 + +
Patient6 - - Patient 6 - -
Patient 7 Patient 7 +

Patient8 - - Patient 8 + -
Patientd - - Patient 9 + -
Patient10 - - Pateint 10 - -

Tabela 11 - Correlacédo do status do HPV com parametros clinicos e histolégicos

HPV16 HPV18
Chi Significa Negativ Chi Significan
Parameter Positive Negative square ce Positive e square ce
(n=26; (n=40; (n=46;
39%) 61%) 70%) (n=20; 30%)
Low socioeconomic
level 79% 74% 0.103 ns 81% 64% 1.23 ns
Family history 0% 5.00% 1.341 ns 0% 10% 4.744 0.089
Consanguinity 17% 10% 0.305 ns 13% 1% 0.022 ns
Male sex 52% 61% 0.451 ns 59% 55% 0.094 ns
Bilateral presentation 40% 26% 1.375 ns 37% 21% 1.448 ns
Differentiation 73% 26% 6.683 0.023 52% 21% 2.847 ns
High stage 57% 54% 0.032 ns 67% 27% 4.906 0.037
>/=50%Apoptosis 64% 61% 1.73 ns 57% 73% 1.413 ns
>/= 50%Necrosis 23% 56% 3.802 0.075 37% 60% 1.561 Ns
>/= 50%Calcification 22% 0% 4.093 ns 13% 0% 1.589 Ns

Fonte: Shetty et al., 2012 (Supplemental Table IlI).
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APENDICE D - ANALISE DE RISCO DE VIES — Escala Newcastle-Ottawa

Tabela 12 - Andlise de risco de viés - Escala Newcastle-Ottawa

Autor, A selecgéo de Ha Os controles Os Ha Houve o Houve Ambos os
ano caso é represe  foram controles comparabi mesmo um grupos
adequada? ntativid provenientes  foram lidade de método mesmo possuem a
adedos damesma definidos casos e para método  mesma taxa
casos? populacdo? como controles deteccdo de de néo-
“sem baseados de HPV determi  resposta?
histéria no para nacgéo
de desenho casos e para
doencas” ouna controles casose
? anélise? ? controle
s?
Shetty  Definitivamente Definitiv Definitivament  Definitiva Definitivam  Definitiva Definitiv Definitivame
etal., sim (baixo risco amente e sim (baixo mente sim  ente sim mente amente nte sim
2012 de viés) - sim risco de viés) (baixo (baixo risco  sim (baixo sim (baixo risco
validacéo (baixo — Casos e risco de de viés) risco de (baixo de viés)
independente riscode  controles viés) viés) risco de
(confirmacgéo viés) vieram do Viés)
histolégica) Tata Memorial
Hospital, em
Mumbai, na
india.
Bhuva  Definitivamente Definitiv.  Definitivament  Definitiva Definitivam  Definitiva Definitiv Definitivame
neswa sim (baixo risco amente e sim (baixo mente sim  ente sim mente amente nte ndo (alto
ri et de viés) - sim risco de Vviés) (baixo (baixo risco  sim (baixo sim risco de
al., validacéo (baixo — Casos risco de de viés) risco de (baixo viés)
2012 independente riscode  vieram do viés) viés) risco de
(confirmacéo viés) Kidwai Vviés) Taxa de
histolégica) Memorial
Institute of perdas nas
Oncology amostras
(KMIO) € 0s cer;ncals .
controles ;nsasi;onas.
vieram do '
Banco de
Olhos Lions,

instituicbes de
referéncia em
Bangalore, na
india.

Legenda: Definitivamente sim (baixo risco de viés), provavelmente sim (incerto), provavelmente nao

(incerto), definitivamente nédo (alto risco de viés).
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Tabela 13 - Tabela dos artigos excluidos da revisao sistematica e meta-analise de

estudos observacionais para avaliar a prevaléncia e genotipagem do HPV em

bidpsias RB e seus espécimes cervicais maternos correspondentes

Autor, ano Titulo Razbes para exclusdo
Ryoo et al., Human papilloma virus in retinoblastoma tissues from Populacédo do estudo néo incluiu as
2013 Korean patients. amostras cervicais maternas.
Anand et al., Prevalence of high-risk human papillomavirus genotypes in Populagao do estudo néo incluiu as
2011 retinoblastoma amostras cervicais maternas
Gillison et al., Human retinoblastoma is not caused by known pRb- Populacado do estudo néo incluiu as
2007 inactivating human DNA tumor viruses amostras cervicais maternas
(continua)
Antoggll etal., Low prevalence of HPV in Brazilian children with retinoblastoma. Populaggo do estl_Jdc_) nao incluiu
11 as amostras cervicais maternas
Montoya-Fuentes Identification of DNA sequences and viral proteins of 6 human Populagédo do estudo nao incluiu
et al., 2003 papillomavirus types in retinoblastoma tissue. as amostras cervicais maternas

Orjuela et al., 2000

Palazzi et al., 2003
Mohan et al., 2009
Shulka et al., 2009

Naru et al., 2016

Jeyaprakash et al.,
2021
Saktanasate et al.,
2018
Javanmard et al.,
2019

Presence of Human Papilloma Virus in Tumor Tissue from
Children with Retinoblastoma: An Alternative Mechanism for
Tumor Development
Detection of oncogenic human papillomavirus in sporadic
retinoblastoma
Detection of human papillomavirus DNA in retinoblastoma
samples: a preliminary study
Infection of human papillomaviruses in cancers of different human
organ sites
HPV-16 detected in one-fourth eyes with retinoblastoma: a
prospective case-control study from North India
Human papillomavirus in retinoblastoma: A tertiary eye care center
study from South India
Human Papillomavirus DNA in Paraffin-Embedded
Retinoblastoma
Molecular evidence of human papillomaviruses in the
retinoblastoma tumor

Populagédo do estudo nao incluiu
as amostras cervicais maternas

Populagéo do estudo néo incluiu
as amostras cervicais maternas
Populagéo do estudo néo incluiu
as amostras cervicais maternas
Populagédo do estudo nao incluiu
as amostras cervicais maternas
Populagéo do estudo néo incluiu
as amostras cervicais maternas
Populagéo do estudo néo incluiu
as amostras cervicais maternas
Populagédo do estudo nao incluiu
as amostras cervicais maternas
Populagéo do estudo néo incluiu
as amostras cervicais maternas



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24082775/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24082775/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21108347/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12926123/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12926123/
https://journals.lww.com/jpho-online/Fulltext/2009/01000/Detection_of_Human_Papillomavirus_DNA_in.3.aspx
https://journals.lww.com/jpho-online/Fulltext/2009/01000/Detection_of_Human_Papillomavirus_DNA_in.3.aspx
https://journals.lww.com/ijmr/Abstract/2009/30030/Infection_of_human_papillomaviruses_in_cancers_of.5.aspx
https://journals.lww.com/ijmr/Abstract/2009/30030/Infection_of_human_papillomaviruses_in_cancers_of.5.aspx
https://www.ingentaconnect.com/content/wk/jpho/2016/00000038/00000005/art00015
https://www.ingentaconnect.com/content/wk/jpho/2016/00000038/00000005/art00015
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jeyaprakash%20K%5BAuthor%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8482879/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8482879/
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Abstract

Introduction: Human papillomavirus (HPV) infection may play an important role in the
development of retinoblastoma (RB) in children. Studies have suggested that HPV
infection may be a potential risk factor for the development of such neoplasia and is
present in up to 82.3% of sporadic RB tumor samples. RB is a malignant tumor that
can be fatal if not diagnosed early. It occurs in 1 in 15,000-18,000 children, making it
an intraocular tumor with the highest incidence in childhood. However, it remains to be
determined whether vertical transmission of HPV represents a possible transmission
route. Currently, there are no systematic reviews on HPV prevalence and genotyping
in children with RB and their corresponding maternal cervical specimens. This review
aims to investigate HPV prevalence in children with RB and their maternal cervical
specimens. The review also aims to investigate the percentage and level of agreement
between the HPV genotyping test results of children with RB and their respective
mothers, evaluating the hypothesis that RB tumor can be related to or caused by
vertical transmission of HPV.

Methods: The systematic review will be performed according to the Cochrane
methodology for observational studies. An overall search strategy will be developed
and adapted for Embase, PubMed, Lilacs and CENTRAL databases, with the date of
consultation until April 2023. Primary outcomes include HPV prevalence and
genotyping in children with RB and their maternal cervical specimens. Secondary
outcomes include the percentage and level of agreement between the HPV genotyping

test results of the children with RB and their respective mothers. The GRADE system


mailto:mariana.cunha@unesp.br

77

will be used to determine quality assessment. Metanalysis if plausible, will be
conducted by Review Manager 5.3 software.

Conclusion: This systematic review may provide evidence to support the hypothesis
that RB is related to or caused by vertical transmission of HPV. A research gap exists
between maternal HPV transmission and its possible role in retinoblastoma. The
findings of this study may highlight the relevance of HPV vaccination in preventing
cervical cancer and HPV-related tumors and help public health care and policies
worldwide.

Systematic review registration: PROSPERO CRD42021256625

Keywords: Human Papillomavirus; genotyping; prevalence; retinoblastoma; vertical

transmission; systematic review.

Introduction

The human papillomavirus (HPV) is the most prevalent sexually transmitted
virus worldwide, representing a significant public health challenge.® Over 200 HPV
types have been completely sequenced and correlated with benign and malignant
neoplasms in the human mucosa and epithelia.? Cervical cancer is the most studied
malignant neoplasm associated with HPV infection.® However, other cancers linked to
it can be mentioned, such as penile, anal, breast, head and neck, lung, and
retinoblastoma (RB), among others.*?

RB is a malignant tumor that can be fatal if not diagnosed early. It occurs in one
in every 15,000-18,000 children, making it the most common pediatric intraocular
neoplasia and the second most common solid tumor in all age groups.'® More than
80% of RB cases worldwide occur in low- and middle-income countries. Unfortunately,
lower life expectancies and cure rates are noted in these areas compared to developed
countries. The supposed reason for this is that risk factors are more prevalent, and
diagnosis and treatment are delayed in undeveloped countries.*** Furthermore,
publications from these regions are scarce, and many countries do not publish their
data on this cancer.®> Therefore, studying the risk factors that may contribute to
increased RB prevalence in low- and middle-income countries is critical for improving

global healthcare planning and policies.
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RB protein (pRb) is a proto-oncogenic tumor suppressor protein that is
dysfunctional in diverse neoplasms, including RB. In humans, this protein is encoded
by the RB1 gene located on chromosome 13; more precisely, 13q14.2.1617 RB
molecular development occurs because of the biallelic inactivation of the RB1 tumor
suppressor gene. Both inactivating mutations are somatic in noninherited RB and
affect most patients, particularly in 60% of all cases.*®° Additionally, pRb is a member
of the pocket protein family and contains pockets for the functional binding of other
proteins. When an oncogenic protein, such as that produced by cells infected with
high-risk HPV, binds to and inactivates pRb, it can result in an HPV-related tumor, as
described in the pathogenesis of cervical cancer.?0:21

Some studies have demonstrated a relationship between high-risk HPV and
noninherited RB, particularly in undeveloped and developing countries. There is an
important overlap between the risk factors for HPV infection and the development of
sporadic RB. Recent molecular and epidemiological studies corroborate the conclusion
that HPV may represent an important risk factor for the development of such neoplasia,
being present in up to 82.3% of tumor samples from patients with sporadic RB. Ethnic
variations and socioepidemiological factors may contribute to the different frequencies
and types of HPV found worldwide.®14

However, there is a research gap regarding whether vertical transmission of
HPV represents a possible route of infection. To date, there have been no systematic
reviews on HPV prevalence and genotyping in children with sporadic RB and their
corresponding maternal cervical specimens, nor the percentage and level of
agreement between the HPV genotyping test results of these two samples.
Considerable evidence shows that maternal transmission of HPV is possible
intrauterine during labor and in the postnatal period.?222 However, few studies have
pointed out that 20% and 50% of RB samples have the same HPV viral type as the
corresponding maternal cervical smear.152425

This systematic review aims to investigate HPV frequency and genotyping in
children with RB and their maternal cervical specimens. In addition, the review will also
investigate the percentage and level of agreement between the HPV genotyping test
results of these two samples, evaluating the hypothesis that cancer can be related to

or caused by vertical transmission of HPV.
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Methods

Study inclusion and exclusion criteria

Inclusion criteria. This review will include observational studies on children with
RB and their mothers, who were both genotyped for HPV.

Exclusion criteria. The review will exclude (i) studies that did not include the
population of interest; (ii) studies that did not assess HPV prevalence and genotyping
in RB biopsies and their respective maternal cervical specimens (or inference was not
possible); (iii) integrative studies and literature reviews, books, book chapters and
reviews, manuals, and technical reports; or (iv) studies that represent a less recent

version of the included research.

Outcomes

Primary outcomes. HPV prevalence and genotyping in children with RB and
their maternal cervical specimens.
Secondary outcomes. Percentage and level of agreement between HPV

genotyping test results of children with RB and their mothers.

Literature search strategies

A model strategy will be created and adapted to search Embase, PubMed,
Lilacs and CENTRAL databases to identify studies involving the mentioned inclusion
criteria. The gray literature will be consulted through Google Academic and the
Catalogue of Theses and Dissertations — CAPES (Coordination for the Improvement
of Higher Education Personnel). Information on ongoing clinical trials will be searched
using the Brazilian Registry of Clinical Trials-ReBEC
(http://www.ensaiosclinicos.gov.br/) and the National Institute of Health Clinical Trials
website (http://clinicaltrials.gov). The final search date will be April 30, 2023. No
language restrictions will be imposed. Medical subject headings terms to be used for
our searches will be "Gammapapillomavirus,” "Papillomavirus infections,”

"Papillomaviridae,” "Retinoblastoma,” “Eye Neoplasms,” “Infectious Disease
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Transmission, Vertical,” and “Vaginal Smears.” The basic search strategy is presented

in Appendix 1, with PubMed as an example.

Data collection and analysis

Selection of studies. For each search strategy, two reviewers (M.B.C. and
M.R.K.R.) will independently evaluate the studies retrieved from the databases in the
following order: title, abstract, and full text. Studies potentially eligible for inclusion in
the review will be selected for full reading, and in case of disagreement, a third reviewer
(A.L.S.F.) will be consulted. A study selection flowchart will be created in accordance
with PRISMA guidelines.?®

Data extraction and management. Data extraction for eligible studies will be
performed by two reviewers (M.B.C. and M.R.K.R.) who will independently extract data
from articles that meet the inclusion criteria. A standardized form will be used to extract
the following information: study site, authors, funded study, number of participants,
objectives, study population, HPV detection method, outcomes, and follow-up.

Studies that do not fully meet the inclusion criteria will be excluded and tabulated

with justification for their exclusion.

Methodological quality, risk of bias, and statistical report

The Newcastle-Ottawa scale will be used to assess the methodological quality
of the observational studies selected by two independent raters (M.B.C. and M.R.K.R.).
The scale consists of eight items covering three dimensions: 1) patient selection (four
items), 2) comparability of the two study arms (two items), and 3) outcome assessment
(three items).?’?® Review Manager software will be used for all analyses, including
meta-analyses if possible.?® However, if meta-analysis is not plausible, the results will
be compiled and reported in tabular form. All tests were two-tailed, and the level of
statistical significance was set at P-values < .05. Discrepancies will be resolved
through discussions with a third author (A.L.S.F.).
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Quality of evidence

The Grading of Recommendations, Assessment, Development, and
Evaluations (GRADE) system will be used to assess the overall strength of the
evidence. In observational studies, the GRADE system evaluates the study’s
limitations, inconsistencies, indirect evidence, inaccuracies, and publication bias and
classifies the evidence as high, moderate, low, or very low. Additionally, observational
studies can be upgraded based on three criteria: (i) a large magnitude of effect, (i) a
dose-response gradient, and (iii) the presence of plausible confounding factors that
would reduce a demonstrated effect or suggest a spurious effect when the results show

no effect.2830
Ethics and dissemination

Ethics approval is not required because no primary data collection will be
conducted. We intend to present the findings of this systematic review in a peer-
reviewed scientific journal. In addition, we plan to present preliminary and completed

outcomes at relevant seminars and congresses.

Discussion

The existing literature emphasizes that HPV may be a potential risk factor for
the development of sporadic RB, particularly in low-income countries.®*4 However, no
systematic review has concomitantly evaluated the prevalence and genotyping of HPV
in sporadic RB biopsies and their respective maternal cervical specimens. This
systematic review will be the first to analyze HPV prevalence and genotyping in
children with RB, their maternal cervical specimens, and the percentage and level of
agreement between the HPV genotyping test results of these two samples.

Evidence on whether RB can be associated with or caused by the vertical
transmission of HPV can be obtained from the findings of this systematic review.
Furthermore, the review will aid the expansion of the current epidemiological data,
improve preventive and medical practices, and assessment of the relevance of HPV

vaccination.
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Supporting information
S1 File. Appendix 1 — Mother Search Strategy.

S2 File. PRISMA-P (Preferred Reporting Items for Systematic review and Meta-
Analysis Protocols) 2015 checklist: recommended items to address in a systematic

review protocol*

S1. APPENDIX - MOTHER SEARCH STRATEGY
PUBMED

#1 "Gammapapillomavirus'[Mesh] OR Gammapapillomaviruses OR Human
papillomavirus 4 OR Human papillomavirus 60

#2 "Papillomavirus infections"[Mesh] OR Papillomavirus Infection OR Human
Papillomavirus Infection OR Human Papillomavirus Infections OR Papillomavirus
Infection, Human OR Papillomavirus Infections, Human OR HPV Infection OR HPV

Infections

#3 "Papillomaviridae"[Mesh] OR Human Papilloma Virus OR Human Papilloma
Viruses OR Papilloma Virus, Human OR Papilloma Viruses, Human OR Virus, Human
Papilloma OR Viruses, Human Papilloma OR HPV, Human Papillomavirus Viruses OR
Human Papillomavirus Viruses OR Human Papillomavirus Virus OR Papillomavirus
Virus, Human OR Papillomavirus Viruses, Human OR Virus, Human Papillomavirus

OR Viruses, Human Papillomavirus

#4 "Retinoblastoma”[Mesh] OR Retinoblastomas OR Neuroblastoma, Retinal
OR Neuroblastomas, Retinal OR Retinal Neuroblastoma OR Retinal Neuroblastomas
OR Glioma, Retinal OR Gliomas, Retinal OR Retinal Glioma OR Retinal Gliomas OR
Eye Cancer, Retinoblastoma OR Cancer, Retinoblastoma Eye OR Cancers,
Retinoblastoma Eye OR Eye Cancers, Retinoblastoma OR Retinoblastoma Eye
Cancer OR Retinoblastoma Eye Cancers OR Glioblastoma, Retinal OR
Glioblastomas, Retinal OR Retinal Glioblastoma OR Retinal Glioblastomas OR
Sporadic Retinoblastoma OR Retinoblastoma, Sporadic OR Retinoblastomas,
Sporadic OR Sporadic Retinoblastomas OR Familial Retinoblastoma OR Familial

Retinoblastomas OR Retinoblastoma, Familial OR Retinoblastomas, Familial OR
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Hereditary Retinoblastoma OR Hereditary Retinoblastomas OR Retinoblastoma,

Hereditary OR Retinoblastomas, Hereditary

#5 “Eye Neoplasms’[Mesh] OR Eye Neoplasm OR Neoplasm, Eye OR
Neoplasms, Eye OR Cancer of Eye OR Eye Cancers OR Cancer of the Eye OR Eye
Cancer OR Cancer, Eye OR Cancers, Eye

#6 “Vaginal Smears’[Mesh] OR Smear, Vaginal OR Smears, Vaginal OR
Vaginal Smear OR Cervical Smears OR Cervical Smear OR Smear, Cervical OR

Smears, Cervical

#7 “Infectious Disease Transmission, Vertical’'lMesh] OR Pathogen
Transmission, Vertical OR Transmission, Vertical Pathogen OR Vertical Pathogen
Transmission OR Vertical Transmission of Infectious Disease OR Vertical Infection
Transmission OR Vertical Infectious Disease Transmission OR Infection Transmission,
Vertical OR Transmission, Vertical Infection OR Maternal-Fetal Infection Transmission
OR Maternal Fetal Infection Transmission OR Transmission, Maternal-Fetal Infection
OR Infection Transmission, Maternal-Fetal OR Infection Transmission, Maternal Fetal
OR Infection Transmission, Fetomaternal OR Mother-to-Child Transmission OR
Mother to Child Transmission OR Mother-to-Child Transmissions OR Transmission,
Mother-to-Child OR Transmissions, Mother-to-Child OR Fetomaternal Infection

Transmission OR Transmission, Fetomaternal Infection

(#1 OR #2 OR #3) AND (#4 OR #5) AND (#6 OR #7)
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