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RESUMO

Fonseca, BO. Ensaio clinico randomizado avaliando a eficdcia do tratamento tépico com
imiquimode em lesdes intraepiteliais cervicais de alto grau. Dissertacdo (Mestrado).
Barretos: Hospital de Cancer de Barretos; 2020

INTRODUCAO: Embora a exérese da zona de transformacdo do Colo Uterino (EZT) seja eficaz
no tratamento das lesGes precursoras do cancer de colo uterino, esse procedimento estd
associado a possiveis complicacdes obstétricas e neonatais como, rotura prematura de
membranas amniédticas, trabalho de parto pré-termo e baixo peso ao nascer. Na busca por
terapia alternativa eficaz e segura, o tratamento com o imiquimode creme 5%, agente
imunomodulador que estimula a imunidade inata e adquirida dirigida contra o Papilomavirus
Humano (HPV) tem se mostrado promissor. Estudos prévios mostram ser favordvel a acao
do imiquimode na regressao e remissdao de lesdes HPV induzidas na vagina e vulva, além de
acréscimo da taxa de clearance do virus nesses sitios, sendo necessaria comprovacao desses
efeitos na mucosa do colo uterino. OBJETIVO: Avaliar a eficacia do tratamento com
imiquimode 5% quanto a regressao histoldgica de lesGes intraepiteliais escamosas cervicais
de alto grau. MATERIAIS E METODOS: Ensaio clinico randomizado de superioridade fase |I.
Amostra composta por 90 pacientes randomizadas entre grupo controle (41 casos) e grupo
experimental (49 casos). As pacientes randomizadas para o grupo controle foram
submetidas a tratamento usual por cirurgia excisional - EZT. Entre as pacientes
randomizadas para o grupo experimental foi aplicado o imunomodulador imiquimode creme
5%, 1 vez por semana, diretamente no colo uterino, durante 12 semanas e, posteriormente,
realizada EZT. RESULTADOS: Na populacdo por protocolo (n=78) foi observada regressao
histolégica em 60,5% das pacientes do grupo experimental e em 22,5% daquelas do grupo
controle (p=0.001). Evidenciou-se maior propor¢ao de margens cirurgicas livres no grupo
experimental (94,7%) quando comparado ao grupo controle (70%) (p=0.004). Na analise por
intencdo de tratamento (n=85), a regressao histoldgica ocorreu em 53,3% das pacientes do
grupo experimental e em 22,5% daquelas do grupo controle (p=0.004). As margens foram
livres em 88,9% das EZTs do grupo experimental e em 70% das do grupo controle. O
imiquimode foi eficaz na regressao histoldgica, tanto por protocolo como por intencdo de
tratamento, independentemente da graduacdo histoldgica (NIC 2 ou NIC 3) ou do tipo de
HPV de alto risco. Ndao foram observados eventos adversos graves e aqueles apresentados,

foram classificados como leves e bem tolerados em ambas as andlises, embora 4 pacientes



(8,2%) do grupo experimental tenham sido descontinuadas do estudo pela persisténcia
desses eventos. CONCLUSOES: O tratamento tépico com imiquimode 5% mostrou-se uma
alternativa eficaz no tratamento de lesdes intraepiteliais cervicais de alto grau.
(ClinicalTrials.gov numero identificador: NCT03233412)

PALAVRAS-CHAVE: lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau; hsil; imunomodulador;

imiquimode; cancer de colo uterino; ensaio clinico;



ABSTRACT

Fonseca, BO. Randomized clinical trial evaluating the efficacy of topical treatment with
imiquimod in high-grade cervical intraepithelial lesions. Thesis (Master's degree). Barretos:
Barretos Cancer Hospital; 2020

INTRODUCTION: Although the large loop excision of the transformation zone (LLETZ) is
effective in the treatment of precursor lesions of cervical cancer, this procedure is associated
with possible obstetric and neonatal complications such as premature rupture of amniotic
membranes, preterm labor and low birth weight. In the search for an effective and safe
alternative therapy, treatment with imiquimod cream 5%, an immunomodulatory agent that
stimulates innate and acquired immunity directed against Human Papillomavirus (HPV) has
shown promise. Previous studies show that the action of imiquimod in the regression and
remission of HPV lesions induced in the vagina and vulva is favorable, in addition to an
increase in the virus clearance rate in these sites, requiring proof of these effects on the
cervical mucosa. OBJECTIVE: To evaluate the efficacy of treatment with 5% imiquimod for
histological regression of high-grade squamous cervical intraepithelial lesions. MATERIALS
AND METHODS: Phase Il superiority randomized clinical trial. Sample composed of 90
patients randomized between control group (41 cases) and experimental group (49 cases).
Patients randomized to the control group underwent usual treatment by excisional surgery -
LLETZ. Among the patients randomized to the experimental group, the immunomodulator
5% imiquimod cream was applied, once a week, directly to the cervix for 12 weeks and,
subsequently, LLETZ was performed. RESULTS: In the population per protocol (n = 78),
histological regression was observed in 60.5% of the patients in the experimental group and
in 22.5% of those in the control group (p = 0.001). There was a higher rate of free surgical
margins in the experimental group (94.7%) when compared to the control group (70%) (p =
0.004). In the intention-to-treat analysis (n = 85), histological regression occurred in 53.3% of
patients in the experimental group and in 22.5% of those in the control group (p = 0.004).
The margins were free in 88.9% of the LLETZ in the experimental group and in 70% of those
in the control group. Imiquimod was effective in histological regression, both by protocol
and intention to treat, regardless of histological grade (NIC 2 or NIC 3) or the type of high-
risk HPV. No serious adverse events were observed and those presented were classified as
mild and well tolerated in both analyzes, although 4 patients (8.2%) from the experimental

group were discontinued from the study due to the persistence of these events.



CONCLUSIONS: Topical treatment with 5% imiquimod proved to be an effective alternative
in the treatment of high-grade cervical intraepithelial lesions. (ClinicalTrials.gov identifier
number: NCT03233412)

KEYWORDS: high-grade squamous intraepithelial lesions; hsil; immunomodulator;

imiquimod; cervical cancer; clinical trial;
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1. INTRODUGAO

1.1 Aspectos epidemioldgicos do cancer do colo uterino

O cancer de colo uterino é a quarta neoplasia mais comum em mulheres no mundo, com
570.000 novos casos em 2018. E mais prevalente apds os 25 anos de idade e é responsével
por cerca de 311.000 mortes anualmente em todo o planeta. Desses dbitos, 87% ocorrem
nos paises menos desenvolvidos ou em desenvolvimento, com até 30 mortes por 100.000
mulheres no continente africano e menos de 2 mortes por 100.000 mulheres na América do
Nortel. No Brasil, estima-se 16.590 novos casos de cancer do colo uterino a cada ano, com
um risco de 15,43 casos a cada 100 mil mulheres. O cancer do colo uterino é o segundo mais
incidente em mulheres nas Regides Norte (21,20/100 mil), Nordeste (17,62/100 mil) e
Centro-Oeste (15,92/100 mil). Na Regido Sul é o quarto em incidéncia (17,48/100 mil) e na
Regido Sudeste, o quinto (12,01/100 mil)2.

1.2 Historia natural

O cancer de colo uterino é considerado evitavel, pois possui estado pré-invasivo longo,
marcado por alteracBes nas células cervicais, decorrentes da infeccdo pelo HPV3. Essa
infeccdo é necessaria, mas ndo suficiente para desenvolver as lesdes intraepiteliais
escamosas cervicais (NIC)3, consideradas precursoras do cancer cervical e, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em sua ultima classificacdo em 2014, divididas em
lesBes intraepiteliais cervicais escamosas de baixo grau (LIEBG - NIC 1) e lesdes intraepiteliais
cervicais escamosas de alto grau (LIEAG - NIC 2 e/ou NIC 3)* > A NIC 1 representa
manifestacdao aguda da infeccdo pelo HPV e tem alta taxa de cura, alcang¢ando regressao,
mesmo quando causada por um HPV de alto risco, de 45,7% em um ano3. Jd a NIC 2 é uma
lesdo intermedidria de dificil diferenciacdao no exame histoldgico de rotina e que mostra uma
taxa de regressdo em um ano de aproximadamente 13,3%. A NIC 3 é uma alteracao
precursora do cancer de colo uterino que pode progredir para doenca invasora, de maneira
lenta, entre 8,1 a 12,6 anos®, tendo uma taxa de progressdo para carcinoma invasor de 26,2
% em 10 anos’.

Aguelas infeccdes com duragao superior a um ano sao consideradas de maior risco para

as lesGes intraepiteliais cervicais escamosas de alto grau (LIEAG), sugerindo que a



carcinogénese resultaria de uma infeccdo persistente ou infeccdo recorrente. Isso explica
porque apenas uma pequena parte das mulheres infectadas desenvolverao NIC de alto grau
e cancer®,

Sabe-se que o risco cumulativo de infec¢do pelo HPV durante a vida é de 80%, sendo
mais comum abaixo dos 20 anos de idade. Porém, nesta faixa etdria, o sistema imune
elimina o virus em aproximadamente 8 meses ou diminui a carga viral em 85-90% em 8-24
meses, com a maioria das NIC se resolvendo espontaneamente nessa populacdo®.

A infeccdo persistente pelo HPV é bastante prevalente em mulheres acometidas por
lesdes de NIC anteriores, principalmente quando s3o de subtipos de alto risco®, com maior
prevaléncia do HPV 16, que estd associado a 55-60% dos canceres de colo uterino no mundo
e do HPV 18, que se relaciona a cerca de 10-15% destes canceres®.

Nas ultimas décadas, programas de rastreio colaboraram na diminuicao da incidéncia do
cancer de colo uterino, com até 80% de reducdo nos paises onde sdo eficazes® 1°. Essa
tendéncia tem ocorrido devido a deteccdo precoce e o manejo correto das lesdes
precursorast!. Cerca de 500 mil mulheres sdo diagnosticadas com céncer de colo uterino, a
cada ano, no mundo 2.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda que o rastreamento de cancer de
colo uterino deva ser realizado entre os 30 e 49 anos de idade, por inspe¢ado visual com acido
acético (VIA), exame citopatoldgico ou teste HPV AR, com intervalo de 3 a 5 anos, se VIA ou
citopatoldgico negativo e intervalo minimo de 5 anos, se teste HPV AR negativo'3. A U.S.
Preventive Services Task Force e o American College of Obstetricians and Gynecologists
preconizam o inicio do rastreio aos 21 anos, com citologia cervical a cada 3 anos e
recomendam o co-teste (citologia mais teste HPV AR) a partir dos 30 anos, em intervalos de
5 anos, até os 65 anos de idade!* 1>,

No Brasil, o rastreamento é realizado com exame citopatoldgico, iniciado aos 25 anos de
idade em mulheres que ja tiveram ou tém atividade sexual. O intervalo entre os exames
deve ser de trés anos, ap6s dois exames negativos com intervalo anual. Sdo coletados até os
64 anos, quando o rastreio é interrompido naquelas mulheres sem histéria prévia de lesdo
precursora e que tenham pelo menos dois exames negativos consecutivos nos ultimos cinco

anost®.



1.3 Tratamento das lesGes precursoras

Mulheres diagnosticadas com LIEAG sdo tratadas com procedimento destrutivo (ablacdo
a laser, termocoagulagdo, crioterapia, cauterizacdo) ou excisional (exérese da zona de
transformacdo [EZT] do colo uterino por bisturi frio, laser ou cirurgia de alta frequéncia),
para prevenir o risco de progressao para o cancer de colo uterino. As técnicas de excisdao sao
preferidas, pois permitem avaliacdo histolégica mais abrangente do tecido extirpado e de
toda a zona de transformacgdo (ZT), ainda com a possibilidade de avaliacdo das margens
cirargicas’.

Técnicas ablativas, apesar de destruirem a ZT de maneira competente, impossibilitam a
avaliacdo histoldgica. Por isso, para que as pacientes possam ser submetidas a terapia
destrutiva, é necessdario que toda ZT seja visivel na colposcopia, ndo haja nenhuma sugestao
de doenga micro invasiva ou invasiva, ndo exista suspeita de lesdao glandular e a citologia e
histologia sejam concordantes!’. Quando esses critérios nd3o sdo respeitados faz-se
necessario o tratamento excisional.

O diagnostico de NIC geralmente ocorre em mulheres na idade reprodutiva. Por isso, o
tratamento, além de seguro e eficaz, ndo deveria comprometer a fertilidade e o sucesso de
gestacdes subsequentes. Porém, a exérese ou ablacdo da porgdo distal do colo uterino
(endocérvice) remove grande numero de glandulas e criptas produtoras de muco que se
concentram proximo ao orificio externo, o que aumenta a média de tempo para
engravidar'?. Assim, mesmo os procedimentos ablativos rasos sdo susceptiveis a remocao
desse tecido'®. Além disso, os procedimentos excisionais aumentam o risco de complicacdes
obstétricas e neonatais relacionadas a integridade do colo, como o parto prematuro, rotura
prematura das membranas amnidticas, baixo peso ao nascer e aumento da mortalidade
perinatal.g' 10-12, 18-21

Kyrgiou et al. relataram, em mulheres tratadas com conizacdo por bisturi frio, riscos para
0 parto pré-termo < 37 semanas (RR: 2.70; 2.14-3.40), rotura prematura de membranas
amnidticas (RR: 4.11; 2.05-8.25) e baixo peso ao nascer <2500 gramas (RR: 2.51; 1.78-3.53).
A EZT por CAF esta relacionada com o parto pré-termo < 37 semanas (RR: 1.56; 1.36-1.79),
rotura prematura de membranas amnidticas (RR: 2.15; 1.48-3.12) e baixo peso ao nascer <
2.500 gramas (RR: 2.11; 1.51-2.94). Os métodos ablativos, embora menos invasivos, também

incrementam o risco de complicacdes obstétricas/neonatais futuras (parto pré-termo < 37



semanas — RR 1.46; 1.27-1.66 e baixo peso ao nascer — RR 1.36; 1.19-1.55). Frega et al.
evidenciaram incremento no risco de parto pré-termo relacionado a EZT prévia por CAF (RR:

2,08; 1,03-4,16) e agravado a medida que se aumenta o volume da peca excisada'®.

1.4 Tratamento clinico

Embora as abordagens terapéuticas cirurgicas para as LIEAG sejam eficazes, o risco de
complicagdes em gestacdes futuras despertou um interesse crescente em tratamento
alternativo®. Agentes tdpicos para tratamento da LIEAG estdo sendo estudados, dentre os
quais, destacam-se, o imiquimode, o 5-fluorouracil e o cidofovir, que em recente revisao
sistematica mostraram regressdo da lesdo, variando entre 43% e 94% em mulheres com NIC
222,

O 5-fluorouracil (5-FU) é um analogo da pirimidina que atua inibindo o alvo da enzima
thymidylate synthase pelo metabolito do 5-FU, que se incorpora no DNA, resultando na
inibicdo da sintese e fun¢do do DNA viral?3. Embora recentes esquemas de tratamento com
doses fracionadas ou diluidas mostrem efeitos adversos tolerdveis?*, o tratamento com 5-FU
pode levar a efeitos colaterais severos, como dor crénica e ulceras da mucosa vaginal de
dificil manejo, resistentes ao tratamento?>. Em um estudo realizado com 94 pacientes com
diagndstico histoldgico de NIC 1 ou NIC 2, o tratamento com 5-FU ndao se mostrou eficaz,
com regressdo da lesdo em 67% das mulheres no grupo tratado com 5-FU e em 72% no
grupo placebo ( p = 0,76)%¢. No entanto, Rahangdale et al. mostraram em pacientes com NIC
2, regressao de 93% no grupo tratado com 5-FU em comparag¢do com 56% do grupo controle
(p=0,01)%.

O cidofovir é uma droga antiviral que se incorpora ao DNA apés fosforilagdo celular por
endocitose, com eficaz citotoxidade viral?”-?%. Em um estudo realizado com 48 pacientes, o
cidofovir mostrou-se competente em NIC 2/3, com regressdo histoldgica demonstrada em
61% das mulheres no grupo tratado, contra 20% no grupo do placebo?®.

O acido all-trans retindico, um metabdlito ativo da vitamina A com efeitos sobre o
crescimento celular, diferenciacdo e apoptose, também tem sido estudado. Os estudos com
esse agente sdo muito divergentes com relacdo ao numero de aplicacdes e ao seguimento

da paciente tratada, com resultados inconclusivos??.



1.5 Imunomoduladores e imiquimode

O crescimento dos conhecimentos de imunologia clinica tem mostrado a fisiopatologia
de doengas causadas por intensificacdo da resposta imune e por imunodeficiéncias que
levam a disturbios em diversas areas da medicina, como a oncologia. A terapia imunoldgica
moderna envolve o uso de imunomoduladores, farmacos tépicos ou sistémicos, que podem
exacerbar ou reduzir a resposta imune?°.

A maioria dos imunomoduladores surgiu empiricamente, embora recentemente, com a
compreensao da fisiopatologia do sistema imune, novos imunomoduladores mais racionais
foram desenvolvidos utilizando-se de citocinas e anticorpos monoclonais3°.

As drogas imunomoduladoras sdo varias e distintas. Dentre as mais importantes,
podemos citar a imunoterapia antigeno-especifica, a imunoglobulina endovenosa, as
proteinas para modificar resposta imune, as imunoterapias génicas, 0s imunossupressores e
quimioterdapicos, as drogas citotdxicas, os inibidores da calcineurina e as imidazoquinolinas,
grupo que inclui o imiquimode?°.

O imiquimode é uma imidazoquinolina amina, um modificador da resposta imune,
aprovado para uso todpico. Embora os estudos in vitro tenham demostrado que o
imiquimode ndo tenha efeito antiviral direto, o farmaco possui atividade antiviral e
antitumoral in vivo, por meio da inducdo de citocinas e aumento da atividade antiviral
citolitica mediada por células3..

A acdo do imiquimode creme 5% inicia 1-4h apds sua aplicacdo tépica3?, com meia vida
de 30 horas®3. Age ativando simultaneamente a imunidade inata e adquirida. Na inata, se
liga aos receptores Toll like 7 e 8 dos macroéfagos, fomentando a producdo de citocinas (IL1,
IL6, IL8, IL10 e IL 12) e INF-alfa e beta. Os INF-alfa limitam a replicacdo viral e, juntamente
com os INF-beta, incitam células natural killer (NK) a destruir células infectadas. Em uma
segunda frente, o imiquimode reforca a ativacao de células dendriticas, que captam e
preparam antigenos para apresenta-los aos orgdos linfaticos, quando, entdo, ocorre um
aumento e proliferacdo de células T CD4, INF-gamma e citocinas, que ativam os linfocitos T
CDS8, altamente citotdxicos ao virus HPV.

Além das duas frentes de agdo, o imiquimode suprime a via de resposta Th2 por meio da

inibicdo de IL4 e IL5, evitando uma resposta inflamatdria sistémica excessiva3? 34 3>,



1.6 Tratamento com imiquimode

O imiquimode foi aprovado em 1997 para o tratamento de verrugas genitais, a maioria
das quais causada pelos HPV 6 e 113°, Recentemente, se mostrou eficaz contra neoplasias
intraepiteliais da vulva e vagina, que também estdo associadas a infec¢do pelo HPV, e se
apresenta promissor em lesdes precursoras do cancer de colo uterino339,

Dois ensaios clinicos randomizados, avaliando lesGes intraepiteliais vulvares (NIV),
demonstraram taxas de reposta de 35 e 89% para o tratamento tépico com imiquimode,
comparado ao grupo placebo, com boa tolerancia ao medicamento, sendo preservada a
anatomia vulvar, a sexualidade e a qualidade de vida3® 3.

Buck et al. demonstraram em mulheres com lesdo intraepitelial vaginal (NIVA) taxa de
resposta de 86%, naquelas tratadas com imiquimode. Duas delas, apresentaram erosoes
vulvares e nenhuma evoluiu para ulceracdo vaginal®°.

Nas lesdes intraepiteliais escamosas cervicais, os poucos estudos disponiveis creditam ao
imigquimode promissora eficacia (Tabela 1).

Chen et al. estudaram a eficdcia do imiquimode 5% para tratar a infeccdo persistente
pelo HPV em pacientes que receberam tratamento cirdrgico para NIC ou NIVA e
encontraram taxa de eliminagao da infecgao de 76,5%. Demonstraram ainda que, apesar do
guestionamento do uso do imiguimode no colo uterino, devido a sua diferenca anatomica
com a pele da vulva, ele tem efeito benéfico na cérvice*®. Um estudo retrospectivo, realizado
em Taiwan, demonstrou taxa de 69% de clearance do HPV em amostras de colo uterino
tratadas com imiquimode por 12 semanas®.

No ensaio clinico realizado por Grimm et al., foi demonstrado que o imiquimode tdpico é
um agente promissor no tratamento da NIC 2-3, com NNT (nUumero necessdrio a tratar) de
2,9 pacientes. A taxa de regressdo das NIC 2-3, com infeccdo por HPV de alto risco, foi de
73%, enquanto no grupo placebo, foi de 39%. Ja a remissao histolégica completa foi de 47%
para o grupo que utilizou o tratamento topico, contra 14% no grupo placebo. Além disso, a
eliminacdo da infeccdo pelo HPV 16 foi de 47% contra 0%, indicando que o uso do
imiquimode poderia contribuir para reducdo das taxas de infeccdo por HPV AR*L,

As possiveis reacGes adversas do tratamento tépico com imigquimode 5% ainda ndo
foram descritas em bula especificadamente para a mucosa cervical, porém, no ensaio clinico

de Grimm et al.*l, com imiquimode na mucosa cervical/vaginal, os principais efeitos



colaterais foram, prurido e dor vulvar, e nenhuma paciente interrompeu o tratamento em
decorréncia dos efeitos colaterais locais. Quanto aos efeitos sistémicos, sintomas gripais e
fadiga, foram observados em 97% e 34% das pacientes com imiquimode e placebo,
respectivamente, e apenas uma paciente interrompeu o tratamento devido a sintomas
persistentes de gripe e fadiga, quatro semanas apds o inicio da aplicacdo. Posteriormente,
foram relatados, em outro estudo, dois casos de efluvio telégeno nessas pacientes do estudo
de Grimm et al. em uso de supositorios de Imiquimode por via vaginal. Nos dois casos, o
efllvio se resolveu apds suspensio do imunomodulador®?.

Em estudo de Lin et al. os efeitos colaterais foram comuns. No entanto, eles geralmente
foram leves a moderados e bem tolerados pelas 72 pacientes, sendo que nenhuma delas
descontinuou o tratamento devido aos efeitos colaterais. As reagdes adversas variaram de,
aumento da descarga vaginal, prurido vulvar e dor, até, cefaléia, mialgia e fadiga. Os
médicos observaram alteracdes na mucosa vaginal (eritema, erosdo, edema) e febre®.

Uma série de casos demonstrou trés eventos adversos, moderados a severos,
observados em estudo holandés com o uso de 12,5mg de imiquimode aplicado via vaginal, 3
vezes por semana, para tratamento de LIEAG. Em um dos casos, 4 dias apds a terceira
aplicacdo vaginal, a paciente foi hospitalizada com mal-estar geral, nduseas persistentes,
diarreia, hiponatremia assintomatica (Na* 126 mmol/L) e leucopenia. Em outro caso, apds 6
semanas de tratamento, a paciente apresentou cefaleia e vertigens, necessitando de
hospitalizacdo. Exames de imagem e do liquor ndao explicaram seus sintomas. Uma terceira
paciente apresentou erosdo espontanea da cérnea, apds 4 semanas de aplicacdo do
imiquimode por via vaginal. Culturas foram negativas para os micro-organismos que
poderiam explicar a erosdo. Em todos os casos, apds interrup¢do do tratamento com o
imiquimode, houve desaparecimento dos sintomas*3.

Em seu uso habitual, as rea¢Ges adversas com imiquimode sdo mais comuns na area de
aplicacdo do produto e incluem, hiperemia, descamacdo, erosdao da pele, escoriacdo e
edema. Também podem ocorrer, prurido, ardéncia, queimacdo ou dor. Menos
frequentemente, podem ocorrer pequenas ulceras e formacdo de vesiculas. Mais raramente,
podem existir reacdes satélites, como, por exemplo, cefaleias, lombalgias, mialgias, fadiga,
sintomas gripais, diarreia e infec¢des fungicas3.

O padrao posoldgico do imiquimode no tratamento de lesdes precursoras do cancer de

colo uterino ndo esta estabelecido, variando de 5 a 16 semanas de duracdo, com frequéncia



que oscila de 1 a 3 vezes por semana*’ 44/, Apesar da conhecida meia vida de 30 horas® e
boa tolerabilidade na pele, ainda ndo sdo claros os graus de possiveis efeitos adversos da
administracdo na mucosa do colo uterino?’. No estudo de Grimm, et al. 30% das pacientes
necessitaram reduzir a dose do supositério de imiquimode pela metade (18,7mg para 9,3mg
por semana da 52 a 162 semana de tratamento) e uma, interrompeu a participacdo no
estudo, também pelos efeitos adversos. Nas 9 mulheres com redugao da dose aplicada, nao
foi demonstrada diferenca nas taxas de remissdo e regressdo, comparado aquelas sem

modificacdo da dose*'.



Tabela 1 — Estudos que avaliaram o tratamento com imiquimode em lesGes intraepiteliais cervicais.

12 autor N2 pacientes Graus de lesdo Dose imiquimode Duragao Regressao Remissao
ANO tratamento

Grimm#* 59 NIC2,3 12/22 SEM: 6,250mg/sem 16 sem Imi: 22/30 (73%) Imi: 14/30 (47%)
2012 32/42 SEM: 12,5mg/sem PCB: 11/28 (39%) PCB: 4/28 (14%)

52-162 SEM: 18,750mg/sem
(SUPOSITORIO VAGINAL)

Clearance HPV

Imi: 18/30 (60%)
PCB: 4/28 (14%)

Particularidades: Foram incluidas paciente menores de 18 anos/ alta taxa de pacientes NIC 2(63%). Pacientes com regressao ou remissdo ndo foram submetidas a procedimentos excisionais.

92 Gr 1: HPV AR + cito e bidpsias negativas + 12,5 mg creme auto 12 sem Gr1:7/26 (27%) Gr 1:17/26 (65%)
tratamento prévio aplicagdo sem auxilio de Gr 2:9/20 (45%) Gr 2:9/20 (45%)
Gr 2: Cito alterado com bidpsia negativa aplicador vaginal em dias Gr 3:13/26 (50%) Gr3:11/26 (42%)
Gr 3: Diagnéstico histoldgico de NIC 1,2 ou 3 alternados ou pelo menos
ouNIVA1,20u3 2x/semana

pacientes com lesdo de baixo grau, que por si s6 tem alta taxa de regressao.

Pachman?’ 56 NIC 2,3 OU NIC 1 PERSISTENTE 2,5 mg creme 5sem - -
2012 Imi + Exc (28) 2x semana
Apenas Exc (28) Aplicado pelo profissional

Particularidades: Dose de apenas 2,5mg (50mg creme a 5%) 2 vezes por semana por 5 semanas, justificada pelo desconhecimento da meia vida e efeitos colaterais em mucosa.
Objetivo inicial: 152 pacientes, porém apenas 56 foram incluidas (dificuldade para comparecer a clinica) ExcisGes: EZT, laser, crio ou conizagdo com bisturi frio

36 incluidas NIC1,2,3 N3o relatada 8 sem - Imi: 14/20 (70%)
20 finalizaram 14 (NIC 2, 3) Frequéncia: 1 x/sem
6 (NIC1) Aplicado pelo profissional

Particularidades: Estudo ndo detalha a idade das pacientes e a dose do Imiquimode utilizada, além de incluir lesdes de baixo grau que por si sé tem alta taxa de remiss3o.

Koeneman*® Previam: 120 NIC2,3 12,5 mg 3x/semana 16 sem Observacdo (6): regressdo (2), persisténcia (2),
2017 Incluiram: 12 Auto aplicagdo optou por EZT (2)
(TOPIC) Aplicador vaginal Imiquimode (3): regressdo (2), optou por EZT (1)
Excisional (3)

Gr 1:18/26 (69%)

Gr 2:9/20 (45%)

Gr3:11/26 (42%)

Particularidades: O estudo incluiu NIC e NIVA juntamente nos resultados. O grupo com melhor resposta tinha tratamento prévio que pode ter contribuido para o resultado. No grupo 3 foram incluidas

Imi: 11/26 (42%)
Exc: 7/23 (30%)

Imi: 18/30 (60%)
PCB: 4/28 (14%)

Particularidades: Foi encerrado 9 meses apds o inicio pois as pacientes preferiam ser submetidas ao tratamento cirdrgico. S6 manifestavam desejo do uso do imunomodulador aquelas que planejavam

gestagdo futura.

Sande* Previsdo: 433 NIC 1,2 OU 3 recidivado ou persistente apds 12,5mg 3 x/semana 16 sem -- -
2018 Estudo Piloto: 35 tratamento cirdrgico prévio Auto aplicagdo
(TOPIC 2) Aplicador vaginal

Legenda: Imi: imiquimode, PCB: Placebo, SEM: Semanas, Exc: excisional, NIC: Lesdo intraepitelial cervical escamosa, EZT: Exérese da zona de transformagéo, LIEAG: Lesdo intraepitelial cervical de alto grau
Fonte: Grimm et al.*}, Lin et al.?, Pachman et al*’, Koeneman et al.*¢, Jung et al.*, Sande et al.**. Adaptado de CJ de Witte et al., 2015%°

Particularidades: Espera comparar a eficacia do imiquimode versus tratamento excisional apds 26 semanas de seguimento em pacientes recidivadas de LIEAG ja tratadas com cirurgia prévia
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2 JUSTIFICATIVA

Avaliar opcgdo terapéutica clinica no tratamento da LIEAG, que possa substituir o
tratamento cirdrgico ou diminuir a profundidade da porg¢do excisada do colo uterino, em
mulheres com desejo de gestar ou com alguma contraindicacdo ao procedimento cirdrgico

padrao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo primario
Avaliar a eficacia do tratamento com imiquimode 5% quanto a regressao histolégica de

lesdes intraepiteliais escamosas cervicais de alto grau.

3.2 Objetivos secundarios

e Avaliar os efeitos adversos locais e sistémicos do tratamento com imiquimode tépico
no colo uterino;

e Comparar a diferenca de resposta entre NIC 2 e NIC 3 para a regressao histoldgica;

e Comparar a diferenca de resposta entre HPV 16, 18 e outros, para a regressao
histoldgica;

e Avaliar o impacto do uso de Imiquimode tdpico no comprometimento das margens

cirdrgicas do espécime excisado por LIEAG.
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4. HIPOTESE DO ESTUDO

A hipétese do estudo é que a aplicagao tdpica do imiquimode creme 5% mostre-se eficaz

e segura para o tratamento de lesdes precursoras do cancer de colo uterino.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um ensaio clinico randomizado de superioridade, fase Il, sem cegamento e
em bragos paralelos. No grupo controle as pacientes foram submetidas ao tratamento
cirdrgico padrao e no grupo experimental as pacientes foram submetidas a 12 aplicagdes

toépicas semanais do imunomodulador imiquimode, anteriormente a cirurgia padrao.

5.2 Calculo amostral

Foi realizado cdlculo amostral baseando-se nos resultados de regressdao da lesao
intraepitelial cervical escamosa de alto grau entre os grupos comparados por Grimm et al.*!,
Considerando um nivel de significancia de 5% e poder do teste de 90%, estimou-se, a partir
do Software G-Power, um nimero (n) de 41 pacientes para cada grupo. Assumindo-se uma
taxa de perda de seguimento de 20% para o grupo experimental e no intuito de equiparar os
grupos ao final do estudo, foram acrescentadas 8 pacientes ao grupo experimental,

perfazendo o total de 90 pacientes.

5.3 Populagio do estudo

A casuistica foi constituida por mulheres entre 25 e 50 anos de idade, residentes a
menos de 300 km da cidade de Barretos-SP, com diagndstico histoldgico de lesdo
intraepitelial cervical escamosa de alto grau, obtido por meio de bidpsia guiada por
colposcopia, realizada no departamento de prevencdo do Hospital de Cancer de Barretos
(HCB).

Os seguintes critérios de exclusdo foram adotados: 1) suspeita de carcinoma escamoso
invasor ou Adenocarcinoma (in situ ou invasor) por colposcopia e/ou citologia;2) gestante ou
lactante; 3) condicdo de imunodeficiéncia; 4) tratamento prévio para lesdo intraepitelial
escamosa cervical de alto grau.

As pacientes foram convidadas a participar do estudo, pelo médico responsavel pela
conducdo do caso, no momento da consulta, quando o diagndstico de LIEAG foi
apresentado. Com a aceitacdo da paciente, foi aplicado o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido — TCLE (Anexo A) pelo préprio médico atendente.
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No periodo de agosto de 2017 a abril de 2019, 107 mulheres foram selecionadas como
possiveis participantes do estudo, porém 17 ndo foram incluidas por ndo concordarem em
participar. Das mulheres que negaram a participagao, 14 justificaram a recusa e dessas, nove
alegaram o empecilho da distancia entre sua residéncia e o local do tratamento, visto que,
haveria necessidade de viagem semanal por 12 semanas; duas, alegaram ndo querer faltar
ao emprego nos dias das aplicacGes; outras duas, preferiam o tratamento cirdrgico imediato
e, finalizando as 14 justificativas, uma paciente se recusou a participar pois, por sequela de
paralisia infantil, sentia-se muito desconfortavel em posicdo ginecoldgica, posicao esta que
seria necessdrio semanalmente. A casuistica final foi composta por 90 mulheres, sendo, 41,
no grupo controle e 49, no grupo experimental (Figura 1).

A populagao do estudo foi analisada em duas situagdes distintas: 1) Intengdao de
tratamento: foram incluidas as participantes randomizadas com diagndstico histoldgico
confirmado de LIEAG, que cumpriram o protocolo do estudo totalmente e aquelas que o
cumpriram parcialmente. Foram excluidas desta analise, embasado na diretriz ICH E9°°, as
pacientes em que: a) nenhum tratamento foi aplicado, b) ndo hd dados completos
disponiveis e c) houve falha nos principais critérios de inclusdo. 2) Por protocolo: foram
incluidas as pacientes randomizadas com diagndstico histoldgico confirmado de LIEAG, que

cumpriram todo o protocolo do estudo.

5.4 Randomizac¢ao

Realizou-se a randomizac¢do por meio da plataforma online REDCap®! (hcbredcap.com.br)
considerando-se alocacdo randdmica simples de entrada no estudo.

Essa alocacdo foi gerada online, por colaborador do nucleo de apoio ao pesquisador
(NAP) do HCB, e transmitido via telefone ao pesquisador, que informava o grupo a paciente
participante da pesquisa.

As mulheres foram divididas em: Grupo 1 - Controle, ao qual foi oferecido o tratamento
padrdo, que é a exérese da zona de transformacdo (EZT) do colo uterino por cirurgia de alta
frequéncia, al¢a diatérmica em corrente mista e Grupo2 - grupo experimental, ao qual foi
oferecido creme de imiquimode 5%, aplicado semanalmente no colo uterino, por 12

semanas, seguido do tratamento padrao com EZT do colo uterino.
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Pacientes selecionadas (n=107)

N&o incluidas (n =17)

- Ndo concordaram em participar (n=17)

Randomizadas (n=90)

‘L

(n=41)

Excluidas apds revisdo histolégica (n=1)
- Auséncia de LIEAG: 1°%

(n =49)
Excluidas apds revisdo histoldgica (n=3)
- Auséncia de LIEAG: 2°%

. . *
- Carcinoma de células escamosas: 1°%

Alocadas para o Grupo Controle (EZT)
(n=40)

v

Alocadas para o Grupo Experimental
(Imiquimode + EZT)
(n=46)

Y

Perda de seguimento (n= 3)
- Dificuldade com transporte até o local

de aplicagdo: n= 38

Intervencdo descontinuada (n=5)
- Efeitos colaterais sistémicos grau 1: 48

- Gestacao: 178

A4

Analisadas
Intengdo de tratar: 40
Por protocolo: 40

l

Analisadas
Intengdo de tratamento: 45
Por protocolo: 38

* Pacientes retiradas da andlise intencdo de tratamento.

§ Pacientes retiradas da andlise por protocolo.

Figura 1 — Fluxograma da randomizacdo e progresso do ensaio clinico (CONSORT>?)
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5.5 Condugado das pacientes

Todas as pacientes, imediatamente apds a randomizacao, foram submetidas a um breve
guestionario (Anexo B), com informagdes quanto aos dados sociodemograficos (idade, cor,
escolaridade, data de nascimento, peso, altura, comorbidades médicas, uso de medicacdes,
tabagismo), antecedentes ginecoldgicos e obstétricos (cirurgias ginecoldgicas, paridade,
anticoncepc¢do), dados clinicos gerais e informacBes da colposcopia inicial. A idade foi
categorizada em <30 anos ou > 30 anos, pois, segundo a organizacgdo mundial de
saude(OMS), esta é a idade para inicio do rastreamento de cancer de colo uterino em paises
com baixos recursos?’3,

As pacientes randomizadas para o grupo experimental foram submetidas a aplicacdo de
imiquimode creme 5% 250mg no colo uterino, em frequéncia semanal de aplicacdo até se
completarem 12 ciclos e, posteriormente, submetidas a EZT agendada, no maximo, 30 dias

apos a ultima dose do imiquimode (Figura 2).
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Figura 2 - Fluxograma da metodologia do estudo e momentos de avaliagcdo - Grupo Experimental.

Aguelas pacientes randomizadas para o grupo controle tiveram o procedimento de EZT
agendado para 60 a 90 dias apds o diagndstico, considerando-se o agendamento habitual e

disponibilidade de vaga para tratamento do Setor de Prevencao de Cancer do HCB (Figura 3).
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Foram coletados das pacientes de ambos os grupos a citologia cervical em meio liquido
(SurePath®) e o teste molecular para detectar o Papilomavirus Humano de alto risco (HPV
AR), imediatamente antes do tratamento, ou seja, anterior a EZT no grupo controle e
anterior a primeira aplicacdo do imiquimode no grupo experimental.

O teste molecular para detecgdo do HPV AR utilizado, Cobas® - Roche®, consiste em
teste qualitativo para deteccdo do HPV DNA, utilizando amplificacdo do DNA por reacdo da
cadeia de polimerase (PCR) e hibridizagdo do acido nucléico para detec¢ao de 14 tipos de
alto risco do HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68), que sdo apresentados
na forma de 3 resultados: (1) HPV 16, (2) HPV 18, (3) HPV Outros n3o 16/18.>2

As pacientes do grupo experimental ainda realizaram, antes da primeira aplicagao do
imunomodulador, teste para deteccdao qualitativa de hCG na urina (HCG teste plus, INLAB,
Sao Paulo, Brasil). O teste de hCG na urina foi repetido quando relatado atraso menstrual
pela participante. Naquelas do grupo controle, foi coletado Cobas® e citologia cervical
imediatamente antes da EZT e teste de gravidez no soro (beta-hCG) uma semana antes do

procedimento cirurgico.

5.6 Aplicacao do produto

Para as aplicacbes do imiquimode, as participantes foram colocadas em posicdo
ginecoldgica e submetidas ao exame especular, por médico envolvido no estudo, auxiliado
por uma técnica de enfermagem. Disponivel em um saché de 250mg a 5%, o imiquimode foi
aplicado diretamente sobre o colo uterino, com uma escova descartavel de cerdas macias —
Viba Rovers® (Figura 4), de modo que o produto cobrisse toda a lesdo visivel e a zona de
transformacdo-ZT (Figura 5). Como, apds a aplicacdo local do Imiquimode verificou-se
aderéncia adequada do mesmo a superficie cervical ndo houve necessidade da colocacdo de

gualquer material para evitar a saida do medicamento

—
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Figura 4 — Escova Viba Rovers®

Figura 5 — Aplicagdo do imunomodulador imiquimode no colo uterino. A) Inicio da aplicagdo; B) Imiquimode
atingindo toda Zona de Transformagéo (ZT); C) Imiquimode abrangendo toda lesdo e ZT.

No intervalo entre as aplicacdes, as participantes foram orientadas a permanecerem 72
horas sem relagdao sexual, no intuito de se evitar qualquer tipo de manifestacdo clinica
indesejada no parceiro.

Anteriormente a sétima semana de aplicacdo de imiquimode, as participantes foram
submetidas a uma nova avaliacdo colposcépica, no intuito de avaliar a resposta clinica na
metade do periodo instituido para o tratamento tépico. A fim de minimizar o viés de
observacdo, essa colposcopia foi realizada por um médico diferente daquele que
habitualmente aplica o imunomodulador. Os casos com piora da lesao inicial ou novo foco
de lesdao foram biopsiados. Nos casos em que ndo se evidenciou lesdo remanescente, foi
realizada curetagem endocervical, com o propdsito de se identificar possiveis lesdes ocultas.

As aplicagdes do primeiro ciclo do imiquimode foram registradas no questionario inicial
ja descrito (Anexo B).

As aplicacdes de niumeros 2 a 6 e 8 a 12, foram registradas em formuldrio do estudo
(Anexo C), que abrangeu os dados gerais da paciente, o lote do produto, o numero da
aplicacdo, a data da préxima aplicagdo, as queixas relatadas pela paciente, além do exame
fisico, realizado pelo médico, que incluia dados de pressdo arterial em mmHg, temperatura
axilar em °C e possiveis alteracdes observadas no exame fisico ginecoldgico.

Entre o quinto e décimo dia posteriores a aplicacao, nova administracdao do imiquimode
era agendada, até se completarem 12 ciclos. Se, no dia da aplicacdo, a paciente se
apresentasse no periodo menstrual, o tratamento era postergado em até 7 dias.

A sétima aplicacdo foi registrada em formulario especifico, pois incluia, além dos dados
dos questiondrios anteriores, informagdes quanto a colposcopia realizada e da necessidade

ou ndo de bidpsia ou curetagem endocervical (Anexo D).
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Apds o término das 12 aplicacdes, todas as pacientes foram novamente submetidas a
exame colposcépico, imediatamente antes do procedimento cirurgico (EZT) agendado para,
no maximo, 30 dias apds a ultima aplicacao.

Independentemente do resultado dessa colposcopia, todas as pacientes do grupo
experimental foram submetidas a EZT do colo uterino, sendo o procedimento excisional

realizado em ambiente ambulatorial no Departamento de Prevengdao do HCB.

5.7 Exérese da zona de transformagao (EZT)

Todas as pacientes incluidas no estudo foram submetidas a procedimento excisional do
colo uterino (retirada cirurgica da zona de transformacao do colo uterino com auxilio de alca
diatérmica) visto este ser considerado o atual procedimento padrdo ouro para tratamento
de lesdes precursoras do cancer de colo uterino?’.

Esse procedimento foi realizado sempre pelo mesmo médico (B.O.F) seguindo o
protocolo da instituicao.

Essas mulheres foram, apds analgesia local com mepivacaina, submetidas a EZT do colo
uterino, seguida de fulguracdo da cratera operatéria com preservacao do canal endocervical
pérvio. Foram utilizadas alcas diatérmicas (Figura 6) conectadas a um equipamento gerador
de alta frequéncia (HF-120 50 Watts, WEM, Ribeirdo Preto, Brasil).

Os tecidos excisados foram encaminhados para avaliagdo anatomopatoldgica no
departamento de patologia do préprio hospital.

Tanto a EZT quanto a colposcopia prévia a este procedimento, foram documentadas em

formulario especifico (Anexo E).

Figura 6: Modelo de alca diatérmica utilizado
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5.8 Avaliacao anatomopatoloégica

Todos os espécimes removidos das pacientes do estudo foram encaminhados ao
departamento de patologia do HCB, onde foram processados e avaliados por médicos
patologistas da instituicdo. Um laudo padronizado (Anexo G) foi utilizado para fornecer o
resultado destes procedimentos.

As bidpsias dirigidas por colposcopia, que diagnosticaram a lesao cervical de alto grau,
responsavel pela inclusao das mulheres no estudo, foram revisadas por um segundo
patologista de forma retrospectiva. As pec¢as de EZT do colo uterino também foram avaliadas
por dois patologistas, separadamente. Nos casos em que houve discordancia diagndstica, os
patologistas analisaram em conjunto, chegando a um diagndstico de consenso.

Nos casos de duvida diagndstica entre lesdo intraepitelial escamosa de alto grau e seus
simuladores (lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau, metaplasia escamosa, reparo e
atrofia), exame imuno-histoquimico (pl16 e KI67) complementar foi realizado. A
interpretacdo do P16 foi considerada positiva quando nuclear e citoplasmatica em bloco e,
nestes casos, o diagndstico final foi de LIEAG. Em situa¢des que o P16 foi duvidoso o ki-67 foi
realizado de forma adicional para conclusao diagndstica.

A p16 é uma proteina reguladora do ciclo celular e sua fungdo é regular a proliferacao de
células em fase G1-S. Tem reciprocidade com a proteina supressora de tumor pRb. A sobre-
expressao de pl16 pode ser encontrada nas células com pRb inativa, que é vulgarmente
presente na infeccdo pelo HPV. A Ki67 é uma proteina nuclear e nucleolar, expressa apenas
em fases ativas do ciclo celular e a sua sobre-expressdo se correlaciona com elevada
proliferacdo celular®3. Sob condicdes fisiologicamente normais, a sobre-expressdo de p16 e
Ki-67 sdo mutuamente exclusivas e, portanto, ndao deveriam ser encontradas na mesma
célula epitelial do colo uterino. Por isso, a coexpressdo de pl6 / Ki-67 é um sinal de
desregulacdo do ciclo celular, induzida por HPV de alto risco, podendo ser usada como um
indicador da presenca de lesdes intraepiteliais cervicais de alto grau®*>®.

O diagndstico histoldgico dos espécimes foi padronizado em cervicite, NIC 1, NIC 2, NIC 3
ou lesdo invasora. Na impossibilidade de graduacdo da lesdo intraepitelial cervical escamosa
de alto grau em NIC 2 ou 3, esta foi laudada como NIC alto grau.

Nas pecas da EZT, as medidas do espécime do colo uterino, em especial a profundidade e
status das margens cirdrgicas, foram detalhadas. Quando comprometidas, foram

classificadas como endocervical, ectocervical ou ambas.
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Consideramos: 1) Regressdo: quando, na peca da EZT, for diagnosticada Lesdo
Intraepitelial Cervical Escamosa de Baixo Grau — LIEBG (NIC 1) ou cervicite; 2) Persisténcia:
guando, na peca da EZT, for diagnosticada Lesdo Intraepitelial Cervical Escamosa de Alto
Grau — LIEAG (NIC 2 ou NIC 3); 3) Progressao: quando, na peca da EZT, for diagnosticado

carcinoma cervical invasor.

5.9 Eventos adversos

As participantes do grupo experimental foram orientadas quanto aos possiveis eventos
adversos do farmaco, sendo disponibilizado atendimento médico de urgéncia 24 horas por
dia, no HCB. Elas também foram avaliadas ambulatorialmente uma vez por semana, sempre
com exame médico ginecoldgico.

Os eventos adversos foram documentados (Anexos C e D) de acordo com as queixas
relatadas pelas pacientes nas consultas semanais ou observadas no exame fisico
ginecoldgico, também realizado semanalmente. Foram graduados, segundo o common
terminology criteria for adverse events guidelines (CTCAE) v.4.03°7, desde o grau 0 (sem
sintomas) ao grau 5 (morte). Foi estipulada conduta especifica dependente da classificacdo
do evento observado: Grau 1 - aplicagdao do imiquimode mantida desde que a paciente
assim desejasse, além da prescricdo de medicacao sintomdtica caso necessario. Grau 2 -
aplicacdo do imiguimode suspensa, tratamento do evento adverso e reavaliacdo 7 dias apds
o inicio dos sintomas para decisdao da continuidade ou ndao da medicacdo imunomoduladora.
Grau 3 ou maior - suspensdo da aplicacdo do imiquimode, tratamento do evento adverso e
agendamento da EZT assim que possivel.

No caso de teste positivo para gravidez também foi estipulado suspensdo do tratamento,
encaminhamento para seguimento pré-natal e manutencdao do seguimento colposcépico
trimestralmente durante a gestacao.

Durante o estudo foi publicado o protocolo CTCAE v.5°% em 27 de novembro de 2017,
porém ndo houve nenhuma mudanca significativa no escore dos eventos adversos do
sistema reprodutor feminino. Sendo assim, foi mantida a classificacdo utilizada desde o inicio
do estudo, baseada no CTCAE v.4.03.

5.10 Analise Estatistica
O banco de dados foi estruturado e analisado por meio do programa Statistical Package

Social Science (SPSS), versdao 21.0. A amostra foi caracterizada a partir da média, desvio
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padrdo, minimo e mdaximo, para as variaveis quantitativas, e pelas frequéncias relativas e
absolutas, para as qualitativas. A normalidade dos dados foi verificada a partir do teste
Shapiro-Wilks e Kolmogorov_Smirnof. O nimero médio de pacientes que precisam receber a
intervencdo para que o desfecho ocorra foi calculado pelo nimero necessdrio a tratar (NNT),
calculado pelo inverso da reducdo absoluta de risco (RAR). A RAR foi calculada pela
porcentagem de desfechos positivos no grupo controle, subtraida da quantidade de
desfechos positivos do grupo experimental. Para as comparacdes por grupos, utilizamos os
testes Qui-quadrado ou Exato de Fisher e Mann-Whitney. As caracteristicas com p < 0.20,
nas referidas analises, foram selecionadas para ajustar o modelo de regressao logistica
multipla através do qual estimamos a Odds Ratio (OR) e seu respectivo intervalo de
confianga 95% (IC 95%). O modelo final foi ajustado com as varidveis com p< 0.05. O nivel de

significancia assumido para os demais testes foi de 5%.

5.11 Aspectos éticos

O presente estudo obteve aprovacao do comité de ética em pesquisa (CEP) do HCB em
22 de junho de 2017, conforme o parecer numero 2.133.654 (Anexo F) e foi registrado no
Clinical Trials com o numero, NCT03233412.

As mulheres que concordaram em participar, manifestaram sua anuéncia por meio da
assinatura do TCLE (Anexo A), que foi aplicado pelo médico responsdvel pelo caso no
ambulatério de prevencao do HCB. Apds a assinatura do TCLE, este era recolhido pela

colaboradora do NAP e entregue ao pesquisador principal para arquivamento.

5.12 Critérios de suspensao do estudo

A suspensdo do estudo foi prevista em caso de ocorréncia de um ou mais de um dos
seguintes critérios: 1) morte ou sequela grave a paciente do estudo em decorréncia de
efeito relacionado ao imiquimode creme 5%; 2) morte ou sequela grave relatada em outro
estudo de mesmas caracteristicas e com o mesmo farmaco (imiquimode creme 5%); 3) Piora
no padrdo da les3o inicial e/ou piora do grau histoldgico (quando realizada bidpsia) em 10%
ou mais das mulheres do grupo tratado com imiquimode, em avaliacdo colposcdpica, na
metade do tratamento (72 semana); 4) efeitos colaterais grau 3 ou maior, pelos critérios do
CTCAE 4.03, em 10% ou mais das pacientes do grupo experimental; 5) avaliagdo interina

indicativa que os dados encontrados sdo futeis e ndo representardao beneficio para as
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pacientes e a comunidade cientifica; 6) interrup¢do da producdo e/ou do fornecimento do

farmaco testado.

5.13 Seguimento das pacientes

Todas as mulheres submetidas a EZT foram agendadas para retorno ao ambulatério
entre 30 e 60 dias apds o procedimento, para avaliagdo, orientacdes e registro dos
resultados da citologia, teste Cobas® HPV pré-tratamento, laudo anatomopatoldgico da EZT,
margens cirurgicas e profundidade da peca (Anexo E).

ApOds essa primeira avaliacdo, o protocolo previu avaliagdes semestrais por, no minimo,
dois anos, com coleta e documentacdo no prontudrio dos dados da anamnese, exame fisico,
exame citopatoldgico, teste molecular HPV AR, colposcopia e biopsia cervical (quando
necessaria) (Anexo H). Ao final dos dois anos de seguimento, aquelas pacientes que tiverem
todas as avaliagdes colpo-citolégicas, pds EZT, negativas, terdo alta do ambulatério.
Naquelas com persisténcia ou recorréncia da LIEAG serd realizado um novo procedimento
cirdrgico excisional (EZT). Caso ndo haja condi¢cOes para a este novo procedimento, sera

considerada a histerectomia.

5.14 Or¢camento e Financiamento

O custo do medicamento Ixium® (imiquimode), das pacientes do grupo experimental,
foi financiado pelo laboratério FARMOQUIMICA S.A., sob contrato de doagdo (Anexo I). Os
custos com o material de consumo, as escovas Viba Rovers® e demais testes, ficaram por

conta do pesquisador.



28

RESULTADOS



29

6 RESULTADOS

Foram incluidas e randomizadas no estudo um total de 90 participantes, que foram
analisadas em duas populag¢des distintas:

- Intencdo de tratamento (ITT): incluiu as participantes randomizadas com diagndstico
histolégico confirmado de LIEAG, que cumpriram o protocolo do estudo totalmente e
aquelas que o cumpriram parcialmente. Nessa populacdo, foram retiradas da andlise aquelas
participantes que, a revisao da amostra histoldgica de entrada no estudo, ndo foi confirmada
LIEAG, uma pertencente ao grupo controle com diagndstico modificado para cervicite
cronica e trés, pertencentes ao grupo experimental, sendo que, em duas delas, o diagndstico
foi modificado para NIC 1 e em uma delas, foi modificado para carcinoma invasor de células
escamosas do colo uterino. Também foi retirada uma paciente que engravidou durante o
tratamento imunomodulador e, por nao ter sido submetida a EZT do colo uterino, nao foi
possivel a avaliacdo da evolucdo histolégica da LIEAG. Na andlise ITT, contou-se com 40
participantes no grupo controle e 45 no grupo experimental, num total de 85 mulheres.

A paciente com carcinoma invasor a revisao da amostra histolégica de entrada no estudo
foi submetida a EZT do colo uterino com diagndstico de carcinoma adenoescamoso B2,
sendo posteriormente submetida a histerectomia total radical + linfadenectomia pélvica
bilateral. O laudo anatomopatolégico confirmou o diagnéstico de carcinoma adenoescamoso
de colo uterino medindo 4,2 x 1,0 x 1,0 cm invadindo até o 1/3 externo do colo, com
margens livres. Foi indicada posteriormente, em reunido multidisciplinar, radioterapia
externa adjuvante.

A paciente que engravidou teve seu tratamento imunomodulador interrompido na 52
semana de gestacdo, quando ja havia sido submetida a 8 aplicagdes de imiquimode 5%. Fez
acompanhamento pré-natal regular e nenhum efeito teratogénico foi observado durante a
gestacdo. O parto ocorreu a termo, por via cesariana, sem intercorréncias. O recém-nascido
encontra-se com 4 meses de vida e a paciente estd em seguimento no ambulatério de
colposcopia, sendo conduzida conforme o protocolo assistencial da instituicdo.

- Por protocolo (PP): incluiu as pacientes randomizadas com diagndstico histoldgico
confirmado de LIEAG, que cumpriram todo o protocolo do estudo. Nessa populagao, foram
retiradas da analise, além das 4 pacientes jd mencionadas na analise ITT, outras sete

pacientes do grupo experimental, por perda de seguimento ou por intervengio
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descontinuada, com justificativas detalhadas posteriormente. A populacdo analisada PP foi
composta por 40 participantes no grupo controle e 38, no grupo experimental, num total de
78 mulheres.

Quatro pacientes do grupo experimental tiveram sua intervencdo descontinuada por
efeitos colaterais sistémicos (CTCAE) grau 1, persistentes. Os efeitos referidos foram: (1)
distensao abdominal persistente na 42 semana de aplicagdo; (2) cefaleia e mialgia
persistentes na 32 semana; (3) célica persistente na 42 semana e (4) reacdo alérgica referida
pela paciente e ndo evidenciada ao exame clinico na 22 semana de aplicagao.

Outras trés pacientes também alocadas no grupo experimental perderam o seguimento
devido a impossibilidade de transporte semanal entre a cidade de residéncia e o HCB.

Todas as pacientes retiradas da analise do estudo tiveram seu acompanhamento e
tratamento realizado no HCB conforme o protocolo institucional padrao para o diagndstico.

As tabelas 2 e 3 mostram a distribuicdo das varidveis sociodemograficas, clinicas e
antecedentes pessoais das participantes do estudo na populacdo analisada PP e por ITT,
respectivamente. Analisando PP, os grupos sao comparaveis entre si, ndo havendo diferenca
significativa entre as variaveis. Por ITT, mostram-se desbalanceados os grupos experimental
e controle quando se avalia a genotipagem HPV 16 concomitante ao HPV Outros, em que 12
(26,7%) mulheres apresentam essa genotipagem no grupo experimental, enquanto 3 (7,7%)
mulheres a apresentam no grupo controle (p=0.04).

Na populagdo PP, a idade média das mulheres foi de 34,8 + 7 anos, com 2 + 2 gestacoes,
sendo 43,6% das participantes com cor da pele branca, 83,3% com nivel de escolaridade
médio ou baixo, pelo International Standard Classification of Education (ISCED) 2011, 73,1%
declaradas ndo tabagistas, 75,7% com teste Cobas® positivo para HPV de alto risco (HPV AR),
sendo mais prevalente o HPV outros (ndo 16/18), seguido do HPV 16, 16 + outros, 18 e 18 +
outros. Avaliando a graduacdo histolégica da LIEAG, foi mais frequente o NIC 3, presente em
57,7% das amostras.

Na populacdo ITT, a idade média das mulheres foi de 34,7 + 7 anos, com 2 + 2 gestacdes,
sendo 43,5% das participantes com cor da pele branca , 84,6% com nivel de escolaridade
médio ou baixo, pelo International Standard Classification of Education (ISCED) 2011, 70,6%
declaradas ndo tabagistas, 76,5% com teste Cobas® positivo para HPV de alto risco, sendo
mais prevalente o tipo HPV Outros, seguido do HPV 16, 16 + Outros, 18 e 18 + Outros.

Avaliando a graduacdo histoldgica da LIEAG, foi mais frequente o NIC 3, presente em 60,0%
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das amostras. Em 14 pacientes, tanto na andlise PP quanto na ITT, ndo foi possivel graduar a
LIEAG em NIC 2 ou NIC 3. Essas pacientes foram classificadas apenas como LIEAG e dessas,

11 pertenciam ao grupo controle e 3, ao grupo experimental.

Tabela 2 — Distribui¢cdo dos casos da populagao analisada por protocolo (PP), de acordo com
as variaveis, sociodemograficas, clinicas e antecedentes pessoais (Hospital de Cancer de

Barretos, agosto de 2017 a abril de 2019)

Variavel Categoria Geral Controle Experimental P
n=78 n =40 n=38
Idade Anos 34,8+7.0 35.8+7.1 33.8+6.8 0.24"
(média + desvio padrdo)
N¢ de gestagdes N 2+2 2+2 2+2 0.85"
(média + desvio padrao)
Cor da pele Branca 34(43,6) 19(47,5) 15(39,5) 0.32%
n (%) Preta 17(21,8) 6(15,0) 11(28,9)
Outros 27(34,6) 15(37,5) 12(31,6)
Escolaridadel®) Alta 13(16,7) 9(22,5) 4(10,5) 0.33%
n (%) Média 34(43,6) 17(42,5) 17(44,7)
Baixa 31(39,7) 14(35) 17(44,7)
Tabagismo Nao 57(73,1) 28(70,0) 29(76,3) 0.53%
n (%) Sim 21(26,9) 12(30,0) 9(23,7)
Teste HPV AR Positivo 59(75,7) 29(72,5) 30(78,9) 0.63°%
n (%) Negativo 18(23,0) 10(25,0) 8(21,1)
Invalido 1(1,3) 1(2,5) 0
Tipo de HPV 16 26(33,3) 12(30,8) 14(36,8) 0.57%
n (%) 18 5(6,4) 3(7,7) 2(5,3) 0.99%
16e18 0 0 0 -
16 e outros 12(15,4) 3(7,7) 9(23,7) 0.053%
18 e outros 5(6,4) 3(7,7) 2(5,3) 0.99%
Outros 45(57,7) 20(51,3) 25(65,8) 0.20°%
Bidpsia inicial’ NIC3 45(57,7) 21(52,5) 24(63,2) 0.78%
n (%) NIC 2 19(24,4) 8(20,0) 11(28,9)

O valor de p foi calculado para a comparagdo dos grupos controle e experimental.

HPV AR: Papilomavirus humano de alto risco

TEm 14 amostras de LIEAG n3o foi possivel histologicamente a classificagdo em NIC 2 ou NIC 3.

(A Nivel de escolaridade segundo a International Standard Classification of Education (ISCED) 20115%; Baixa —
Engloba ensino infantil, primario e fundamental incompleto; Média — Engloba ensino fundamental completo e
ensino técnico/profissionalizante; Alta — Engloba Ensino Superior incompleto acima.

¢ Teste de Mann-Whitney

§ Qui-quadrado de Pearson
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Tabela 3 - Distribuicdo dos casos da populacdo analisada por Intencdo de tratamento (ITT),
de acordo com as varidveis, sociodemograficas, clinicas e antecedentes pessoais (Hospital de
Cancer de Barretos, agosto de 2017 a abril de 2019)

Variavel Categoria Geral Controle Experimental P
n=85 n=40 n=45
Idade Anos 34,7+7,0 357+7,1 33,8+6,9 0.21¢
(média + desvio padrao)
N2 de gestagdes* N 2+2 2+2 2+1 0.96¢
(média + desvio padrdo)
Cor da pele Branca 37(43,5) 19(47,5) 18(40,0) 0.36°
n (%) Preta 19(22,4) 6(15,0) 13(28,9)
Outros 29(34,1) 15(37,5) 14(31,1)
Escolaridade!® Alta 13(15,4) 09(22,5) 04(8,9) 0.19%
n (%) Média 36((42,3) 17(42,5) 19(42,2)
Baixa 36(42,3) 14(35,0) 22(48,9)
Tabagismo Nado 60(70,6) 28(70,0) 32(71,1) 0.99%
n (%) Sim 25(29,4) 12(30,0) 13((28,9)
Teste HPV AR Positivo 65(76,5) 29(72,5) 36(80,0) 0.60°
n (%) Negativo 19(22,3) 10(25,0) 09((20,0)
Invalido 01(1,2) 01(2,5) 0
Tipo de HPV 16 30(35,3) 12(30,0) 18(40,0) 0.49%
n (%) 18 05(5,9) 03(7,5) 02(4,4) 0.66°
16e 18 0 0 0 -
16 e outros 15(17,6) 03(7,5) 12(26,7) 0.04%
18 e outros 05(5,9) 03(7,5) 02(4,4) 0.66°
Outros 50(58,8) 20(50,0) 30(66,7) 0.18%
Bidpsia inicial NIC3 51(60,0) 21(52,5) 30(66,6) 0.99%
n (%) NIC 2 20(23,5) 08(20,0) 12(26,7)

O valor de p foi calculado para a comparagao dos grupos controle e experimental.

HPV AR: Papilomavirus humano de alto risco

TEm 14 amostras de LIEAG n3o foi possivel histologicamente a classificagdo em NIC 2 ou NIC 3.

(A) Nivel de escolaridade segundo a International Standard Classification of Education (ISCED) 20115%: Baixa — Engloba ensino
infantil, primdrio e fundamental incompleto; Média — Engloba ensino fundamental completo e ensino
técnico/profissionalizante; Alta — Engloba Ensino Superior incompleto acima.

? Teste de Mann-Whitney
§ Qui-quadrado de Pearson

A tabela 4 demonstra a evolucdo histoldgica apds a avaliacdo da peca cirurgica da EZT em
comparacdao com a amostra histoldgica inicial de LIEAG. Constatou-se, na anadlise PP,
regressao histoldgica (NIC 1 ou cervicite) em 9 (22,5%) das pecas de EZT do grupo controle e

em 23 (60,5%) das pegas de EZT do grupo submetido ao tratamento prévio com imiquimode,
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com um Odds ratio (OR) de 5,28 (p=0.001), o que resultaria em um numero necessario para
tratar (NNT) de 2,63 (1.7 — 5.6). A persisténcia de lesdo intraepitelial de alto grau ocorreu em
30 (75%) das pecas de EZT no grupo controle e em 15 (39,5%) das pecas no grupo
experimental, com um OR de 0,22 (p=0.001).

Analisando por ITT, a regressao histoldgica ocorreu em 9 (22,5%) das pecas de EZT do
grupo controle e em 24 (53,3%) das pegas de EZT do grupo tratado com imiquimode, com
um OR de 3,94 (p=0.004), com NNT de 3,25 (2.0 - 9.1). A persisténcia de LIEAG ocorreu em
30 (75%) das pecas de EZT no grupo controle e em 20 (44,5%) das pegas no grupo
experimental, com um OR de 0,29 (p=0.008).

Tabela 4 — Evolucdo histolégica apds avaliagdo da peca cirlrgica da EZT (Hospital de Cancer de
Barretos, agosto de 2017 a abril de 2019)
Analise por protocolo

Variavel Controle Experimental Diferenca de P
n (%) OR n (%) OR (95%IC) resposta (95%IC)
Regressdo* 9(22,5) 1 23(60,5) 5,28 (1,96 —14,17) 38% (18-58%)* 0.001%
Persisténcia** 30(75) 1 15(39,5) 0,22 (0,08 - 0,57) 35,5% (15-56%)? 0.002%
Progressdao***  1(2,5) - 0(0) - - --
Total 40(100) 38(100) - - -
Anadlise por inten¢do de tratamento
Variavel Controle Experimental Diferenca de P
n (%) OR n (%) OR (95%IC) resposta (95%IC)
Regress3o* 9(22,5) 1 24(53,3) 3,94 (1,53 - 10,13)  30,8% (11-50%)* 0.004°
Persisténcia**  30(75) 1 20(44,5) 0,29 (0,12-0,73)  28,3% (9-48%)> 0.008°
Progressdao*** 1(2,5) - 1(2,2) - -- --
Total 40(100) 45(100) - - -

§ Qui-quadrado de Pearson

OR: Odds ratio

95% IC: 95% de intervalo de confianca

* Regressdo: Lesdo intraepitelial cervical grau 1 ou remissdo completa.

** persisténcia: Lesdo intraepitelial cervical grau 2 ou 3

*** Progressdo: Carcinoma cervical invasivo

T Calculada pela % de regressdo do grupo experimental subtraida da % do grupo controle.

2 Calculada pela % de persisténcia do grupo controle subtraida da % do grupo experimental.

Uma paciente do grupo controle teve progressao da lesdo com diagndstico de carcinoma
de células escamosas, superficialmente invasivo, com estadio IA1 na peca de EZT. Foi
submetida a histerectomia + salpingectomia bilateral videolaparoscépica. No inventario da
cavidade abdominal ndo houve achado suspeito e o laudo anatomopatoldgico evidenciou
lesdo intraepitelial cervical escamosa de alto grau (NIC 3) sem neoplasia invasora residual,

com margem vaginal livre de lesdo precursora.



34

Tabela 5 — Regressao histoldgica apds avaliagdo da pecga cirurgica de EZT, estratificada pelas
variaveis, sociodemograficas, clinicas e antecedentes pessoais, na popula¢do analisada por
protocolo (n=78). (Hospital de Cancer de Barretos, agosto de 2017 a a<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>