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PREAMBULO

Este documento de tese esta apresentado no formato de manuscritos, contendo, além
da introducéo, revisdo de literatura e discusséo, 0s seguintes itens na secao de

resultados:

() um manuscrito publicado na BMC Infectious diseases com a descricdo da
prevaléncia da infeccdo por HPV e a carga viral dos genotipos de HR-HPV
correspondentes aos da vacina nonavalente em mulheres residentes em

comunidades quilombolas;

(i) um manuscrito a ser submetido para publicacdo com a descri¢cao dos genétipos de
HPV e variantes do HPV16 em mulheres brasileiras HIV-positivas, um estudo

multicéntrico;

(i) um manuscrito a ser submetido para publicacdo avaliando a carga viral e a
quantificacdo de mRNA E7, dos HR-HPV correspondentes aos da vacina nonavalente,
como potenciais biomarcadores para lesdes cervicais e anais em individuos HIV-

positivos e negativos.



RESUMO

A infeccdo por gendtipos de alto risco do papilomavirus humano (HR-HPV) é o
principal fator de risco para o desenvolvimento de cancer do colo do utero (CCU) e
anal (CA). Algumas populacdes sdo mais vulneraveis ao desenvolvimento desses
canceres, seja devido a imunossupressdo, como no caso de individuos HIV-positivos,
ou devido ao acesso limitado aos servigcos de saude, como € o caso de mulheres
quilombolas. A utilizacdo de biomarcadores, como a carga viral e expressao de
oncogenes virais, seria util para orientar futuros algoritmos de rastreamento nessas
populacées. O objetivo do estudo foi determinar os gendétipos de HPV em populacéo
de mulheres vulneraveis (HIV-positivas e quilombolas) e investigar se carga viral e
quantificacdo de transcritos do oncogene E7 (mMRNA E7) dos HR-HPV
correspondentes aos da vacina nonavalente (9vHPV) estdo relacionadas com lesdes
cervicais e anais de individuos HIV-positivos e negativos. DNA viral foi pesquisado por
PCR, o genotipo determinado por Reverse Line Blot (RLB) e Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) e as variantes de HPV16 foram determinadas por
sequenciamento génico. Carga viral e mRNA E7 foram pesquisados por PCR em
tempo real. Nas mulheres quilombolas, a frequéncia do HPV foi de 11,4% e associada
a alterac@es citoldgicas (p <0,001). Infeccéo por HR-HPV ocorreu em 64,5% e 0s tipos
mais frequentes foram HPV52> 58, 59. A carga viral foi maior nas lesdes do que nos
casos de citologia normal (p= 0,04). Nas mulheres HIV-positivas, os HPV16, 52 e 31
foram os mais frequentes e a variante Europeia do HPV16 foi a mais prevalente.
Houve um aumento da carga viral de citologia normal para lesao tanto em individuos
HIV-positivos como negativos (p= 0,01). Este aumento foi significante nas amostras
cervicais positivas para HPV16 de mulheres HIV-negativas (p< 0,001) e nas cervicais
e anais positivas para HPV31 (p= 0,04 e p= 0,02, respectivamente) nos individuos
HIV-positivos. Na anéalise de mRNA E7, houve um aumento da mediana do nimero
de cépias de normal para lesdo (p= 0,02) e correlacdo moderada e positiva entre
aumento da carga viral e mRNA (r= 0,61; p <0,001). Este estudo demonstrou que 0s
genotipos mais frequentes nas populagdes vulneraveis sdo aqueles contemplados na
9vHPV e maior carga viral e mRNA esteve presente nos casos de lesédo cervical e
anal, indicando o beneficio dessa vacina e desses biomarcadores para o rastreamento

de lesbes precursoras do cancer nessas populagoes.

Palavras-chave: HPV. HIV. Quilombolas. Carga viral. mRNA.



ABSTRACT

Infection with high-risk genotypes of human papillomavirus (HR-HPV) is the main risk
factor for the development of cervical (CC) and anal (CA) cancer. Some populations
are more vulnerable to the development of these cancers, either due to
immunosuppression, as in HIV-positive individuals, or due to limited access to health
services, as is the case of quilombola women. The use of biomarkers, such as viral
load and expression of viral oncogenes, would be useful to guide future screening
algorithms in these populations. This study aimed to determine the HPV genotypes in
populations of vulnerable women (HIV-positive and quilombola) and to investigate
whether viral load and quantification of HR-HPV E7 oncogene (E7 mRNA) transcripts
are related to cervical and anal lesions of HIV-positive and negative individuals. Viral
DNA was screened by PCR, the genotype determined by Reverse Line Blot (RLB) and
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), and the HPV16 variants were
determined by genetic sequencing. Viral load and E7 mRNA were obtained by real-
time PCR. In quilombola women, the frequency of HPV was 11.4% and associated
with cytological abnormalities (p <0.001). HR-HPV infection occurred in 64.5% and,
the most frequent types were HPV52> 58, 59. Viral load was higher in lesions than in
normal cytology cases (p= 0.04). In HIV-positive women, HPV16, 52, and 31 were the
most frequent and, the European HPV16 variant was the most prevalent. There was
an increase of viral load median from normal cytology to lesion in HIV-positive and
negative individuals (p= 0.01). This increase was significant in HPV16-positive cervical
samples from HIV-negative women (p <0.001) and in HPV31-positive cervical and anal
samples (p =0.04 and p = 0.02, respectively) in HIV-positive individuals. In the analysis
of MRNA E7, there was an increase in the median from normal to injury (p= 0.02) and
a moderate and positive correlation between increased viral load and detection of
MRNA (r= 0.61; p <0.001). This study demonstrated that the most frequent genotypes
in vulnerable populations are those included in the nonavalent vaccine and the highest
viral load and mRNA present in cases of cervical and anal lesions, indicating the benefit
of this vaccine and these biomarkers for screening for cancer precursor lesions in these

populations.

Keywords: HPV. HIV. Quilombolas. Viral load. mMRNA
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1 INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) é constituido por mais de 200 diferentes genétipos
(HPV CENTER, 2021). Cerca de 40 deles possuem tropismo pelo epitélio mucoso e
sao classificados conforme risco de progressdo oncogénica em genotipos de baixo
risco (LR-HPV), provavel alto risco, alto risco (HR-HPV) ou risco indeterminado (IR-
HPV) (MUNOZ et al., 2006).

O HPV é o principal fator de risco para o desenvolvimento de canceres anogenitais e
esta presente em aproximadamente 100% dos casos de cancer do colo do utero
(CCU) e em 80-90% do cancer anal (CA) (DE VUYST et al., 2009; WALBOOMERS et
al., 1999). Os HR-HPV16 e 18 sao responsaveis pela maioria dos casos, seguidos
pelos tipos 31, 33, 45, 52 e 58 (HOOTS et al., 2009; SMITH et al., 2007). Além do
genadtipo, outros fatores relacionados ao HPV, como subtipos e variantes,
desempenham papel fundamental como adjuvantes na progressdo maligna. As
variantes sdo descritas dentro de um mesmo genoétipo e podem diferir em suas
propriedades bioldgicas e em seu potencial oncogénico (TORNESELLO et al., 2000,
2004; Xl et al., 1997, 2002, 2007).

O CCU representa umas das principais causas de mortalidade em mulheres, sendo
diagnosticados a cada ano mais de 500 mil novos casos, com uma mortalidade de
cerca de 50% destes casos (BRUNI et al., 2019). Estima-se que no Brasil, em 2020,
ocorreram cerca de 16.590 novos casos de CCU, correspondendo ao terceiro tipo de
cancer mais frequente na populacdo feminina (BRASIL, 2020a). Considerando a
dimenséo continental do Brasil, essas taxas variam entre as regides, sendo o tipo de
cancer mais incidente na regido Norte (26,24/100 mil), o segundo nas regides
Nordeste (16,10/100 mil) e Centro-Oeste (12,35/100 mil), o quarto na regidao Sul
(12,60/100 mil) e, na regido Sudeste (8,61/100 mil), ocupa a quinta posi¢ao (BRASIL,
2020a).

Algumas populagdes séo mais vulneraveis ao desenvolvimento deste tipo de cancer.
Neste contexto tem-se as mulheres soropositivas para HIV cuja vulnerabilidade esta
relacionada a uma menor propensao para eliminar o HPV, agravado naquelas com
contagem menor de células CD4, que possuem risco aumentado de desenvolvimento
de lesbGes precursoras e cancer em relacdo as mulheres soronegativas para HIV
(AHDIEH et al., 2001; CHIASSON et al., 1997; DUERR et al., 2001; HOLLY et al.,
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2001; MCKENZIE et al., 2009). Podem ainda ser citadas, mulheres que vivem em
precérias condi¢des de vida e com dificuldade no acesso a servigos de salude, como
aguelas residentes em comunidades quilombolas, o que aumentaria o risco de
desenvolvimento de doencas que podem ser prevenidas por meio de monitoramento,

como o CCU.

O CA, por sua vez, é raro na populacdo em geral, com uma incidéncia média de 1/100
mil e estimativa anual de 27 mil novos casos (BRUNI et al., 2019). Porém, a incidéncia
€ particularmente elevada entre as populacbes de homens que fazem sexo com
homens, mulheres com histéria de CCU ou vulvar, e populagées imunossuprimidas,

incluindo aquelas soropositivas para HIV (BRUNI et al., 2019).

Como ac¢des de controle do CCU, o Ministério da Salde preconiza a prevencao, cuja
principal medida é a vacina, e a deteccdo precoce ou rastreamento de lesbes
precursoras, por meio de exame citopatologico (BRASIL, 2020b). Em relacéo ao CA,
ndo existem diretrizes ou ensaios clinicos randomizados baseados em evidéncias

para fornecer recomendac¢des adequadas de rastreamento (WELLS et al., 2014).

Trés vacinas preventivas sdo aprovadas atualmente para uso: (i) a quadrivalente
Gardasil® (4vHPV, Merck Sharp & Dohme - MSD), que protege contra a infeccéo pelos
tipos HPV 6, 11, 16 e 18 e esta incorporada no Programa Nacional de Imunizacdes
(PNI) no Brasil, inclusive para mulheres soropositivas para HIV, de 9-26 anos; (ii) a
bivalente Cervarix® (2vHPV, GlaxoSmithKline - GSK), que protege contra os tipos de
HPV 16 e 18; e (iii) a nonavalente Gardasil 9® (9vHPV, MSD), contra os tipos HPV 6,
11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58. Esta ultima vacina, reduziria cerca de 90% dos casos
de CCU e condilomas no mundo (SERRANO et al., 2012). A vacina quadrivalente
pode ter impacto menor na reducédo de CCU, conforme 0s genoétipos que prevalecem

em uma dada area geografica.

O rastreamento do CCU no Brasil é realizado por meio do exame Papanicolaou anual,
ou a cada trés anos, ap0s dois exames normais consecutivos anuais (BRASIL,
2020b). Nas mulheres soropositivas para HIV a periodicidade do exame é anual, apés
dois exames normais consecutivos realizados com intervalo semestral. Introduzido na
década de 1940, o Papanicolaou levou a reducgBes substanciais na incidéncia e
mortalidade deste cancer, principalmente em paises com programas de rastreamento

organizados (ARBYN et al., 2009). Entretanto, altas taxas tém sido observadas em
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paises onde o rastreamento é ausente, onde nao h& controle de qualidade ou € baixa
a cobertura (VACCARELLA et al., 2013).

Apesar de ainda ser a modalidade mais utilizada para o rastreamento do cancer, a
citologia tem baixa sensibilidade (50-70%), sendo necessarias repeticbes em
intervalos mais curtos (DIJKSTRA et al., 2014; WENTZENSEN et al., 2016). Por outro
lado, testes para HPV possuem sensibilidade de 20% a 45% maior na detecc¢ao de
lesbes pre-cancer do que a citologia (CASTLE et al., 2011; CUZICK et al., 2006;
RONCO et al., 2010). Apenas uma Unica rodada de triagem utilizando teste para HPV
poderia reduzir de forma eficaz a incidéncia de CCU em 4 a 5 anos e mortalidade em
8 anos (RIJKAART et al., 2012; RONCO et al., 2010; SANKARANARAYANAN et al.,
2009). Esta alta sensibilidade dos testes para HPV permitem maiores intervalos de
rastreamento e, atualmente tem sido implementado em alguns paises na triagem

priméria ou em conjunto com a citologia (co-teste).

Entretanto, um teste positivo de HR-HPV, ndo necessariamente esté vinculado a uma
infeccdo persistente, e consequentemente, a um maior risco de progressao para lesao
de alto grau ou cancer. Neste cenario, a analise de biomarcadores pode contribuir
para a distin¢cao de infecgdes de HR-HPV que resolveriam espontaneamente daquelas
que iriam progredir para pré-cancer e cancer. Sendo assim, potencialmente, 0s
biomarcadores poderiam aumentar a especificidade do teste de HPV e o intervalo de

rastreamento.

Um biomarcador é um parametro que pode ser medido e avaliado, por exemplo, como
preditor de um processo biolégico normal ou patogénico (NAYLOR, 2003) e podem
estratificar os individuos de acordo com o risco ou prognostico (OGINO et al., 2013).
De fato, carga viral, expressdo de oncogenes virais, integracdo e metilacdo do
genoma dos tipos oncogénicos de HPV tém emergido como potenciais preditores
moleculares virais de lesao de colo uterino (MARONGIU et al., 2014; TORNESELLO
et al., 2013). Além de contribuir para o entendimento da patogénese viral, uma melhor
compreensao do papel destes possiveis biomarcadores no desenvolvimento do
cancer anogenital pode ser (til para orientar futuros algoritmos de rastreamento e

consequente reducéo da incidéncia deste cancer.

A carga viral do HPV, normalmente estimada pela quantidade de copias do genoma
viral por célula, tem sido associada a lesdo no colo do utero. Estudos demonstraram

gue a carga viral do HPV16 foi capaz de diferenciar lesao intraepitelial de baixo grau
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(LSIL) de lesao intraepitelial de alto grau (HSIL), LSIL de CCU e qualquer grau de
lesdo de amostras normais (BRIOLAT et al., 2007; CRICCA et al., 2007; SAUNIER et
al., 2008; BOULET et al., 2009; HESSELINK et al., 2009). Entretanto, estudos com
outros gendtipos de HR-HPV sao escassos (FLORES et al., 2006; MARONGIU et al.,
2014; DEL RIO-OSPINA et al., 2015).

O potencial oncogénico do HPV envolve a expressao das oncoproteinas E6 e E7 dos
HR-HPV, que interrompem as vias de sinalizacdo de p53 e pRB, respectivamente,
desregulando o controle do ciclo de replicacao celular com consequente progressao
da lesdo. Portanto, além da presenca de genes virais nas células hospedeiras, a
expressdo de mRNA E6 e E7 podera ser também um biomarcador para a relacédo
causal de HPV e oncogénese (DERBIE et al., 2020; MACEDO et al., 2019).

Considerando a persisténcia da infeccdo por HR-HPV como principal fator de risco
para o desenvolvimento do CCU e a imunossupressao e a restricdo ao rastreamento
como favorecedores do CCU, investigamos os gendtipos de HPV, as variantes
génicas do HPV16, carga viral e mMRNA dos HR-HPVs correspondentes aos da vacina
nonavalente em individuos HIV-positivos e negativos, um estudo de abrangéncia
nacional, e em mulheres residentes em comunidades quilombolas do Norte do ES.
Este estudo contribui, portanto, para o conhecimento dos genoétipos de HPV e
variantes de HPV16 prevalentes nessas populacdes e para a estimativa da proporgao
de mulheres que seria protegida pelas vacinas atualmente disponiveis. Além disso,
uma melhor compreensao de potenciais biomarcadores de desenvolvimento de lesao

cervical e anal pode ser Util para orientar futuros algoritmos de rastreamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 BREVE HISTORICO

Muitas doencas causadas por virus tém sido descritas desde a antiguidade. No ano
400 a.C., relatos observacionais de verrugas na Grécia e Roma descreviam lesdes
condilomatosas cutaneas e genitais. Presumiu-se que verrugas eram supostamente
transmissiveis e que as verrugas genitais estavam associadas a promiscuidade sexual
(BURNS, 1992).

Em 1842, o médico italiano Rigoni-Stern foi o primeiro a formular a hipétese de que o
CCU poderia estar relacionado com o comportamento sexual. Ele observou que a
frequéncia de CCU era muito maior em prostitutas e mulheres casadas do que em
freiras e virgens, concluindo que o desenvolvimento desse tipo de cancer poderia
estar relacionado a transmissdo sexual de um agente infeccioso (ZUR HAUSEN,
2009).

A primeira demonstragéo da natureza infecciosa de verrugas humanas resultou dos
experimentos de Ciuffo em 1907, que inoculou um extrato preparado de filtrado de
verrugas em sua propria mado (ZUR HAUSEN, 2009). Quase 25 anos depois, 0s
pesquisadores Rous e Shope identificaram o primeiro papilomavirus (PV) em verrugas
de coelhos e demonstraram sua transmissibilidade e potencial neoplasico (SHOPE;
HURST, 1933; ROUS; BEARD, 1935). A demonstracdo em microscopia eletronica de
particulas virais do HPV foi alcancada em 1949 (STRAUSS et al., 1949).

Na década de 1970, Zur Hausen estabeleceu a relacdo entre o HPV e o CCU (ZUR
HAUSEN, 1977), recebendo, em 2008, o Prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina por
suas descobertas.

2.2 DESCRICAO E CLASSIFICACAO

Pertencentes a familia Papillomaviridae, os PV séo virus altamente espécie-
especificos, isolados e caracterizados a partir de répteis, aves e mamiferos
(BENNETT et al.,, 2010; BERNARD et al., 2010; HERBST et al., 2009; TERAI;
DESALLE; BURK, 2002).
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Os PV séo classificados em género, espécie e gendtipo com base na homologia da
sequéncia de nucleotideos da regido L1 de seu genoma (DE VILLIERS et al., 2004).
Géneros diferentes compartilham menos de 60% de similaridade e sdo designados
por letras do alfabeto grego. Atualmente sdo descritos 53 géneros, com os HPV
pertencentes aos géneros Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus,
Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus e Nupapillomavirus (ICTV, 2021) (Figura 1).
Espécies diferentes dentro de um mesmo género apresentam de 60% a 70% de
similaridade e gendtipos pertencentes a uma mesma espécie compartilham de 71% a
89% de similaridade. Diferencas de 2 a 10% caracterizam um novo subtipo viral e,
menos de 2% de diferenca configuram variantes de um determinado gendétipo
(BERNARD et al., 2010; DE VILLIERS et al., 2004).

Embora a classificacdo dos PV seja baseada na homologia gendmica, as diferencas
evolutivas entre 0os géneros sdo, de certo modo, refletidas nas diferencas existentes
na biologia e no tropismo celular dos diferentes virus. Assim, HPV pertencentes ao
género Alphapapillomavirus possuem tropismo pelo epitélio mucoso e cutaneo,
enquanto o0s demais géneros (Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus,
Mupapillomavirus e Nupapillomavirus) infectam células epiteliais cutaneas (DE
VILLIERS, 2004).



22

Figura 1 — Arvore filogenética dos HPVs.
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Andlise filogenética baseada na sequéncia de L1 de 170 genétiposde HPV e outros papilomavirus
animais (em rosa), evidenciando os géneros e seus respectivos tipos.

Fonte: DE VILLIERS, 2013.

Devido a sua importancia, os HPV tém sido extensivamente estudados e mais de 200
gendtipos foram identificados (HPV CENTER, 2021). Destes, cerca de 40 infectam a
regido anogenital, podendo ser classificados, de acordo com a sua capacidade para
progressao oncogénica, em HPV de "alto risco" (HR-HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58 e 59), associados a um risco relativamente elevado de desenvolvimento
de cancer, e de “baixo risco” (LR-HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e 89),
associados a proliferacdes epiteliais benignas. Os genotipos 26, 53, 66, 68, 73 e 82
tém sido classificados em "provaveis cancerigenos”, devido a estreita relacéo
filogenética com os gendtipos carcinogénicos estabelecidos, enquanto genétipos cuja
oncogenicidade ainda nao foi totalmente esclarecida (2a, 3, 7, 10, 27, 28, 29, 30, 32,
34, 55, 57, 62, 67, 69, 71, 74, 77, 83, 84, 85, 86, 87, 90 e 91), em HPV de “risco
indeterminado” (IR-HPV) (IARC, 2012; MUNOZ et al., 2006).
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2.2 ESTRUTURA E CICLO DE REPLICACAO VIRAL

Os HPV séo virus ndo envelopados, com simetria icosaédrica e diametro de
aproximadamente 55 nm (HOWLEY; LOWY, 2007) (Figura 2).

Figura 2 — Fotomicrografia eletrénica do HPV.

Fonte: National Cancer Institute, 2001.

Estes virus apresentam um genoma constituido por DNA de dupla fita circular
(DNAdf), com cerca de 8.000 pares de base (8 Kb) dividido em trés regides: (i) ndo
codificadora (LCR - long control region), que contém sequéncias que controlam a
transcricdo e replicacao viral; (ii) precoce (E - early), que possui regides de leitura
aberta (ORF) E1 a E7, envolvida na ativacao da transcri¢do, transformacéo, replicacéo
viral e; (iii) tardia (L - late), envolvida na estrutura do virion, empacotamento do DNA
viral e maturagao (BUCK et al., 2008; WILSON et al., 2002; ZHENG; BAKER, 2006)
(Figura 3).

Figura 3 - Genoma do HPV, apresentado as regides nao codificadora
(LCR), precoce (E) e tardia (L).

L2
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Fonte: MUNOZ et al., 2006, adaptado.
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As proteinas do HPV recebem o mesmo nome de seus genes: proteinas nao-
estruturais E (E1-E7), e proteinas estruturais L (L1 e L2). A proteina E3 é encontrada
apenas no BPV-1 (Bovine papillomavirus) (SYRJANEM; SYRJANEM, 2000).

Os PV se caracterizam pelo tropismo por tecido epitelial estratificado cutéaneo e
mucoso. O ciclo infeccioso destes virus é adaptado ao programa de diferenciacéo da
célula alvo em que diferentes fases do ciclo viral acompanham a diferenciacdo dos
queratindcitos. O virus infecta as células basais, mas s6 expressa niveis elevados de
proteinas nas camadas superiores do epitélio, onde ocorre a montagem viral (Figura
4). O tempo desde a infeccdo até a liberacdo das particulas virais é de
aproximadamente trés semanas, necessarias para que 0s queratinécitos basais
sofram diferenciacdo completa e descamacdo (MIDDLETON et al., 2003; STANLEY,
1994; STERLING; SKEPPER; STANLEY, 1993).

Figura 4 - Expresséo génica do HPV, sintese de proteinas precoces (E) e tardias (L) e amplificacao do
genoma viral.

Cérnea Liberagdo viral
1 E Montagem e
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As diferentes camadas de células presentes no epitélio estdo indicadas a esquerda. O tempo e a
extensdo da expressdo das proteinas virais estdo representados por setas a direita. As células da
epiderme que expressam marcadores do ciclo celular sdo mostradas com nudcleos vermelhos. A
presenca destas células acima da camada basal é consequéncia da infecgdo pelo virus e, em particular,
da expressdo dos oncogenes virais E6 e E7. A expressdo de proteinas virais necessérias para a
replicacdo do genoma ocorre em células que expressam E6 e E7, ap0s a ativacdo de p670 nas
camadas epiteliais superiores (células em verde com nucleos vermelhos). A expressao de E6 e E7 na
presenca de baixos niveis de E1, E2, E4 e E5 permite a manutencdo do genoma viral (manutencéo do
genoma/proliferacdo celular). A elevagédo dos niveis das proteinas de replicacdo (E1, E2, E4 e E5)
facilita a amplificacdo do genoma viral. Os genes L1 e L2 (em amarelo) sdo expressos na porcao
superior do epitélio, permitindo empacotamento do genoma, montagem e liberacdo dos virions. O
acumulo de E4 préximo a superficie epitelial pode melhorar a eficiéncia da liberacé@o do virus. As células
contendo particulas infecciosas sdo eventualmente eliminadas da superficie epitelial (células em verde
com nucleos amarelos).

Fonte: DOORBAR, 2006, adaptado.
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A infeccdo das células basais do epitélio escamoso queratinizado e ndo queratinizado
ocorre quando a integridade destes é comprometida por uma microabrasdo ou outros
traumas (SCHILLER; DAY; KINES, 2010). Alguns estudos sugerem que a adsorgao e
internalizacdo do virus ocorram por meio de receptores na superficie celular, como
proteoglicanos de heparam-sulfato e alfa-6-integrina, respectivamente (COMBITA et
al., 2001; EVANDER et al., 1997; GIROGLOU et al., 2001; JOHNSON et al., 2009;
SCHILLER; DAY; KINES, 2010).

Apoés a infeccdo, ocorre uma fase inicial de amplificacdo do genoma, e o HPV se
estabelece nas células basais na forma epissomal e em baixo nimero de copias
(cerca de 200 copias por célula) (MCBRIDE, 2008; PARISH et al., 2006; PYEON et
al., 2009).

A proliferacdo de células basais e suprabasais é estimulada pelas proteinas E6 e E7
para permitir a amplificacdo do genoma viral, retardando a diferenciacdo do epitélio e
ligando-se a proteinas reguladoras para estimular a progressao do ciclo celular
(EGAWA et al., 2015; MUNGER et al.,, 2001; SHERMAN et al., 1997). Existem
diferencas funcionais entre as proteinas E6 e E7 de HR-HPV e LR-HPV que
contribuem para diferentes padrdes de expressao génica, desempenhando um papel
importante na determinacdo do fenétipo da doenca (KLINGELHUTZ; ROMAN, 2012).
A proteina E7 se associa com membros da familia de proteinas do retinoblastoma
(pRb) que séo reguladoras negativas do ciclo celular, normalmente impedindo a
entrada da célula na fase S pela associacdo com fatores de transcricdo da familia
E2F. A ligacdo de E7 a pRb desloca E2F, independentemente da presenca de fatores
de crescimento externos, e conduz a expressao de proteinas necessarias para a
replicacdo do DNA celular (MUNGER et al., 1989; MOODY; LAIMINS, 2010). A
proteina E6 complementa o papel de E7 e previne a inducdo de apoptose em resposta
a entrada ndo programada da célula na fase S, por meio de sua ligagdo a proteina
p53 (LECHNER; LAIMINS, 1994; PIM; BANKS, 2010).

A amplificacdo do genoma viral requer a expressao de todos 0s genes precoces virais
(FEHRMANN; KLUMPP; LAIMINS, 2003; GENTHER et al., 2003) (Figura 4). A ligacao
de E2 a regido LCR do HPV recruta a E1 DNA helicase para a origem de replicacao
viral, necessaria para a replicagdo do DNA (MIDDLETON et al., 2003). As proteinas
E4 e E5 contribuem indiretamente para a amplificagdo do genoma, modificando o

ambiente celular. A E5 é uma proteina transmembrana capaz de interferir com a
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apoptose e o trafego intracelular de vesiculas endociticas, aumentando a sinalizacéo
mediada por receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (CRUSIUS;
RODRIGUEZ; ALONSO, 2000; KABSCH et al.,, 2004; KRAWCZYK et al., 2010;
THOMSEN et al., 2000).

Uma vez que a amplificagdo do genoma viral foi concluida, sdo expressas as proteinas
L1 e L2, permitindo a montagem de particulas infecciosas nas camadas superiores do
epitélio (Figura 4) (FLORIN et al., 2002; OZBUN; MEYERS, 1998). Os HPV séo virus
nao liticos e ndo sao liberados até que as células infectadas atinjam a superficie
epitelial. A proteina E4 pode contribuir diretamente para a saida do virus na camada
epitelial superior por alterar a integridade da queratina e a estrutura do envelope
corneo (BRYAN; BROWN, 2000; DOORBAR et al., 1991; LEHR et al, 2004; WANG et
al, 2004).

2.3 PATOGENESE E APRESENTACOES CLINICAS

O HPYV pode ser transmitido pelo contato direto ou indireto com o individuo infectado,
por meio de traumatismos ou microabrasdes na pele ou mucosa, possibilitando a
infecgao viral (LETO et al., 2011).

De acordo com o tipo viral e o sitio de infec¢do, o HPV pode estar associado a uma
variedade de condi¢des clinicas, que se dividem em lesGes benignas e malignas.
Lesbes benignas incluem verrugas comuns, plantares, genitais (condiloma
acuminado), papilomas (orais, laringeos, orofaringeos e conjuntivais), neoplasias
intraepiteliais cervicais (NIC) e epidermodisplasia verruciforme (EV). As lesbes
malignas associadas ao HPV incluem os carcinomas de células escamosas de
orofaringe e canceres anogenitais (HOWLEY; LOWY, 2007; ZUR HAUSEN, 2002)
(Quadro 1).
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Quadro 1 — Gendtipos de HPV e apresentagdes clinicas.

Sitio Apresentacéo Clinica Genobtipos
Condiloma acuminado 6,11, 42,43, 51, 53 55, 83
Céancer anogenital 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59

6, 11, 16, 18, 26, 30, 31, 33, 34, 35, 39,40, 42,
43, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,61, 62,
64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 73, 74, 79, 81, 82, 83,

Trato genital

Neoplasia intraepitelial

84
Tratq - Papiloma laringeo 6, 11
respiratorio
Papiloma escamoso oral 6,11
Boca ] ] N
Hiperplasia epitelial focal 13, 32
Verruga plantar 1,2, 4
Verruga comum 2, 4 e outros
Pele Verruga plana 3,10, 28, 41
Verruga do agougueiro 7

Epidermodisplasia verruciforme | 5, 8, 9, 12,14, 15, 17, 19-25, 36, 46, 47

Fonte: DE VILLLIERS et al., 2004, adaptado.

Nas infeccdes do colo do utero, as células infectadas pelo HPV podem sofrer
alteracdes citologicas de graus variados, desde LSIL, podendo progredir para HSIL,
até o desenvolvimento do cancer (Figura 5). O HPV é encontrado em praticamente
100% dos casos de CCU (WALBOOMERS et al., 1999), cuja evolucdo esta
relacionada com a persisténcia do DNA viral e a integracdo ao genoma celular
(BOSCH et al., 2002). O CCU é precedido por uma longa fase de doenca pré-invasiva,
categorizada como NIC de graus 1, 2 e 3, dependendo da proporcao do epitélio que
apresenta células diferenciadas (Figura 5). A maioria dos casos de CCU surge na
zona de transformacédo, regido do colo do Utero que compreende inicialmente o
epitélio colunar, mas que sofre metaplasia para formar uma camada epitelial
escamosa diferenciada (SCHIFFMAN et al.,, 2016). As células da zona de
transformacdo sdo mantidas por células de reserva, abundantes em sitios de
metaplasia, e por células cuboidais, localizadas na jun¢cdo escamo-colunar (JEC) do
colo do utero (HERFS et al., 2013; MARTENS et al., 2009).
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Figura 5 - Progressao de uma lesao benigna do colo do Gtero para cancer cervical invasivo.
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A) Em LSIL (NIC1), ap6s a infecg@o, ocorre a expresséo de genes precoces e replicagdo do DNA viral
na forma epissomal. Nas camadas superiores do epitélio, genes tardios sdo expressos, permitindo o
empacotamento do genoma e liberacéo das particulas virais. B) A progressao para HSIL (NIC2 e 3) e
cancer, estd associada ao rompimento de E2. C) Integracdo do genoma do HPV ao cromossomo do
hospedeiro, com aumento da expressao de E6 e E7 e diminuicdo da producado de particulas virais.

Fonte: WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007, adaptado.

O HPV também tem sido apontado como agente etiolégico do CA. Este fato pode ser
explicado pela presenca de epitélio semelhante no canal anal e genital o que poderia
favorecer a propagacao do virus nesses sitios (PALEFSKY; RUBIN, 2009). Desta
forma, similarmente ao que ocorre no CCU, o CA é precedido por anormalidades
celulares (LSIL e HSIL) ou neoplasia intraepitelias anais (NIAs), também
categorizadas em graus 1-3 (PALEFSKY; RUBIN, 2009; SCHOLEFIELD; CASTLE;
WATSON, 2005).

A expressdo ordenada de genes que levam a producdo de particulas virais é
interrompida nas neoplasias associadas ao HPV. Nas NIC ocorrem mudancas no
padrao de expressao das proteinas, assim como na replicacédo do HPV (DOORBAR,
2006). Em NIC1 quase nao se observam alteracdes em relacdo ao epitélio normal; em
NIC2 e 3, entretanto, h4 um atraso dos estagios tardios de replicacdo. Ainda, a

replicagéo viral se restringe a uma area cada vez menor do epitélio até a nao



29

expressao de proteinas tardias e consequente auséncia na producdo de virions no
CCU (DOORBAR, 2006) (Figura 5).

A probabilidade de aumento dos niveis de E6 e E7 € maior quanto maior for o grau de
NIC e essas mudancas na expressdao génica refletem diretamente o fenotipo
neoplasico. A expressdo aumentada de E6 e E7 na infec¢do por HR-HPV, que conduz
as lesbBes de alto grau NIC2+ (NIC2 ou NIC3), predispbe a célula ao acumulo de
alteracdes genéticas que contribuem para a progressdo ao cancer. Desta forma,
niveis relativamente mais baixos de E6 e E7 presentes em NIC1 ndo comprometem
as funcdes de seus alvos celulares suficientemente para conduzir ao cancer. A
desregulacéo génica observada em NIC2+ parece facilitar a integragdo do epissoma
viral ao cromossomo da célula hospedeira. Nesses casos, a expressao génica
desregulada pode ser acionada por alteracbes na sinalizacdo celular, alteractes
hormonais, ou modificacdes epigenéticas, tais como a metilacdo do DNA viral (DING
et al., 2009; GARIGLIO et al., 2009).

Sitios frageis comuns (CFS - common fragile sites) no genoma da célula hospedeira
sdo considerados hot spots onde a integracdo € mais provavel de ocorrer
(THORLAND et al., 2003), resultando no rompimento de genes virais que regulam a
transcricdo normal. Um dos mais importantes, o gene E2, age como um fator de
transcricdo que regula a expresséo de E6 e E7. Integracéo e perda de regulacdo em
E6/E7 pode facilitar a expressao persistente de alto nivel destes oncogenes (JEON;
ALLEN-HOFFMANN; LAMBERT, 1995; JEON; LAMBERT, 1995) e o acumulo de
erros genéticos que, eventualmente, conduzem ao cancer (PETT et al., 2004). Ainda
ndo estd claro se os eventos de integracdo precoce em NIC1 conduziriam a
progressdo de NIC2 e NIC3 ao cancer ou se algum grau de desregulacdo na
expressao de genes virais causaria instabilidade cromossdmica e, assim, facilitaria a
integracdo. Em geral, acredita-se que a integracdo ocorra em lesdes de alto grau
(NIC2+), e uma vez ocorrida, faz com que a expressao ja desregulada de E6 e E7
possa aumentar ainda mais ou entédo ser mantida a um nivel constitutivo (HAFNER et
al., 2008; MELSHEIMER et al., 2004). A expresséao a longo prazo e, em patrticular, a
superexpressdo de E6 e E7 e 0 acumulo de mutagBes genéticas, sdo em Ultima

instancia importantes na progressao de NIC3 para o cancer (DOORBAR et al., 2012).
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2.4 RELACAO HPV-HIV

A infeccéo pelo HIV altera a histéria natural da infec¢éo pelo HPV, diminuindo as taxas
de regressao de LSIL e aumentando risco de progressao para HSIL e cancer invasivo,
tornando necessarias mais intervencdes e acompanhamento (NAUCLER et al., 2007;
SUN et al., 1997). Mulheres HIV-positivas sdo mais vulneraveis a infec¢éo por HPV e
possuem menor propensdo em eliminar este virus, o que aumenta o risco de
desenvolvimento de lesGes e cancer nessa populacdo (CHIASSON et al., 1997;
MCKENZIE et al., 2009). Aquelas com contagens de células T CD4+ mais baixas
possuem ainda uma maior prevaléncia de infeccao por HPV cervical e de canceres
relacionados com o HPV (AHDIEH et al., 2001; DUERR et al., 2001; HOLLY et al.,
2001; SUN et al., 1997).

Um mecanismo envolvido na interacdo entre HPV e HIV é a modulacédo da resposta
imunoldgica. A imunidade mediada por células desempenha um papel fundamental
na regressao de lesdes intraepiteliais, sendo envidenciada pela presenca de infiltrado
tecidual de células T CD4+, células T CD8+ e macrofagos antes da resolucéo de LSIL
(VAN DER BURG; PALEFSKY, 2009). Sendo assim, a deplecéo de células T CD4+
presente em pessoas infectadas pelo HIV contribui para a patogénese do HPV.

Entretanto, outros mecanismos também podem explicar o aumento da prevaléncia e
progressdo da doenca associada ao HPV em individuos HIV-positivos. O HIV pode
facilitar a infecgéo por HPV por meio de do rompimento das tight junctions epiteliais,
devido a secrec¢do das proteinas virais tat e gp120 pelas células infectadas pelo HIV.
Foi demonstrado que essas proteinas aumentaram a passagem de pseudovirions de
HPV16 para a camada basal celular, onde a infeccao inicial € estabelecida (TUGIZOV
et al., 2013). O HIV pode ainda interagir com o HPV em nivel molecular por meio da
acdo da proteina tat, que demonstrou regular a expressdao de E6 e E7 em
gueratinécitos humanos infectados com HPV16, in vitro, facilitando o desenvolvimento
de HSIL (KIM et al., 2008).

2.5 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DO COLO DO UTERO E CANCER ANAL

O HPV tem sido detectado em 99% dos CCU e em 80-90% dos CA, sendo

considerado o principal fator de risco para o desenvolvimento de canceres anogenitais
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(DE VUYST et al.,, 2009; WALBOOMERS et al., 1999). Os HR-HPVs apresentam
maior probabilidade de causar lesfes persistentes e de estar associados a lesdes pré-
cancerosas. Os HR-HPV16 e 18 sdo responsaveis pela maioria dos casos, seguidos
pelos tipos 31, 33, 45,52 e 58 (HOOTS et al., 2009; SMITH et al., 2007). Outros fatores
relacionados ao virus, como carga viral e aumento na expressdo de oncogenes
também podem desempenhar importante papel na progressdo maligna e serédo

discutidos nas proximas secdes (item 2.8).

O CCU representa umas das principias causas de mortalidade em mulheres, sendo
diagnosticados 569.847 novos casos e 311.365 mortes em 2018 (BRUNI et al., 2019).
A maioria dos CCU corresponde ao carcinoma de células escamosas, seguido de
adenocarcinoma. No Brasil, 0 CCU ¢é o terceiro tipo mais comum em mulheres, com
aproximadamente 16.590 novos casos estimados em 2020, correspondendo a 41%
de todos os casos de CCU na América do Sul (BRASIL, 2020a; BRUNI et al., 2019).

Regionalmente, o CCU é o de maior incidéncia na regiao Norte (26,24/100 mil), onde
também se evidenciam as maiores taxas de mortalidade do pais, representando a
primeira causa de 6bito por cancer feminino nesta regido. Nas regides Nordeste e
Centro-Oeste o CCU ocupa a segunda posi¢cdo com incidéncias de 16,10/100 mil e
12,35/100 mil, respectivamente. Na regiao Sul (12,60/100 mil), o CCU ocupa a quarta
posicdo e na regido Sudeste (8,61/100 mil), a quinta posi¢cdo. No Espirito Santo,
entretanto, a incidéncia do CCU em 2020 foi de 11,65/100 mil (BRASIL, 2020a).

O CA é raro na populacdo em geral, com uma incidéncia média de 1/100 mil e
estimativa anual de 27 mil novos casos (BRUNI et al., 2019). Porém, a incidéncia é
particularmente elevada entre as popula¢des de HSH, mulheres com histéria de CCU
ou vulvar, e populagcdes imunossuprimidas, incluindo aquelas soropositivas para HIV

e pacientes com histéria de transplante de 6rgdos (BRUNI et al., 2019).

Estudos epidemiolédgicos e etioldégicos do cancer para investigar a transmissdo de
HPV intra e entre populagbes séo realizados considerando variantes génicas
(TORNESELLO et al., 2007; Xl et al., 2006). Foi demonstrado mais claramente para
as variantes de HPV16, que diferem em distribui¢cdo geografica, em suas propriedades
bioldgicas e em seu potencial oncogénico (TORNESELLO et al., 2000, 2004; Xl et al.,
1997, 2002, 2007). Essas variantes sao classificadas filogeneticamente com base em
sua origem geografica, em variantes Europeia (E), Africana (Af), Asiatica (As),
Asiatico-americana (AA) e Norte-americana (NA) (HO et al., 1993; YAMADA et al.,
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1995). Um maior potencial oncogénico tem sido descrito para as variantes nao
Europeias (FREITAS et al., 2014; SICHERO et al., 2007).

2.6 VACINAS PROFILATICAS

Embora baixos niveis de anticorpos neutralizantes sejam induzidos na infeccéo
natural pelo HPV, as estratégias atuais das vacinas preventivas se baseiam na
proteina L1 do capsideo viral como antigeno alvo para inducdo dos anticorpos
neutralizantes. A expresséo de L1 recombinante resulta em montagem espontanea
de VLP, que sdo imunologicamente e morfologicamente semelhantes a particula viral
do HPV (KIRNBAUER et al., 1992; ROSE; REICHMAN; BONNEZ, 1994; ZHOU et al.,
1991).

Trés vacinas preventivas sdo aprovadas atualmente para uso (Quadro 2). A vacina
quadrivalente, Gardasil® (HPV4, Merck Sharp & Dohme - MSD), protege contra a
infeccdo por HPV gendtipos 6, 11, 16 e 18. Esta vacina foi licenciada em 2006 para
uso em mulheres com idade entre nove e 26 anos para a prevencao de CCU, canceres
vaginal e vulvar (FDA, 2009). Em 2009, o licenciamento foi ampliado para incluir
também os homens nesta faixa etaria (CDC, 2010). A vacina bivalente, Cervarix®
(HPV2, GlaxoSmithKline - GSK), fornece protecao contra os genétipos de HPV 16 e
18 e é utilizada na prevencédo do CCU (VILLA, 2006). Em 2014, o Food and Drug
Administration (FDA) aprovou a vacina nonavalente Gardasil 9° (HPV9, MSD),
produzida usando tecnologia similar a da vacina quadrivalente (Quadro 2). Essa
vacina é dirigida contra nove genotipos de HPV (HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e
58), que juntos causam cerca de 90% dos casos de CCU e condilomas no mundo
(FDA, 2014).

Desde 2009, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda que a vacina contra
o0 HPV seja incluida em programas nacionais de imunizagdo (WHO, 2009). No Brasil,
o Ministério da Saude aprovou o uso das vacinas quadrivalente e bivalente em agosto
de 2006 e fevereiro de 2008, respectivamente. Atualmente a vacina quadrivalente esta
incorporada ao PNI e é ofertada pelo Sistema Unico de Salde (SUS) para meninas
de nove a 14 anos e meninos de 11 a 14 anos, podendo ser estendida até os 26 anos
conforme disponibilidade da vacina. E ofertada, ainda, para pessoas com HIV/AIDS,

pacientes transplantados e pacientes oncoldgicos (BRASIL, 2020c).



Quadro 2 - Comparacdo entre as vacinas atualmente disponiveis.
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Caracteristicas Bivalente Quadrivalente Nonavalente
Nome . Cervarix™ Gardasil® Gardasil®9
comercial
6, 11, 16, 18, 31, 33, 45,
VLP 16, 18 6, 11, 16, 18 52 58
Fabricante GlaxoSmithKline Merck and Co., Inc Merck and Co., Inc
Antigeno — .
fonte Baculovirus Levedura Levedura
Adiuvante Al(OH)z, Monofosforil Sulfato hidroxifosfato de Sulfato hidroxifosfato de
J Lipideo A aluminio amorfo AAHS aluminio amorfo AAHS
- ~ 0,5 mL, 0,5 mL, 0,5 mL,
Administragéo . .
intramuscular Intramuscular intramuscular
Idade aprovada 10-25* Mulheres: 9-26 Mulheres: 9-26
(anos) Homens: 9-15 Homens: 9-15

*Apenas para mulheres
Fonte: PETROSKY et al., 2015, adaptado.

2.7 RASTREAMENTO DO CANCER DO COLO DO UTERO

O objetivo do rastreamento do CCU é detectar e tratar precocemente lesdes pré-
cancer, reduzindo assim a morbidade e a mortalidade (WENTZENSEN et al., 2016).
Atualmente existem trés estratégias principais para o rastreamento do CCU: citologia,
deteccdo molecular do HPV e o0 co-teste (associacdo da citologia com deteccdo
molecular) (WENTZENSEN; SCHIFFMAN, 2014). O rastreamento baseado na
citologia ainda é a abordagem mais amplamente utilizada, entretanto, exige intervalos
mais curtos de rastreamento para alcancar uma boa sensibilidade quando comparada
aguela dos testes moleculares para HPV, que apresentam maior sensibilidade e

ampliacdo dos intervalos de rastreamento (WENTZENSEN et al., 2016).

A sequir, serdo descritos tanto métodos ndo moleculares, que detectam as alteracdes
morfolégicas provenientes da infeccdo pelo HPV, quanto moleculares, capazes de

detectar o DNA do HPV ou seus transcritos na amostra.

2.7.1 Métodos ndo moleculares

Introduzido por Papanicolaou em 1940, o exame citopatolégico de mesmo nome
consiste no estudo das células esfoliadas da ecto e endocérvice para identificacdo de
alteracOes celulares benignas e malignas, sendo utilizado para identificacao de lesdes

precursoras do CCU. A nomenclatura para as alteragdes citoldgicas utiliza
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terminologia proposta pelo Sistema de Bethesda (1991), revista em 2001 (SOLOMON
et al., 2002), e diferencia entre leséo de alto e baixo grau, com distingéo explicita entre
efeito da infeccdo pelo HPV (LSIL) e efeito precursor do CCU (HSIL). Além disso,
incorpora os termos ASCUS (células escamosas atipicas de significado
indeterminado) e ASC-H (células escamosas atipicas, ndo se podendo excluir lesao
intraepitelial escamosa de alto grau).

A colposcopia, exame visual especializado do colo uterino, vagina e vulva, é realizada
apos a constatacdo da presenca de alteragBes citoldgicas, com a finalidade de
delimitar a extensdo da lesdo e, se necessério, realizar a bidpsia para confirmar o
diagnéstico (IARC, 2005). O exame histopatoldgico, realizado em amostras obtidas
de uma superficie suspeita de presenca de lesdo ou malignidade, é utilizado para
confirmar a gravidade da lesdo, sendo definitivo para o diagndéstico de lesdes pré-
neoplasicas e neoplasicas no colo uterino. A nomenclatura histolégica utilizada
atualmente € a proposta por Richart (1972), baseada em NIC 1, 2 e 3 (SCHIFFMAN;
WENTZENSEN, 2013).

2.7.2 Métodos moleculares

A relacdo causal entre o HPV e CCU estimulou o desenvolvimento de técnicas
moleculares baseadas na identificacdo de DNA ou RNA de HR-HPV (ABREU et al.,
2012). A principal vantagem da utilizacao do teste de HPV € a alta sensibilidade e alto
valor preditivo negativo, uma vez que a auséncia de HR-HPV indica um risco
extremamente baixo de NIC3 ou cancer (ARBYN et al., 2012; MEIJER et al., 2009).

Atualmente, existe uma grande variedade de testes de HPV disponiveis
comercialmente baseados em hibridizacdo, amplificacdo de sinal e amplificacdo de
acido nucleico (LUHN; WENTZENSEN, 2013), cinco deles aprovados pela FDA para
o rastreamento do CCU: Captura hibrida® 2 (Qiagen), Cervista® HR-HPV (Hologic),
Cervista® HPV 16/18 (Hologic), Cobas® 4800 HPV (Roche Diagnostics) e APTIMA®
HPV Assay (Gen-Probe).

Embora varios métodos estejam disponiveis, os laboratérios clinicos e de pesquisa
utilizam principalmente ensaios baseados na reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR) para detectar e identificar o DNA do HPV. Os protocolos mais amplamente

utilizados empregam primers consenso que sao dirigidos a uma regido altamente
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conservada do gene L1, incluindo MY09/11, PGMY09/11 e GP5+/6+ (Figura 6). Estes
primers sdo capazes de detectar até 40 gendtipos diferentes de HPV (DENNY;
WRIGHT, 2005).

Figura 6 - Genoma do HPV apresentado de forma linear.
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A posicédo do inicio dos genes precoces (E), tardios (L), e da regido ndo traduzida (LCR) est4 indicada,
bem como as posi¢des dos primers mais amplamente utilizados: MY09/11 (MANOS et al., 1989), PGMY
(GRAVITT et al.; 2000) e GP5+/6+ (de RODA HUSMAN et al., 1995).

Fonte: MOLIJN et al. 2005, adaptado.

A PCR em tempo real, descrita por Higuchi e colaboradores (1993), € uma variacao
da PCR convencional, com a possibilidade de deteccdo em tempo real do DNA
amplificado em cada ciclo de amplificacdo, por meio de deteccdo com diversos
agentes fluorescentes (NAVARRO et al., 2015). Entre estes, os mais empregados séo
os intercalantes de DNA, destacando-se a tecnologia SYBR® Green |, e as sondas de
hidrélise, tais como o sistema TagMan® (HOLLAND et al., 1991; NAVARRO et al.,
2015. PELT-VERKUIL; VAN BELKUM; HAYS, 2008; RIRIE; RASMUSSEN;
WITTWER, 1997) (Figura 7). Por ser uma ferramenta de diagndstico sensivel e
especifica, ensaios baseados na PCR em tempo real tém sido empregados na
pesquisa do HPV em espécimes clinicos. Além da detec¢cdo do DNA de HPV, as
principais aplicacbes deste meétodo sao: (i) genotipagem, por meio do uso de
diferentes fluorocromos, (ii) expressdo génica e (iii) determinacdo da carga viral
(ABREU et al., 2012).
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Figura 7 — Mecanismo de agéo dos intercalantes de DNA e sondas de hidrdlise.

A) Intercalantes de DNA B) Sondas de Hidrolise
- SYBR® Green 1 - TagMan®
Quencher
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Primer ‘2\\} @
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A) O corante intercalante de DNA SYBR® Green 1 exibe pouca fluorescéncia quando nédo esta ligado
ao DNA. Durante a extensao e a polimerizagdo do primer, as moléculas do corante intercalam-se ao
DNA de dulpa fita, resultando em um aumento na fluorescéncia detectada. B) Protocolo Tagman®: Apds
a desnaturacdo, o primer e a sonda hibridizam complementarmente ao DNA. Na sonda intacta, o
reporter e o quencher permanecem préximos um do outro impedindo a emissédo de fluorescéncia.
Durante a fase de extensao, a atividade de exonuclease 5’-3’ da Tag DNA polimerase cliva a sonda
separando o reporter e o quencher, permitindo a emissao e detec¢éo da fluorescéncia.

Fonte: ARYA et al., 2005, adaptado.

A genotipagem do HPV pode ser realizada por meio de técnicas baseadas em PCR
gue permitem a analise dos produtos amplificados por eletroforese em gel, dot blot ou
hibridizacdo, de polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo (Restriction
Fragment Length Polymorphism — RFLP) ou por sequenciamento (DENNY; WRIGHT,
2005).

O método de RFLP é utilizado para tipagem de HPV e consiste na digestdo do produto
de 450 pb com as enzimas de restricdo BamHlI, Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl, Rsal e Sau3A,
gerando um perfil de fragmentos que é especifico para cada tipo de HPV (BERNARD
etal., 1994) (ANEXO A). Esté método é capaz de detectar 44 tipos anogenitais, porém
com a limitagdo na determinacdo dos tipos quando em infeccdo mista devido ao

grande numero de fragmentos gerados pelas enzimas de restricao.

A hibridizacdo de acidos nucleicos € um método sensivel que, além de poder ser
usado para a deteccdo de HPV em amostras clinicas, € capaz de identificar genotipos

especificos de HPV. A Hibridizacdo Reversa em Linhas (Reverse Line Blot - RLB),
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s

validada por Estrade e colaboradores (2011), € um método in house descrito no
Manual de Laboratério de HPV da OMS (WHO, 2010), particularmente util para a
deteccao de infeccbes especificas e de multiplos gendtipos, pois permite testar até 45
amostras em apenas uma reacao, para 32 diferentes genétipos de HPV mucosos (6,
11, 16, 18, 26, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
66, 68, 69, 70, 73, 82, 83 e 84). A técnica consiste na hibridizacédo do produto de PCR
biotinilado com as sondas de oligonucleotideos imobilizadas em uma membrana de
nylon, perpendicularmente. Os hibridos podem ser detectados pela adicdo de um
conjugado de estreptavidina e substrato, gerando uma reacdo quimiluminescente
revelada em um filme radiografico (ESTRADE et al., 2011) (Figura 8)

Diferentemente dos kits comerciais de hibridizacao reversa, como o INNO-LiPA HPV
Genotyping Extra® (Innogenetics) e o Linear Array® (Roche Diagnostics), a RLB
permite a reutilizacdo da membrana contendo as sondas, tornando essa técnica
altamente custo-efetiva e reprodutivel (ESTRADE et al., 2011).

Figura 8 - Esboco e exemplo de hibridizacdo reversa.
A) B)

Fosfatase v
Alcalina C Precipitado
Substrato

Biotina

Estreptavidina

Produto de PCR

A) amplicons sdo desnaturados e hibridizados com sondas imobilizadas como linhas paralelas. Apés
lavagem rigorosa, os hibridos sao detectados por estreptavidina conjugada com enzima e um substrato,
obtendo-se uma reacéo de cor. B) Esquema da membrana indicando a distribuicdo de sondas em
canais adjacentes (delimitados por listras cinza claro). Listras em cinza escuro indicam o0s canais
perpendicularmente ap0s a rotacdo da membrana em 90°, de modo que cada amplicon da reacéo entre
em contato com cada sonda.

Fonte: MOLIJN et al., 2005; WHO, 2010, adaptado.
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O sequenciamento de Sanger permite a leitura de fragmentos de DNA de 500 pb a 1
kb de comprimento e tem sido utilizado para tipagem do HPV, sendo considerados
“padrdo ouro” por permitir a identificacdo de praticamente todos o0s genotipos,
inclusive novos e raros (FONTAINE et al., 2007). Entretanto, quando a amostra clinica
contém mudltiplos genotipos, a identificacdo da sequéncia do DNA ndo é adequada,
podendo subestimar a prevaléncia dos tipos, uma vez que pode ocorrer a amplificacao
apenas do tipo de maior prevaléncia na amostra (MOLIJN et al., 2005). Além da
genotipagem, por meio da técnica de sequenciamento, variantes de HPV podem ser
identificadas, em patrticular no caso do HPV16, cujas alteracbes nucleotidicas em EB6,
L1, L2 e LCR determinam as diversas variantes que apresentam diferentes
distribuicbes geograficas e pontecial oncogénico (BERNARD; CALLEJA-MACIAS;
DUNN, 2005; YAMADA et al., 1995, 1997).

2.8 BIOMARCADORES VIRAIS PARA LESOES DE ALTO GRAU

Apesar da alta sensibilidade, os testes para HPV nao discriminam se a infeccéo é ativa
ou transitéria. Deste modo, biomarcadores que identificam estagios especificos na
histéria natural da infeccdo pelo HPV e progressdo ao cancer emergem como
ferramentas importantes para a identificacdo de individuos com maior risco de
progresséao para lesbes pré-cancer ou cancer. (TORNESELLO et al., 2013). Dentre
esses biomarcadores, podemos destacar a carga viral e a expressdo 0s oncogenes

virais E6 e E7, brevemente descritos a seguir.

2.8.1 Carga viral

A carga viral do HPV, representada pelo nimero de cépias do genoma, tem sido
associada em alguns estudos com leséo do colo do utero. Isso porque diferencas na
carga viral observadas entre as anormalidades citologicas podem indicar que sao
necessarios niveis variaveis de replicacéo viral para interromper a homeostase celular
e induzir alterag6es biologicas que levam a doenca cervical (FLORES et al., 2006).
Além disso, € possivel que essas variagfes na replicacao viral possam divergir entre

os diferentes tipos de HPV para induzir lesdes cervicais (FLORES et al., 2006).
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A maioria dos estudos avaliaram a carga viral do HPV16 e demonstraram que seu
aumento foi assoaciado a leséo cervical e capaz de diferenciar LSIL de HSIL, CCU de
LSIL e qualquer grau de doenca de amostras normais (BRIOLAT et al., 2007; CRICCA
et al., 2007; SAUNIER et al., 2008; BOULET et al., 2009; HESSELINK et al., 2009).
Entretanto, estudos com outros genétipos de HR-HPV s&do escassos na literatura
(FLORES et al., 2006; MARONGIU et al., 2014), bem como estudos avaliando carga
viral e lesdo anal (JIN et al., 2017; MARRA et al., 2018; PIERANGELI et al., 2008;
TAMALET et al., 2014).

2.8.2 Expressao de oncogenes virais E6 e E7

Os testes baseados na deteccdo de RNA sado capazes de identificar diferencas ou
alteracdes na expressao génica relacionadas ao desenvolvimento do cancer (EBISCH
et al., 2016). A transformacéo das células infectadas por HR-HPV é regulada pelo
aumento de mRNA E6 e E7 (DOORBAR, 2007). A transcricdo desses genes nos HR-
HPV ocorre a partir de um mesmo promotor em um unico pré-RNA E6/E7 bicistronico
(ZHENG; BAKER 2006). A ORF EG6 neste pré-mRNA bicistrénico contém um intron
gue esta sujeito a splicing alternativo, importante para a traducdo da proteina E7
(ZHENG et al. 2004; ZHENG; BAKER, 2006; TANG et al. 2006). Como descrito
anteriormente, a expressao das oncoproteinas E6 e E7 regula a progresséao do ciclo
celular, promovido pela interacdo com as proteinas supressoras de tumor p53 e pRb,
respectivamente (LECHNER; LAIMINS, 1994; MOODY; LAIMINS, 2010; MUNGER et
al., 1989; PIM; BANKS, 2010).

Baseadas nessas informacdes, estudos mostram que a detecgao de transcritos de E6
e E7 esta relacionada a presenca de lesdes cervicais de alto grau, sendo considerado
um potencial biomarcador de lesdo e CCU (DERBIE et al., 2020; MACEDO et al.,
2019).

Atualmente, alguns ensaios comerciais estéo disponiveis para deteccdo de mRNA do
HPV em amostras cervicais, dentre eles: (i) APTIMA (GenProbe) e OncoTect
(IncellDX) baseam-se na utilizacao de transcriptase reversa e PCR e detectam mRNA
E6/E7 de 14 e 13 HR-HPV, respectivamente; (ii) PreTect HPV-Proofer (Norchip) e

NucliSENS EasyQ (Biomerieux), ambos baseados na amplificacdo de sequéncia de
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acidos nucleicos (NASBA), sao capazes de detectar transcritos E6/E7 dos cinco HR-
HPV mais comuns (HPV 16, 18, 31, 33 e 45) (WHO, 2020).
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3. JUSTIFICATIVA

O HPV é responsavel por praticamente 100% dos casos de CCU, uma das principais
causas de morte por cancer em mulheres no Brasil (BRASIL, 2020a). Algumas
populacdes sdo mais vulneraveis ao desenvolvimento deste tipo de cancer, como
mulheres soropositivas para HIV, aquelas com baixo nivel educacional e com acesso
restrito a servigcos de saude. O CA, por sua vez, € raro na populacdo em geral, e incide

mais em HSH e em individuos soropositivos para HIV (BRUNI et al., 2019).

Embora o exame citologico de Papanicoloau seja aplicado como estratégia secundaria
para rastreamento do CCU h& mais de 50 anos na populacdo brasileira, a sua
incidéncia e a mortalidade ainda permanecem elevadas, parte devido a limitacdo na
sua sensibilidade e parte devido a baixa cobertura de rastreamento. Quanto ao CA,
nao ha diretrizes ou ensaios clinicos randomizados para fornecer rastreamento
adequado (WELLS et al., 2014). Como estratégia de prevencao primaria, a vacinacao
para HPV no Brasil foi implementada pelo PNI para mulheres e homens por meio da
vacina 4vHPV. Esta estratégia de prevencdo passa entdo a exigir mudancas no
rastreamento do cancer anogenital por metodologias que sejam mais sensiveis para

a deteccéo de lesbes do colo uterino e anal.

Neste sentido, alguns paises tém adotado testes moleculares de deteccdo do HPV,
que apresentam elevada sensibilidade. Combinado com exame citologico, estes
testes sao atrativos como triagem de cancer anogenital. Adicionalmente, aqueles que
sdo capazes de gquantificar a carga viral e expressdo de oncogenes do HPV, por
exemplo, aumentam a sensibilidade e especificidade na deteccdo de lesbes e
emergem como biomarcadores virais, permitindo distinguir infec¢des transitérias
daquelas persistentes e com maior propensdo em progredir para o cancer (GRAVITT
et al., 2007; MARONGIU et al., 2014; SCHLECHT et al., 2003).

Destarte, investigamos neste estudo: (i) os genétipos de HR-HPV em populacdes
femininas de maior vulnerabilidade para cancer anogenital, sendo elas positivas para
HIV, das cinco regibes geograficas do Brasil, e mulheres negras quilombolas
residentes em comunidades rurais do norte do Espirito Santo; e (ii) a carga viral dos
HR-HPV correspondentes aos da vacina 9vHPV e de mRNA E7 como possiveis

biomarcadores de lesdes cervicais e anais de individuos HIV-positivos e negativos.
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Os resultados obtidos contribuem para orientar algoritmos de rastreamento e de
controle do cancer anogenital especificas para essas populac¢des vulneraveis.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo determinar os genotipos de HPV em populacdes de
mulheres vulneraveis (HIV-positivas e quilombolas) e investigar se carga viral e
guantificacdo de transcritos do oncogene E7 (MRNA E7) dos HR-HPV
correspondentes aos da vacina nonavalente (9vHPV) estdo relacionadas com lesdes

cervicais e anais de individuos HIV-positivos e negativos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Investigar a frequéncia de HPV e de genoétipos de HR-HPV encontrados em

populacdes de mulheres quilombolas e HIV-positivas;

» Descrever as variantes de HPV16 predominantes nas populacdes de mulheres HIV-

positivas;

» Investigar se a carga viral e dos transcritos do oncogene E7 dos HR-HPV incluidos
na vacina nonavalente (HPV16, 18, 31, 33, 45, 52, 58) se relacionariam com lesées
do colo uterino ou anal e poderiam ser utilizados como biomarcadores virais de

lesdo.
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5. METODOLOGIA

5.1 ESTUDO, SELECAO DAS AMOSTRAS, ESPECIMES CLINICOS E ASPECTOS
ETICOS

Este € um estudo descritivo, em corte transversal, conduzido em amostras de
escovado de colo uterino de mulheres HIV-negativas, residentes em comunidades
quilombolas, e de mulheres HIV-positivas de oito estados brasileiros (Figura 9). A

obtencéo dessas amostras esta descrita nos topicos seguintes (5.1.1 e 5.1.2).

Para fins de analise da utilizacdo de carga viral e mMRNA E7 como bimarcadores de
leséo, foram utilizadas também amostras de colo uterino e anal, previamente positivas
para pelo menos um dos HR-HPV presentes na vacina nonavalente, obtidas dos
seguintes projetos: (i) Incidéncia e fatores determinantes de lesGes precursoras do
cancer anal em pacientes HIV-positivos (BOLDRINI et al., 2018; VOLPINI et al., 2017),
do qual foram analisadas amostras anais de homens e mulheres HIV-positivos,
atendidos no CRDST/AIDS, Vitéria-ES; e (ii) Lesdes cervicais precursoras de cancer
do colo uterino e associacdo com papilomavirus humano, virus associado ao
adenovirus e Chlamydia trachomatis em mulheres atendidas no Ambulatério de
Patologia cervical do Hospital Universitario Cassiano Antonio de Moraes (HUCAM),
do qual foram analisadas amostras de colo uterino de mulheres HIV-negativas
(FREITAS et al., 2014) (Figura 9; Quadro 3).

Figura 9. Fuxograma referente a sele¢do das amostras para o estudo.

HIV-
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Quadro 3 — Descricdo dos projetos utilizados para obtencédo das amostras do estudo.

Projetos Aprovacgao CEP

Prevencdo de CCU em mulheres de comunidades quilombolas

no Espirito Santo — Quilombolas 1.308.539/2015

Prevaléncia e fatores de risco para C. trachomatis e N.
gonorrhoeae em mulheres vivendo com HIV no Brasil —
Multicéntrico

282.864/2013 e
2.4459.88/2017

Incidéncia e fatores determinantes de lesfes precursoras do 384.286/2013 e
cancer anal em pacientes HIV positivos — CRDST 1.254.427/2015

Variantes moleculares de HPV16 em diferentes graus de
neoplasia intraepitelial em mulheres atendidas no Hospital 086/09
Universitario Cassiano Anténio de Moraes, Vitéria-ES - HUCAM

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de
Ciéncias da Saude - UFES, em 28 de setembro de 2018, n° 2.925.324 (ANEXO B).

5.1.1 Mulheres Quilombolas
5.1.1.1 Descri¢cado das comunidades Quilombolas

As comunidades quilombolas sao “grupos étnicos, predominantemente constituidos
pela populacdo negra rural ou urbana, que se autodefinem a partir das relacdes
especificas com a terra, 0 parentesco, o territdrio, a ancestralidade, as tradi¢cdes e
praticas culturais préprias”. Estima-se que cerca de 3.000 comunidades quilombolas
no Brasil (BRASIL, 2017).

Em todo o Espirito Santo existem cerca de 100 comunidades quilombolas, 46 delas
certificadas. No norte do estado, a regido denominada Sapé do Norte, que
compreende 0s municipios de Conceicao da Barra e Sdo Mateus, € constituida por
aproximadamente 1.200 familias. Essas comunidades sdo localizadas em zonas
rurais, cercadas de canaviais e eucaliptais, semi-isoladas e relativamente distantes
dos centros urbanos de seus municipios. As condi¢cdes de vida da maioria delas sdo
precarias, sem saneamento basico, e com acesso dificultado a servicos de saude
(Figura 10) (VICENTINI, 2013).
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Figura 10 — Comunidades quilombolas de Linharinho (Conceicdo da Barra) e S&o Domingos (Conceigéo
da Barra/Sao Mateus).

§\ Comunidade

A) Imagem de satélite da Comunidade de Linharinho mostrando sua localizagdo em meio a floresta de
eucaliptos. B) Condi¢bes de moradia na comunidade S&o Domingos.

Fonte: Google imagens, 2018; Vicentini, 2013.

5.1.1.2 Obtencao dos espécimes clinicos

No periodo de marco de 2016 a agosto de 2017 foram coletadas amostras de
mulheres sexualmente ativas, residentes nas comunidades quilombolas dos
Municipios de Sdo Mateus e Conceicdo da Barra. Essas comunidades integram a
chamada Regido Sapé do Norte, sendo 16 em Sao Mateus (Angelim 1ll, Corrego do
Chiado, Cérrego do Sapato, Dilé Barbosa, Divino Espirito Santo, Jambeiro, Litoraneo,
Morro da Arara, Nova vista Il, Palmitinho Il, Santa Luzia, Sao Cristovdo, Sdo Domingos
de Itauninhas, S&o Jorge, Santa Maria, Serraria, e Santa Rita) e oito em Conceicéo
da Barra (Angelim I, Angelim II, Angelin Disa, Coxi, Linharinho, Nucleo de Santana,

Roda d'agua e S&o Domingos) (Figura 11).
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Figura 11 - Mapa dos municipios de Sao Mateus e Conceicéo da Barra e as respectivas Comunidades
Quilombolas.
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Fonte: LOZER, 2011

Escovados cervicais foram coletados, utilizando escova tipo cytobrush, durante exame
ginecoldgico e acondicionados em tampdo STM (specimen transport medium) para a
pesquisa do HPV. Exame citopatoldgico foi realizado no Servico de Patologia do
Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes (HUCAM/UFES). As laminas foram
coradas pelo método de Papanicolaou, e os laudos foram liberados com base
descritiva na nomenclatura brasileira para laudos citopatolégicos de acordo com as
normas do Ministério da Saude. (Figura 12).

Foi realizada uma entrevista face a face, com duracdo de aproximadamente 20
minutos, utilizando um questionario padronizado contendo dados sdcio-demogréficos,
epidemioldgicos e clinicos (ANEXO C). As coletas dos espécimes para pesquisa
foram realizadas apOs assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude - UFES, em 4 de novembro de 2015, sendo o parecer identificado
pelo nimero 1.308.539 (ANEXO D).
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Figura 12 — Fuxograma referente aos procedimentos de coleta e processamento de espécimes
cervicais de mulheres residentes em comunidades quilombolas.
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RFLPY (BERNARD et al., 1994)

HR-HPV 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58

PCR em tempo
real

Carga viral

aRLB - Reverse Line Blot; PRFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism.

5.1.2 Mulheres soropositivas para HIV

Esta pesquisa foi realizada com amostras obtidas em estudo multicéntrico prévio
intitulado “Prevaléncia e fatores de risco para Chlamydia trachomatis e Neisseria
gonorrhoeae em mulheres vivendo com HIV no Brasil”’, no periodo de marco a
dezembro de 2015 (MIRANDA et al., 2017).

Participaram deste estudo mulheres HIV-positivas, com idade entre 18 e 49 anos,
atendidas em CR-DST/AIDS de oito estados brasileiros: Amazonas, Bahia, Distrito
Federal, Espirito Santo, Parana, Pernambuco, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul
(Quadro 6). Foram coletadas 647 amostras de escovado cervical, acondicionadas em
meio de transporte ThinPrep® PreservCyt® (Hologic, Marlborough, MA, USA) e
encaminhadas ao Laboratério Sdo Marcos (Vila Velha — ES) para a deteccéo de HR-
HPV por meio do método automatizado qualitativo COBAS HPV test (Roche,
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Pleasanton, CA, USA). Aprovado pelo FDA em 2011, este teste detecta 12 gendétipos
de HR-HPV (HPV31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68) e discrimina os
genadtipos 16 e 18, por meio da técnica de PCR em tempo real (HEIDEMAN et al.,
2011). Para a realizac&o da citopatologia, os espécimes foram fixados em solucéo de
formalina tamponada a 10% e enviados aos laboratorios de patologia dos respectivos

locais de coleta.

As amostras positivas para HR-HPV (n= 187) foram entdo remetidas ao LabViG-
UFES. A partir dessas amostras foram realizadas as pesquisas adicionais referentes
ao HPV. (Quadro 4; Figura 13).

Quadro 4 - Numero de amostras coletadas e positivas para HR-HPV por meio do COBAS® HPV test de
mulheres HIV+ atendidas em CR-DST/AIDS, no periodo de margo a dezembro de 2015.

o -
Regido Estado N° de HR.HPV
amostras positivas
Norte Amazonas 18 9
Bahia
Nordeste 100 28
Pernambuco 84 26
Centro-Oeste Distrito Federal 83 27
Espirito Santo
Sudeste - P - 123 21
Rio de Janeiro 72 16
sul Parana 67 30
u
Rio Grande do Sul 100 24
Total 8 647 187




Figura 13 - Fluxograma referente ao processamento dos espécimes cervicais de mulheres HIV+.
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a abVIG — Laboratério de Virologia e Gastroenterite Infecciosa; PRLB - Reverse Line Blot; °RFLP -
Restriction Fragment Length Polymorphism.

As coletas dos espécimes para pesquisa foram realizadas apos assinatura do TCLE

(ANEXO E) e um questionario estruturado foi aplicado para obtengéo de dados socio-

demograficos, epidemioldgicos e clinicos (ANEXO F). Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde — UFES (CEP
UFES/CCS), n°® 2.445.988/2017 (ANEXO G).
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5.2 EXTRACAO DO ACIDO NUCLEICO

A extracdo de acido nucleico viral foi realizada utilizando-se o kit QlAamp DNA Mini
Kit™ (Qiagen, Valencia, CA, USA) (Figura 14), conforme instru¢des do fabricante e
brevemente descrito a seguir. A0s espécimes cervicais, foram adicionados proteinase
K e tampao de lise (Tampéao AL), que contém sais de guanidina, responsavel pela lise
celular e dissociacdo da nucleoproteina viral. Apds incubacao a 56°C, foi adicionado
etanol PA. A solucdo foi aplicada a coluna contendo uma matriz de silica e
centrifugada. ApoOs lavagens sucessivas da coluna com tampdes (AW1 e AW2), um
tampao de eluicdo (AE) foi adicionado e uma solucdo contendo o DNA purificado do
material clinico foi obtida apds centrifugacdo. O DNA extraido foi mantido a -20°C até
o momento da amplificacdo de segmentos especificos de HPV.

Figura 14 - Representagdo esquematica das etapas de extragdo do DNA com o kit QlAamp® DNA Mini
Kit (QIAGEN), adaptado do protocolo fornecido pelo fabricante.
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5.3 DETECCAO VIRAL
5.3.1 Reacédo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Deteccédo de DNA do HPV foi realizada utilizando-se sete microlitros do DNA extraido
e submetido a amplificagdo pela técnica de PCR, utilizando os dois conjuntos de
primers PGMY09/11 (GRAVITT et al., 2000) (Quadro 5). Os primers PGMY11
utilizados séo biotinilados na porcéo 5' para realizacdo da RLB descrita no item 5.4.1.

As reacoes de amplificagéo foram realizadas em um volume final de 25 pL (Quadro



52

6). Foram consideradas positivas, as amostras que apresentaram fragmentos de 450

pb.

Quadro 5 - Primers consensuais PGMY09/11 utilizados na detec¢éo por PCR e posterior tipagem de

HPV por RLB.

Primers

Marcacgéao

Designhacao

Sequéncia (5°-3’)

Biotinilados

PGMY11-A
PGMY11-B
PGMY11-C
PGMY11-D
PGMY11-E

GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG
GCG CAG GGC CAC AAT AAT GG
GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG

Nao Biotinilados

PGMYO09-F
PGMY09-G
PGMY09-H
PGMY09-|
PGMY09-J
PGMY09-K
PGMYO09-L
PGMY09-M
PGMY09-N
PGMY09-P
PGMY09-Q
PGMYO09-R
HMBO1

CGT CCC AAAGGAAACTGATC
CGA CCT AAAGGA AACTGATC
CGT CCAAAAGGAAACTGATC
GCC AAG GGG AAACTG ATC
CGT CCC AAAGGATACTGATC
CGT CCAAGG GGATACTGATC
CGA CCT AAA GGG AAT TGATC
CGA CCT AGT GGA AAT TGATC
CGA CCAAGG GGATATTGATC
GCC CAA CGG AAACTG ATC
CGA CCC AAG GGAAACTGGTC
CGT CCT AAAGGAAACTGGTC
GCG ACC CAATGC AAATTG GT

Fonte: WHO, 2010.

As amostras negativas para DNA de HPV foram submetidas a amplificacdo do gene

B-globina, realizada como controle de extracao e de integridade do DNA, obtido com
primers especificos sense (5’-GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3’) e anti-sense (5'-
CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3’), que geram um fragmento de 270 pb (HUANG
et al., 1989). A reacdo de amplificacédo foi realizada com cinco microlitros do DNA

extraido adicionados a 20 pL da mistura de reagcao para PCR, conforme

concentracdes e programa de amplificacdo descrito nos Quadros 6 e 7.

Os produtos de amplificacédo foram resolvidos em gel de agarose 1,5%, corados com

brometo de etidio (EtBr) 0,5 ug/mL e visualizados sob luz ultravioleta em sistema de

documentacéo de géis MiniBIS® Pro (BioAmerica, Miami, FL, USA).
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Paralelamente a extracdo do espécime, foi realizada a extracdo de agua livre de
DNAse e RNAse como controle negativo de reacdo de amplificacdo. O preparo da
mistura de reacdes e a aplicacdo das amostras foram realizados em salas distintas,
minimizando a possibilidade de contaminacdo. Todas as reacfes de amplificacdo
foram realizadas no termociclador Veriti® Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA).

Quadro 6 - Mistura para PCR para o gene p-globina e HPV.

Concentracédo / volume
Reagentes da mistura (25 pL reagéo)
para PCR
f-globina HPV
dNTP2 0,2 mM 0,2 mM
Tampéao de reacédo (10X) 5 puL 5puL
MgCl2 50mM: 1,5mM 1,5mM
Primers: sense 0,32 uM 40 pmol
Antisense 0,32 uM 40 pmol
Taq polimerase 0,05 uds 0,1 uds
DNA (amostra) 5 puL 7 pL

aDesoxirribonucleotideos fosfatados

Quadro 7 - Programas de amplificacéo utilizados para gene S-globina e HPV.

p-globina HPV
Fase do programa
Tempo °C Tempo °C
Desnaturacéo inicial 2 min 94 5 min 94
@ Desnaturacéao 20s 94 1 min 94
% Anelamento 30s 50 1 min 55
Lo
¥ |Extenséo 30s 72 1 min 72
Extensdo final 10 min 72 10 min 72

5.4 DETERMINACAO DO GENOTIPO

O gendtipo viral foi inicialmente determinado nos espécimes positivos pela técnica de
RLB. A técnica de RFLP foi realizada quando o gendétipo ndo foi evidenciado pela

primeira técnica.
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5.4.1 Reverse Line Blot (RLB)

Produtos de PCR obtidos com PGMY09/11 biotinilados foram hibridizados com
sondas ligadas covalentemente a uma membrana de nylon Biodyne™ carregada
negativamente (Pall Corporation, New York, NY, USA) (Quadro 8), seguindo as etapas
descritas a seguir. Foram diluidos 10 pL do produto biotinilado com 150 pL do tampéao
2X SSPE - 0,1% SDS (duodecil sulfato de sodio) (p/v) e incubados a 96°C por 10 min.
para desnaturacdo do DNA, sendo posteriormente resfriados em gelo por 10 min. A
membrana contendo as sondas para 32 genotipos de HPV foi lavada com 150 mL de
2x SSPE (Salina-fosfato-EDTA) — 0,1% SDS por cinco minutos a temperatura
ambiente e colocada no blotter (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Foram aplicados
140 pL do produto diluido no blotter, com a membrana posicionada de forma que as
sondas ficassem localizadas transversalmente, e incubado em forno de hibridizacéo
a 51°C por 60 min. As amostras foram entao aspiradas, a membrana foi lavada por 20
min com tampao 2x SSPE - 0,5% SDS a 51°C e incubada com conjugado
(estreptavidina-peroxidase 1: 4000) em tampéo 2x SSPE — 0,5% SDS em garrafa de
rotacdo por 60 min a 42°C. Apés lavagem com 150 mL de tampao 2x SSPE - 0,5%
SDS por 20 min a 42°C com agitacdo e com tampado 2x SSPE por 10 min. a
temperatura ambiente, 5 mL de Reagentes de Deteccdo 1 e 2 (Amersham ECL, GE
Healthcare) foram adicionados a membrana que, apés incubacao por um minuto, foi
colocada entre duas folhas de acetato transparente dentro de um cassete radiografico.
Uma pelicula radiografica foi disposta sobre o0 acetato, para exposi¢cao durante 30 min.
A pelicula foi revelada com reagentes radiograficos (Kodak, Rochester, NY, USA),
procedendo-se a analise dos resultados.



Quadro 8 - Sondas para Hibridizacdo Reversa em Linhas.

Genétiposde HPV Sequéncias (5°-3’)

HPV06_RHP TGG AAG ATG TAG TTA CGG ATG
HPV11 RHP GCA GAT TTA GAC ACA GAT GCA
HPV16 RHP GAT ATG GCA GCA CAT AAT GAC
HPV18 RHP CCA GGT ACAGGA GAC TGT GTA
HPV26 RHP TAC GCT GAC AGG TAG TAG CAG
HPV31 RHP AGT ATC ACT GTT TCG AAT TGC
HPV33 RHP TGT CACTAGTTACTT GTG TGC
HPV34 RHP GCA GTT GTACTT GTG GAT TGT
HPV35 RHP AGA AGA CAC AGC AGA ACA CAC
HPV39 RHP GTA GAA GGT ATG GAAGAC TCT
HPV40 RHP ATAGCCTTGTTG GTA AGG AAC
HPV42 RHP TGT ATC ACC AGATGT TGC AGT
HPV43 RHP ACA GTA GGG TCA GTA GAG GCA
HPV44 RHP TAG TAT ATG TAG ACG GAG GGG
HPV45 RHP GTACTT GGC ACAGGATTT TGT
HPV51 RHP TTACTT GGA GTA AAT GTT GGG
HPV52 RHP CTTTCCTTT AGGTGG TGT GTT
HPV53 RHP AGA CAT AGACTG TGT GGT TGC
HPV54 RHP TTATTA AAG CTATCCTGC GTG
HPV55 RHP GAT GGA GAC TGA GTT GTAGCA
HPV56 RHP TTT CGT GCATCATAT TTACTT
HPV57a_RHP TAC AGT GGC ACA CAA AGA GAC
HPV57b RHP TTCTGT GTT TAC AGT GGC ACA
HPV58 RHP CTT CCTTAG TTACTT CAG TGC
HPV59a RHP AGT AGA GCA CAC ACA GAA AGA
HPV59b RHP AGT AGA AGC ACA CAC AGA AAG
HPV66 RHP AGT TAATGT GCTTTT AGC TGC
HPV68 RHP CTGATTGCAGATAGCGGTATG
HPV69 RHP GTT TAA AAG TGG CAG ATG CAG
HPV70_RHP CTA TAT ACA GCA GGT ATG GCC
HPV 73_RHP GGC ATA CGT TGT AGT AGA GCT
HPV 82_RHP TGC AAC AGATTG AGT AAC AGC
HPV 83 _RHP AGA GGC TGT GTATTC ATT AGC
HPV 84 RHP ATT CTG ATT CGG TGT TGG TAG

Fonte: WHO, 2010.
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5.4.2 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

O método de RFLP, que permite a deteccdo de 44 gendtipos de HPV, foi realizado
conforme descrito por Bernard et al. (1994) com as modificacdes a seguir: 1 ng de
produto de PCR obtido com os primers PGMY09/11 foi digerido com 10 unidades de
cada enzima de restricdo BamHlI, Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl, Rsal e Sau3Al (Promega®,
Madison WI) em tampé&o de digestdo (1 M NaCl; 100 mM MgClz; 100 mM Tris-HCI, pH
7,5; 100 mM B-mercaptoetanol) e incubado a 37°C por 12 horas. Os produtos de
digestdo enzimatica foram visualizados sob luz UV apos eletroforese em gel de
agarose a 3,0%, corados com EtBr 0,5 pg/mL e analisados comparando-se com a
tabela de referéncia conforme tamanho de fragmentos esperados para cada tipo
(BERNARD et al., 1994) (ANEXO A).

5.5 DETERMINACAO DAS VARIANTES DE HPV16

Todas as amostras positivas para HPV16 pelo COBAS foram submetidas a uma
reacdo de PCR com primers para a regiao LCR do HPV16 (Quadro 9), que amplifica
um fragmento comum as variantes. Para identificar as alteracdes nucleotidicas
especificas de cada variante, foi realizada a técnica de sequenciamento de Sanger,

conforme descrito a seguir.

Os produtos de amplificacéo foram resolvidos em gel de agarose e, em caso de banda
Gnica, um ul da preparacao enzimatica ExoProStar™ (GE Healthcare, Little Chalfont,
UK) foi adicionado a cinco ul de produto da PCR, com a incubac¢éo a 37°C por 15 min.,
seguida de incubacao a 80°C por 15 min. O produto purificado foi mantido a -20°C até
sua utilizacdo na reacdo de sequenciamento. Em casos de fragmentos inespecificos
na PCR, o produto foi purificado diretamente do gel utilizando o PureLink™ Viral
RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), conforme instru¢des do fabricante
e brevemente descrito a seguir. O fragmento de interesse foi recortado, solubilizado
com tampéo de digestao (Buffer L3) e incubado por 10 min a 50°C. Esta solucao foi
aplicada a uma coluna contendo uma membrana de silica e centrifugada. Apos a
adicdo do tampdao de lavagem (W1) e centrifugacdo, o contetdo da coluna foi eluido
utilizando o tampéao de eluigéao (E5). O produto da PCR purificado foi mantido a -20°C

até sua utilizacao na reacao de sequenciamento.
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A reacao de sequenciamento foi realizada com o kit Big Dye Terminator v3.1 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), conforme instrucdes do fabricante. O produto
desta reacéo foi precipitado com etanol-EDTA, eluido em Formamida Hi-Di™ (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e submetido a eletroforese capilar no
equipamento ABI 310 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Quadro 9 - Primers para a regido LCR do HPV16

Primers Sequéncia de bases
Sense 5-GCC AAC CAT TCCATT GTT TT-3’
Anti-sense 5-GAT TTC GGT TAC RCC CTT AG-3’

Fonte: CHEN; FREITAS; BURK, 2015.

As sequéncias obtidas foram editadas utilizando-se o software Bioedit software v7.2.5
(HALL, 1999) e, entdo, alinhadas com as sequéncias-referéncia de HPV16 para cada
sublinhagem (BURK; HARARI, CHEN et al., 2013) (Quadro 10), utilizando o programa
SeaView v4.5.4 (GOUY; GUINDON; GASCUEL, 2010). A construgdo da arvore
filogenética de todas as sequéncias alinhadas, pelo método de Neighbor-joining, foi
realizada pelo software MEGA v6.0 (TAMURA et al., 2013).

Quadro 10 - Sequéncias usadas como referéncia para alinhamento e andlise filogenética de HPV16.

Linhagem | Sublinhagem | Variante | N° acesso GenBank | Outras denominagdes
A Al Ref K02718 Europeia (E)
A2 w0122 AF536179 E
A3 AS411 HQ644236 E
A4 w0724 AF534061 E
B B1 W0236 AF536180 Africana 1 (Afrla)
B2 Z109 HQ644298 Africana 1 (Afrlb)
C R460 AF472509 Africana 2 (Afr2a)
D D1 QV00512 | HQ644257 Norte Americana (NA)1
D2 QV15321 | AY686579 Asidtica-americana (AA)2
D3 QV00995 | AF402678 Asidtica-americana (AA)1

Fonte: BURK; HARARI, CHEN et al., 2013, adaptado.
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5.6 DETERMINACAO DA CARGA VIRAL DOS HR-HPV

Amostras positivas para os HR-HPV 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58 foram submetidas a
PCR em tempo real para quantificacdo do DNA viral (QPCR). Foram utilizados primers
e sondas de hidrdlise especificos para as regibes E6 e E7 do HPV16 e HPV18,
respectivamente (GRAVITT et al., 2003), e para a regido E7 dos gendtipos 31, 33, 45,
52 e 58 (WINER et al., 2014) (Quadro 11). A reacdo de qPCR dos HPV16 e 18 foi
realizada por método in house, com trés uyL do DNA extraido adicionados a sete L
da mistura de reacédo para PCR, conforme concentracdes e programa de amplificacédo
descritos nos Quadros 12 e 13. Para os demais genatipos, trés uL do DNA extraido
foram adicionados a sete uL de mistura de reacdo contendo 1x PCR Master Mix
TagMan® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 300 nM de cada primer e
100 nM da sonda de hidrdlise.

Paralelamente, foi realizada gPCR para o gene $-globina (WEISSENBORN et al.,
2010) para avaliar a qualidade e a quantidade do DNA extraido. Trés microlitros do
DNA extraido foram adicionados a sete yL de mistura de reacdo contendo 1x PCR
Master Mix TagMan® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 300 nM de cada
primer e 100 nM da sonda de hidrélise. O programa de amplificacdo encontra-se

descrito no Quadro 13.

Cada amostra foi amplificada em duplicata e todas a reacdes foram realizadas em
placas Opticas de 96 pocos MicroAmp® e em equipamento StepOnePlus™ (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

As quantificagBes absolutas foram alcancadas comparando o Ct (Cycle Threshold)
das amostras clinicas com o Ct de diluicbes seriadas das sequéncias especificas
sintetizadas para cada tipo de HPV pesquisado e para o gene -globina, obtendo-se
uma curva padrdo (Item 5.6.1). Carga viral do HPV foi expressa como n° de
cOpias/célula obtida pelo célculo da quantidade de DNA de HPV amplificado dividida
pela metade da quantidade de DNA de $-globina amplificada em cada amostra (cada
célula somatica humana contém duas copias do gene da B-globina), conforme a
seguinte equacéao:

copias de DNA de HPV / copias de DNA de B-globina
2




Quadro 11 - Primers e sondas utilizados na reacdo de gPCR.

Primer / sonda

Sequéncia 5’-3’

E6-HPV16.F

ATGACTTTG CTT TTC GGG AT

E6-HPV16.R

CTTTGCTTT TCT TCA GGA CA

E6-HPV16.sonda

FAM - ACG GTT TGT TGT ATT GCT GTT CTA A- BHQ1

E7-HPV18.F

ATG TCACGA GCAATT AAG C

E7-HPV18.R

TTCTGG CTT CAC ACT TAC AAC A

E7-HPV18.sonda

FAM - CGG GCT GGT AAATGT TGA TG- BHQ1

E7-HPV31.F

CGACAG CTCAGATGAGGAGGAT

E7-HPV31.R

GGATGT GTCCGG TTCTGCTT

E7-HPV31l.sonda

FAM — TCA TAG ACA GTC CAG CTG G- BHQ1

E7-HPV33.F

TGA CAG CTC AGA TGA GGA TGA AG

E7-HPV33.R

CTGTGG CTG GTTGTG CTT GT

E7-HPV33.sonda

FAM - CTT GGA CCG GCC AGAT - BHQ1

E7-HPV45.F

GCG AGT CAG AGG AGG AAA ACG

E7-HPV45.R

CGG GCT GGT AGT TGT GCA T

E7-HPV45.sonda

FAM — TGA AGC AGA TGG AGT TAG T- BHQ1

E7-HPV52.F

GAC AGC TCA GAT GAG GAG GAT ACA

E7-HPV52.R

TGG CTT GTT CTG CTT GTC CAT

E7-HPV52.sonda

FAM — ATG GTG TGG ACC GGC - BHQ1

E7-HPV58.F

GAC AGC TCA GAC GAG GAT GAA A

E7-HPV58.R

TGG CCG GTT GTG CTT GT

E7-HPV58.sonda

FAM — AGG CTT GGA CGG GC -BHQ1

B-globina.F

GCT TCT GAC ACAACT GTGTTC AC

B-globina.R

GGC CTC ACC ACC AACTTC AT

B-globina.sonda

FAM - CACGTT CAC CTT GCC CCA CAG G-BHQ1

59
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Quadro 12 - Concentracao dos reagentes utilizados para amplificacdo dos HPV16 e 18.

Concentracéo/
Volume
Reagentes volume (1) MI
(10pL reacao) X

H20 destilada - 3,66
Buffer (10x) 1x 1,00
dNTP (200 mM) 20 mM 1,00
MgCl2 (50 mM) 4 mM 0,80
Primer forward (20 uM) 0,2 uM 0,10
Primer reverse (20 uM) 0,2 uM 0,10
Sonda (10 pMm) 0,1 uMm 0,10
Taq Platinum (5U) 1U 0,20
CXR* (30 uMm) 0,12 uM 0,04
DNA 10 ng/uL 3,00

Quadro 13 - Programas de amplificacdo de HPV e B-globina.

. HPV 31, 33
p-globina | HPV 16 e 18 .
Ciclos 45,52 e 58
Tempo | °C | Tempo | °C |Tempo| °C
2min | 50 2 min 50 | 2min 50
1x

1I0min| 95 | 10min | 95 | 10 min | 95
15s | 95 15s | 95| 10s | 95

45x ]
1min | 60 | 30s |55 | 1min | 60

5.6.1 Padronizacao e preparo das curvas-padrao

Padrbées de DNA foram preparados a partir de fragmentos sintéticos (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) de DNAdf, desenhados a partir de sequéncias
referéncia dos gendtipos de HPV pesquisados e do gene B-globina, abrangendo a

regido entre os primers.

Os calculos para obtencédo do numero de cépias de DNA do HPV e de B-globina foram
realizados a partir da concentracdo do fragmento produzido (em ng), utilizando a

seguinte férmula:

n°® de copias/uL= g/uL de DNA

x 6,022x10%
Tamanho do fragmento em pb x 660
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Onde 6,022x1023 corresponde ao nimero de Avogrado e o valor de 660 é obtido pelo
peso médio dos nucleotideos (330 Daltons) multiplicado por 2, por se tratar de fita
dupla de DNA (WHELAN et al., 2003). Foi realizada uma diluicdo seriada (1:10) do
fragmento de DNA obtido, em agua livre de DNase e RNase, de modo a se obter

concentracdo inicial de 108 e final de 10* cépias de DNA.

Curvas-padrao foram contruidas utilizando fragmentos sintéticos de: (i) DNAdf de
cada HR-HPV pesquisado (HPV16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58), simulando a carga viral
com 6 pontos na curva (108, 10° 104 103, 102 e 10! copias de DNA); (i) DNAdf do
gene da B-globina humana também com 6 pontos na curva (108-10 cépias de DNA)
para estimar a carga viral do HPV em cépias por célula. Nas Figuras 15 e 16,
encontram-se exemplificadas as curvas-padréo do gene B-globina e do HPV18.

Figura 15 - Gréfico da amplificagdo da curva-padrao do gene B-globina por gPCR.

Amplification Plot
A) 10
1 - il
0.1
= D.01
o
=l 0.001
0.0001
0.0oo01
o.000001 A R ] S s S S S S — S —— i
2 4 & 8 10 12 14 168 18 20 22 24 2 28 30 I M 3 3 40 42 4 45 43 51
Cycle
Standard Curve
B) it}
35.0
325
300
= 275
&)
25.0
225
200
17.5
ai 0z 1 2345 10 203 100 200 1000 10000 100000 1000000 100000
Quantity
]
Taroet: beta Slope: -3.364 Y-Inter: 36.389 p2. 0.999 Eff%: 08.258 “

A) Curva-padrdo do gene B-globina utilizando fragmentos sintéticos de DNAdf com concentragfes de
108, 105, 104, 103, 102 e 10! copias de DNA. B) Parametros da curva-padrdo do gene 3-globina.
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Figura 16 — Graficos da amplificacao da curva-padrdo do HPV18 por gPCR.
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A) Curva-padrdo do HPV18 utilizando fragmentos sintéticos de DNAdf com concentragGes de 108, 10°,
104, 108, 102 e 10 copias de DNA. B) Parametros da curva-padrdo do HPV18.

Como controle de precisdo e reprodutibilidade em estimar a carga viral, foram
utilizados DNA extraido das linhagens celulares CaSki (ATCC® CRL-1550™),
gentilmente fornecidas pela Dra Luisa Villa (coordenadora do Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia das Doencas Associadas ao Papilomavirus - INCT-HPVSP), e
HelLa (ATCC® CCL-2™). A célula CaSki consiste em uma linhagem celular de
carcinoma epiderméide com DNA do HPV16 em quantidade de 400-600 cépias e a
HelLa é uma linhagem celular de adenocarcinoma cervical contendo 20-50 cépias de
DNA do HPV18 integrado (Figura 17).
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Figura 17 - Gréafico da amplificacdo das curvas-padrédo do HPV18 e do gene B-globina por gPCR.
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A) Quantificacdo no nimero de copias de DNA de HPV18 presentes na linhagem celular HelLa. B)
Quantificacdo do nimero de cépias do gene 8-globina na linhagem celular HelLa, para estimar o nimero
de células presentes.

Na figura 17, encontram-se representados o numero de cépias de HPV18 (A) e do
gene B-globina (B) presentes na linhagem celular HeLa. O resultado de copias por
célula é alcancado dividindo-se o valor da quantificacdo do DNA de HPV 18
(2.806,874) pela metade do valor da quantificacdo da S-globina (238,663/2). Neste
caso, a carga viral de HPV18 na célula HelLa foi de 23,5 copias/célula, dentro do

esperado para esta linhagem celular (20-50 cépias).

O ensaio foi considerado adequado quando os parametros da curva-padréo
alcancaram: (i) slope de 3,32 ciclos de distancia (tolerancia de + 10% de variagao), (ii)
R2 préoximo de 1 e (iii) Eficiéncia (%) proximo de 100% (tolerancia de 90-110%).
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A carga viral do HPV foi classificada como baixa (<10 cépias/célula), moderada (11-
100 copias/célula), alta (101-1.000 copias/célula) e muito alta (>1.000 cépias/célula),

conforme previamente estabelecido (SCHLECHT et al., 2003).

5.7 QUANTIFICACAO DE TRANSCRITOS DO ONCOGENE E7

Para a determinacdo da quantidade de transcritos do oncogene E7 (mMRNA E7)
adaptamos o ensaio de carga viral para detectar apenas RNA adicionando uma etapa
de digestdo com DNase e uma etapa de transcrigdo reversa. E6 e E7 sao transcritos
a partir do mesmo promotor como um unico pré-RNA E6/E7 bicistronico (ZHENG e
BAKER 2006). A ORF E6 neste pré-mRNA bicistrénico contém um intron que esta
sujeito a splicing alternativo. N6s verificamos, entéo, se os primers e sondas utilizados
para cada genoétipo de HPV no ensaio de carga viral possuiriam uma regido intronica.
Com excecao dos primers e sondas utilizados para HPV16, todos os demais tinham
como alvo uma regidao do gene E7, que nado sofre splicing. Para o HPV16, neste
ensaio, foram utilizados primers e sondas conforme descrito por Winer e
colaboradores (2014).

Brevemente, para deteccdo e quantificagdo do mRNA E7, RNA total amostras
positivas para os HR-HPVs 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58 foi extraido utilizando o kit
PureLink® Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen Carlsbad, CA, EUA) para posterior
realizacdo da qPCR. A concentracdo de RNA total extraido foi determinada utilizando
Qubit 4 Fluorometer® (Invitrogen Carlsbad, CA, EUA). Para eliminar o DNA da
amostra, 0 RNA total extraido foi sumetido a tratamento com DNase livre de RNase
utilizando o kit DNase Max Kit® (Qiagen), de acordo com instrucdes do fabricante.
Posteriormente, cinco pL do RNA tratado foram desnaturados com um pL de dimetil-
sulfoxido (DMSO — Sigma) a 97°C por 7 min e refrigerado a 4°C. Procedeu-se a
sintese do DNA complementar (cDNA) em volume final de 25 pL contendo 60
unidades de transcriptase reversa Superscript II™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
20 mM de primer randdomico Random Hexamers primer (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), 3 mM de MgCI2, 200 uM de cada dNTP e tampao de reacao (20 mM de tris-
HCI pH 8,4, 50 mM de KCI). A mistura foi incubada a 44°C por 60 min seguida de 95°C
por 10 min.



65

A reacdo de gPCR para cada gendétipo de HPV foi realizada com trés uL do cDNA
adicionados a sete yL da mistura de reagao para PCR, utilizando primers, sondas e
condicbes de reacdo conforme descrito no item 5.6. A curva-padrdo para cada
genadtipo de HPV foi construida usando fragmentos sintéticos conforme descrito no
item 5.6.1.

A reacéo de deteccdo do gene humano GAPDH (VANDESOMPELE et al., 2002) foi
realizada como controle da suficiéncia da amostra. Além disso, foi realizada gPCR nas
amostras tratadas com DNase, sem a etapa de transcriptase reversa, para verificar se
nao havia DNA remanescente. A detec¢do do cDNA foi aceita apenas se ndo hovesse
deteccdo na amostra correspondente tratada com DNase ou se houvesse deteccéo
com um valor de Ct superior a 10 ciclos acima do valor de Ct para o cDNA
(ANDERSSON et al. 2012). A quantidade de transcrito foi expressa como copias de
MRNA E7 por ng de RNA total.

5.8 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as informacgdes foram codificadas e armazenadas anonimamente em um banco
de dados criado para este fim. Foi utilizado o programa estatistico SPSS—data entry
20.0. (Statistical Pacckage for the Social Sciences). As possiveis associacdes entre
as variaveis foram testadas por meio de testes de qui-quadrado, com corre¢éo Fisher,
quando apropriado. Para as variaveis continuas, Teste de Mann-Whitney foi utilizado
na comparacao de dois grupos e Kruskal Wallis na comparacédo de trés ou mais
grupos. A relagcdo entre a carga viral e as medigcbes de mRNA foi avaliada com o
coeficiente de correlagdo de Pearson. Valor de p< 0,05 foi considerado

estatisticamente signifcante.
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6. RESULTADOS

Os resultados obtidos encontram-se descritos nos seguintes manuscritos, sendo um

publicado na BMC Infectious Diseases e dois a serem submetidos posteriormente.

6.1 MANUSCRITO PUBLICADO

O manuscrito a seguir foi publicado na BMC Infectious Diseases e possui 0S

resultados referentes a pesquisa do HPV em mulheres quilombolas.
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Abstract

Background: The high-risk human papillomavirus (HR-HPV) infection is the main cause of cervical cancer
development, and the most common types were included in the last approved nonavalent vaccine (9vHPV).
Geographical, socioeconomic and ethnic barriers in developing countries challenge primary and secondary
prevention measures of cervical cancer. We aimed to determine the prevalence of HPV infection and the viral load
of HR-HPV 9vHPV-related types black women resident in rural semi-isolated communities.

Methods: A descriptive study was conducted with 273 cervical samples of women from rural communities of
Southeastern Brazil. Viral DNA was amplified by PCR, the genotype was identified by Reverse Line Blot (RLB) and
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), and real-time PCR was applied to determine the viral load.

Results: HPV frequency was 11.4% (31/273), associated with the presence of cytological abnormalities (32.3%; p <
0.001). Thirty-one distinct genotypes were detected; HR-HPV occurred in 64.5% (20/31) of the samples and the most
prevalent type were HPV52 > 58, 59. Multiple infections occurred with up to nine different genotypes. The viral load
of HR-HPV 9vHPV-related types was higher in lesions than in normal cytology cases (p =0.04); “high” and “very high”
viral load occurred in HSIL and LSIL, respectively (p= 0.04).

Conclusions: We highlight that despite the low HPV frequency in the black rural women population, the frequency
of HR-HPV was high, particularly by the HR-HPV52 and 58 types. Moreover, the HR-HPV viral load increased
according to the progression from normal to lesion, being a potential biomarker to identify those women at higher
risk of developing cervical lesions in this population.

Keywords: HPV, Viral load, Rural communities, Cervical cancer screening

Background
Human papillomavirus (HPV) is the most common
sexually transmitted infection (STI), and the main cause

risk (HR-HPV),  probable  carcinogenic  and
undetermined-risk (UR-HPV) [2]. Among HR-HPV
strains, the HR-HPV16 and 18 are responsible for the

of cervical cancer development [1]. According to the risk
of oncogenic progression, HPV with tropism for the
anogenital site are classified as low-risk (LR-HPV), high-
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most cases of cervical cancer, followed by types 31, 33,
45,52 and 58 [3].

Cervical cancer is the third most common cancer
among women worldwide, with an estimated 569,847
new cases, and 311,365 deaths in 2018 [4]. More than
84% of cases and deaths due to cervical cancer occur in
women from low-resource regions of the World [5].
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Control measures are based on the primary prevention
with the bivalent HPV (16/18), tetravalent HPV (4vHPV-
6/11/16/18), and nonavalent (9vyHPV- 6/11/16/18/31/33/
45/52/58) vaccines, and on the secondary prevention by
Pap test screening for precursor lesions, which reduced
the cervical cancer in developed countries with orga-
nized screening programs [6]. Additional secondary tests
based on the detection of HPV DNA have been intro-
duced in the cervical cancer screening associated with
cytology (co-test) or as primary screening in some devel-
oped countries [7]. Although Brazil has adopted Pap test
as control measure for decades, besides 4vHPV since
2014, cervical cancer remains the third most common
cancer in women, with approximately 16,370 new cases
in 2018, corresponding to 41% of all cervical cancers
cases in South America [4, 8].

Geographic, socioeconomic and ethnic barriers con-
tribute to inequalities in the access to healthcare, as
observed in black women, with a low socioeconomic
status [9]. In this context are the Brazilian black
women who live in rural African slave remnant com-
munities, which health data are limited, especially re-
garding HPV prevalence and risk factors associated
with cervical cancer [10, 11].

Additional strategies for cervical cancer prevention
are imperative. Despite the low specificity, the HPV
test has high sensitivity, allowing larger screening in-
tervals and playing a promising role in cervical cancer
prevention [12]. The association with potential bio-
markers of high-grade cervical lesion (HSIL) and can-
cer, such as HPV viral load, could improves the
specificity and will have potential benefit in reducing
the incidence of cancer [13].

In this study, we aimed to determine the prevalence of
HPV infection and the viral load of the HR-HPV geno-
types correspondent to the types of the 9vHPV (9vHPV-
related) in black women resident in rural semi-isolated
communities.

Methods

Patients, samples, sociodemographic data and ethic
aspect

This is a descriptive study conducted between March
2016 to August 2017 in sexually active women from 16
semi-isolated communities located at Espirito Santo
State, Southeastern Brazil. These communities are con-
nected by unpaved roads of difficult access, between
6.21 mi (10km) and 18.64 mi (30 km) from urban cen-
ters and from each other.

Women from 15 to 79 years, sexually actives, were in-
cluded in this study. They answered a questionnaire
about sociodemographic and behavioral data. Cervical
samples were collected using a cytobrush, transported in
Digene Specimen Transport Medium (STM, Qiagen
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Incorporated, Valencia, CA), and maintained at - 70°C
for HPV investigation. Papanicolaou method was applied
for the cytological evaluation at the Pathology Labora-
tory of the University Hospital of the Espirito Santo state
by a single pathologist with expertise, and cervical ab-
normalities were interpreted according to the criteria de-
fined in the Bethesda system [14].

This research obtained approval by the Ethical Re-
search Council of the Center of Health Sciences of the
Federal University of Espirito Santo, Brazil (Protocols n.
1.308.539 and 2.925.384). All participants signed an in-
formed consent agreement. All the minors enrolled in
this study and their parents/guardians signed the agree-
ment consent (Resolution 466/12 of the National Health
Council and its complementary) after the explanation of
the study objectives.

HPV detection and genotyping

DNA was obtained using the QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the manufac-
turer’s instructions, and the HPV DNA was detected by
amplification with the PGMY09/11 set of primers [15].
PCR for the B-globin gene was performed in HPV nega-
tive samples as an extraction control and to assess the
DNA integrity [16]. All the HPV positive samples were
genotyped using a Reverse Line Blot (RLB) assay and Re-
striction Fragment Length Polymorphism (RFLP), as pre-
viously described [17, 18].

HPV genotypes identified in this study were classified
as HR-HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59),
LR-HPV (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 and 89)
and UR-HPV (2a, 3, 7, 10, 27, 28, 29, 30, 32, 34, 55, 57,
62, 67, 69, 71, 74, 77, 83, 84, 85, 86, 87, 90 and 91) [2].
Genotypes considered probable carcinogenic (26, 53, 66,
68, 73 and 82) were grouped with HR-HPV.

Quantitative real-time PCR analysis for HPV DNA viral
loads

The viral load of HR-HPV 9vHPV-related types (16, 18,
31, 33, 45, 52 and 58) was determined by quantitative
real-time PCR (qPCR). Primers and probes for E6 and
E7 genes were used for HPV16 and HPV18, respectively,
and E7 for HPV31, 33, 45, 52 and 58 [19, 20].

The assay for HPV16 and 18 was performed according
to Gravitt et al. (2003) [19] with modifications. In brief,
2 pl of extracted DNA were added to 8 pL of master mix
containing 1X Buffer (200mM Tris HCl and 500 mM
KCl), 20 mM of each dATP, dGTP, dCTP and dTTP,
0.1 uM of hydrolysis probe, 0.2 uM of each primer, 0.6
mM of MgCl, 0.12 pM of CXR Reference Dye (Promega
Madison, WI, USA), and 1 Unit of Platinum Taq DNA
Polymerase (Invitrogen Carlsbad, CA, USA). Thermal cy-
cler conditions were previously described [19]. The assay
for HPV 31, 33, 45, 52, and 58 was performed using 1x
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TagMan® PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), as previously described [20].

The viral load was normalized using qPCR for the f-
globin gene with primers described by Huang et al
(1989) [16]. The hydrolysis probe was designed to target
the region between the primers using Primer3 v.0.4.0
[21]. The reaction condition proceeded as above de-
scribed. All amplification assays were carried out on Ste-
pOnePlus equipment (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Standard curves for absolute quantification of
HPV types and p-globin were generated in 10-fold serial
dilutions (10°~10" copies of genome) with synthetic oli-
gonucleotides fragments of 150 bp (Thermo Fisher), de-
signed from reference sequences of HPV genotypes and
B-globin spanning the region between primers (GenBank
ID: HPV16 - K02718, HPV18 - X05015, HPV31l -
J04353, HPV33 - M12732, HPV45 - X74479, HPV 52 -
X74481, HPV58 - D90400, S-globin - NC_000011.10).
The viral load, expressed in copies per cell (c/c) was ob-
tained dividing HPV copy number by half of the -globin
copy number, and was categorized as low (1-10 c/c),
moderate (11-100 c/c), high (101-1000 c/c) or very high
(>1000 c/c) [22]. HPV viral load was log-transformed
(logyo) to graphic representation.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SPSS 20.0 soft-
ware for Windows (SPSS, Inc., Chicago, IL). Groups
were compared using the Chi-square test or the Fisher
exact test for qualitative characteristics, and using the
Mann-Whitney and Kruskal Wallis tests for continuous
ones. A p-value of less than 0.05 was considered statisti-
cally significant.

Results

A total of 273 black women participated in this study
and HPV DNA was detected in 11.4% (31/273) of them.
The behavioral and demographic information about the
women enrolled in the study are shown in Table 1. The
age of patients ranged from 15 to 79 years, with a mean
age of 41.9 + 14.2 years.

Cytological results were obtained from 263 and
7.6% (20/263) presented cytological abnormalities.
Ten of HPV positive samples (32.3%) presented cyto-
logical abnormalities (OR=10.57, 95% CI 3.95 to
28.28, p < 0.001).

Thirty-one distinct HPV genotypes were identified,
and HR-HPV occurred in 64.5% (20/31) of the samples
(Table 2). HPV52 was the most prevalent HR type
(16.1%), followed by 58, 59 (12.5% each), 31, 35, 39 and
53 types (9.4% each) (Fig. 1). Multiple infections oc-
curred in 48.4% (15/31), with up to nine distinct geno-
types. Considering only the HR-HPV infection, multiple
types occurred in 38.7% (12/31) and, of these, 33.3% (4/
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Table 1 Behavioral and demographic characteristics of black
women from rural communities of Espirito Santo, Brazil (n = 273)

Characteristics HPV negative (%) HPV positive (%) p
n =242 n=31

Distance from urban center (miles)
<6.21 45 (882) 6(11.8) 092
>6.21 197 (887) 25(11.3)

Use of contraceptive (Condom)
Yes 65 (89) 8(11) 0.90
No 177 (885) 23(11.5)

Number of sexual partner (last year)
1 175 (87.1) 26 (12.9) 017
22 67 (93.1) 5(6.9)

Last Papanicolaou test
<12 months 50 (962) 2 (3.8 0.09
>12 months 192 (869) 29 (13.1)

12) were present in cases with cytological abnormalities.
Eighty percent of multiple infections occurred in women
which reported to have only one sexual partner.

The viral load of HR-HPV positive samples, corre-
sponding to the 9vHPV-related types, according to cyto-
logical results can be observed in Table 3. High and very
high viral load was observed in all cytological results
presenting HPV16, 31 and 52. Irrespective of genotype,
high (102.0 c/c) and very high viral load (1527.54 c/c)
were detected in HSIL and LSIL results, respectively,
while low viral load was detected in normal (0.31 c/c)
and ASCUS (0.64 c/c) results (p = 0.04) (Fig. 2).

Discussion

Especially for disadvantaged populations, as black
women living in rural areas, little is known about cer-
vical cancer, even less about HPV infection rates and
types [10, 11]. In Brazil, there are 3386 communities
of African descendants of enslaved blacks, distributed
in 24 states [23], and little attention is given to the
issue of sexually transmitted infection [10, 11]. In this
study, we first show a low frequency of HPV infection
in such women population but with a diversity of
types and multiple infections, and a higher frequency
of the HR-HPV 52 and 58 types over the HPV 16
type. Second, we demonstrate that the viral load of
HR-HPV 9vHPV-related types increase between nor-
mal and cytological lesion.

We found an overall HPV frequency of 11.4% similar
to the low HPV prevalence in similar Brazilian popula-
tions, of 12.6 and 13% [10, 11]. In women living also in
rural areas worldwide, regardless of ethnicity, low rate
ranging 10-26% was described [24-26]. Conversely,
these rates contrasts with those found in urban centers
worldwide, which varied from 27.7-52,7% [27-29], in
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Table 2 HPV genotypes observed in black women, according to cytological data, from rural communities of Espirito Santo, Brazil

Cytology® No of HPV genotypes®
samples
ASCUS 3 52(2)/ 33,42, 52,53, 58
LSIL 4 6/ 61/ 31, 35,44, 54, 70/ 6, 16, 31, 35, 39, 56, 61, 66, 84
HSIL 3 16/ 52/ 11, 26, 35, 58
Nomnal 21 6/ 53/ 54/ 58 (2)/ 61 (2)/ 62/ 72/ 83/ 6, 42/, 33, 51/ 51, 59/ 53,82/ 72, 81, 106/ 6, 59, 82/ 18, 52, 59/ 6, 30, 39, 44, 67/ 18,

26, 45, 59, 61/ 31, 42, 44, 70, 83/ 39, 45, 66, 70, 72

*ASCUS, atypical squamous cells of undetermined significance; LSIL, low-grade squamous intraepithelial lesion; HSIL, high-grade squamous intraepithelial lesion
PNumber of samples in parentheses, when greater than one; Types in multiple infection are between comma; Samples are slash-separated; 9vHPV-related types

are highlighted

part suggesting that limited contact with urban centers
could restrict the rate of HPV infection.

On the other hand, a high diversity of genotypes (n =
31) and multiple HPV-types infection (48.4%) occurred
among the black rural women. Considering only the
HR-HPV infection, multiple types (38.7%) were higher
than that described in those studies with similar black
rural women [10, 11]. Worldwide, multiple infection
rates in women from urban centers, independent of le-
sion grade, have ranged from 16.7-41.8% [27-31]. There
is no consensus whether the HPV types in multiple in-
fections occur in a competitive or cooperative relation-
ship. While Trottier et al. (2006) [32] suggest that an

interaction between HPV types can increase the risk of
lesion, other studies did not show an association with
multiple HPV infection [33, 34].

In our study, HPV52 and 58 were the most frequent
HR-HPV types, similar to those observed in black rural
women of Northeastern Brazil [10, 11]. Sammarco and
colleagues (2016) also found HPV58 as most frequent
genotype, although in a population different from our
study [35]. Interestingly, studies regarding HPV genotypes
among different ethnic populations, have reported that
HPV16 and 18 were less prevalent among Hispanic and
non-Hispanic black women compared to non-Hispanic
white women [36, 37]. These data are also supported by

-
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Table 3 Viral load classification according to HR-HPV types and
correspondent cytological results of black women from rural
communities of Espirito Santo, Brazil

Cytology® Viral load® HPV type
ASCUS Low 33,52(2), 58
Very high 52
LSIL Moderate 31
Very high 16, 31
HSIL Low 58
High 16,52
Nomal Low 18 (2), 33, 45, 58 (2), 45
Moderate 31
High 52

low (1-10 ¢/c), moderate (11100 ¢/c), high (1011000 c/c) or very high

(> 1000 c/c)

PASCUS, atypical squamous cells of undetermined significance; LSIL, low-grade
squamous intraepithelial lesion; HSIL, high-grade squamous

intraepithelial lesion
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studies with African women from Kenya and
Mozambique, which showed the HPV58 followed by
HPV16, HPV53 and HPVI18 types, and the HPV52
followed by HPV35, 16 and 53 as the most frequent in
that population, respectively [38, 39]. However, it is un-
clear why these women are less likely to be infected with
HPV16 and 18. Vidal et al. (2014) [36] suggest that Afri-
can descendant women, which harbor others HR-HPV
than HR-HPV16 and 18, maybe more resistant or have
lower exposure to infection by HR-HPV16 and 18. Other
factors, as the composition of vaginal and cervical micro-
biota, may influence on the acquisition of certain types of
HR-HPV, playing a role in the persistence of HPV and de-
velopment and progression to cervical lesion [40, 41]. Be-
sides, the ethnicity/race may influence the vaginal
microbiota and Lactobacillus-dominated cervical micro-
biota is less common among African women [42—44].

Our results also draw attention to a greater benefit in
the use of the 9vHPV vaccine to the detriment of the
2vHPV or 4vHPVin the prevention of cervical cancer in
black women, at least from rural communities, because
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Fig. 2 Boxplot of the HPV viral load of black rural women, according to cytological results. Distribution of HPV cases among normal, ASCUS, LSIL
and HSIL cytology (p = 0.04). Bands, boxes, and whiskers represent the median, interquartile range and minimum and maximum values of viral
loads, respectively; circles represent outliers
A >
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it contemplates the most frequent HR-HPV types that
infect the black rural population (HPV52 and 58).
Therefore, these findings may contribute with public
health politics regarding the election of vaccines for spe-
cific populations.

We also showed that the viral load of HR-HPV
9vHPV-related types was higher in cases with cervical le-
sion than in normal cytology (p=0.04). Most of the
studies investigated HPV16 viral load, and some of them
showed the association between an increase of the viral
load and the cervical lesion [45, 46]. The data on the
viral load of HR-HPV other than HPV16 also showed
similar results [13, 47, 48]. It is noteworthy that different
HPV genotypes may have different mechanism to de-
velop a high-grade cervical lesion and the viral load can
modify the risk of precancerous disease [33]. This fact
was demonstrated by Adcock and colleagues that, con-
sidering only the genotypes, the HPV16, 33 and 31 had
greatest risk of pre-cancerous disease, and high viral
loads for HPV18, 35, 52 and 58 carried more risk than
intermediate levels for HPV16, 31 and 33 [33]. It is im-
portant to highlight that we observed a high and very
high viral load of HPV 52 (the most frequent HPV geno-
type in this population) in normal and ASCUS results in
women with a mean age of 42years, living in semi-
isolated regions and with little access to health services.
According to Brazilian guidelines for cervical cancer
screening, repeat cytology is the management for such
cytological results. However, considering our population
studied and the low sensitivity of cytology, the HR-HPV
test carried out simultaneously with viral load test could
be useful to identify these women at higher risk of devel-
oping cervical lesions, increasing the interval of screen-
ing or referring them to immediate colposcopy instead
repeat cytology.

This study had some limitations as the lack of cyto-
logical data for all participants, the absence of cervical
histologic data, to confirm the precancerous lesions, as
well as the small sample size due to difficulty of access
to rural communities. However, we believe that the data
provide valuable information about the profile of HPV
infection in such population.

Conclusions

In conclusion, our data show a low frequency of
HPV infection in black women from rural semi-
isolated communities, and the HR-HPV52 and 58 as
the most types in contrast to HPV16. We also dem-
onstrate an increase of HPV viral load of the
9vHPV-related types with cervical lesions cases. We
believe that these findings may assist in the strat-
egies for cervical cancer prevention, especially for
disadvantaged populations.
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RESUMO

A infeccdo persistente pelo papilomavirus humano de alto risco (HR-HPV) é o principal fator
de risco para o desenvolvimento de cancer do colo do utero (CCU), terceiro tipo de cancer mais
comum entre as mulheres em todo o mundo. Mulheres soropositivas para HIV tém risco
aumentado para 0 CCU devido a maior persisténcia da infec¢do por HPV. Em geral, o HR-HPV
mais frequente no CCU é o HPV16, mas a prevaléncia dos genétipos do HPV varia de acordo
com a regido geografica e da populacdo estudada. O objetivo desse estudo foi avaliar a
prevaléncia de genotipos de HPV e variantes do HPV16 em mulheres HIV-positivas atendidas
em Centros de Referéncia em Doencas Sexualmente Transmissiveis e AIDS (CR-DST/AIDS)
em diferentes regides do Brasil. Foi realizado estudo descritivo a partir de amostras cervicais
de mulheres HIV-positivas de oito estados brasileiros, previamente positivas para HR-HPV, de
mar¢o a dezembro de 2015. O DNA viral foi amplificado por PCR utilizando o conjunto de
iniciadores PGMY09/11-bio. Hibridizacdo reversa em linhas (Reverse Line Blot - RLB) e
polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo (Restriction Fragment Length
Polymorphism - RFLP) foram usados para determinar os genotipos de HPV. As variantes do
HPV16 foram identificadas por sequenciamento génico. No total, foram identificados 30
genotipos distintos de HPV em 172 amostras, e 0s genotipos mais frequentes foram HPV 16
(29,1%), 52 (15%), 31 (14%), 18 e 53 (13% cada). O HPV16 foi o tipo mais frequente nos
estados da Bahia, Pernambuco, Distrito Federal, Rio Grande do Sul e Parand, predominando a
variante Europeia. Demonstramos o perfil dos genoétipos e variantes do HPV16 em mulheres
brasileiras HIV-positivas, informagfes importantes principalmente para monitorar a eficacia

das vacinas atualmente licenciadas.

Palavras-chave: HPV, HIV, Gendtipos, Variantes
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INTRODUCAO

A associacdo entre a infeccdo persistente pelo papilomavirus humano (HPV) de alto
risco (HR) e o cancer do colo do utero (CCU) esta bem estabelecida (Walboomers et al., 1999).
O CCU é o terceiro tipo de cancer mais comum entre as mulheres em todo o mundo, ocorrendo
569.847 novos casos e 311.365 mortes em 2018 (Bruni et al., 2019). No Brasil, 0o CCU € 0
terceiro tipo de cancer mais comum em mulheres, com aproximadamente 16.590 novos casos

em 2020 (Brasil, 2019).

Particularmente, a infeccdo por HPV é onerosa para mulheres infectadas com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), com maior incidéncia e persisténcia da infec¢do, diminuicédo
da resolucdo e aumento do risco de CCU (Strickler et al., 2005; Clifford et al., 2016). Em
comparagdo com mulheres HIV-negativas, o risco de desenvolvimento e mortalidade devido ao
CCU ¢ 5,4 vezes e 2 vezes maior, respectivamente, em mulheres HIV-positivas (Frisch et al.,

2000; Coghill et al., 2015).

Em geral, o HR-HPV mais frequente no CCU é o HPV16, encontrado em
aproximadamente 50% dos casos (Li et al., 2011). No entanto, a prevaléncia de geno6tipos de
HPV varia de acordo com a regido geografica e da populagdo estudada. Além disso, as variantes
descritas dentro do mesmo gendtipo podem diferir em suas propriedades biolégicas e em seu
potencial oncogénico. As mais estudadas sdo as variantes do HPV16, classificadas em
Europeias (E) e ndo Europeias (NE) (Africana, Asidtica, Asiatico-americana e Norte-
americana), de acordo com sua distribuicdo geografica e potencial oncogénico (Ho et al., 1993;

Yamada et al., 1995).

A prevaléncia e os fatores de risco para infecgdo por HR-HPV nesta populagdo foram
previamente determinados (Miranda et al.,, 2017). Tendo em vista que a avaliacdo da
prevaléncia e genotipos do HPV em diferentes populacdes e regides sdo fundamentais para o

estabelecimento de politicas publicas de saude e desenvolvimento de vacinas, objetivamos
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agora, avaliar a prevaléncia de genotipos e variantes do HPV16 em mulheres HIV-positivas
atendidas em Centros de Referéncia para Doencas Sexualmente Transmissiveis e AIDS (CR-

DST/AIDS) em diferentes regides do Brasil.

METODOS
Pacientes, amostras e aspectos éticos

Este é um descritivo, em corte transversal, realizado em mulheres positivas para HIV,
de 18 a 49 anos, atendidas CR-DST/AIDS de oito estados brasileiros (Amazonas, Bahia,
Distrito Federal, Espirito Santo, Parana, Pernambuco, Brasil. Rio de Janeiro e Rio Grande do
Sul), de mar¢o a dezembro de 2015. Os dados clinicos, comportamentais e demograficos dessas

mulheres foram obtidos previamente (Miranda et al., 2017).

Foram utilizadas 187 amostras cervicais positivas para HR-HPV obtidas apos teste com
COBAS HPV test (Roche), que detecta 12 genétipos HR-HPV (HPV31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66 e 68) e discrimina gendtipos 16 e 18 (Miranda et al., 2017). As amostras HR-
HPV positivas foram mantidas em freezer a -70 ° C até as analises de PCR. Para a citopatologia,
os espécimes foram encaminhados aos Laboratorios de Patologia de cada local de coleta,
fixados em solucdo de formalina tamponada a 10%, e os achados citologicos foram

interpretados de acordo com os critérios definidos no sistema Bethesda (Solomon et al., 2002).

Esta pesquisa obteve aprovacdo do Conselho de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, Brasil (nimero de protocolo
282.864/2013 e 2.4459.88/2017). Todas as mulheres incluidas no estudo assinaram um termo

de consentimento livre e esclarecido.
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Procedimentos laboratoriais

A extracdo do DNA do HPV foi realizada utilizando o kit QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Valencia, CA, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante, e a detec¢do do HPV
foi realizada por PCR com o conjunto de iniciadores PGMY09/11-bio (Gravitt et al., 2000). A
PCR para o0 gene da g-globina (Huang et al., 1989) foi realizada em amostras negativas para

HPV como um controle de extracdo e para avaliar a integridade do DNA.

Os ensaios de RLB (Estrade et al., 2011) e RFLP (Bernard et al., 1994) foram usados
para genotipagem do HPV, classificados como de alto risco (HR-HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58 e 59), baixo risco (LR-HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,81 e 89) e
risco indeterminado (IR-HPV HPV 2a, 3, 7, 10, 27, 28, 29, 30, 32, 34, 55, 57, 62, 67, 69, 71,
74,77, 83, 84, 85, 86, 87, 90 e 91) (Mufioz et al., 2006). Os genotipos considerados provaveis

oncogénicos (26, 53, 66, 68, 73 e 82) (Mufioz et al., 2006) foram agrupados com HR-HPV.

As variantes de HPV16 foram determinadas por sequenciamento génico usando o Kit
BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), ap6s PCR para a regido
LCR do HPV16 (Chen, Freitas e Burk, 2015) que amplifica um fragmento comum das variantes
deste gendtipo. As sequéncias obtidas foram editadas usando o software BioEdit v7.2.5 (Hall
etal., 1999) e, em seguida, alinhadas com as sequéncias de referéncia do HPV16 para cada sub-
linhagem (Burk et al., 2013) usando o programa SeaView v4.5.4 (Gouy et al., 2010). A
construcdo da arvore filogenética de todas as sequéncias alinhadas pelo método de neighbour-

joining foi realizada por meio do software MEGA v6.0 (Tamura et al., 2013).
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RESULTADOS

Foram analisadas 187 amostras previamente positivas para HR-HPV pelo COBAS HPV
test. Os dados sociodemogréaficos e clinicos da populacdo do estudo estdo apresentados na
Tabela 1. Devido a falta de dados para algumas variaveis do estudo, o tamanho da amostra
variou em cada analise. Os resultados citologicos foram obtidos em 93,6% (161/172) das
amostras analisadas e alteracdes citologicas (=ASCUS) foram observadas em 23% (37/161)

(Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas demograficas e clinicas de mulheres HIV-positivas, atendidas em
CRDST/AIDS.

Caracteristicas N (%)
Demogréficas
Idade (n=176)

<30 anos 62 (35,2)

>30 anos 114 (64,8)
Escolaridade (n=175)

<8 anos 71 (40,6)

>8 anos 104 (59,4)
Estado civil (n=176)

Casada 98 (55,7)

Solteira/Divorciada/Vilva 78 (44,3)
Clinicas
Uso de TARV? (n=176) 152 (86,4)
Carga viral de HIV, copies/mL (n=171)

<40 (indetectavel) 102 (59,6)

>40 (detectavel) 69 (40,4)
Contagem de CD4, /mm3 (n=109)

<500 78 (45,6)

>500 93 (54,4)
Citologia® (n= 161)

Normal 124 (77)

ASCUS 8 (5)

LSIL 19 (11,8)

HSIL 10 (6,2)
IST prévia® (n=174) 100 (57,6)

“Terapia Antirretroviral; °"ASCUS, células escamosas atipicas com
significado indeterminado; LSIL, lesdo intraepitelial escamosa de baixo
grau; HSIL, lesdo intraepitelial escamosa de alto grau; °IST, infec¢do
sexualmente transmissivel.
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O HPV foi detectado em 92% (172/187) das amostras positivas para 0 COBAS. As
amostras positivas para HPV foram genotipadas pelo RLB, que determinou o genoétipo para
98,8% das amostras (170/172). As duas amostras restantes foram genotipadas por RFLP. No
total, foram identificados 30 gendtipos distintos de HPV, 18 gendtipos classificados como HR-
HPV, incluindo os gendtipos “provaveis oncogénicos”, sete como LR-HPV e cinco como IR-
HPV (Tabela 2). Em geral, os genétipos mais frequentes foram HPV 16 (29,1%), 52 (15%), 31
(14%), 18 e 53 (13% cada). HPV16 foi o tipo mais frequente nos estados da Bahia (juntamente
com HPV18, com 23%), Pernambuco (30%), Distrito Federal (52%), Rio Grande do Sul (38%)

e Parana (juntamente com HPV52, com 25%) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Gendtipos de HPV, determinados por RLB e RFLP, de 172 mulheres HIV-positivas

HPV2 Brasil Estado® n (%)

n (%) AM PE BA ES RJ DF PR RS
HR-HPV
16 50(29,1) - 7(30,4) 6(231) 5(20) 4(25) 13(52) 7(25) 8(38,1)
52 26 (151) 1(125 3(13) 2(7,7) 2(8) 5(31,2) 3(12) 7(25 3(143)
31 24(14) 2(25) 5(2L7) 2(7,7) 6(24) 4(25) 2(8) 3(107) -
18 22(12,8) 2(25) 1(43) 5(192) 3(12) 1(63) 7(28) 2(7.1) 1(4.8)
53 22 (12,8) - 6(26,1) 5(192) 3(12) 4(25) 2(8) 2(7.1)
58 18 (10,5) - 1(43) 2(7,7) 3(12) 3(18,8) 1(4)  4(143) 4(19)
56 17(9,9) - 3(13) 1(38) 4(16) 3(188) 3(12) 2(7.1) 2(9.5)
45 17(99) 2(25) 1(43) 4(154) 3(12) 1(63) - 4(14,3) 2(9,5)
35 16(9,3) - - 3(115) 4(16) 1(63) 4(16) 2(7.1) 2(9,5)
51 15(8,7) 1(12,5) 4(17.4) 2(17) - 1(63) 2(8) 3(10,7) 2(9,5)
59 14(8,1) - 3(13) 3(115) 2(8) 3(188) 2(8) 1(3.6)
66 11(64) - 2(87) 1(38) 1(4) 2(125) - 2(7,1)  3(143)
33 10(58) 2(25) - - 14) 1(63) 2(@8) 3(10,7) 1(48)
39 9(52) - - 200,7) 2(8) 1(63) 3(12) - 1(4,8)
68 741 - 1(43) 217 - - 208) 2(7,1)
26 5(29) - - - - 3(18,8) - 2 (7,1)
73 5(29) - - - 1(4) 2(125) - 2 (7,1)
82 423) 1(125) - - 1(4) - 1(4) 1(3,6)
LR-HPV
6 1481 - 4(17,4) - 1(4) 1(6,3) 2(8) 2(71)) 419
44 1481 - 1(43) 1(38) 6(24) 1(6,3) 2(8) 1(36) 2(95)
42 8 (4,7) - 4(174) 2(7,7) 14 163
70 8 (4,7) - 143 207 14 - 14 3(10,7) -
11 5(2,9) - 143 - - 16,3 - 2(7,1) 1(4,8)
54 4(2,3) - - 3(12) - - - - 1(4,8)
81 1(0,6) - - 1(3,8)
IR-HPV
69 8(47) 1(125) 1(43) 1(38) 2(8) - - 3(10,7) -
34 2(1,2) - 2 (8,7)
84 2(12) - - 1(38) - 1(6,3)
62 1(06) - - - 1(4)
83 1(06) - - - 1(4)
Total 172 8 23 26 25 16 25 28 21

*HR-HPV, HPV de alto risco; LR-HPV, HPV de baixo risco; IR-HPV, HPV de risco indeterminado
®AM, Amazonas; PE, Pernambuco; BA, Bahia; ES, Espirito Santo; RJ, Rio de Janeiro; DF, Distrito Federal; PR,
Parand; RS, Rio Grande do Sul
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As variantes do HPV16 foram determinadas para as 50 amostras positivas de HPV16,
predominando a variante Europeia (Tabela 3). A figura 2 mostra a arvore filogenética com as
sequéncias de nucleotideos obtidas neste estudo em comparacdo com as sequéncias de

referéncia de cada linhagem de HPV16.

Tabela 3. Distribui¢do das variantes do HPV16 em mulheres HIV-positivas de acordo o estado

brasileiro.

Variantes
Estados ] ] ] e ] Total
Europeia Africana la Africana 2a Asiatica-americana 1

Espirito Santo 4 - - 1
Rio de Janeiro 3 - 1 -
Bahia 6 - - -
Pernambuco 7 - - -
Rio Grande do Sul 8

Parana 6 - - 1
Distrito Federal 10 1 - 2 13

Total 44 (88%) 1 (2%) 1 (2%) 4 (8%) 50 (100%)

~N 00 N o »~ o
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Figura 2. Arvore filogenética inferida pelo método Neighbour-joining a partir do alinhamento
global de sequéncias parciais de nucleotideos do genoma do HPV16. E - variantes europeias
(Sublinhagens A1-A4); NE - Variantes nao europeias (Sublinhagens B1-D3). As sequéncias de
referéncia para cada variante de HPV16 foram obtidas no GenBank (ID/cepa/nimero de
acesso): 16Ref/A1/K02718; w0122/A2/AF536179; AS411/A3/HQ644236;
w0724/A4/AF534061; w0236/B1/AF536180; Z109/B2/HQ644298; R460/C/AF4725009;
Qv00512/D1/HQ644257; Qv15321/D2/AY686579; Qv00995/D3/AF402678).
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DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos a prevaléncia de genoétipos de HPV e variantes de HPV16
em mulheres HIV-positivas atendidas em CR-DST/AIDS em oito estados brasileiros,
representando as cinco regides geograficas do pais. Todas as amostras analisadas neste estudo
sdo provenientes de um estudo anterior que avaliou a prevaléncia de infeccdo HR-HPV por
meio da metodologia COBAS® HPV (Roche Diagnostics), que detecta HR-HPV16, 18 e outros
12 HR-HPV sem discriminar entre eles (HPV31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68)
(Miranda et al., 2017). Este é o primeiro estudo multicéntrico, de nosso conhecimento, sobre a

distribuicdo de gendtipos e variantes do HPV16 em mulheres brasileiras HIV-positivas.

Foram identificados 30 genotipos distintos de HPV, incluindo além de HR-HPV,
também IR e LR-HPV, cuja diversidade variou de oito (Amazonas) a 22 gendtipos (Espirito
Santo e Parand). Outros estudos brasileiros em algumas regides geograficas, também revelaram
uma grande diversidade (18-37 tipos) de genOtipos de HPV em mulheres HIV-positivas
(Cerqueira et al., 2007; Levi et al., 2014; Melgaco et al., 2009; Rocha-Bischiliari et al., 2017,
Volpini etal., 2017). O HR-HPV mais frequente em nosso estudo foram os HPV 16, 52, 31, 18
e 53, semelhantes aos descritos por Clifford et al., (2006) em uma meta-analise da distribuicao
dos gendtipos do HPV em mulheres HIV-positivas da América latina, representada por México

e Brasil (HPV16, 68, 53, 18 e 52).

O HPV16 foi o tipo mais frequente nos estados da Bahia, Pernambuco, Distrito Federal,
Rio Grande do Sul e Parana, corroborando com resultados anteriores nessas regides (Queiroz
et al., 2004; Oliveira, P. et al., 2010; Cerqueira et al., 2007; Rocha-Bishiliari et al., 2014), com
excecdo de Pernambuco, em que Martins et al. (2014) descreveram o tipo 53 como o mais
frequente. Os gendtipos mais frequentes no Espirito Santo (HPV31) e no Rio de Janeiro
(HPV52) representaram dados discordantes em relacdo a estudos anteriores que detectaram o

HPV16 como o mais frequente nesses estados (Mattos et al., 2011; Melgaco et al., 2009;
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Volpini etal., 2017). O HPV16 néo foi detectado no Amazonas e os tipos mais frequentes foram
18, 31, 33 e 45. Em um estudo anterior, Teixeira et al., (2018) demonstraram que os tipos HR-
HPV mais prevalentes foram 56, 59 e 66. Entretanto a discussdo acerca dos tipos de HPV torna-
se limitada dado ao pequeno numero de amostras quando estratificado por estado. Além disso,
é importante observar que, além da diversidade de genotipos de HPV encontrados de acordo
com a regido geogréfica, a distribuicdo dos genotipos de HPV também pode variar de acordo
com a técnica de genotipagem utilizada em cada estudo, uma vez que algumas metodologias se

restringem a detec¢do de um numero limitado de gendtipos (Eide & Debaque, 2012).

A caracterizacdo das variantes HPV16 apresentou maior prevaléncia da variante
Europeia (88%) em comparacdo com as ndo Europeias (Africana e Asiatico-americana), o
mesmo observado em estudos de varios estados brasileiros em mulheres HIV-positivas (Cruz
et al, 2004; Freitas et al., 2014; Sichero et al., 2007; Tamegao-Lopes et al., 2014; Volpini et al.,
2017). De fato, a variante Europeia é a mais comum em todas as regides do mundo, exceto na
Africa subsaariana e na Asia Oriental (Cornet et al., 2013). A distribuicido mundial de variantes
esta relacionada a area geografica, ao nivel de mistura de cada populacéo e aos padrfes recentes
de migracdo humana (Chen et al., 2011; Sichero et al., 2007). Além disso, a predominancia das
variantes Europeias neste estudo sugere um menor risco para o desenvolvimento do HSIL
nessas mulheres quando comparadas aquelas positivas para variantes ndo Europeias (Sichero et

al., 2007; Freitas et al., 2014).

A determinacdo do perfil da infeccdo por HPV é importante para monitorar a eficacia
das vacinas atualmente licenciadas. Em 2014, o Ministério da Saude incluiu a vacina
quadrivalente do HPV no Calendario Nacional de Vacinagdo. Esta vacina é direcionada contra
0s gendtipos mais frequentemente associados ao CCU (HR-HPV16 e 18) e verrugas genitais
(LR-HPV6 e 11) na populacéo em geral (Villa et al., 2006). No mesmo ano, o FDA (Food and

Drug Administration) aprovou a vacina nonavalente, dirigida contra nove gendtipos de HPV
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(HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58), que juntos causam cerca de 90% dos casos de CCU e
condiloma em todo o mundo (FDA, 2014). Portanto, de acordo com o perfil do HPV descrito
neste estudo, as mulheres HIV-positivas brasileiras podem se beneficiar principalmente da

vacina nonavalente.

Em conclusédo, demonstramos o perfil dos genétipos do HPV e das variantes HPVV16 em
mulheres HIV-positivas brasileiras. Esses achados podem ser relevantes para a estratégias de
rastreamento e vacinacdo voltada principalmente para essa populacdo especifica de mulheres

em risco para o desenvolvimento do CCU.
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6.2.2 Resultados referentes a carga viral e quantificacdo dos transcritos do
oncogene E7 em individuos HIV-positivos e mulheres HIV-negativas
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RESUMO

A infeccdo com gendtipos de alto risco do papilomavirus humano (HR-HPV) é o principal fator
de risco para o desenvolvimento do cancer do colo do utero (CCU) e do cancer anal (CA) e o
uso de biomarcadores, como carga viral e expressdo de oncogenes virais, seria Util para orientar
futuros algoritmos de rastreamento. O objetivo deste estudo foi avaliar se a carga viral e a
expressdo de MRNA E7 dos HR-HPV relacionados a vacina nonavalente (9vHPV) poderiam
ser utilizados como biomarcadores para lesdes cervicais e anais em individuos HIV-positivos e
negativos. Trata-se de um estudo descritivo, em corte transversal, realizado com amostras
cervicais e anais, previamente positivas para os HR-HPV correspondentes a 9vHPV, de
individuos HIV-positivos e negativos. O DNA viral foi amplificado por PCR, o genétipo foi
identificado por Reverse Line Blot (RLB) e Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP). PCR em tempo real foi utilizada para determinar a carga viral e mMRNA E7. Em geral,
amediana da carga viral dos HR-HPV dos individuos positivos e negativos para HIV, foi maior
nos casos de lesdo do que em citologia normal (p= 0,003 e p=0,02, respectivamente),
aumentando de normal para ASCUS/LSIL e HSIL. Nas mulheres HIV-negativas, houve um
aumento estatisticamente significante da carga viral nos casos de lesdo das amostras cervicais
positivas para HPV16 (p= 0,003). Nos individuos HIV positivos, houve um aumento da carga
viral nos casos de lesdo e positivas para HPV31, tanto em amostras cervicais quanto anais (p=
0,04 e p= 0,02, respectivamente). Por fim, a mediana de mRNA E7 aumentou de normal para
ASCUS+LSIL e HSIL (p= 0,02) e houve correlacdo moderada e positiva com o aumento da
carga viral e a deteccdo de mRNA (r= 0,61; p< 0,001). Em conclusdo, nosso estudo revelou
diferencgas significativas na carga viral, especialmente para HPV16 e 31, em individuos HIV-
positivos e negativos, e demonstrou o uso potencial de carga viral e mMRNA para diferenciar

entre achados citoldgicos normais e anormais.

Palavras-chave: HPV. HIV. Carga viral. mMRNA
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INTRODUCAO

A infeccdo persistente com papilomavirus humano de alto risco (HR-HPV) tem um
papel reconhecido na carcinogénese do cancer do colo do Gtero (CCU) e anal (CA) (Bosch et
al., 1995; Zur Hausen et al., 2000). Algumas populacdes, particularmente aquelas com infecgédo
pelo HIV, estdo em maior risco de desenvolver esses tipos de canceres em comparagdo aos

individuos nao infectados pelo HIV (Silverberg et al., 2012; Palefsky, 2017).

O CCU ¢é o terceiro cancer mais comum entre as mulheres no mundo, com 569.847
novos casos e 311.365 obitos ocorrendo em 2018 (Bruni et al., 2019). Por outro lado, o CA é
raro na populacdo geral (1/100.000), com uma estimativa anual de 27.000 novos casos. No
entanto, ocorre uma incidéncia elevada entre homens que fazem sexo com homens (MSM),
mulheres com historico de CCU ou cancer de vulvar, e popula¢6es imunossuprimidas (Bruni et

al., 2019).

A prevencdo primaria do CCU baseia-se em trés vacinas disponiveis atualmente: a
vacina bivalente (2vHPV 16/18), a quadrivalente (4vHPV- 6/11/16/18), e a nonavalente
(9vHPV- 6/11/16/18/31/33/45/52/58). Para prevencdo secundaria, o rastreamento de lesdes
precursoras baseado em citologia (exame de Papanicolau) é a modalidade mais utilizada para o
rastreamento do CCU em todo o0 mundo. No entanto, sua baixa sensibilidade requer repeticdes
em intervalos curtos de tempo (Wentzensen et al., 2016). Em relacdo ao CA, ndo existem
diretrizes ou ensaios clinicos randomizados para fornecer o rastreamento adequado ou

recomendacdes baseadas em evidéncias (Wells et al., 2014).

O teste de HR-HPV tem alta sensibilidade e atualmente € recomendado em alguns paises
desenvolvidos para o rastreamento do CCU como triagem ou junto com a citologia (co-teste),
permitindo intervalos mais longos, devido ao maior valor preditivo negativo do que a citologia
(Arbyn et al., 2012; Ronco et al., 2014; Wentzensen et al., 2016). Apesar da alta sensibilidade,

o teste de HPV nao discrimina infec¢es ativas, ou transitorias (Ho et al., 2010), e, portanto, €
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imprescindivel a identificacdo de marcadores que possam indicar quais infec¢bes pelo HPV
resultardo em progressao para o cancer. Nesse contexto, potenciais biomarcadores surgiram
para melhorar a sensibilidade da deteccdo de lesbes de alto grau (HSIL) (Tornesello et al.,
2013). Esses biomarcadores podem ser divididos em marcadores celulares, incluindo a
expressao pl6INK4a (pl6) e Ki67, e marcadores virais, incluindo carga viral, expressao de

MRNA E6/E7, integracdo e metilacdo do genoma HPV (Tornesello et al., 2013).

Diferencas na carga viral podem ser observadas entre citologia normal e leséo e entre
os tipos de HPV, indicando que niveis variaveis de replicacdo viral podem ser necessarios para
levar a lesdo cervical (Flores et al., 2006; Xi et al., 2017). A expressao continua dos oncogenes
E6 e E7 de HR-HPV alteram a regulacéo do ciclo celular e é necessaria para o desenvolvimento
do fendtipo neoplasico (Johansson et al., 2015). Neste contexto, estudos tem associado o
aumento da carga viral do HPV e de mRNA E6/E7 com desenvolvimento de lesdes cervicais e
anais (Flores et al., 2006; Marongiu et al., 2014; Dong et al., 2017; Jin et al., 2017; Marra et al.,

2018; Adcock et al., 2019, Ho et al., 2010; Jin et al., 2017; Wu et al., 2018).

Baseado no entendimento de que o papel dos biomarcadores no desenvolvimento de
lesBes cervicais e anais pode ser Util para orientar futuros algoritmos para o rastreamento do
cancer, foi avaliado se a carga viral e 0 mRNA E7 dos HR-HPV correspondentes a vacina
9vHPV podem ser utilizados como biomarcadores para lesdes cervicais e anais em individuos

HIV-positivos e negativos.
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METODOS
Pacientes, amostras e aspectos éticos

Trata-se de um estudo descritivo, em corte transversal, realizado amostras positivas para
HR-HPV correspondentes a 9vHPV, de individuos positivos e negativos para HIV. As amostras
foram obtidas a partir dos seguintes estudos: (i) 172 amostras cervicais de mulheres HIV-
positivas atendidas em Centros de Referéncia em DST/AIDS (CRDST/AIDS) de oito estados
brasileiros (Amazonas, Bahia, Distrito Federal, Espirito Santo, Parana, Pernambuco, Rio de
Janeiro e Rio Grande do Sul) de margo a dezembro de 2015; (ii) 70 amostras anais de mulheres
e homens HIV-positivos atendidos no CRDST/AIDS de Vitoria, ES, de agosto de 2013 a
dezembro de 2015; e (iii) 65 amostras cervicais de mulheres HIV-negativas atendidas no
Hospital Universitario "Cassiano Antonio Moraes" (HUCAM), de abril de 2010 a novembro de
2011, em Vitéria, ES. As condicBes de coleta das amostras, caracterizacdo do HPV e
informacdes sobre dados clinicos, comportamentais e demograficos dos sujeitos foram descritas
anteriormente (Freitas et al., 2014; Boldrini et al., 2018; Miranda et al., 2018). Todas as
amostras foram mantidas -70°C até as andlises atuais. Os achados citoldgicos foram

interpretados de acordo com os critérios definidos no sistema Bethesda (Solomon et al., 2002).

Esta pesquisa obteve aprovacio do Conselho de Pesquisa Etica do Centro de Ciéncias

da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (n°® 2.925.324).

Anélise da carga viral do HPV

A carga viral dos HR-HPV correspondentes a 9vHPV (16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58) foi
determinada por PCR em tempo real. Foram utilizados iniciadores e sondas para 0s genes E6 e
E7 para HPV16 e HPV18, respectivamente, e E7 para HPV31, 33, 45, 52 e 58 (Gravitt et al.,

2003; Winer et al., 2014). O ensaio para 0 HPV16 e 18 foi realizado de acordo com Gravitt et



96

al. (2003) com modificacdes. Resumidamente, trés ul de DNA extraido foram adicionados a
sete uL de mistura contendo 1X Buffer (200 mM Tris HCI e 500 mM KCI), 20 mM de cada
dATP, dGTP, dCTP e dTTP, 0,1 uM de sonda de hidrolise, 0,2 uM de cada iniciador, 0,6 mM
de MgCl2, 0,12 uM de CXR (Promega Madison, WI, EUA) e 1 Unidade DNA Taq Polimerase
Platinum (Invitrogen Carlsbad, CA, EUA). As condi¢cdes de ciclagem foram descritas
anteriormente (Gravit et al., 2003). O ensaio para 0 HPV 31, 33, 45, 52 e 58 foi realizado
utilizando 1x TagMan® PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),

como descrito anteriormente (Winer et al., 2014).

A carga viral foi normalizada utilizando o gene S-globina com iniciadores descritos por
Huang et al. (1989). A sonda de hidrolise foi desenhada para abranger a regido entre os primers
usando Primer3 v.0.4.0. A reacdo foi realizada utilizando TagMan® PCR Master Mix (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Todos os ensaios de amplificacdo foram realizados em

equipamentos StepOnePlus (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

As curvas padrdo para quantificagcdo absoluta dos tipos de HPV e p-globina foram
geradas por meio de diluigBes seriadas de 1:10 (10°-10* copias do genoma) com fragmentos de
oligonucleotideos sintéticos gBlock de 150 bp (Thermo Fisher), desenhados a partir de
sequéncias de referéncia de genétipos HPV e f-globina abrangendo a regido entre os iniciadores
(GenBank ID: HPV16 - K02718, HPV18 - X05015, HPV31 - J04353, HPV33 - M12732,

HPV45 - X74479, HPV 52 - X74481, HPV58 - D90400 , s-globina - NC_000011,10).

A carga viral, expressa em cépias por célula (c/c) foi obtida dividindo o nimero de
copias do HPV pela metade do nimero de copias de S-globina, e foi categorizado como baixa
(<10 c/c), moderada (11-100 c/c), alta (101-1.000 c/c) ou muito alta (>1.000 c/c) (Schlecht et

al., 2003). A carga viral do HPV foi transformada em log (log10) para representacao grafica.
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Quantificacdo de mMRNA E7

Para a quantificar o mMRNA E7, o ensaio de carga viral foi adaptado adicionando uma
etapa de digestdo com DNase e uma transcrigdo reversa, uma vez que 0s genes E6 e E7 sdo
transcritos a partir do mesmo promotor como um unico pré-RNA E6/E7 (Zheng e Baker 2006;
Wang et al. 2011). Iniciadores e sondas para todos os HR-HPV foram usados conforme descrito

por Winer et al. (2014).

Resumidamente, o RNA total de amostras positivas para os HR-HPV 16, 18, 31, 33, 45,
52 e 58 foi extraido utilizando o PureLink® Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen Carlsbad,
CA, EUA). A concentracdo de RNA total extraido foi determinada usando Qubit 4
Fluorometer® (Invitrogen Carlsbad, CA, EUA). Para eliminar o DNA da amostra, 0 RNA total
foi tratado com DNase livre de RNase utilizando o Kit DNase Max (Qiagen), de acordo com as
instrugdes do fabricante. Posteriormente, cinco pL. do RNA tratado foi desnaturado com um pL.
de dimetil suféxido (DMSO - Sigma) a 97°C por 7 min e refrigerado a 4°C. O DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado em um volume final de 25 pL contendo 60 unidades de
trasncriptase reversa Superscript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 20 mM de Random
Hexamers primers (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 3 mM MgCl2, 200 uM de cada dNTP e
tampéo de reacdo (20 mM tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI). A mistura foi incubada a 44°C por 60

min, seguida por 95°C por 10 min.

A reacdo de PCR para cada genétipo de HPV foi realizada com trés uL do cDNA
adicionado a sete pL da mistura de reag@o para PCR, conforme descrito por Winer et al. (2014)
A curva padrdo para cada genotipo HPV foi construida utilizando fragmentos sintéticos como

descrito para determinacéo de carga viral.

A deteccdo do gene GAPDH humano (VANDESOMPELE et al., 2002) foi realizada
como controle da suficiéncia da amostra. Além disso, qPCR foi realizada em amostras tratadas

com DNase para verificar se ndo havia DNA remanescente. A deteccdo do cDNA foi aceita
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apenas se ndo houvesse deteccdo na amostra correspondente tratada com DNase ou se houvesse
deteccdo com um valor de CT acima de 10 ciclos do valor de CT para o cDNA (Anderson et al.

2011). A quantidade de transcrito foi expressa como copias de mMRNA E7 por ng de RNA total.

Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS 20.0 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL). Os grupos foram comparados com o teste Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher
para caracteristicas qualitativas e os testes de Mann-Whitney e Kruskal Wallis para as
continuas. A relacdo entre a carga viral e mRNA foi avaliada utilizando o coeficiente de

correlacdo de Pearson. Um valor de p< 0,05 foi considerado estatisticamente significaticante.

RESULTADOS

Neste estudo, foram analisadas 248 amostras (113 amostras cervicais de mulheres HIV-
positivas, 70 amostras anais de homens e mulheres HIV-positivos e 65 amostras cervicais de
mulheres HIV-negativas). As caracteristicas de cada populacdo estudada sdo apresentadas na
Tabela 1. Das amostras anais, 37,1% (26/70) eram de homens que fazem sexo com homens e

62,9% (44/70) eram de mulheres.
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Tabela 1. Numero de amostras, infeccdo mdaltipla e achados citologicos de cada populacéo

estudada.

Caracteristicas

HIV-positivos?

HIV negativas®

Cervical  Anal
N° de amostras 113 70 65
Infeccdo maltipla 69 (61,1) 57 (81,4) 28 (43,1)
HPV
16 40 (35,4) 36(51,4) 27 (41,5)
18 19 (16,8) 15(21,4) 9(13,8)
31 22 (19,5) 10(14,3) 9(13,8)
33 8(7,1) 6 (8,6) 4 (6,2)
45 15(13,3) 14(20,00 2(3,1)
52 23(20,4) 16(22,8) 11(16,9)
58 14 (15,0) 10(14,3) 9(16,8)
Citologia
Normal 87 (77) 47 (67,1) 17 (26,2)
ASCUS/LSIL 19 (16,8) 22(31,4) 16 (24,6)
HSIL 7 (6,2) 1(1,4) 32 (49,2)

30s valores de porcentagem estdo entre parénteses; ASCUS,
células escamosas atipicas com significado indeterminado; LSIL,
lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau; HSIL, leséo
intraepitelial escamosa de alto grau.

Em geral, a mediana da carga viral de cada HR-HPV das amostras cervicais e anais foi

maior nos casos de lesdo (> ASCUS) do que em citologia normal, tanto de individuos HIV-

positivos como em negativos, (p= 0,003 e p= 0,02, respectivamente) (Tabela 2).

Nas mulheres HIV-negativas, independente do tipo, baixa carga viral foi observada em

citologia normal (0,68 c/c), e ASCUS/LSIL (7,32 c/c) e carga viral moderada em HSIL (10,28

c/c) (p= 0,01). Além disso, houve aumento estatisticamente significativo da carga viral nos

casos de lesdo nas amostras positivas para HPV16 (Tabela 2; Figura 1A). Esse aumento foi de

0,17 c/c em citologia normal para 30,66 c/c em ASCUS/LSIL e 10,99 c/c em HSIL (p= 0,003).
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Nos individuos HIV-positivos, independente do tipo de HPV ou local anatdmico de
coleta, foi observada carga viral moderada em citologia normal e ASCUS/LSIL (20,19 e 59,91
c/c, respectivamente), aumentando para alta carga viral em HSIL (133,21 c/c) (p= 0,01). Além
disso, houve aumento estatisticamente significativo da carga viral nos casos de lesao (>
ASCUS) nas amostras positivas para HPV31, em amostras cervicais e anais (Tabela 2; Figura
1B e Figura 1C, respectivamente). Por outro lado, a mediana da carga viral do HPV52 e 58 foi
ligeiramente menor nos casos de lesdo cervical do que nos casos de citologia normal, mas sem

significancia estatistica (Tabela 2; Figura 1C).

Independentemente da positividade para HIV, a analise da infeccdo unica ou multipla
ndo mostrou diferenca estatistica entre cargas virais de citologia normal, ASCUS/LSIL e HSIL

(dados nao apresentados).
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Tabela 2. Carga viral (cépias/células) dos HR-HPV de acordo com a presenca ou auséncia de lesdo cervical e anal em individuos HIV positivos e
negativos

aV/alor referente a amostra com lesdo; ®Valor médio das duas amostras com leso; °Estatisticamente significativo (p <0,05).

HIV-negativo HIV-Positivo (cervical) HIV-positivo (anal)
HPV Normal Lesdo p Normal Lesdo p Normal Lesdo p
n Mediana n  Mediana N Mediana n Mediana n Mediana n Mediana
16 5 0,17 22 13,74 <0.001c 31 11.06 9 19.78 057 24 20,06 12 59.29 0.45
18 4 2.65 5 362 055 15 5.87 4 30,88 10 14 15,24 1 2094,99- -
31 2 31,8" 7 458 - 15 13,31 7 2936,28 0,04 6 96,34 4 3716,15 0,02¢
33 - 4 168,96 - 7 31,77 1 084 - 4 663,26 2 747,95° -
45 - 2 291 - 13 159 2 14,820 -9 4,78 5 15,06 0,43
52 5 1,57 6 514 0,66 18 2958 5 309,84 043 7 33,47 9 30,64 0,53
58 1 0,662 8 817 - 10 65,0 4 78,06 10 5 2,92 5 1,21 1,00

Total 17 0,68 54 9,24 0,003¢ 109 22,5 32 83,86 0,06 69 16,67 38 62,01 0,13
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Figura 1. Representacdo em boxplot da carga viral, em escala logaritmica, distribuida entre
casos normais e lesdes. Os limites superior e inferior das caixas representam os percentis 75%
e 25%, respectivamente. A linha dentro da caixa representa a mediana e 0s whiskers
representam os valores minimo e maximo. N&o foi possivel calcular a mediana dos tipos ndo
apresentados devido a falta de numero de amostras positivas para esses tipos. A) Carga viral
dos HPV16, 18 e 52 em amostras cervicais de mulheres HIV-negativas. B) Carga viral dos HPV
16, 18, 31, 52 e 58 em amostras cervicais de mulheres HIV-positivas. C) Carga viral dos

HPV16, 31, 45, 52 e 58 em amostras anais de homens e mulheres HIV-positivos.
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As medianas de mRNA E7 de cada HR-HPV relacionado a amplificacdo de GAPDH
sdo apresentadas na Tabela 3. Devido ao pequeno numero de amostras, analisamos todos 0s
tipos de HR-HPV, independentemente do status de HIV ou tipo de HPV, e observamos que
houve um aumento da mediana do mRNA de normal para ASCUS + LSIL e HSIL (2,12, 7,72,
13,57 copias/ng de RNA, respectivamente; p= 0,02). Além disso, houve correlacdo moderada

e positiva do aumento da carga viral com o aumento de mRNA (r=0,61; p< 0,001) (Figura 2).

Tabela 3. Frequéncia de detec¢cdo e mediana de mRNA (copias/ng de RNA) de acordo com 0s

achados citologicos de individuos HIV-positivos e negativos.

HIV positivo HIV negativo
HPV Normal Lesdo Normal Leséo
n Mediana n Mediana n Mediana n Mediana
16 16 5,82 4 10,54 0,29 3 1,91 5 19,97 0,25
18 3 0,34- 0 - - 0 - 0 - -
31 1 1,33 6 20,03 - 0 - 1 171,92 -
33 4 6,87 1 766 - 0 - 1 15,59 -
45 8 0,08 1 0,74 - 0 - 0 - -
52 12 211 6 4,67 0,62 1 10,37 1 6,01 -
58 3 0,20 3 0,11 1,0 1 0,02 1 0,19 -
Total 47 2,34 21 7,67 0,16 5 1,91 9 1559 0,08
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Figura 2 - Correlacdo entre carga viral e mMRNA E7.

DISCUSSAO
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Biomarcadores para deteccdo de HSIL podem ser utilizados para melhorar a

sensibilidade da citologia cervical. Por outro lado, poucos estudos descreveram o uso de

biomarcadores no rastreamento do CA. Neste estudo, investigamos a carga viral e quantificacdo

de mRNA E7, potenciais biomarcadores, de HR-HPV correspondentes a vacina 9vHPV de

amostras cervicais e anais de individuos HIVV-positivos e amostras cervicais de mulheres HIV-

negativas. Até 0 momento, este € o primeiro estudo a relatar carga viral e mMRNA de todos 0s

HR-HPV incluidos na vacina 9vHPV nessas popula¢des, concomitantemente.

A mediana da carga viral dos HR-HPV pesquisados foi maior nos casos de lesdo do que

em citologia normal em ambas as amostras cervicais e anais, com significancia estatistica em

amostras cervicais de mulheres HIV-negativas. E importante mencionar que a maioria estudos

avaliaram a carga viral do HPV16 e demonstraram um aumento associado a lesdo cervical
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(Saunier et al., 2008; Hesselink et al., 2009; Xi et al., 2011; Alvarez-Paredes et al., 2019). No
entanto, estudos com outros genotipos de HR-HPV em amostras cervicais e anais sdo escassos
e inconsistentes na literatura, especialmente para individuos HIV-positivos (Flores et al., 2006;
Marongiu et al., 2014; Ramanakumar et al., 2010; Del Rio-Ospina et al., 2015; Jin et al., 2017;

Xi et al., 2017; Mbulawa et al., 2014; Utaipat et al., 2016).

Nas amostras positivas para HPV16, a mediana da carga viral foi maior nos casos de
lesdo cervical de mulheres HIV-negativas (carga viral moderada) do que em citologia normal
(carga viral baixa). Além disso, observamos aumento da carga viral em lesdo de baixo grau
(ASCUS/LSIL) e declinio em HSIL conforme observado por outros estudos (Tsai et al., 2005;
Briolat et al., 2007; Manawapat-Klopfer et al., 2018). Este fato pode ser explicado por altos
niveis de replicacdo viral no inicio desenvolvimento de lesdes (Briolat et al., 2007). Mesmo
apos altas cargas virais iniciais, a integracdo do DNA do HPV no genoma do hospedeiro,
observada principalmente em HSIL, pode levar a uma diminuicéo na replicacdo viral e na carga

viral (Kulmala et al., 2005).

Em mulheres HIV-positivas, a mediana da carga viral das amostras cervicais com algum
grau de lesdo foi maior do que em resultados citolégicos normais, sendo estatisticamente
significante para HPV31 (p= 0,04), bem como em amostras anais de mulheres e HSH HIV-
positivos (p=0,02). Além disso, observamos maior mediana de carga viral em individuos HIV-
positivos do que em mulheres HIV-negativas, tanto na citologia normal quanto em les&o. E
reconhecido que existem diferengas na prevaléncia, incidéncia e progressdo da doenca
relacionada ao HPV em individuos HIV-positivos quando comparados com individuos HIV-
negativos (McKenzie et al., 2010). Estudos tém mostrado que individuos HIV-positivos sao
mais comumente infectados com HR-HPV ndo 16 e 18 (Levi et al., 2004; Luque et al., 2006;
McKenzie et al., 2010), e a mediana da carga viral de HR-HPV em mulheres HIV-positivas é

maior do que em HIV-negativas, independentemente do tipo de HPV (Mbulawa et al., 2014).
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Portanto, carga viral elevada e significativa de HPV31 observada em individuos HIV-positivos
poderia ser um reflexo da suscetibilidade destes a infec¢do por outros HR-HPV diferentes de

HPV16 e 18.

Em geral, identificamos 0 aumento da carga viral do HPV16 e 31 em lesdo cervical e
anal de HIV-negativos e positivos, respectivamente. Nossos resultados apontam sobre a
importancia de identificar mulheres com maior risco de HSIL com base na carga viral, de
acordo com o genotipo HPV e a populacdo estudada. Segundo Adcock e colaboradores (2019),
os HPV16, 33 e 31 sdo 0s gendtipos com maior risco de doenca pré-cancerosa e o risco de
NIC2+ foi acima de 10% para infeccbes com alta carga viral nestes tipos. Portanto, a
genotipagem e a carga viral podem ajudar a desenvolver algoritmos para melhorar 0 manejo
clinico de individuos HPV positivos, principalmente para individuos HIV-positivos, populacédo
especialmente em risco para desenvolver cancer anogenital, e que exibam niveis mais elevados

de carga viral do que em HIV-negativos.

Para determinar a quantidade de mRNA E7, adaptamos o ensaio de carga viral
adicionando uma etapa de digestdo com DNase e uma etapa de transcri¢ao reversa. Os genes
E6 e E7 sdo transcritos a partir do mesmo promotor como um unico pré-RNA E6/E7
bicistronico (Zheng e Baker 2006; Wang et al., 2011). A ORF EG6 neste pré-mRNA bicistronico
contém um intron sujeito a splicing alternativo. Em seguida, verificamos se 0s iniciadores e
sondas usados para cada gen6tipo de HPV no ensaio de carga viral estariam em uma regiao
intrénica. Com excecéo dos iniciadores e sondas usados para HPV16, todos os outros tinham
como alvo uma regido do gene E7, que ndo sofre splicing. Assim, para HPV16, iniciadores e

sondas foram usados conforme descrito por Winer et al. (2014).

Estudos mostram que a deteccdo de transcritos de mMRNA E7 esta relacionada a presenca
de HSIL cervical, sendo considerada um potencial biomarcador de lesdo cervical e cancer

(Derbie et al., 2020; Macedo et al., 2019). A maioria dos estudos tem avaliado apenas a detec¢éo
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de mMRNA E6 ou E7 e poucos estudos propuseram quantificar esses transcritos (Wang-
Johanning et al., 2002; Scheurer et al., 2005; 2007; Ho et al., 2010; Bordigoni et al., 2021).
Comparado aos métodos de deteccdo, o uso de PCR em tempo real para a quantificacdo permite
uma comparacéo direta do nimero de copias de mMRNA E6/E7 em cada amostra por meio da
construcdo de curva-padrdo em cada ensaio, permitindo estabelecer um cut-off em cada achado

citoldgico, por exemplo.

Verificamos que, independentemente do status para HIV ou tipo de HPV, houve
aumento da mediana de mRNA de normal para ASCUS+LSIL e HSIL (p = 0,02). Além disso,
encontramos correlacdo moderada e positiva com o0 aumento da carga viral e a quantificacao do
MRNA (r=0,61; p<0,001) semelhantes aos resultados de Baron et al. (2015), que demonstraram
gue o mRNA EG6/E7 é mais frequentemente detectado em amostras com maior carga viral. Ho
e colaboradores descreveram o aumento da média geométrica de mRNA E6 de HPV16, 18, 52
e 58 de normal e NIC1 para NIC2 e NIC3. Poucos estudos avaliaram a deteccdo de mMRNA em
amostras anais, porém, a maioria deles observou um aumento da frequéncia de deteccdo de
MRNA com o aumento do grau de lesdo anal (Phanuphak et al., 2013; Wentzensen et al.,2014,
Jin et al., 2017). Assim, os biomarcadores avaliados para o rastreamento do CCU também
podem ser usados no rastreamento do CA, uma vez que as caracteristicas moleculares da doenca
anal sdo semelhantes as das lesdes cervicais, como demonstrado anteriormente (Wentzensen et

al., 2014).

Reconhecemos que nosso estudo teve limitagdes. Em primeiro lugar, determinar a carga
viral é um desafio, uma vez que ha uma falta de homogeneidade nas medicdes entre os estudos
em gue a carga viral pode ser representada como copias/células ou cépias/ng de DNA (Wu et
al., 2017), dificultando a andlise dos resultados. Em nosso estudo, usamos a f-globina para
normalizar a carga viral como cépias/células, minimizando os impactos dos fatores de confuséo

da variacdo do volume da amostra. Segundo, devido ao pequeno tamanho da amostra, o poder
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e as analises estatisticas de nosso estudo foram limitados. Além disso, ndo foi possivel analisar
o0 HPV em infeccdo simples, para reduzir possivel viés de medida da carga viral, devido ao
tamanho limitado da amostra. No entanto, em um estudo recente, Adcock e colaboradores
(2019) demonstraram que ndo ha risco adicional associado a coinfeccbes para o
desenvolvimento de HSIL. Finalmente, a deteccdo de mMRNA em nossas amostras pode ter sido

comprometida devido ao tempo entre a coleta e as analises.

Apesar das limitacbes mencionadas, nossos resultados fornecem informacoes valiosas
sobre a carga viral do HPV e quantificacdo do mRNA como potenciais biomarcadores de lesdo
anogenital. Considerando a baixa sensibilidade da citologia, os testes de carga viral e mMRNA
do HPV poderiam ser promissores para o rastreamento do cancer, melhorando a especificidade
e a possibilidade de realizar os testes com apenas uma amostra. Além disso, demonstramos
comportamento diferente da carga viral do HPV em individuos HIV-positivos e negativos.
Portanto, algoritmos baseados no genotipo do HPV e carga viral poderiam ser Uteis para
identificar os individuos com maior risco de desenvolver lesGes anogenitais, aumentando o
intervalo de triagem, reduzindo o ndmero de mulheres atualmente recomendadas para

colposcopia imediata (Adcock et al., 2019) e estabelecendo diretrizes para rastreamento do CA.

Em concluséo, nosso estudo revelou diferencas significativas na carga viral dos tipos de
HR-HPV mais prevalentes, especialmente HPV16 e 31, em individuos HIV-positivos e
negativos. Além disso, nossos resultados apoiam o uso potencial de carga viral e mMRNA para
diferenciar entre achados citol6gicos normais e anormais, levando a identificar os individuos

HPV positivos com maior risco de desenvolver leséo anogenital.
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7. DISCUSSAO

Este estudo foi realizado em duas popula¢des de mulheres vulneraveis a infecgéo por
HPV ou a progresséao da infec¢ao para o CCU e CA, a fim de envidenciar a frequéncia
dos gendtipos de HPV, variantes de HPV16, carga viral e quantificacdo mRNA E7 dos

HR-HPV incluidos na vacina nonavalente, estudo até entao inédito no Brasil.

Diferentes populagdes, especialmente as geograficamente isoladas ou semi-isoladas,
como no caso dos quilombolas, podem exibir caracteristicas distintas de infeccdes por
HPV, que podem estar relacionadas a ancestralidade, ao estilo de vida e ao
comportamento sexual. Os resultados demonstraram uma frequéncia relativamente
baixa de HPV (11,4%) em uma amostra populacional de 273 mulheres de 16 destas
comunidades. A maioria dos estudos de prevaléncia de HPV se concentra em
populacdes urbanas. Até o momento, apenas dois estudos publicados descreveram a
infecgdo por HPV em mulheres quilombolas, ambos no nordeste do Brasil. Estes
estudos revelaram prevaléncias similares de HPV, de 12,6% e 13%, em populacdes
de 353 e 395 mulheres, respectivamente (BATISTA et al., 2017; NASCIMENTO et al.,
2018). Em mulheres que vivem também em areas rurais em todo o mundo,
independentemente da etnia, foi descrita uma baixa frequéncia de HPV, variando de
10-26% (DE LIMA SOARES et al.,2003; SOWJANYA et al., 2005; THAPA et al., 2018).
Por outro lado, essas taxas contrastam com as encontradas em centros urbanos em
todo o mundo, que variaram de 27,7-52,7% (PISTA et al., 2011; COSER et al., 2013;
WHEELER et al., 2013), em parte sugerindo que o contato limitado com centros

urbanos poderia restringir a taxa de infecgao por HPV.

Uma grande variedade de gendtipos (n= 31) de HPV foi observada na populagéo de
mulheres quilombolas e em mulheres HIV-positivas urbanizadas (n= 30) por meio das
técnicas de RLB e RFLP. Utilizando a técnica Linear Array® como metodologia de
tipagem, uma variedade menor de genétipos de HPV (20 e 25) foi descrita nos dois
outros estudos com mulheres quilombolas (BATISTA et al., 2017 e NASCIMENTO et
al., 2018). Os estudos em populagdes urbanas de mulheres no Brasil descrevem uma
variedade de 14 a 31 gendétipos de HPV em HIV-negativas (COSER et al., 2013;
ROCHA et al.,, 2013; SANTOS FILHO et al.,, 2016) e 18 a 37 genotipos em HIV-
positivas (CERQUEIRA et al.,, 2007; LEVI et al.,, 2004; MELGACO et al., 2009;
ROCHA- BRISCHILIARI et al., 2017; VOLPINI et al., 2017), utilizando Linear Array®,

RFLP, RLB ou sequenciamento como métodos de tipagem. Devemos considerar,
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portanto, a limitacdo na comparacao da diversidade de genétipos entre as diferentes
populac6es devido as metodologias de genotipagem com diferentes sensibilidades e
outras que se restringem a deteccao de um nimero mais limitado de gendétipos (EIDE
& DEBAQUE, 2012).

Merece destaque que, apesar da baixa frequéncia de HPV nas mulheres quilombolas,
a infeccdo mista foi um achado comum (48,4%), inclusive com até nove genétipos
distintos em uma mesma amostra, maior do que o descrito nos outros estudos em
mulheres quilombolas (BATISTA et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018). Em todo o
mundo, as taxas de infeccdo mdltipla em mulheres de centros urbanos,
independentemente do grau da leséo, variaram de 16,7-41,8% (PISTA et al., 2011,
COSER et al., 2013; WHEELER et al., 2013). Nao ha consenso se os tipos de HPV
em infeccbes multiplas ocorrem em uma relacdo competitiva ou cooperativa.
Enquanto Trottier et al. (2006) sugerem que uma interacao entre os tipos de HPV pode
aumentar o risco de lesdo, outros estudos ndo mostraram uma associagdo com
infeccbes multiplas por HPV (ADCOCK et al., 2019; WENTZENSEN et al., 2009).

Os HR-HPV foram encontrados em mais de dois tercos das mulheres quilombolas
deste estudo, semelhante ao observado nos outros estudos com populacdes
similares, inclusive em relacdo ao fato dos genétipos 52 e 58 estarem entre os mais
frequentes (BASTISTA et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018), em contraste com a
baixa frequéncia de HPV16, tipo mais frequente na populacdo brasileira em geral
(COSER et al., 2013, 2016; LIPPMAN et al., 2010; SANTOS FILHO et al., 2016;
MARTINS et al., 2016). Curiosamente, estudos sobre os gendétipos do HPV entre
diferentes populagfes étnicas relataram que os HPV16 e 18 foram menos prevalentes
entre mulheres negras em comparacao com mulheres brancas (VIDAL et al., 2014,
MONTEALEGRE et al.,2018). Esses dados também sdo apoiados por estudos com
mulheres africanas do Quénia e de Mocambique, que mostraram o HPV58 seguido
pelos tipos HPV16, HPV53 e HPV18, e o HPV52 seguido por HPV35, 16 e 53 como
0s mais frequentes nessas populagdes, respectivamente (DE VUYST et al., 2010;
OMAR et al., 2017). No entanto, ndo esta claro porque essas mulheres tém menos
probabilidade de serem infectadas com HPV16 e 18. Vidal et al. (2014) sugerem que
mulheres afrodescendentes, que abrigam outros HR-HPV, podem ser mais resistentes

ou ter menor exposicdo a infeccdo por HR-HPV16 e 18. Outros fatores, como a
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composi¢cado microbiota vaginal e cervical, podem influenciar na aquisicdo de certos
tipos de HR-HPV (MITRA et al., 2015; HUANG et al., 2018).

Além da menor frequéncia de HPV16 e 18 observada em mulheres negras, estudos
demonstram que mulheres HIV-positivas também sdo mais comumente infectadas
com HR-HPV néo-16 e 18, como 52 e 58 (LEVI et al., 2004; LUQUE et al., 2006;
MCKENZIE et al., 2010). Interessantemente, Keller e colaboradores (2019), avaliaram
diferencas na prevaléncia de HPV16 em mulheres com HIV e entre grupos raciais e
étnicos e observaram que a prevaléncia do HPV16 foi menor em mulheres afro-
americanas do que em mulheres caucasianas com NIC3, independentemente do
estado imunolégico. Esses achados vao ao encontro de nosso estudo que mostrou a
menor frequéncia de HPV16 na populacdo de mulheres negras (VOLPINI et al., 2021),
assim como naguelas residentes em regiées com maior incidéncia de HIV, como em
alguns paises da Africa (DE VUYST et al., 2010; OMAR et al., 2017).

Nas mulheres HIV-positivas deste estudo, o HPV16 foi o tipo mais frequente, no geral,
e a frequéncia dos demais gendtipos variou de acordo com o estado de origem. O
HPV16 foi o tipo mais frequente na Bahia, Pernambuco, Distrito Federal, Rio Grande
do Sul e Paran4, corroborando com resultados anteriores nessas regides (QUEIROZ
et al., 2004; OLIVEIRA, P. et al., 2010; CERQUEIRA et al., 2007; ROCHA-BISHILIARI
et al., 2014), com excecdo de Pernambuco, em que Martins et al. (2014) descreveram
o tipo 53 como o0 mais frequente. Os gendtipos mais frequentes no Espirito Santo
(HPV31) e no Rio de Janeiro (HPV52) representaram dados discordantes em relagéo
a estudos anteriores. No Rio de Janeiro, Melgaco et al. (2011) detectaram os tipos
16> 53> 58 e Castilho et al. (2015) os tipos 58> 53> 16 como os HR-HPV mais
frequentes. No Espirito Santo, nosso grupo de pesquisa anteriormente encontrou o
HPV16 como o gendtipo mais prevalente, seguido por HPV45 e 31, utilizando RLB e
RFLP para genotipagem (VOLPINI et al., 2017), e HPV31, utilizando RFLP (MATTOS
et al., 2011). E importante destacar que, além da diversidade de genoétipos de HPV
encontrados de acordo com a regido geografica, a distribuicdo dos gendtipos de HPV
também pode variar de acordo com a técnica de genotipagem utilizada em cada
estudo (EIDE & DEBAQUE, 2012).

Dentre as amostras positivas para HPV16, a variante Europeia predominou na
populacdo estudada, fato observado também em outros estudos brasileiros em
mulheres HIV-positivas e negativas (CRUZ et al, 2004; FREITAS et al., 2014,
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SICHERO et al., 2007; TAMEGAO-LOPES et al., 2014; VOLPINI et al., 2017). Foram
identificadas também as variantes ndo Europeias Africana 2a e Asiatico-Americana
nas mulheres HIV-positivas. Sabe-se que a distribuicdo mundial de variantes esta
relacionada com a area geografica, com o nivel de mistura intrinseca de cada
populacao e padrdes recentes de migragdo humana (CHEN et al., 2011; SICHERO et
al.,, 2007). Estes resutados podem ser interpretadas como consequéncia da
colonizacéo europeia do Brasil, do trafico de escravos africanos durante o século XVI

ao final do século XIX e da imigracao asiatica no século XX.

A caracterizacao dos genotipos de HPV em diferentes populagdes é importante para
0 monitoramento das vacinas atualmente licenciadas. A partir de 2014, o Ministério da
Saude incluiu a vacina 4vHPV contra o HPV no Calendario Nacional de Vacinacao.
Essa vacina € dirigida contra os genétipos mais frequentemente associados ao CCU
(HR-HPV16 e 18) e a verrugas genitais (LR-HPV6 e 11) na populacdo em geral (VILLA
et al., 2006). No mesmo ano, o FDA aprovou a vacina nonavalente, dirigida contra os
nove genotipos de HPV (HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58), que juntos causam
cerca de 90% dos casos de CCU e condiloma em todo o mundo (FDA, 2014). Portanto,
de acordo com o0s gendétipos encontrados nas populacdes estudadas, ambas se
beneficiariam da vacina 9vHPV, visto que os gendtipos mais frequentes nas mulheres
quilombolas, ndo sdo abrangidos pela vacina 4vHPV e dentre as mulheres HIV-
positivas, seis tipos estdo entre os mais frequentes dos sete HR-HPV cobertos pela

vacina 9vHPV.

Além da determinacdo da frequéncia de HPV e seus tipos nessas populactes
vulneraveis, analisamos também se a carga viral e a quantificagdo de mRNA E7
poderiam ser utilizados como biomarcadores de lesdo cervical e anal em individuos
HIV-positivos e negativos. Esses biomarcadores se relacionam a estagios especificos
da infeccéo pelo HPV na histéria natural do cancer, e, portanto, podem ser capazes
de identificar lesdes precursoras do cancer (TORNESELLO et al., 2013) e de fornecer
subsidios na determinacdo da melhor conduta clinica. Este fato é importante pois o
manejo de mulheres diagnosticadas com HSIL é o encaminhamento para bidpsia e
tratamento excisional em caso de NIC2/3 (BRASIL, 2016). Entretanto, as lesdes
HSIL/NIC2-3 séo heterogéneas, especialmente aquelas classificadas como NIC2, que
incluem tanto infecgcdes produtivas por HR-HPV, capazes de regredir

espontaneamente, como lesdes precursoras do cancer invasivo (NIC3) (LEEMAN et
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al., 2019). Portanto, biomarcadores capazes de diferenciar esses estagios, emergem
como ferramentas importantes para diferenciar individuos com lesdes pré-cancerosas
OU com risco para progressao para 0 cancer invasivo daqueles com infeccdo

transitoria, evitando, por exemplo, tratamentos desnecessarios.

Neste contexo, descrevemos a carga viral dos HR-HPV incluidos na vacina 9vHPV,
parametro este que tem emergido como um potencial biomarcador de doenca cervical
(MARONGIU et al., 2014). NOs observamos uma maior carga viral nos casos de lesao
cervical de mulheres quilombolas, mulheres HIV-negativas e em lesdes cervicais e
anais de individuos HIV-positivos, quando comparados a citologia normal. Quando os
gendtipos foram analisados individualmente, nés identificamos o aumento da carga
viral dos HPV16 e 31 nas lesdes cervicais de mulheres HIV-negativas e lesdes
cervicais e anais de individuos HIV-positivos, respectivamente. E importante ressaltar
que diferentes gendtipos de HPV podem ter mecanismos diferentes para desenvolver
HSIL e a carga viral pode modificar esse risco (ADCOCK et al., 2019). Segundo
Adcock e colaboradores (2019), HPV16, 33 e 31 sdo os gendtipos com maior risco de
doenca pré-cancerosa e o risco para NIC2+ é acima de 10% para infeccbes com alta
carga viral para esses tipos. Portanto, nossos resultados apontam para a importancia
de identificar mulheres com maior risco de HSIL com base na carga viral, de acordo
com o gendtipo do HPV e a populacao estudada e assim desenvolver algoritmos para
melhorar o manejo clinico daqueles individuos que exibem alta carga viral, mesmo

nos casos de citologia normal ou de baixo grau (ASCUS e LSIL).

E importante destacar que observamos alta carga viral do HPV 52 em mulheres
quilombolas, genoétipo mais frequente nesta populagdo, em citologia normal e em
ASCUS. De acordo com as diretrizes brasileiras para rastreamento do cancer cervical,
a repeticdo da citologia € o manejo desses resultados citoldégicos. Porém,
considerando a nossa populacao estudada (mulheres com média de idade de 42 anos,
residentes em regifes semi-isoladas e com pouco acesso aos servi¢os de saude) e a
baixa sensibilidade da citologia, o teste de HR-HPV realizado simultaneamente ao
teste de carga viral pode ser Util para identificar aguelas mulheres com maior risco de
desenvolver lesdes cervicais, aumentando o intervalo de triagem ou encaminhando-

as para imediata colposcopia, ao invés de repetir a citologia.

Para determinar a quantidade de transcritos de E7, n0s adaptamos o ensaio de carga

viral adicionando uma etapa de digestdo com DNase e uma etapa de transcricdo
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reversa. E6 e E7 sdo transcritos a partir do mesmo promotor qgue um unico pré-RNA
bicistronico E6/E7 (ZHENG; BAKER, 2006). Estudos mostram que a deteccao de
transcritos de mRNA do HPV EG6/E7 esta relacionada a presenca de HSIL cervical,
sendo considerada um potencial biomarcador de leséo cervical e cancer (DERBIE et
al., 2020; MACEDO et al., 2019). A maioria dos estudos avaliou apenas a deteccao
de mRNA E6 ou E7 e poucos estudos propuseram quantificar esses transcritos
(WANG-JOHANNING et al., 2002; SCHEURER et al., 2005; 2007 HO et al., 2010;
BORDIGONI et al., 2021). Comparado aos métodos de deteccédo, o uso gPCR permite
uma comparacdo direta do nimero exato de copias do mRNA de E6/E7 em cada
amostra por meio da construcdo da curva padrao em cada ensaio, permitindo

estabelecer um cut-off em cada achado citolégico, por exemplo.

Noés verificamos que, independentemente da positividade para o HIV ou do tipo de
HPV, houve aumento da mediana de deteccdo de mRNA E7 de normal para
ASCUS+LSIL e HSIL (p= 0,02). Além disso, encontramos correlagdo moderada e
positiva com o aumento da carga viral e mRNA E7 (r= 0,61; p< 0,001), semelhante
aos resultados de Baron et al. (2015), que demonstraram que mMRNA E6/E7 é mais
frequentemente detectado em pacientes com maiores cargas virais de HPV. Além
disso, Ho e colaboradores (2010) descreveram o aumento dos niveis de mRNA de E6
de HPV 16, 18, 52 e 58 de normal e NIC 1 para NIC2+ e NIC3+. Poucos estudos
avaliaram a deteccdo de mRNA em amostras anais, mas a maioria observou um
aumento na positividade da deteccdo de mMRNA com o aumento do grau de lesédo anal
(PHANUPHAK et al., 2013; WENTZENSEN et al., 2012, JIN et al., 2017).

Diante dos resultados apresentados, demonstramos a frequéncia dos genotipos de
HPV e variantes do HPV16 em mulheres quilombolas e HIV-positivas. Além disso
demonstramos o potencial da carga viral e da quantificacdo de mRNA E7 como
biomarcadores para diferenciar entre achados citolégicos normais e anormais,
levando a identificar os individuos HPV positivos com maior risco de desenvolver lesédo
anogenital. Esses resultados sdo relevantes para o estabelecimento de futuras
estratégias no rastreamento do cancer e vacinacdo, voltadas principalmente para
populacdes especificas de individuos com maior risco de desenvolvimento do CCU e
CA.
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8. CONCLUSOES

e Houve uma baixa frequéncia de infeccdo por HPV em mulheres de

comunidades quilombolas;

e Os gendtipos HR-HPV52 e 58 foram mais frequentes nas mulheres quilombolas
do que o HPV16;

e A variante Europeia do HPV16 predominou nas mulheres brasileiras HIV-

positivas;

¢ Independente do gendtipo, a mediana da carga viral foi maior nos casos de
lesdo cervical e anal de todas as populacbes investigadas (mulheres
guilombolas, HIV-negativas e em individuos HIV-positivos) quando

comparados a citologia normal,

e Quando comparada a citologia normal, houve um aumento da carga viral do
HPV31 e 16 nos casos de leséo cervical e anal de individuos HIV-positivos e

mulheres HIV-negativas, respectivamente;

e Houve aumento da mediana de mRNA E7 nos casos de citologia normal para
ASCUSH+LSIL e HSIL, independente do status do HIV ou tipo de HPV;

e Houve uma correlacdo moderada e positiva da mediana de mRNA E7 com o

aumento da carga viral,

e Carga viral e quantificacdo de mRNA E7 demonstraram ser potenciais
biomarcadores de leséo cervical e anal, por diferenciarem achados citoldgicos

normais de anormais.
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Tipo HPV BamH| Ddel Haelll Hinfl Pstl Rsal Sau3Al
HPV-6b 449 382 217 234 449 161 366
67 124 215 149 63
108 72 20
67
HPV-11 336 447 217 234 242 216 366
83 2 124 215 207 135 63
108 72 20
26
HPV-13 372 326 204 240 242 175 372
83 67 127 215 213 135 63
62 124 73 20
72
HPV-16 452 452 444 452 216 310 369
8 210 72 63
26 70 20
HPV-18 372 432 455 455 242 135 372
83 23 213 125 63
85 20
72
38
HPV-26 455 455 455 455 353 365 372
102 72 63
18 20
HPV-31 452 283 328 237 216 380 369
167 124 215 210 72 63
2 26 20
HPV-31b 452 285 328 237 216 380 369
90 124 215 210 72 63
77 26 20
HPV-32 366 320 317 234 449 216 366
83 108 124 215 161 63
21 8 72 20
HPV-33 449 320 449 234 242 236 267
77 215 207 102 162
52 72 20
39
HPV-34 458 211 334 458 253 186 438
151 124 179 161 20
88 26 96
8 15
HPV-35 452 294 261 452 426 177 369
135 180 26 161 63
23 8 72 20
3 42
HPV-39 455 324 455 355 330 260 249
131 100 125 123 123
72 63
20
HPV-40 240 297 447 455 455 365 240
132 158 8 90 132
83 63
20
HPV-42 366 341 449 234 449 242 366
83 108 215 135 63
72 20
HPV-44 455 297 223 455 455 222 405
112 124 161 30
46 108 72 20
HPV-45 372 324 447 455 242 338 372
83 131 8 213 72 63
45 20
HPV-51 237 362 379 452 452 380 237
215 90 73 72 132
63
20
HPV-52 449 357 258 449 423 449 366
92 183 26 63
8 20
HPV-53 449 206 232 368 449 449 342
158 217 81 87
85 20
HPV-54 369 452 217 234 452 138 369
83 127 218 125 63
108 117 20
72
HPV-55 455 112 215 215 455 165 405
111 124 207 161 30
101 108 33 72 20
85 8 57
46
HPV-56 449 307 275 449 242 310 429
142 166 207 72 20
8 49
18
HPV-57 449 211 449 449 296 449 328
142 153 38
50 33
46 26

24
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HPV-58 449 348 449 235 216 306 366
101 214 207 111 57
28 32 20
6
HPV-59 452 452 396 452 426 452 402
56 26 24
20
6
HPV-61 455 455 212 455 455 185 372
211 180 63
24 72 20
8 18
HPV-62 449 449 232 449 341 359 399
217 108 72 30
18 20
HPV-64 375 211 334 367 253 186 375
83 151 124 91 179 161 63
87 26 72 20
© 39
HPV-66 366 291 449 449 207 449 366
83 158 150 63
66 20
26
HPV-67 449 307 266 234 423 310 366
92 183 215 26 72 63
50 67 20
HPV-68 372 455 455 215 455 260 249
83 140 85 123
100 72 63
38 20
HPV-69 372 455 223 455 455 365 372
83 183 72 33
49 18 30
20
HPV-82 455 288 455 241 455 383 435
167 214 72 20
HPV-83 369 452 383 452 317 380 369
83 69 135 72 63
20
HPV-84 452 220 346 214 452 310 369
142 106 106 142 63
90 95 20
37
HPV-73 458 243 458 458 432 201 408
215 26 161 30
96 20
HPV-72 452 297 220 452 452 362 369
155 208 72 63
24 18 20
HPV-82 455 243 455 241 455 383 435
212 214 72 20
HPV-70 372 455 232 240 242 231 372
83 117 215 213 123 63
106 72 20
29
HPV-89 369 246 325 452 452 380 369
83 152 127 72 33
54 24
20
6
HPV-81 452 452 127 452 341 452 432
121 11 20
108
96
HPV-72 455 300 220 455 455 365 372
155 211 72 63
24 18 20
HPV-71 452 320 217 346 360 380 381
132 127 106 92 72 51
108 20
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ANEXO C - Questionério Estruturado aplicado a mulheres residente em

comunidades quilombolas

Prevencao de cancer de colo uterino em mulheres de comunidades

quilombolas no Espirito Santo

NUmero do prontudrio :

Bairro/Municipio de Residéncia :

Naturalidade :

USO DE CIGARROS E DROGAS

Vocé fuma? 1.sim 2. Néao

Quantos cigarros?

1. Irregularmente, de tempo em tempo 2. Menos de 5 cigarros por dia

3. De 5 a 20 cigarros por dia 4. Mais de de 20 cigarros por dia (mais de um maco)
Se ndo, vocé ja fumou?

1. Sim, 1 ou 2 vezes 2. Sim, regularmente 3. Nao, nunca

Durante a semana que passou, vocé bebeu alguma bebida alcoolica (cerveja, vinho, aperitivos, etc)?
1. N&o 2. Uma vez 3. Vérias vezes 4. Ficou bébada

Vocé utiliza algum medicamento do tipo?

1. Para dormir 2. Para ansiedade e stress 3. Antidepressivos

4. Excitantes 5. Nao Se sim, qual?

Vocé ja utilizou algum outro tipo de droga?

1. Néo 2. Cola, éter 3. Cocaina 4. Crack
5. Remédios 6. Outras

Vocé ja utizou droga injetavel?

1. Sim 2. Néao 3.NR

INFORMACAO CONTRACEPTIVA

Vocé utiliza algum método contraceptivo?

1. Pilula 2. Preservativo 3.DIU 4. Muco cervical/Billings
5. Temperatura
6. Tabela 7. Diafragma 8. Pilula do dia seguinte 9. Preservativo feminino
10. N&o
Vocé e seu parceiro utilizam preservativos ? 1. Sim 2. Nao

Se sim, com que frequencia vocés fazem uso do preservativo?

1. sempre 2. As vezes 3. Raramente 4. Nunca

HISTORIA SEXUAL E REPRODUTIVA

Qual era sua idade quando vocé teve a primeira relacéo sexual? |__|__| anos
Qual era a idade de seu parceiro/a? |__|__|anos

Vocé tem ou ja teve relacdo sexual anal? 1. Sim 2. Nao 3.NR
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Vocé ja teve relacdo sexual com outra mulher? 1. Sim 2. Néo 3.NR
Em média, quantas relagdes vocé tem (ou tinha) por semana? ||| |
Quantos parceiros sexuais masculinos vocé jateve navida? | _ | | |
Quantos parceiros sexuais masculinos vocé teve nos Ultimos 12 meses? ||| |

Vocé ja engravidou?

1. Nunca 2. Uma vez 3. Vérias vezes

Se sim, qual era sua idade na primeira gravidez? |__|__|anos

Numero: filhos ()  Abortos espontaneos () Abortos provocados ()

Vocé esta gravida? 1.sim 2. Nao

SAUDE, DST E AIDS

Quial foi a Ultima vez que vocé fez exame ginecoldgico (preventivo)?

Vocé sabe dizer se vocé ja teve alguma doencga transmitida sexualmente? 1. Sim 2.
N&o

Se sim, qual?

Como vocé descobriu essa doenca/infec¢éo ?

1.Seu parceiro lhe disse que estava infectado

2.Vocé apresentou sintomas que a levaram procurar um servigo de salde
3.Durante uma consulta de rotina ou por outro motivo

Na ocasido dessa doencga vocé procurou

1. Ninguem 2. Um médico/ Unidade do PSF 3. Uma farmécia
4. Servigo de DST

Vocé avisou a seu parceiro que vocé tinha uma DST? 1. Sim 2. Néo
Apés o diagnéstico da DST vocé utilizou mais frequentemente o preservativo ?
1. Sim 2. Nao

Apos o diagnostico da DST vocé reduziu sua atividade sexual? 1. Sim 2. Nao

Voceé saberia dizer se seu parceiro: 1. Tem outras parceiras 2. Usa drogas 3. Ja
esteve preso 4. Histéria de DST 5. E HIV positivo

6. Outras

Vocé ja fez o teste anti-HIV? 1. Sim 2. Nao

Se sim, quando?
1.Por iniciativa prépria 2.Durante uma hospitalizacéo 3.Durante o pré-natal
4.Durante atendimento em clinica DST 5.Em outras circunstancias

Vocé tem algum dos seguintes sintomas ?

1. Dor pélvica 2.Sangramentos genitais frequentes 3. Coceiras na vagina

4. Corrimentos 5. Adenopatia inguinal (inguas na virilha) 6. Ardéncia ao urinar
7. Ferida genital 8. Outras:

RESULTADOS EXAMES:

Citologia :

Colposcopia :

Biopsia de colo:

Pesquisa Chlamydia trachomatis:
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Pesquisa gonorreia
Pesquisa HPV:

Observacoes:
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ANEXO D - Parecer do CEP para pesquisa em mulheres residentes em
comunidades quilombolas

CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE/UFES
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Prevencdo de cincer de colo uterino em mulheres de idades quilombolas no
Espirito Santo

Pesquisador: Angelica Espinosa Barbosa Miranda

Area Temitica:

Versio: 4

CAAE: 44205714.1.0000.5060

Instituigdo Proponente: Centro de Ciéncias da Salude

Patrocinador Principal: UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.308.530

Apresentagio do Projeto:

Os quilombolas constituem cerca de 100 comunidades em todo o Estado do Espirito Santo, 35 delas
localizadas no Norte do estado, nos municipios de S3o Mateus e Conceigdo da Barra, com cerca de 1.300
familias. Além de educagdo e trabalho, a saude destas populagdes, em especial no que diz respeito as
doencas preveniveis, emerge como um grande problema, visto que eles possuem um acesso dificultado aos
servicos de salide e exposigo a varios fatores e risco social, portanto um risco aumentado de cincer de
colo uterino.

Sera realizado um estudo de corte transversal em mulheres residentes nas idades quilombolas dos
Municipios de S3o Mateus e Conceigdo da Barra, Espirito Santo. Uma entrevista face-a-face com duragdo
de 20 minutos, sera realizada utilizando

um questiondario padronizado contendo dados socio-demograficos, epidemiologicos e clinicos. Sera

realizado exame gi logico para coleta de citologia cervical de acordo com as normas do Ministério da
Salde. Amostras para pesquisa de outras DST ser3o coletadas seguindo protocolo especifico

Situagio do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

VITORIA, 04 de Novembro de 2015

Assinado por:
Cinthia Furst Leroy Gomes Bueloni
(Coordenador)
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ANEXO E - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para pesquisa
em mulheres HIV-positivas

Termo de Consentimento

Vocé esta sendo convidada a participar do projeto “Prevaléncia e fatores de risco para Chlamydia
trachomatis e Neisseria gonorrhoeae em mulheres vivendo com HIV no Brasil”. Este projeto é

confidencial e suas respostas serdo mantidas no anonimato.

Sua participacdo nédo é obrigatéria e a qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu
consentimento. Sua participagdo sera de grande importancia, pois permitird uma avaliagdo de alguns
problemas comuns entre as mulheres infectadas pelo HIV, como comportamentos de risco para
DST/AIDS e a frequéncia de infec¢des ginecoldgicas, permitindo assim a elaboracao de estratégias de

prevencao e assisténcia que possam melhorar a qualidade de vida.

Se vocé concordar em participar neste estudo, vocé ira responder a um questiondrio e durante exame
ginecoldgico seré coletada secrec¢éo o colo do Utero para realizagdo de teste diagndstico para infecgfes
ginecoldgicas. Vocé recebera o resultado do exame, tratamento para infeccdo diagnosticada e

aconselhamento sobre contracepc¢éo, prevencdo de doencas sexualmente transmissiveis e gravidez.

N&o havera nenhum risco envolvendo as participantes, assim como néo havera custos ou pagamentos

pela aceitagdo em participar.

As informacdes obtidas por meio de dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre

sua participacdo. Os dados néo serdo divulgados de forma a possibilitar a sua identificacao.

Vocé receberd uma copia deste termo onde consta o telefone e o endere¢o do pesquisador, podendo
tirar suas davidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento. Dra Angelica
Espinosa Miranda CCS/UFES — Av. Marechal Campos, 1468 Vitéria-ES — (27) 3335-7225.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participa¢do na pesquisa e concordo
em participar.

Assinatura
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ANEXO F — Questionario Estruturado aplicado a mulheres HIV-positivas

Questionario Estruturado

Data: Iniciais:
Numero do prontuério:

Estado/Municipio de Residéncia:

Naturalidade:

Data de nasc:

Idade? |__|__| anos

Escolaridade (em anos): Opcéo sexual:

Qual é seu estado marital?

1. Solteiro(a) 2. Casado(a)/Vive junto maritalmente 3. Separado(a) 4.Viavo(a)
Profisséo:

Renda familiar:1. Até 1 salario minimo 2. De 1 a 3 SM 3. De 3,1 a 5 SM 4. Mais de 5

NuUmero de pessoas que habitam em sua casa?

USO DE CIGARROS E DROGAS

Vocé fuma? 1. sim 2. Ndo Quantos cigarros?
1. Irregularmente, de tempo em tempo 2. Menos de 5 cigarros por dia
3. De 5 a 20 cigarros por dia 4. Mais de de 20 cigarros por dia

Se nédo, vocé ja fumou?

1. Sim, 1 ou 2 vezes 2. Sim, regularmente 3. Nao, nunca
Durante a semana que passou, vocé bebeu alguma bebida alcoolica?

1. Nao 2. Umavez 3. Vérias vezes 4. Ficou bébada
Vocé utiliza algum medicamento do tipo?

1. Para ansiedade e stress 2. Antidepressivos 3. Néo

Se sim, qual?

Vocé ja utilizou algum outro tipo de droga?

1.Nao 2. Cola, éter 3. Cocaina 4. Crack 5.Remédios
6.0utras

Vocé ja utizou droga injetavel?
1. Sim 2. Nao 3.NR

INFORMAGCAO CONTRACEPTIVA

Vocé utiliza algum método contraceptivo?

1. Pilula 2. Preservativo 3. DIU 4. Muco cervical/billing
5.Temperatura 6. Tabela 7. Diafragma 8. Pilula do dia seguinte
9. Preservativo feminino 10. N&o

Vocé e seu parceiro(a) utilizam preservativos? 1.Sim 2. Néo
Se sim, com que frequencia vocés fazem uso do preservativo?

1. sempre 2. As vezes 3. Raramente 4. Nunca

HISTORIA SEXUAL E REPRODUTIVA
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Qual era suaidade quando vocé teve a primeira relacdo sexual? |_|__| anos
Qual era aidade de seu parceiro/a? |__|__|anos

Vocé tem ou ja teve relagcdo sexual anal? 1. Sim 2. Nao 3. NR

Vocé jateve relacdo sexual com outra mulher? 1. Sim 2. Nao 3. NR

Em média, quantas relagdes vocé tem (ou tinha) por semana? |__|_ | |
Quantos parceiros sexuais masculinos vocé jatevenavida? ||| |
Quantos parceiros sexuais masculinos vocé teve nos ultimos 12 meses? |__|__ | |
Vocé ja engravidou?

1. Nunca 2. Uma vez 3. Varias vezes 4. Nao se aplica

Se sim, qual era sua idade na primeira gravidez? |__|__| anos

Namero filhos () Abortos espontaneos ( ) Abortos provocados ( )

Vocé esta gravida? 1. sim 2. Néo

SAUDE, DST E AIDS
Qual foi a ultima vez que vocé fez exame ginecoldgico (preventivo)?
Vocé sabe dizer se vocé ja teve alguma doenca transmitida sexualmente? 1. Sim 2. Nao

Se sim, qual? -

Como vocé descobriu essa doenga/infecgdo?

1. Seu parceiro lhe disse que estava infectado

2. Vocé apresentou sintomas que a levaram procurar um servi¢o de saude

3. Durante uma consulta de rotina ou por outro motivo

Na ocasiédo dessa doenca vocé procurou

1. Ninguem 2. Um médico/ Unidade do PSF 3. Uma farmécia 4. Servigo de DST
Vocé avisou a seu parceiro que vocé tinhauma DST? 1. Sim 2. Nao

Apés o diagnoéstico da DST vocé utilizou mais frequentemente o preservativo?
1. Sim 2. Nao

ApOs o diagndstico da DST vocé reduziu sua atividade sexual? 1. Sim 2. Nao
Vocé saberia dizer se seu parceiro : 1.Tem outras parceiras 2. Usa drogas

3. Ja esteve preso 4, Histéria de DST 5. E HIV positivo

6. Outras

Quando vocé recebeu o Diagnéstico de HIV?

Faz uso de TARV?

Quais medicamentos?

Parceiro HIV positivo?

Vocé tem algum dos seguintes sintomas?

1. Dor pélvica 2. Sangramentos genitais frequentes 3. Coceiras

4. Corrimentos 5. Adenopatia inguinal (inguas na virilha) 6. Ardéncia ao urinar
7. Ferida genital 8. Outras:

No exame clinico foi identificado:

1. Dor pélvica ao toque 2. Sangramentos genitais 3. Hiperemia e/ou escoriagfes

4. Fluxo vaginal néo fisiologico 5. Adenopatia inguinal 6. SSecrecao cervical



7. Ulcera genital 8. Outras:

RESULTADOS EXAMES:
Carga viral:

Dosagem de CD4:
Pesquisa para Chlamydia:
Pesquisa para gonorreia
Pesquisa para HPV
Citologia:

Colposcopia:

Bidpsia de colo:

Observagoes:
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ANEXO G - Parecer do CEP para pesquisa em mulheres HIV-positivas

UFES - CENTRO DE CIENCIAS

DA SAUDE DA UNIVERSIDADE {W"‘“

FEDERAL DO ESPIRITO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESGQUISA
Titulo da Pesquisa: Variantes de HPV18 & carga viral dos HR-HPY presentes na vacina nonavalents em
mulheres soropositivas para HIV
Pesquisador: Liliana Cruz Spano
Area Tematica:
Versiao: 2
CAAE: 79402317.0.0000.5060

Instituigio Proponente: Centro de Ciéncias da Salde
Patrocinador Principal: Financiaments Propric

DADODS DO PARECER

Mumero do Parecer: 2.445 002

Apresentagio do Projeto:
Segundo a pesquisadora responsavel este projeto trata-se da analise de “informagdes de prevaléncia do
HPV, variantes de HFV 16 e carga viral dos HR-HPVs que permitirdo avaliar possiveis marcadores para risco

de lesdes de alto grau (HSIL) em mulheres soropositivas para HIV."

Objetive da Pesgquisa:

Segundo a pesquisadora responsavel o Objetivo Primaric &" Identificar genétipos de HPV, variantes de
HPWV1G e carga viral de HR-HPV dos tipos presentes na vacina nonavalente em amostras cervicais de
mulheres soropositivas para HIV de diferentes estados do Brasil.

Objetivo Secundario:

«ldentificar os tipos de HPY encontrados em espécimes cervicais de mulheres soropositivas para HIV
provenientes de oito estados brasileinos;

-Descrever as varantes de HPV1E;

-Determinar a carga viral dos HR-HPVs presentes na vacina nonavalente (HPV18, 18, 31, 33, 45, 52, 58);
-Relacionar as variantes de HPV16 & a carga viral de HR-HPY com lesfes de colo utering.”

Situagio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
MN3o

VITORIA, 18 de Dezembro de 2017

Assinado por:
Maria Helena Monteiro de Barros Miotto
[{Coordenador)



