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RESUMO

O céancer de colo uterino (CCU), cujo agente etioldégico é o papilomavirus humano
(HPV), € um dos tipos de cancer mais frequentes em mulheres em todo o mundo,
nao sO6 em incidéncia como também em mortalidade. Alguns gendétipos de HPV,
denominados de alto risco (HR-HPV), e suas variantes génicas, estdo mais
associados a inducdo de lesdes malignas, sendo HPV16 e 18 os mais frequentes.
Algumas infeccGes do trato genital podem atuar como cofatores da progressao
carcinogénica do CCU, porém a infeccédo por virus adeno-associado (AAV) parece
estar inversamente relacionada, o que pode refletir em um papel protetor no
desenvolvimento do CCU induzido pelo HPV. Portanto, este estudo objetivou
investigar o papel da infeccdo mista AAV-HPV e das variantes oncogénicas de HPV
na progressao das lesdes intraepiteliais de colo de Utero e acompanhar a eliminacao
/ persisténcia viral em relacdo a progressao / regressao das lesdes cervicouterinas.
Exames citolégicos foram realizados em amostras de espécime cervical, coletadas
em dois momentos, de mulheres atendidas no Hospital Universitario Cassiano
Antonio Moraes — HUCAM e seguiram para tratamento conforme preconizado. DNA
foi extraido pelo kit comercial QIAamp® DNA Mini Kit, seguindo instrucées do
fabricante. DNA de AAYV foi investigado por PCR e nPCR e, de HPV, por PCR e
Captura Hibrida® (CH). Genotipagem de AAV e HPV foram realizadas por RFLP e
RLB, respectivamente. Dos casos encaminhados ao ambulatério de colposcopia,
57,3% tiveram citologia normal, 23,1% lesdes de baixo grau e 19,6% lesdes de alto
grau. Dos casos com citologia normal, 78% permaneceram normais, enquanto 22%
progrediram a lesédo; dos casos com lesdo de baixo grau, 74% regrediram para
citologia normal, enquanto 78,6% dos casos com lesao de alto grau apresentaram
lesdo de baixo grau ou citologia normal na segunda coleta. Foram positivas para
HPV, 56% e 36,5% das amostras da primeira e segunda coletas, respectivamente.
Foi observada boa correlacdo (kappa= 0,66) entre os testes de PCR e CH para
deteccdo de HPV. Os HR-HPV foram detectados em mais de 90% das amostras de
ambas as coletas, sendo os mais frequentes os HPV16, 58, 51, 52 e 53. Variante
nao-europeia esteve associada ao desenvolvimento de leséo cervical de alto grau,
enquanto a presenca de AAV foi inversamente relacionada a progressédo da leséo
cervical induzida por HPV.

Palavras-chave: HPV, variantes, lesao cervical, AAV, PCR-RFLP, RLB



ABSTRACT

The cervical cancer (CC) is one of the most frequent types of cancer in women
worldwide, not only in incidence but also in mortality, with HPV as the etiological
agent. Some HPV genotypes, termed high-risk (HR-HPV) and its gene variants are
more associated with the induction of malignancy in the cervix, being HPV16 and 18
the most frequent types. Some infections of the genital tract may act as cofactor of
carcinogenic progression of CC, but adeno-associated virus (AAV) infection seems to
be inversely related, which may reflect a protective role in the development of HPV-
induced cervical cancer. Therefore, this study aimed to investigate the role of AAV-
HPV mixed infection and oncogenic variants of HPV in the progression of cervical
intraepithelial and to follow the viral persistence / clearance and the relation to the
progression / regression of cervical lesions. Cytological examinations were performed
on cervical samples, collected in two moments, of women referred to the University
Hospital Cassiano Antonio Moraes — HUCAM, and all of them received treatment as
recommended. DNA was extracted using QIAamp® DNA Mini Kit commercial kit,
following manufacturer's instructions. AAV DNA was investigated by PCR and nPCR
and HPV by PCR and Hybrid Capture® (CH). AAV and HPV genotyping were
performed by RFLP and RLB, respectively. From all the cases referred to the
colposcopy clinic, 57.3% had normal cytology, 23.1% low grade intraepithelial lesions
and 19.6% high-grade intraepithelial lesions. Out of the normal groups, 78%
remained normal, while 22% progressed to lesion; from the cases with low-grade
lesion, 74% regressed to normal cytology, while 78.6% of the cases with high-grade
lesion showed low-grade lesion or normal cytology in the second collection. Fifty six
percent and 36.5% of the samples were positive for HPV in the first and second
samples, respectively. A good correlation (kappa = 0.66) between CH and PCR tests
for HPV detection was observed. HR-HPV was detected in about 90% of the samples
from both collections, the most common types were HPV16, 58, 51, 52 and 53. Non-
European variants were associated with the development of high-grade cervical
lesions, while AAV presence was inversely related to the progression of HPV-induced
cervical lesions.

Key words: HPV, variants, cervical lesion, AAV, PCR-RFLP, RLB



LISTA DE SIGLAS

AAV — Adeno-associated virus (virus adeno-associado)
Ad — Adenovirus

AIDS - Acquired Immunodeficiency Syndrome (Sindrome da imunodeficiéncia
adquirida)

ASCUS - Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance (atipia de célula
escamosa com significado indeterminado)

ASC-H - Atypical squamous cells—cannot exclude high-grade squamous
intraepithelial lesion (células escamosas atipicas em que ndo se pode excluir lesdo
de alto grau)

CCU - Carcinoma de colo uterino

CR — Centro de Referéncia

DNA — Deoxyribonucleic acid (acido desoxi-ribonucléico)

DST — Doencas Sexualmente Transmissiveis

E — Early (precoce)

Et al.— et alii, do latim: e colegas

g — Forca centrifugacional

HCMV — Human citomegalovirus (citomegalovirus humano)

HHV — Human herpesvirus (virus do herpes humano)

HPV — Human papillomavirus (virus do papiloma humano)

HR-HPV — High risk HPV (HPV de alto risco)

HSIL — High grade squamous intraepithelial lesion (lesdo intraepithelial de alto grau)
ITR — Inverted terminal repeats (terminacdes repetidas e invertidas)
kb — Kilobases

L — Late (tardio)

LCR — Long control region (regido longa de controle)

LR-HPV — Low risk HPV (HPV de baixo risco)

LSIL — Low grade squamous intraepithelial lesion (lesdo intraepithelial de baixo grau)
mM — Milimolar

M — Molar

NIC — Neoplasia intraepitelial cervical

nm — Nandmetros



NPCR — Nested-PCR

ORF — Open Reading Frame (regido aberta de leitura)

PA — Puro para analise

pb — Pares de bases

PCR - Polymerase chain reaction (reacdo em cadeia pela polimerase)
pmol — Picomolar

pRb — Proteina do retinoblastoma

pTAV2 — Plasmidio com genoma integrado do AAV tipo 2

p53 — Proteina 53 supressora de tumor

RFLP — Restriction fragment length polimorphism (polimorfismo dos fragmentos de
restricéo)

RLB — Reverse line blot (hibridizacao reversa em linhas)

RNA — Ribonucleic acid (4cido ribonucléico)

SDS- Sodium dodecyl salt (duodecil sulfato de sédio)

SNP — Single nucleotide polimorphism (polimorfismo de Unico nucleotideo)
TA — Temperatura ambiente

uds — Unidades

uL — Microlitro
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1 INTRODUCAO

O carcinoma de colo uterino (CCU) € o segundo tipo de cancer mais frequente entre
as mulheres em todo mundo com aproximadamente 500.000 novos casos por ano.
Estudos epidemioldgicos demonstraram que o HPV esta presente em
aproximadamente 100% deles (Bosch et al., 2002). Mais de 150 genotipos de HPV
tem sido identificados e cerca de 40 deles encontram-se associados a lesbes do
trato genital, sendo classificados em baixo e alto risco, conforme potencial
oncogénico. Dentre os tipos de alto risco, os HPV16 e HPV18 estdo associados com
70% de todos os casos de CCU. Além disso, variantes moleculares dentro de um
mesmo gendtipo podem diferir em persisténcia viral e em frequéncia de recorréncia

de doenca cervical e, consequentemente, em sua associacdo com o CCU.

Algumas DSTs, como infecgéo por clamidia e HIV parecem atuar como cofatores da
progressédo carcinogénica no CCU (de Sanjosé et al., 1994; Smith et al., 2002). Em
contrapartida, infeccédo por virus adeno-associado (AAV) parece estar envolvida na
protecdo contra essa evolucao das lesdes intraepiteliais (Ahn et al., 2006; Al-Daraji e
Smith, 2009).

Alguns estudos associam o AAV ao abortamento, a doencas trofoblasticas e a
infertilidade masculina, entretanto seu papel em doenca humana ainda nao foi
comprovado (Berns & Parrish, 2007). Poucos grupos de pesquisadores no mundo
tém se dedicado aos aspectos patogenéticos do AAV e, no Brasil, apenas trés
grupos apresentam relatos deste virus em infec¢cdes humanas (Erles et al., 1999;
Kiehl et al., 2002; Freitas et al., 2009; 2012; Pereira et al., 2010).

O AAV é um virus que depende de atividade helper de virus nédo relacionados para
que ocorra infeccdo produtiva e no trato genital, o HPV é o virus helper mais
comumente associado (Walz et al.,, 1997; Ahn et al., 2003; Grce et al., 2004).
Estudos demonstram uma interacdo bidirecional entre estes dois virus, podendo o
AAV ser repressor da replicagdo do HPV e, sendo este o fator principal no
desenvolvimento de lesdes intraepiteliais uterinas, o AAV, consequentemente, teria
propriedades supressoras de tumor (Hermonat et al.,1997; Zhan et al., 1999; Walz et
al., 2002; Ahn et al., 2006). Nosso grupo de pesquisa realizou recentemente um
estudo em que mostra a possibilidade de o AAV estar associado ao nao

desenvolvimento de lesdes intraepiteliais do colo do Utero nas mulheres infectadas
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por HPV (Freitas et al., 2012). Considerando a persisténcia da infecgdo por HR-HPV
como principal fator de risco para o desenvolvimento de CCU, o presente estudo
realizou duas coletas de espécime cervical de mulheres, com intervalo minimo de
um ano, objetivando evidenciar a relacdo entre a infeccdo por AAV-HPV e a
evolucdo das lesBes intraepiteliais. Além disso, caracterizou os tipos de HPV
presentes na populacdo de estudo, comparando metodologias de detecgcdo e
descreveu variantes génicas de HPV16. Este estudo contribui, portanto, para o
conhecimento do perfil epidemioldgico das infec¢des por AAV e infeccdo mista AAV-
HPV fornecendo dados sobre a histdria natural dos virus em mulheres atendidas no
Ambulatério de Colposcopia do Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes,
Vitoria-ES.



2 REVISAO DE LITERATURA
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER CERVICAL

O cancer de colo uterino (CCU) representa umas das principais causas de
mortalidade em mulheres, sendo diagnosticados a cada ano aproximadamente
500.000 novos casos, a maioria em paises em desenvolvimento (IARC, 2014). O
controle do CCU, baseado na deteccdo de lesbes precursoras denominadas
neoplasia intraepitelial cervical (NIC), resultou, no Brasil, em uma reducdo na
mortalidade por CC de 5,23/100.000 mulheres em 1980 para 4,66/100.000 em 2011
(INCA, 2014). Entretanto, devido a baixa sensibilidade e cobertura dos exames
citolégicos e colposcopicos, a taxa de mortalidade por este tipo de cancer continua
elevada (Arbyn et al., 2012).

Baseando-se em estudo epidemioldgicos, a Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) admitiram que
determinados tipos de papilomavirus humano (HPV), denominados de alto risco,
estdo associados a aproximadamente 100% dos casos de CCU (Bosch et al., 2002).
Esta constatacdo permite uma nova abordagem na prevencdo de lesdes do trato
genital, a partir de deteccdo e genotipagem viral (Walboomers et al., 1999; zur
Hausen, 2000; Bosch et al., 2002).

A infeccdo por HPV, por si s, ndo é suficiente para carcinogénese. Alguns fatores
de risco relacionados ao hospedeiro participam da progressdo da lesdo, como
tabagismo, consumo de &lcool, uso de contraceptivo hormonal, alimentacdo pobre
em betacarotenos e vitamina C e D (Trottier & Franco, 2006), assim como a idade da
primeira relacdo sexual, o numero e as caracteristicas dos parceiros sexuais
(Shields et al., 2004). Alem do tipo de HPV, outros fatores relacionados ao virus
também desempenham papel fundamental como adjuvantes na progressao maligna,
como sua persisténcia, carga viral, seus subtipos e variantes génicas dos tipos de

alto risco mais comumente associados ao CC (Hoory et al., 2008).

A descricdo das variantes de HPV emerge como importante ferramenta na
otimizacao de protocolos de diagndsticos, assim como para vacinas terapéuticas e
em estudos epidemiolégicos (Shang et al., 2011; Arroyo et al., 2012). A
oncogenicidade das distintas variantes de HPV pode variar entre regides geograficas

devido a diferenca na distribuicdo de alelos HLA na populacdo (Xi et al., 2006; de



19

Araujo et al., 2009). No Brasil, alguns estudos descreveram a prevaléncia de DNA do
HPV no trato genital relacionando as variantes filogenéticas presentes na populacéo
com a gravidade das lesdes intraepiteliais (Villa et al., 2000; Cruz et al., 2004; Gheit
et al., 2006; Rabelo-Santos et al., 2006; Alencar et al., 2007; Junes-Gill et al., 2008;
Castro et al., 2011).

Além da infeccdo por HPV, algumas outras infec¢bes do trato genital podem ter
participacdo no desenvolvimento do CCU, como por Chlamydia trachomatis, HIV e
HSV-2 (de Sanjosé et al., 1994; Smith et al., 2002; Al-Daraji e Smith, 2009). A
infeccdo por AAV (virus adeno-associado), por outro lado, parece ter uma acgao
protetora na progressdao maligna, uma vez que foi demonstrada que proteinas do
AAV podem interferir na replicacdo do HPV (Hermonat et al., 1997; Zhan et al., 1999;
Walz et al., 2002; Ahn et al., 2006).

O presente estudo de seguimento trata da determinagéo de infecgédo por HPV e por
AAV em amostras de colo uterino obtidas em intervalo de um ano, com
caracterizacdo genotipica de ambos os virus, analise de variantes de HPV16 e da
associacao da infeccdo mista HPV-AAV no desenvolvimento de lesdes intraepiteliais
uterinas. A seguir serdo abordados caracteristicas dos virus HPV e AAV,

separadamente.

2.2 PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)
2.2.1 Classificacado e Descricéao

Os papilomavirus séo virus ndo envelopados de 55 nm de diametro, com simetria
icosaédrica (Figura 1) e genoma formado por DNA circular de fita dupla (DNAdf) com
aproximadamente 8 kb (Howley & Lowy, 2007).

Figura 1. Fotomicrografia eletrénica do HPV. Estrutura do papilomavirus
humano observado ao microscopio eletrdnico de transmissao.
Fonte: CDC — NPIN (2008).
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Pertencem a familia Papillomaviridae, onde estédo descritos 37 géneros (de Villiers et
al., 2004; Bernard et al., 2010, van Doorslaer et al., 2013), sendo 0s virus que
infectam humanos, os HPVs (Human Papillomavirus), pertencentes aos géneros
Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus e

Nupapillomavirus (Figura 2).
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Figura 2. Arvore filogenética dos papilomavirus. Estdo demonstrados os 189 gendtipos descritos,
com classificacdo baseada na sequéncia do gene L1, os géneros e seus respectivos tipos, humanos
e ndo humanos. Fonte: Bernard et al., 2010.

Devido a sua importancia, os papilomavirus tém sido extensivamente estudados, a
familia apresenta 240 diferentes tipos totalmente sequenciados, sendo 189
genotipos de papilomavirus humanos (Bernard et al.,, 2010; HPV Center, 2014).
Como o HPV ¢é dificilmente isolado em sistemas usuais de cultivo celular, a
classificacdo em tipos é determinada pela analise genémica, o que distingue o HPV

em genotipos e ndo em sorotipos. Conforme critérios adotados pelo Comité de
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Nomenclatura dos Papilomavirus, uma diferenca maior que 10% na regido L1 do
genoma permite a classificacdo em um tipo diferente de HPV (de Villiers et al.,
2004). O DNA da regiao L1 dos membros de um género compartilha ao menos 60%
de identidade e, quando comparado com outro género, difere em menos de 60%. Os
papilomavirus de um anico género que compartilham de 60-70% de identidade sao
designados como espécies. Dentro das espécies, um tipo viral possui 70-90% de
identidade com outros tipos virais. Os subtipos possuem 90-98% de identidade e
uma variante, mais de 98% de identidade em um Unico tipo viral (Bernard et al.,
2006).

Foram descritas alteracdes nucleotidicas em regiées codificantes (<2%) e ndao-
codificantes (5%) dentro de qualquer gendtipo de HPV, caracterizando as variantes
génicas (Bernard et al., 2006). Essas variantes segregaram filogeneticamente com
base em sua origem geografica sendo nomeadas como variantes Europeia (E),
Africana (Af), Asiatica (As), Asiatico-americana (AA) e Norte-americana (A) (Ho et
al., 1993; Chen et al., 2005). Através da comparacdo das sequencias nucleotidicas,
tem sido possivel descrever a co-evolugédo dos virus HPV com os seres humanos e
também reconstruir a disseminagéo das variantes em diferentes regides geograficas
(Bernard et al., 1994; Villa et al.,2000; Cornet et al., 2013).

Os papilomavirus sdo altamente espécie-especificos e os seres humanos sdo 0s
anicos hospedeiros conhecidos para os HPVs (Syrjanem & Syrjanem, 2000).
Apresentam tropismo por células epiteliais, sendo dependentes da diferenciacéo
celular para que ocorra a replicacdo viral (Doorbar, 2006). Além da homologia
gendmica, os géneros de HPV sé&o divididos de acordo com o tropismo celular: os
virus pertencentes ao género Alphapapillomavirus possuem tropismo pelo epitélio
mucoso, enquanto os do género Betapapillomavirus infectam células epiteliais
cutaneas (de Villiers, 2004).

2.2.2 Genoma

O genoma circular epissomal de DNAdf dos papilomavirus é constituido por trés
regides: i) LCR (long control region), ndo codificadora, que contém promotores
responsaveis pela regulagdo génica; ii) precoce (E - Early), apresenta os genes E1,
E2, E4, E5, E6 e E7 e; iii) tardia (L - Late), com os genes L1 e L2 (zur Hausen, 2002)



22

7

(Figura 3). A organizagdo gendmica € similar entre os diversos tipos de
papilomavirus. Em alguns tipos de infeccdes, o DNA do virus se integra ao
cromossoma do hospedeiro, tornando-se linear (Figura 3). Durante a integracao,
ocorre ruptura da regido E1-E2, comprometendo o controle génico de E2 exercido
nos oncogenes E6 e E7 (Syrjanem & Syrjanem, 2000; Cricca et al., 2009; Mc Bride,
2013).

CR
A) L
B)

L2 L1 LCR E6 E7 El E2
7T T [ [ 1 |
Genoma Genoma
humano humano

Figura 3. Genoma do HPV. Esquema do genoma circular, epissémico (A) e linear,
Integrado (B) e as posi¢des relativas dos genes. Fonte: Gross & Barrasso (1999), adaptado.

2.2.3 Proteinas

As proteinas do HPV recebem o mesmo nome de seus genes: proteinas E, nao-
estruturais (E1-E7) e proteinas L, estruturais (L1 e L2). Algumas das funcbes
desempenhadas pelas proteinas virais podem ser observadas no Quadro 1. A
proteina E3 é encontrada apenas no BPV-1 (Bovine papillomavirus) (Syrjanem &
Syrjanem, 2000).
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Proteinas Funcao

Precoces
El Replicagéo viral, manutengéo do epissomo.
E2 Replicagéo e transcrigéo viral, transformagéo.
E4 Ligacao as citoqueratinas.
E5 Afeta receptor para fator de crescimento epidermal.
E6 Proteina transformante, se liga a p53.
E7 Proteina transformante, se liga a pRb.

Tardias

L1 Principal proteina do capsideo, epitopo neutralizante.
L2 Menor proteina do capsideo, organizagao.

Quadro 1. Proteinas do HPV e suas fungdes. Fonte: Syrjanem & Syrjanem (2000), adaptado.

A expressdo das proteinas virais € fortemente regulada e dependente da

diferenciacéo celular (Laimins, 1996). As proteinas E sdo expressas precocemente

no ciclo replicativo do HPV, enquanto que as proteinas L, apenas nos estagios

tardios da replicacdo, ou seja, na montagem dos virions que ocorre nas células mais

diferenciadas do epitélio (Figura 4).

Nas lesdes benignas (verrugas e condilomas) as proteinas E4 e E5 sdo altamente

expressas, enquanto nas lesbes malignas (neoplasias de alto-grau e carcinoma) séo

expressas em maior quantidade as proteinas E6 e E7 (Syrjanem & Syrjanem,

2000).
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Figura 4. Expressao de proteinas do HPV em epitélio estratificado. Expressao génica do HPV

dependente da estratificagdo do epitélio. Fonte: Doorbar (2006), adaptado.
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2.2.4 Ciclo de Replicacéo

A replicacao viral € restrita as células do epitélio escamoso devido as funcdes virais
de replicagéo, tais como sintese vegetativa do DNA viral, producdo de proteinas do
capsideo e maturacdo dos virions ocorrerem durante a diferenciagdo terminal dos
queratinécitos (Figura 4) (Howley & Lowy, 2007). A infeccdo inicia-se com a

exposicao das ceélulas basais proliferativas (Stubenrauch & Laimins, 1999).

Dois modos de replicagdo do DNA viral sdo descritos para o HPV: i) manutencgéo da
replicacdo durante infeccao persistente nas células basais, onde o HPV mantém seu
genoma em baixo numero de copias, se replicando autonomamente na forma
epissomal (Lambert, 1991) e, ii) replicacdo vegetativa, onde o DNA é replicado
durante a fase S do ciclo celular, em sincronia com o genoma da célula hospedeira a

fim de gerar sua progénie (Gilbert & Cohen, 1987; Syrjanem & Syrjanem, 2000).

No inicio do ciclo viral, fatores celulares interagem com a LCR do HPV para iniciar a
transcricdo viral dos oncogenes E6 e E7. Estas proteinas expressas precocemente
irdo alterar o ciclo celular pela interacdo e inativagdo das proteinas supressoras de
tumor: E6 se liga a proteina p53, enquanto E7 se liga a pRb. E1 e E2 séo as
proximas proteinas a serem sintetizadas. E2 bloqueia a transcricdo precoce e
permite ligacdo especifica de E1 a origem de replicacdo em LCR, iniciando a
replicacdo do genoma viral (Mohr et al., 1990; Thorner et al., 1993). Durante o
processo de diferenciacao do epitélio, nas camadas mais superficiais, os genes do
capsideo L1 e L2 sdo ativados. Neste estagio, virions maduros ja podem ser

detectados na camada granular (Syrjanem & Syrjanem, 2000) (Figura 4).

Integracdo do DNA de HPV no genoma das células hospedeiras € considerada um
importante passo na progressdao maligna (zur Hausen, 1991). Esta integracdo tem
impacto na transformacgéo celular, na manutencéo do fenoétipo transformado e/ou na
progressdo do tumor. Interrupcdo da transcricdo do gene E2 estd usualmente
associado com lesGes malignas, pois na auséncia de E2, as proteinas E6 e E7
permanecem sendo expressas, sustentando a imortalidade das células infectadas e
ainda, blogueando o programa de diferenciagdo das células epiteliais (Syrjanem &
Syrjanem, 2000) (Figura 5).
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Nas neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) ocorrem mudancas no padrdo de
expressdo das proteinas, assim como na replicagdo do HPV, que é tanto menor
guanto maior o grau de gravidade das lesdes (Doorbar, 2006). Em NIC 1 quase nao
se observam alteracfes em relacéo ao epitélio normal, em NIC 2 e 3, entretanto, ha
um retardamento dos estagios tardios de replicagdo. Ainda, a replicacao viral se
restringe a uma &rea cada vez menor do epitélio até a ndo expressao das proteinas
tardias e consequente auséncia na producédo de virions no carcinoma cervical (CC)
(Doorbar, 2006) (Figura 5).
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Figura 5. Expressao de proteinas do HPV e replicagao viral em epitélio estratificado com lesao.
Esquema demonstrando a diferenga na expresséo e replicacdo viral nos diferentes graus de neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) e carcinoma cervical (CC). Fonte: Doorbar (2006), adaptado.

2.2.5 Implicacdes clinicas

Devido a grande diversidade de tipos e ao tropismo, a infeccdo por HPV pode
apresentar-se clinicamente de diversas formas (zur Hausen, 2002; Howley & Lowy,
2007) (Quadro 2).

APRESENTACAO

SITIO CLINICA TIPOS
condiloma acuminado 6, 11, 42, 43, 51, 53, 55, 83
Ca”‘fl:t?f:'rtg r(ggig’(')ca' © | 16,18, 31,33, 35,39, 45, 51, 52, 54, 56, 58, 59,
Trato genital anogenital) 66, 68, 69
6,11, 16, 18, 26, 30, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43,
neoplasia intraepitelial 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, 84
Trato respiratério papiloma respiratério 6,11
Boca hiperplasia epitelial focal 13, 32
verruga plantar 1,2,4
verruga comum 2, 4 e outros
verruga plana 3,10, 28,41
Pele -
verruga do acougueiro 7
epidermodisplasia 5,8,9,12,14, 15, 17, 19-25, 36, 46, 47

verruciforme
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Quadro 2. Tipos de HPV e apresentacéo clinica. Fonte: de Villiers (2004), adaptado.

A infeccdo pelo HPV pode ser completamente inaparente, demonstrada pela
deteccdo de DNA viral, indicando o risco para transmissédo (Baseman & Koutsky,
2005). Os HPVs tém a habilidade de estabelecer laténcia clinica, embora ainda néo
esteja claro de que representem uma real laténcia ou persisténcia devido aos baixos

niveis de replicacao viral (IARC, 2007).

LesBGes benignas incluem verrugas em regidao nao-genital, papilomas orais e
laringeos e condilomas mucosos na regido anogenital. Infecgcdes anogenitais sao
principalmente transmitidas sexualmente, onde infec¢des persistentes podem levar a
progressdo para tumores (Lowy & Schiller, 2006). Mulheres jovens sexualmente
ativas frequentemente se infectam com HPV, cerca de 80%, e entdo o virus é

eliminado espontaneamente (Baseman & Koutsky, 2005).

O condiloma ocorre com maior frequéncia em adultos jovens, sexualmente ativos e
em populagbes sexualmente promiscuas (Strickler et al., 1999). Cerca de 40 tipos de
HPV estdo relacionados e estdo divididos nas categorias “alto-risco” (HR-HPV: 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 69,70, 73, 82), “provavel alto-risco”
(26, 53) e “baixo-risco” (LR-HPV: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81, 89) baseadas
no risco de progressao para lesdes malignas que induzem na cérvice (Mundz et al.,
2000, 2002; Hoory et al., 2008) (Quadro 2). Estudos de prevaléncia apontam o0s
genotipos 16 e 18 como os mais frequentes, responsaveis por 70% dos casos de CC
(Bosch et al., 1995; Mufioz et al., 2000).

Variabilidade nos nucleotideos tem sido amplamente estudada e diferentes variantes
moleculares foram demonstradas para HPV16 e HPV18. Estas variantes diferem em
suas propriedades bioldgicas e quimicas e podem entdo, se tornar um fator de risco
importante na progressédo do cancer cervical, devido a diferencas na patogenicidade
(Souza et al., 2009; Sichero et al., 2007; Lopez-Saavedra et al., 2009). Tem sido
demonstrado, mais claramente para HPV16, que suas variantes diferem na
associagcdo com CC, com persisténcia viral e com frequéncia de recorréncia de
doenca cervical (Tidy et al., 1989; Londesborough et al., 1996; Zehbe et al., 1998;
Berumen et al; 2001; Ferenczy & Franco, 2002; Xi et al., 2006 e 2007; Sichero et al.,
2007; Lee et al., 2008). As variantes ndo-europeias sao associadas em maior

frequéncia com lesdes intraepiteliais de alto grau e com CC (Schiffman et al., 2010).
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Assim como para HPV16, foi sugerido que variantes n&o-europeias de HPV18
persistem em maior frequéncia e estdo associados com lesdes pré-invasoras (Villa
et al., 2000). HPV18 apresenta trés variantes distribuidas mundialmente,
classificadas em Asiatico-Amerindia (AsAi), Africana (Af) e Europeia (Ong et al.,
1993).

O conhecimento sobre as variantes de HPV e a sua variabilidade nucleotidica é
importante pois além das alteracdes nucleotidicas poderem interferir no potencial
oncogénico do virus, substituicdo de aminoacidos no envelope viral pode ter

implicacBes na resposta do hospedeiro e eficacia na vacinacao (Arroyo et al., 2012).
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2.3 VIRUS ADENO-ASSOCIADO (AAV)
2.3.1 Breve histérico e Classificacao

O AAV foi descrito pela primeira vez em 1965, contaminando cultivo de adenovirus
(AdV) (Atchison et al., 1965) (Figura 6) e, posteriormente, considerado como virus

satélite deste (Hoggan et al., 1966; Bantel-Schaal & zur Hausen, 1984).

AAV

Figura 6. Microscopia eletrénica de transmissdo de AAV e de adenovirus. Fotomicrografia
eletrbnica apés contrastacdo negativa de particulas de AdV e AAV obtidas de cultivo celular
coinfectado. Fonte: Dani (1999).

O AAV pertence a familia Parvoviridae e sub-familia Parvovirinae, com seus trés
géneros, Erythrovirus, Bocavirus e Dependovirus, onde estao classificadas as Unicas
espécies de parvovirus que causam infeccdo em humanos: B19, bocavirus humano

e AAV, respectivamente (Figura 7).

Familia
Subfamilia
:Parvov:irinae -
Género
| Parvovirus | | Erythroviru || Dependovirus | | Amdovirus | | Bocavirus | | Densovirus || Iteravirus || Brevidensovirus | Pefudensovirus
Espécie
Virus mitdo Parvovirus Virus Virus da doenca Bocavirus Densovirus Densovirus Densovirus Densovirus
do humano adeno- de bovino de Junonia de Bombyx de Aedes de Periplaneta
camundongo B19 associado martaaleutiana e humano coenia mori aegypti fuliginosa

Figura 7. Classificacdo da familia Parvoviridae. Fonte: ICTV, 2012.
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Sao reconhecidas doze espécies de AAV em primatas, designadas AAV1 a AAV12,
comumente referidas como “tipos”, sendo 0 AAV2 a espécie/tipo protétipo (Blacklow
et al.,, 1967; Parks et al., 1970; Samulski et al., 1982 Laughlin et al., 1983; Bantel-
Schaal & zur Hausen, 1984; Muramatsu et al., 1996; Chiorini et al., 1997 e 1999;
Rutledge et al., 1998; Xiao et al., 1999; Gao et al., 2002 e 2004; Mori et al., 2004;
Schmidt et al., 2008). Os demais tipos sao descritos como apresentando homologia
baixa, intermediaria, alta ou muito alta em relacdo ao AAV2 (Mizukami & Ozawa,
2006) (Quadro 3). Andlises das proteinas de capsideo dos diferentes tipos virais
indicam que o AAV4 e o AAV5 sdo os mais divergentes dentre os tipos ja isolados,
exibindo somente 60% de homologia com o AAV2 ou entre si (Kaludov et al., 2001);
AAV10 e AAV11l apresentam 84% e 65% de homologia com o AAV2,
respectivamente (Mori et al., 2004). O ultimo tipo descrito, AAV12, possuia maior
homologia com os tipos 4 e 11, 83% e 81%, respectivamente e, com o AAV5, a
menor taxa de similaridade observada (63%) (Schmidt et al.,, 2008),
consequentemente levando a uma baixa homologia com o AAV2, de apenas 60%. A
homologia também pode ser relacionada a evolucdo dos AAV, gerando-se uma
arvore filogenética a partir de sequenciamento génico parcial dos genes rep e cap
(Figura 8).

Tipo Homologia Referéncia
com AAV2

AAV1 Alta Atchison et al.(1965)
AAV2 - Hoggan et al.(1966)
AAV3 Muito alta Hoggan et al. (1966)
AAV4 Baixa Parks et al.(1967)
AAV5 Baixa Bnatel-Schaal et al. (1984)
AAV6 Alta Rutledge et al. (1998)
AAVT7 Intermediaria Gao et al.(2002)
AAV8 Intermediaria Gao et al.(2002)
AAV9 Intermediéria Gao et al.(2004)
AAV10 Intermediéria Mori et al. (2004)
AAV11 Baixa Mori et al.(2004)
AAV12 Baixa Schmidt et al. (2008)

Quadro 3. Homologia entre os AAV. Homologia génica entre os tipos de AAV
e a espécie prototipo AAV2. Fonte: Mizukami & Ozawa (2006), adaptado.
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AAV3

AAV2

AAVI0
AAV7T

AAVE

AAV VR 355
AAV VR-195

BAAV

AAVILI AAVD

AAVS
AAV4 AAV12

Figura 8. Arvore filogenética dos AAV. Relacdo evolutiva entre os AAV, os
tamanhos dos ramos s&o proporcionais a distancia evolutiva entre os tipos
virais.AAAV (AAV aviéario), BAAV (AAV bovino), AAV VR (variante).

Fonte: Schmidt et al. (2006, 2008).

Dos doze tipos descritos, os AAV2, AAV3, AAV5 e AAV9 foram os Unicos relatados
em amostras de origem humana, incluindo sangue, medula 6ssea, swab anal,
secrecao orofaringea, conjuntiva, bidpsia cervical, raspado de cérvice uterina,
endométrio, sémen e espécimes de aborto espontaneo e testicular (Schmidt et al.,
1975; Blacklow et al., 1967; Grossman et al., 1992; Tobiasch et al., 1994; Malhomme
et al.,, 1997; Walz et al., 1997, 1998; Rhode et al., 1999; Erles et al., 2001; Gao et al.,
2004; Pereira et al., 2010).

2.3.2 Estrutura do virion

O AAV é um virus pequeno, com 18 a 26 nm de diametro, de simetria icosaédrica,

nao envelopado (Muzyczka & Berns, 2001) (Figura 9).

Figura 9. Criomicroscopia eletrénica de particulas de AAV. Reconstrugao dos capsideos
por criomicroscopia eletrénica 3D. A) AAV2, B) AAV5. Fonte: Walters et al. (2004).
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O genoma € constituido por uma fita simples de DNA de 4,7 kb com numeros
equivalentes de fitas encapsidadas de polaridade positiva ou negativa (Berns &
Parrish, 2007). O DNA é flanqueado por regides repetidas e invertidas (ITR - inverted
terminal repeats) (Glauser et al., 2005) (Figura 10) e os primeiros 125 nucleotideos

das ITR formam sequéncias palindrémicas (Berns & Parrish, 2007).

Duas grandes regibes abertas de leitura (ORF - open reading frames) séao
identificadas no genoma do AAV (Berns, 1990) (Figura 10). Na ORF esquerda se
localiza o gene rep, que codifica quatro proteinas ndo estruturais denominadas
Rep78, Rep68, Rep52 e Rep40, de acordo com seu peso molecular (Mendelson et
al., 1986). Na ORF direita, se localiza o gene cap, que codifica as trés proteinas do
capsideo: VP1, VP2 e VP3 (Berns & Parrish, 2007) (Figura 10).

A diferenciacdo em tipos do AAV se da pela homologia em uma regido do genoma
denominada “regido de assinatura” que corresponde a uma porc¢do de 255 pb no
gene cap altamente conservada nas extremidades 5 e 3’, mas variavel e Unica na

porcao interna em cada espécie (Gao et al., 2002).

p19 p40

p5
, I:> —> — Poli-A
rep | cap _I_m 5

Rep78 (4,2 kb)

I
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| I Rep68 (3,9 kb)
I [ Rep52 (3,6 kb)
AN
I I Rep40 (3,3 kb)
/\
—/\I [ VP1 (2.3 kb)
' | I VP2 (2,3 kb)
VP3 (2.3 kb)

Figura 10. Representacdo esquematica do genoma completo do AAV e dos produtos dos genes rep
e cap. Fonte: Schlehofer (1994), adaptado.

Somente duas classes de proteinas sdo encontradas no AAV, as proteinas Rep (nédo
estruturais) e as proteinas Cap (do capsideo). As proteinas Rep sao proteinas
multifuncionais que estdo intimamente envolvidas em varias etapas do ciclo de
replicacdo do AAV, incluindo replicagcdo do DNA viral, transcricdo, empacotamento e
integracdo proviral ao cromossomo 19 humano. Rep78 e Rep68 sdo proteinas

predominantemente nucleares, exibem fung¢des celulares in vitro, se ligando a
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sequéncias especificas do DNA de fita dupla, atuando como DNA helicase ATP-
dependente e endonuclease especifica para DNA de fita simples (Im & Muzyczka,
1989, 1990). As menores proteinas Rep, 52 e 40, atuam na montagem do virion,
estimulam o acumulo de DNA de fita simples da progénie viral durante a infeccao,
sugerindo a participagdo de ambas no empacotamento do genoma viral,
encontradas principalmente no citoplasma (Chejanovsky & Carter, 1989; King et al.,
2001).

2.3.3 Ciclo de Replicacéao

O ciclo de replicacdo do AAV inicia através da adsorcdo a receptores de superficie,
proteoglicanos sulfato de heparana (HSPGs) ou acido sidlico, seguido por
penetracdo via endocitose mediada por correceptores para fator de crescimento 1 de
fibroblastos e integrina aVB5 (Qing et al., 1999; Summerford et al., 1999).

A endocitose ocorre por vesiculas revestidas com clatrina, e entdo o virion é
transportado até o citoplasma por via endossomal (Wang et al., 1998; Duan et al.,
1999), mediado por microtubulos e citoesqueleto seguido por transporte ao interior
do nudcleo para replicagdo por um processo ativo (Berns & Parrish, 2007).

As sequéncias palindrémicas das ITRs atuam como iniciadores da replicacdo de
DNA do AAV (Lusby et al., 1980; Srivastava et al.,1983). As proteinas Rep, em suas
varias formas, possuem varias funcdes na replicagdo do AAV, entretanto, nao
possuem atividade de DNA polimerase ou de proteina ligadora de DNA de simples
fita, portanto, fatores adicionais s&o necesséarios (Berns & Parrish, 2007).
Provavelmente, estas funcdes sdo desempenhadas por proteinas celulares ou dos
virus helper, ou ainda por ambos. A replicacdo ocorre com o desarranjo da simples
fita de DNA, ndo sendo observada a formacdo de fragmentos de Okasaki
(Wonderling et al., 1995).

As proteinas Rep68/78 podem estimular ou inibir a replicacdo do virus conforme
condi¢Oes celulares. Na presenca de virus helper sdo transativadoras essenciais na
expressao génica do AAV, resgatando-o de seu estado integrado (Berns & Parrish,
2007). Os AAV séo os unicos dentre os virus que causam infeccdo em humanos que
necessitam de fungdo helper, além do AdV, outros virus foram descritos

desempenhando esta funcdo como o herpes simples, o herpesvirus humano tipo 6
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(HHV®6), o citomegalovirus humano (HCMV), o virus da vaccinia ou o HPV para que
ocorra infeccdo produtiva em cultura de células (Buller et al., 1981; McPherson et al.,
1985; Schlehofer et al., 1986; Thomson et al., 1994; Walz et al., 1997). As proteinas
precoces dos virus helper foram demonstradas exercer a fungdo requerida para
replicacdo do AAV (Ogston et al., 2000; Berns & Parrish, 2007).

Na auséncia de virus helper, o AAV estabelece infeccdo latente em cultura de
células, integrando o genoma viral no cromossoma 19 humano, locus AAVS1
(Cheung et al., 1980; Kotin & Berns, 1989; Kotin et al., 1991; Muzyckza et al., 1992;
Weitzman et al., 1994; Hiser & Heilbronn, 2003) (Figura 11, 3a). Rep68 e Rep78 se
ligam a regides vizinhas ao sitio de integracdo do AAV no cromossoma 19, e estdo

envolvidas na integracao especifica (Weitzman et al., 1994).

Foi descrita ainda a manutencdo do genoma viral como epissomo circular em células
humanas (Schnepp et al., 2005). A superinfec¢cdo com virus helper pode iniciar a
infeccdo produtiva (Cheung et al., 1980) (Figura 11, 3b). Entretanto, replicacao
autbnoma do AAV foi observada em células embrionarias e em queratinécitos em
diferenciacdo, na auséncia de virus helper, sugerindo que as células em
diferenciacdo fornecem ao virus os fatores de transcricdo necessarios a sua
replicacdo (Burguete et al., 1999; Meyers et al., 2000; Kiehl et al., 2002). Além disso,
estudos demonstraram que células tratadas com agentes genotdxicos, como
radiacdo UV, ciclo-heximida e hidroxiuréia, se tornaram permissivas a infec¢do por
AAV na auséncia de coinfeccdo (Yalkinoglu et al., 1988). Este estresse altera a

madquinaria intracelular permitindo que ocorra a replicagdo do AAV (Berns & Parrish,

2007).
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Figura 11. Esquema de infeccdo celular pelo AAV. Adsor¢cédo e penetracdo de AAV
(1a) e de virus helper (1b); (2) transporte para o nucleo; (3a) integracdo do AAV na
auséncia de virus helper e (3b) replicacdo de AAV em presenca de virus helper; (4)
liberagdo dos virions. Fonte: Adaptado de Blechacz & Russel (2004).



34

2.3.4 Epidemiologia e implica¢des clinicas

Estudos epidemiolégicos relatam uma soroconversdo precoce e uma alta
soroprevaléncia em populacdo adulta, variando de 10-80% de acordo com a idade
dos individuos (Blacklow et al., 1968; Tratschin et al., 1985; Grosmann et al., 1992;
Erles et al., 1999). Apesar de terem sido descritos em diversos espécimes clinicos, o
AAV ainda nao foi comprovadamente associado a qualquer doenca humana (Berns
& Parrish, 2007). Por este motivo e pela sua capacidade de integracdo ao genoma
humano, tem sido extensivamente pesquisado para uso como vetor em terapia
génica (Balakrishnan & Jayandharan, 2014). Alguns estudos em que o AAV foi
detectado em amostras clinicas, foi sugerida sua participacdo em casos de
abortamento humano, trabalho de parto prematuro, amniorrexe, casos de doenca
trofoblastica, amostras de placenta associada com pré-eclampsia e na infertilidade
masculina (Walz et al., 1997; Burguete et al., 1999; Kiehl et al., 2002; Arechavaleta-
Velasco et al.,, 2006, 2008; Pereira et al.,, 2010; Rohde et al., 1999; Erles et al.,
2001). Logo, estes relatos sugerem que o AAV desempenharia um papel como

complicador no trato reprodutivo humano.

2.4 INTERACAO AAV-HPV

Em epitélio cervical, conforme anteriormente descrito, tem sido observada infeccéo
importante de AAV com HPV, mais frequente do que com os outros virus helper
(Walz et al., 1997; Ahn et al., 2003; Grce et al., 2004; Freitas et al., 2009). Produtos
dos genes E1, E2 e E6 do HPV apresentam atividade estimuladora em todo o ciclo
de replicacédo do AAV, sendo o gene E1 o principal estimulador da replicacdo do
AAV2, de forma dose-dependente, em cultura de queratindcitos em diferenciacao
(You et al., 2006).

Acéo supressora do AAV na replicacdo do HPV foi posteriormente demonstrada in
vivo e in vitro, evidenciando, portanto, uma atividade bidirecional entre eles
(Hermonat et al., 2000; Ogston et al., 2000; Smith et al., 2001; Agrawal et al., 2002;
Walz et al., 2002; Ahn et al., 2003; Hermonat et al., 2005; You et al., 2006).

Estudos in vitro demonstraram que a proteina Rep78 do AAV é a principal
responsavel pela regulacdo negativa de promotores, como o p97, dos tipos 16 e 18

de HPV, inibindo a transformacdo oncogénica dos papilomavirus (Hermonat et al.,
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1997; Zhan et al., 1999; Walz et al., 2002; Ahn et al., 2006). Por outro lado, Agrawal
et al. (2002) demonstraram que todas as quatro proteinas Rep de AAV, expressas
individualmente em plasmidios, exerceram estimulo ao crescimento de HPV em
cultura de células de queratindcitos em diferenciacdo. Porém, a participacdo desta
alteracdo pelo AAV na cinética do HPV e na progressdo para CC, ainda ndo séo
conhecidos. A acdo repressora ou estimuladora do AAV na expressdo e na
capacidade transformante oncogénica do BPV (papilomavirus bovino) foi
demonstrada in vitro ser dependente do intervalo de tempo entre a infecgdo pelos
dois virus, sendo que quanto menor o tempo da infec¢do prévia pelo AAV, maior a
inibicdo do BPV (Hermonat et al., 1998). Entretanto, ndo se conhece como ocorreria
temporalmente in vivo a interacao repressora/estimuladora bidirecional AAV-HPV.

Foi ainda observado que a proteina Rep78 do AAV e a proteina E1 do HPV
interagem fisicamente, in vitro, formando um complexo hetero-oligomérico, que
culmina com a reducdo da atividade ATP4&sica, alterando desta forma, mutuamente,

a funcéo biologica de ambas as proteinas (Bandyopadhyay et al., 2008).

Como o AAV inibe a replicacdo do HPV, existe a possibilidade de o AAV ser
repressor da tumorigénese cervical induzida pelo HPV (Agrawal et al., 2002; Al-
Daraji & Smith, 2009). De fato, foi observada uma correlagdo inversa entre a
infeccdo pelo AAV e o desenvolvimento de CC, evidenciado através de uma
soroprevaléncia menor para AAV neste grupo de pacientes (Smith et al., 2001).
Infeccdo pelo AAV foi também associada com menor risco para o desenvolvimento
de lesdo intraepitelial de alto risco, através da deteccdo do acido nucléico de AAV,
por PCR, em secrecéo cervical de pacientes com leséo intraepitelial de baixo e de
alto-grau infectadas por HPV (Coker et al., 2001; Agorastos et al., 2008; Freitas et
al., 2012).

Até 0 momento, permanece obscuro o mecanismo de regulagdo induzida por AAV
na expressao génica e no ciclo de vida do HPV. Logo, mais estudos s&o necessarios
para esclarecer a acao supressora do AAV na transformacéo celular, induzida por
HPV, em epitélio escamoso cervical, 0 que trard importante contribuicdo no estudo

da supresséo da tumorigénese cervical.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar o papel da infeccdo mista AAV-HPV e de variantes oncogénicas de HPV

na progressédo das lesdes intraepiteliais de colo de utero.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Comparar métodos moleculares de detec¢édo de HPV;

e Identificar tipos de HPV em espécimes de seguimento e classifica-los como

de alto ou baixo risco oncogénico;
e Classificar infeccédo por HPV como persistente ou resolvida;
e Identificar variantes de HPV;
e Detectar DNA de AAV, discriminando os tipos AAV2, 3 e 5;

e Determinar as frequéncias de infeccdo por AAV e HPV um ano apols a

primeira coleta de amostras;
e Descrever infeccdo mista AAV-HPV e relacdo com os resultados citolégicos;

e Relacionar as infecgdes virais, descritas em dois momentos, com a evolugéo /

regressao das lesdes citopatoldgicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de coorte prospectiva realizado com mulheres atendidas no
Ambulatério de Colposcopia do Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes
(HUCAM), Vitéria, ES.

As amostras foram coletadas em dois momentos para acompanhamento dos casos
de infeccdo por AAV e HPV, sendo a 12 coleta no periodo de abril de 2010 a outubro
de 2011 e a 22 coleta, 1 ano apds a primeira visita, independente do resultado obtido

para cada virus, com encerramento em janeiro de 2014.

4.2 POPULACAO DE ESTUDO

Foram incluidas neste estudo mulheres com idade entre 18 e 59 anos,
encaminhadas ao ambulatério de colposcopia do HUCAM por apresentarem
resultado citolégico alterado. Os critérios de exclusdo para a entrada no estudo,
adotados na 12 coleta, foram gestacdo, soropositividade para HIV e
histerectomizacdo. As coletas do espécime clinico para pesquisa foram obtidas apés
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

4.3 COLETA DO ESPECIME CLINICO

Uma Unica médica ginecologista (Neide Aparecida Tosato Boldrini) realizou a coleta
de amostras de endocervix uterino utilizando escova ginecoldgica (cytobrush). As
amostras foram encaminhadas, para exames citolégico e histopatoldgico, ao Servico
de Diagndstico Complementar, Laboratorio de Anatomia Patolégica do HUCAM.
Questionario estruturado foi aplicado para obtencdo de dados soOcio-demograficos
pela mesma investigadora (Anexo A).

Além da coleta para exame de citopatologia, outras duas amostras de escovado
endocervical foram coletadas de cada paciente para o0s procedimentos de
diagnostico por biologia molecular: uma acondicionada em criotubos contendo 1,5
mL de tampéo TE 1X (Tris 10mM, EDTA 1mM - pH 7,0) para realizacdo da PCR e a

outra, em tubo de 2mL contendo meio de transporte comercial (STM™, QIAGEN)
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para ensaio de captura de hibridos. Os espécimes foram transportados, sob
refrigeracdo, para o Laboratério de Virologia (LabVir) do Nucleo de Doengas
Infecciosas (NDI-UFES) e mantidos a 4-8° C (amostra em STM) a -70° C (amostra
em TE)até o processamento. Em todas as amostras foram investigadas infeccao por

AAV e por HPV através da pesquisa de DNA viral, descrita a seguir.

No periodo de um ano ap0s a primeira coleta de amostra, as pacientes foram
convidadas a realizar uma nova coleta de escovado endocervical para analisar
resolucdo e / ou persisténcia da infeccdo, assim como para acompanhamento da

evolugao da citologia cervical (Figura 12).
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Figura 12. Fluxograma referente & metodologia.
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4.4 ASPECTOS ETICOS

Este estudo obteve aprovacido pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude - UFES, na data de quatro de novembro de 2009, sob o nimero
086/09 (Anexo B).

4.5 EXTRACAO DE DNA

Extracdo do DNA da amostra clinica foi realizada utilizando o kit de extracéo
QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, Valencia, USA) para sangue e fluidos biol6gicos,
segundo instru¢des do fabricante e descrita a seguir. A 200 uL de espécime cervical
homogeneizada foram adicionados 20 uL de proteinase e 200 uL de tampao de lise.
Este tampdo contém sais de guanidina, responsavel pela lise celular e dissociagéo
da nucleoproteina viral. A mistura foi homogeneizada durante 10 s, incubada a 56°C
por 10 min e centrifugada rapidamente. Foram adicionados 200 yL de etanol PA aos
tubos contendo amostra, e entdo foram homogeneizados e centrifugados
rapidamente. Esta solucdo foi aplicada a coluna contendo matriz de silica e
centrifugada a 6000 x g, durante 1 min. A coluna foi transferida para um novo tubo
coletor descartando-se o filtrado e a ela foram adicionados 500 uL de tampao AW1,
centrifugada a 6000 x g por 1 min e transferida para um novo tubo coletor,
descartando-se novamente o filtrado. A coluna foram adicionados 500 pL de tampéo
AW?2 e centrifugada a 20000 x g durante 3 min. A coluna foi transferida para novo
microtubo, descartando-se o filtrado. Foram adicionados a coluna 60 pyL de tampao
AE, para eluicdo do DNA, seguido por incubacao a TA por 5 min e centrifugacéo a
6000 x g durante 1 min. Esta solucao final contém o DNA do material clinico e foi

mantida em refrigeracdo (-20°C) até a realizacdo da deteccdo dos genomas virais.

4.6 DETECCAO DO GENE B-GLOBINA

Amplificacdo do gene p-globina foi utilizada como controle da extragdo e da
integridade do DNA obtido nos casos em que PCR para HPV foram negativos. Dois
microlitros do DNA extraido foram adicionados a 23uL da mistura de reacdo para
PCR, conforme determinado anteriormente neste laboratério (Freitas et al., 2009), e
submetido a reacédo de amplificacdo do gene B-globina (Huang et al., 1989) (Quadro
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4). As concentracdes da mistura de reagcdo bem como o programa utilizado para
amplificacdo do material genético estdo apresentados nos Quadros 5 e 6.

Os produtos da amplificacdo foram observados por eletroforese em gel de agarose a
1,5%, corados com brometo de etidio (EtBr) 0,5 pg/mL e observados sob luz UV no

sistema de documentacdo de imagens MiniBisPro® (BioAmérica Inc., Brasil).

Como controles negativos das reacdes de amplificagéo, foram utilizados extracéo de
agua, paralelamente a extracdo da amostra clinica, e mistura de rea¢cdo com agua
estéril livre de RNAse e DNAse, adicionada em lugar da amostra. Todos os cuidados
necessarios foram tomados durante as etapas de extragcdo: o preparo da mistura de
reacao e a aplicacdo das amostras foram realizados em salas distintas para evitar
reacoes falso-positivas. Todas as reacfes de amplificacdo foram realizadas no

termociclador Perkin Elmer® GeneAmp PCR System 2400.

Iniciadores Sequéncia de bases
Sense 5-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3
Anti-sense 5- CAT CAG GAG TGG ACAGAT CC -3

Quadro 4. Iniciadores para reacdo de PCR do gene f-globina.

4.7 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE HPV
4.7.1 PCR com conjunto de iniciadores PGMY

Deteccdo de DNA do HPV foi realizada utilizando-se um conjunto de iniciadores
PGMY09/11 (PGMY11 biotinilados na porgéo 5’) (Quadro 5) (Gravitt et al., 2000) que
amplificam um fragmento de 450 pb da regido L1 dos HPVs mucosos. As reacdes de
amplificagdo foram realizadas em um volume final de 25 pL, contendo 2,5 U da
enzima Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen®, Brasil), 40 pmol de cada
iniciador, 2,5 pL de tampé&o de reacdo 10X (100 mM de Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM de
KCl), 30 mM de MgCl,, 200 uM de cada desoxirribonucleotideo, no seguinte
programa de amplificacdo: 95°C por 5 min seguida por 40 ciclos de 95°C por 1 min,
55°C por 1 min, 72°C por 1 min e 72°C por 10 min para extenséo final, utilizando
termociclador Perkin Elmer® GeneAmp PCR System 2400.



Iniciador Sequéncia 5’-3’
PGMY11-A: GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG
PGMY11-B: GCG CAG GGC CAC AAT AAT GG
PGMY11-C: GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
PGMY11-D: GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
PGMY11-E: GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG
PGMYO09-F: CGT CCC AAAGGAAACTGATC
PGMY09-G: CGA CCT AAAGGA AAC TGATC
PGMY09-H: CGT CCA AAAGGA AACTGATC
PGMYO09-I: G CCA AGG GGAAACTGATC
PGMY09-J: CGT CCC AAAGGATACTGATC
PGMYO09-K: CGT CCAAGG GGATACTGATC
PGMY09-L: CGA CCT AAA GGG AATTGATC
PGMY09-M: CGA CCT AGT GGA AAT TGATC
PGMY09-N: CGA CCAAGG GGATATTGATC
PGMY09-P: G CCC AACGGAAACTGATC
PGMY09-Q: CGA CCC AAG GGAAACTGG TC
PGMY09-R: CGT CCT AAAGGAAACTGG TC
HMBOL1: GCG ACC CAATGC AAATTG GT
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Quadro 5. Sequéncia (5'-3") dos iniciadores PGMY09/11 usados na PCR para detec¢éo de HPV.
Fonte: Gravitt et al., 2000.

Como controle positivo do HPV foi utilizado DNA de HPV16 extraido de amostra
clinica previamente caracterizado em nosso laboratorio. Controles negativos foram
utilizados em todas as reacdes de PCR, conforme item 4.5, assim como 0
procedimento descrito para observacdo dos produtos de amplificacdo em gel de

agarose.

4.7.2 Teste de captura de hibridos

Foi realizado o teste de Captura Hibrida de 22 geracdo para deteccdo de HPV de
alto e baixo risco (digene® HC2 HPV DNA Test, QIAGEN®), conforme instrucées do
fabricante, e descrito a seguir: espécimes cervicais e os controles (fornecidos pelo
kit) foram desnaturados com reagente de desnaturacdo e incubadas por 45 min a
65°C em banho-maria. Foi montada uma placa de 96 pogos com 40 amostras e oito
controles, para teste de LR-HPV e HR-HPV, no mesmo ensaio. Foram adicionadas
as respectivas sondas de RNA com sequéncias especificas para cinco tipos de LR-
HPV e 13 de HR-HPV em cada amostra e controles, e entdo a placa foi mantida sob
agitacdo por 3 minutos (TA). Este complexo amostra-sonda (hibrido DNA-RNA) foi

transferido para a placa sensibilizada com anticorpos anti-hibrido, seguindo a
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mesma distribuicdo da placa ndo sensibilizada. A placa sensibilizada ja preenchida
com o complexo amostra-sonda foi incubada durante 1 hora a 65°C no aquecedor de
microplaca (digene®). Apoés este periodo a placa foi incubada por 1 hora em
temperatura ambiente, sob agitacdo. O sobrenadante com material ndo hibridizado
foi desprezado e a placa foi lavada em lavadora automatizada (digene®). Foram
acrescentados os Reagentes de Deteccdo 1, contendo anticorpos anti-hibrido
conjugados a fosfatase alcalina e entdo o Reagente de Deteccdo 2 contendo
peroxidase e reagente quimioluminescente. A placa foi lida automaticamente em
quimiolumindmetro (digene®), sendo assim obtidos os resultados para LR-HPV e
HR-HPV em unidades relativas de luz (URL) para cada amostra testada. As
amostras foram consideradas positivas quando o valor obtido para URL/cutoff foi
21pg/mL. Estes valores foram também utilizados para estimar a carga viral, em que
os resultados <100 pg/mL, foram considerados como uma baixa carga viral, e 2100

pg/mL, como alta carga viral.

4.7.3 Genotipagem de HPV

A genotipagem de HPV foi realizada com as técnicas de Reverse Line Blot (RLB) e
Restriction Fragment lenght Plymorphism (RFLP). Ambos métodos foram aplicados
nas amostras da primeira coleta e RLB foi usada para as amostras da segunda
coleta. RFLP foi utilizada nas amostras de segunda coleta somente quando nenhum
tipo foi detectado por RLB.

4.7.3.1 Reverse line blot

A técnica de RLB (Reverse Line Blot) € um tipo de hibridizac&o reversa em linhas em
gue as sondas especificas estéo ligadas covalentemente a uma membrana de nylon
carregada negativamente e as amostras sdo dispostas em linhas verticais. A
membrana validada para a deteccdo de 31 genotipos de HPV frequentes na regiao
anogenital (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57, 58, 59, 66, 68, 69, 70, 73, 82, 83, 84) (Quadro 6) foi gentiimente doada pela Dr2
Maria Alejandra Picconi, chefe do Laboratério Nacional de Referéncia de HPV,
Laboratorio Regional de Referencia HPVLabNet-OMS, INEI-ANLIS "Dr. Carlos G.
Malbran", Buenos Aires-AR.
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A reacédo foi realizada segundo Estrade et al. (2011), com algumas modificagcoes
(WHO, 2010) com produtos de amplificacdo biotinilados obtidos com iniciadores
PGMY09/11, com cada PGMY11 biotinilado na por¢ao 5, como descrita a seguir:
foram adicionados a 10 pL do produto biotinilado 150 yL do tamp&o 2x SSPE - 0,1%
SDS (SSPE 20x, pH7,4; NaCl 3M, NaPO, 0,2M, EDTA 0,02M) e incubados a 96°C
por 10 min para desnaturacdo do DNA; a membrana, contendo sondas para 31
genatipos de HPV, foi lavada com 150 mL de 2x SSPE - 0,1% SDS por 5 minutos a
temperatura ambiente e colocada no blotter (GE, Amershan™). Foram aplicados 140
puL do produto diluido no blotter com a membrana posicionada de forma que as
sondas ficassem localizadas transversalmente; sendo incubados em forno de
hibridizacdo a 51°C por 60 min. Apos esse tempo, as amostras foram aspiradas a
vacuo e a membrana lavada por 20 min com tampao 2x SSPE - 0,5% SDS a 51°C. A
membrana foi entdo incubada com conjugado (estreptavidina-peroxidase 1: 4000)
em tampao 2x SSPE — 0,5% SDS em garrafa de rotagdo por 60 min a 42°C, em
forno de hibridizacdo e, entdo lavada a 42°C com 150 mL de tampao 2x SSPE -
0,5% SDS por 20 min, com agitacdo, seguida por lavagem com tampéao 2x SSPE por
10 min & temperatura ambiente. Foram adicionados a membrana 5 mL de
Reagentes de Deteccdo 1 e 2 (ECL, Amersham™) que, apés incubacéo por um
minuto, foi colocada entre duas folhas de acetato transparente dentro de um cassete
radiografico. Uma pelicula radiografica foi disposta sobre o acetato, para exposi¢cao
durante 15 minutos; a placa foi revelada com reagentes radiogréaficos (revelador e

fixador, Kodak), procedendo-se a andlise dos resultados.



Tipos de HPV Sequéncias (5’-3’)
HPV06 P TGGAAGATGTAGTTACGGATG
HPV11 P GCAGATTTAGACACAGATGCA
HPV16 P GATATGGCAGCACATAATGAC
HPV18 P CCAGGTACAGGAGACTGTGTA
HPV26 P TACGCTGACAGGTAGTAGCAG
HPV31 P AGTATCACTGTTTCGAATTGC
HPV33 P TGTCACTAGTTACTTGTGTGC
HPV34 P GCAGTTGTACTTGTGGATTGT
HPV35 P AGAAGACACAGCAGAACACAC
HPV39 P GTAGAAGGTATGGAAGACTCT
HPV40 P ATAGCCTTGTTGGTAAGGAAC
HPV42 P TGTATCACCAGATGTTGCAGT
HPV44 P TAGTATATGTAGACGGAGGGG
HPV45 P GTACTTGGCACAGGATTTTGT
HPV51 P TTACTTGGAGTAAATGTTGGG
HPV52 P CTTTCCTTTAGGTGGTGTGTT
HPV53 P AGACATAGACTGTGTGGTTGC
HPV54 P TTATTAAAGCTATCCTGCGTG
HPV55 P GATGGAGACTGAGTTGTAGCA
HPV56 P TTTCGTGCATCATATTTACTT

HPV57b P TTCTGTGTTTACAGTGGCACA
HPV58 P CTTCCTTAGTTACTTCAGTGC
HPV59a P AGTAGAGCACACACAGAAAGA
HPV59b P AGTAGAAGCACACACAGAAAG
HPV66 P AGTTAATGTGCTTTTAGCTGC
HPV68 P CTGATTGCAGATAGCGGTATG
HPV69 P GTTTAAAAGTGGCAGATGCAG
HPV70 P CTATATACAGCAGGTATGGCC
HPV 73 P GGCATACGTTGTAGTAGAGCT
HPV 82 P TGCAACAGATTGAGTAACAGC
HPV 83 P AGAGGCTGTGTATTCATTAGC
HPV 84 P ATTCTGATTCGGTGTTGGTAG

Quadro 6. Sondas para Hibridizagdo Reversa em Linhas. (WHO, 2010)

4.7.3.2 Restriction Fragment Lenght Polymorphism
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A técnica de RFLP foi realizada conforme previamente descrito, com algumas

modificacdes (Bernard et al., 1994). Aproximadamente 1 ng de produto de PCR foi

digerido com 10 unidades de cada enzima de restricdo BamHI, Ddel, Haelll, Hinfl,

Pstl, Rsal, Sau3Al (Promega® Madison WI), em tamp&o de digestdo (1M NaCl;
100mM MgCly; 100 mM Tris-HCI, pH 7,5; 100 mM B-mercaptoetanol) e incubados a

37°C, por 12 horas. Os produtos de digestdo enzimatica obtidos foram analisados

através de eletroforese em gel de agarose a 3%, corados com EtBr e visualizados

sob luz UV. O padrdo de digestédo obtido foi analisado e comparado ao descrito na

literatura (Bernard et al.,, 1994) e o tipo de HPV foi identificado. Tipos nao

identificados neste padrao foram classificados como tipo indeterminado ou HPV-X.
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4.7.4 Andlise de variantes

Todas as amostras positivas para HPV16, tanto por RFLP quanto por RLB, foram
levadas para o laboratério coordenado pelo Dr. Robert D. Burk (Albert Einstein
College of Medicine, New York, USA) para identificacdo das variantes filogenéticas
do HPV16. Esta parceria entre o laboratorio de Virologia NDI-UFES e o laboratério
de Dr Burk foi realizada em decorréncia do doutorado sanduiche (PDSE-CAPES) no

segundo semestre de 2012.

A andlise de variantes foi realizada pela identificacdo de alteracbes nucleotidicas,
insercdes e/ou delecdes (indels), no genoma completo. Amplificacdo do genoma
completo foi realizada utilizando-se 3 pares de iniciadores em reacoes de PCR e
NPCR. Nas duas reacfes foram utilizados uma mistura com quantidade igual das
enzimas AmpliTag Gold DNA polimerase (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) e
Platihum Tag DNA Polimerase (Invitrogen®, Carlsbad, CA). O produto de
amplificagéo foi resolvido em gel de agarose 1%, corado com EtBr e observado sob
luz UV. As amostras que se apresentaram positivas na PCR e/ou nPCR foram
purificadas utilizando-se QuickStep 2 PCR Purification kit (Edge BioSystems,
Gaithersburg, MD) diretamente do tubo de PCR, quando a amostra apresentou
bandas inespecificas o DNA especifico foi purificado do gel com QlAquick Gel PCR
Purification Kit (QIAGEN®, Valencia CA). As amostras foram submetidas ao
sequenciamento génico, com 20 iniciadores, separadamente, utilizando o kit Big Dye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems®) no sequenciador automatizado ABI Prism 377
(Einstein DNA Sequencing Core Facility). As sequéncias obtidas foram editadas
utilizando-se software Geneious v6.1.6 6 (Rozen & Skaletsky, 2000), e entédo
alinhadas com as sequéncias-referéncia de HPV16 para cada sublinhagem (Quadro
7), utilizando o programa MAFFT v6.903b (Katoh & Toh, 2010). A construcdo da
arvore filogenética de todas as sequéncias alinhadas foi realizado pelo software
PhyML (Guindon & Gascuel, 2003).
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[0)
Tipo Linhagem | Sublinhagem | Variante geﬁ%i?wsko Outros nomes
HPV16 | A Al Ref K02718 Europeia (E)
A2 w0122 AF536179 E
A3 AS411 HQ644236 E
A4 WQ0724 AF534061 Asiética, E(As)
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 Asiatico-Americana (AA)2
D3 QV00995 | AF402678 Asiatico-Americana (AA)1

Quadro 7. Sequéncias usadas como referéncia para alinhamento e analise filogenética de HPV16.

4.8 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE AAV
4.8.1 Deteccédo de genoma do AAV

Para a deteccdo de DNA do AAV foram utilizados os iniciadores para regido comum
aos tipos AAV2, 3 e 5: Panl/Pan3 e Nestl/Nest2 na PCR e na nPCR,

respectivamente (Tobiasch et al., 1994).

A regido amplificada do genoma do AAV corresponde ao gene rep, localizada entre os
promotores pl9 e p40. As sequéncias e as posicoes relativas dos iniciadores
utilizados na deteccéo e na discriminacao de AAV5, descrito posteriormente (sub-item
4.8.2.1), podem ser observadas na representacdo esquematica do genoma do AAV
(Figura 13).

pS p19 p40

A5 Pan 1 Nest 1 Nest 2 Pan 3

| 5- AAC TGG ACC AATGAAAACTTTCC -3 | |[ 5~ AAAAAG TCT TTG ACT TCCTGC TT -3 |

1392 4 1415|1706 1729

| 5 AAG GTG CGC GTG GAC CAG AAATG -3’ | | 5 - AGT TCA AAT TTG AAC ATC CGGTC - 3|
1511 1633 1654 1669

| 5-CTACGG CTG GTG TCAGCGCTCC -3' |
1267 1288

P19

Figura 13. Genoma do AAV e iniciadores. Representacdo esquematica do genoma do AAV
demonstrando a localizag8o relativa dos iniciadores A5, Panl, Pan3, Nestl e Nest2 e suas
respectivas sequéncias. Fonte: Tobiasch et al. (1998), adaptado.
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A amplificagdo do DNA do AAV foi realizada conforme previamente descrito (Tobiash
et al., 1994). As concentracbes e o0 programa de amplificacdo estdo descritos nos
Quadros 8 e 9.

As reacfes de nPCR para AAV2, 3 e 5 foram realizadas com 10 uL do produto da
PCR, em um volume final de 50 yL contendo as mesmas concentracdes dos
reagentes utilizados na amplificacdo por PCR (Quadro 8). O programa de

amplificacdo da nPCR pode ser observado no Quadro 9.

Como controle positivo para a reacdo de amplificacdo do AAV foi utilizado o
plasmidio pTAV2, que contém como inserto 0 genoma completo do AAV2,
gentilmente fornecido por Dr. Jorg R Schlehofer (Laboratério de Virologia,
Heidelberg, Alemanha). Controles negativos foram utilizados em todas as reacdes
de PCR e nPCR, conforme item 4.6, assim como o procedimento descrito para

observacéao dos produtos de amplificacdo em gel de agarose.

4.8.2 Genotipagem de AAV

Como a metodologia utilizada para deteccdo de AAV, descrita anteriormente, nao
discrimina entre os tipos 2, 3 e 5, mais comuns na regido genital, foram realizados
dois procedimentos para a determinagdo do tipo de AAV detectado, descritos a

sequir.

4.8.2.1 PCR e nPCR

AAV5 foi discriminado dos casos positivos para AAV por PCR e nPCR com
iniciadores especificos: A5/Pan3 e A5/Nest2, respectivamente (Tobiasch et al., 1994)
(Figura 13). As reacgOes foram realizadas nas mesmas condi¢cbes da deteccdo de
AAV descrita anteriormente (item 4.8.1). As concentracdes e 0 programa de
amplificacéo estdo descritos nos Quadros 8 e 9. Amostra positiva para o tipo 5 de
AAV, amplificada por nPCR em pesquisa anterior, foi utilizada como controle positivo
do AAVS (Freitas et al., 2009). Controles negativos foram utilizados em todas as
reacoes de PCR e nPCR, conforme item 4.6, assim como o procedimento descrito

para observagao dos produtos de amplificagdo em gel de agarose.



Reagentes da mistura para PCR

Concentracédo / volume (50 pL reacéo)

B-globina AAV HPV
dXTP 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM
Tampéo de reacéo (10X) 5ulL 5uL 5uL
MgCl, 50mM 1,5mM 1,5mM 1,5 mM
Iniciadores 0,32 uM 0,32 uM 40 pmol
0,32 uM 0,32 uM 40 pmol
Taq polimerase 0,05 uds 0,05 uds 0,1 uds
DNA (amostra) 4 uL 10 uL 10 uL

Quadro 8. Mistura para PCR para o gene g-globina, AAV e HPV.
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Descricdo do programa

Fase do programa p-globina AAV (2, 3,5) AAV5 HPV (40 ciclos)
Tempo °C Tempo | °C | Tempo | °C | Tempo °C
Desngtqragéo 2 min 94 2 min 94 2 min 94 5 min 94

inicial

4 Desnaturacéo 20s 94 1 min 94 1 min 94 1 min 94
2 | Anelamento 30s 50 | 3min | 62 | 30s | 55 | 1min 55
® Extenséo 30s 72 1 min 72 45 s 72 1 min 72
Extenséo final 10 min 72 10min | 72 | 10min | 72 | 10 min 72

Quadro 9. Programas de amplificacéo para o gene -globina, AAV (2, 3 e 5), AAV5 e HPV.

4.8.2.2 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

RFLP foi realizada a fim de discriminar os tipos AAV2, 3 e 5, nas amostras positivas

para AAV, conforme previamente descrito (Freitas, 2009) com as enzimas Haelll e

Sau3Al (Quadro 10).

As reacbes de digestdo foram realizadas com aproximadamente 3ug de DNA

proveniente dos amplicons das amostras positivas para AAV na nPCR (158 pb) em
10 yL de tampéao de digestdo (100 mM NaCl; 10 mM MgCl,; 10 mM Tris-HCI pH 7,5;

10 mM B-mercaptoetanol) com 5 uds de cada enzima de restrigdo, com incubacéo a

37°C durante 12 horas. A reacao foi observada, sob luz UV, ap0s eletroforese em

gel de agarose a 3%, corado com EtBr a 5ug/mL.
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Fragmento obtido apés digestao
Tipo AAV enzimética
Haelll Sau3Al
123 pb
AAV2 35 pb 158 pb
104 pb
AAV3 158 pb 36 pb
18 pb
AAV5 158 pb 158 pb

Quadro 10. Determinagdo do tipo de AAV por RFLP, conforme padrdo de digestdo com

enzimas de restricao.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados das pacientes foram armazenados de forma anénima num banco de
dados criado no programa SPSS — data entry (Statistical Package for the Social
Sciences) versdo 17. Foram realizadas analises de frequéncia para as variaveis
categoricas e calculo de média e desvio-padrdo para variaveis continuas. As taxas
foram calculadas para a frequéncia dos dados acumulados. As associacdes com as
variaveis demograficas foram inicialmente testadas por meio de testes de qui-
qguadrado, com correcdo de Yates ou teste de Fisher, quando apropriado. A
incidéncia acumulada e a resolucdo da infeccdo pelo HPV foram calculadas
considerando o nimero de casos novos e suas proporcdes. Analise multivariada de
regressao logistica multinominal foi utilizada para estimar o efeito da infec¢do mista
AAV-HPV.

O diagnéstico do AAV e da presenca de infeccdo mista foram realizados sem o

prévio conhecimento dos resultados para HPV ou de citologia.

O grau de concordancia das técnicas de detec¢édo de HPV foi avaliado calculando-se
o coeficiente kappa.

4.10 DEFINICAO DE PERSISTENCIA DA INFECCAO E PROGRESSAO DA LESAO

Em relacdo a persisténcia da infeccéo, ou seja, presenca ou auséncia de DNA do
virus nos dois momentos de coleta, realizou-se a seguinte classificacdo: i) infecgéo
persistente, quando foi positiva nas duas coletas; ii) infec¢ao resolvida, positiva na 12

coleta e negativa na 22; iii) nova infeccao, quando negativa na 12 coleta e positiva na
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2%; iv) negativa, quando foi negativa nas duas coletas (Quadro 11) (Sammarco et al.,
2013).

A partir dos dados citolégicos encontrados nas duas coletas, o desfecho da leséo foi
classificado como: (i) regressdo, quando houve diminuicdo do grau da leséo; (ii)
progresséo, quando houve aumento do grau da lesao; (iii) persisténcia, quando o
grau da lesdo se manteve nos dois momentos e; (iv) normal, quando a citologia foi

normal em ambas as coletas. Segue exemplo no Quadro 12.

Classificacéo da infeccdo | 12 coleta | 22 coleta
Infeccéo persistente + +
Infeccéo resolvida + -
Nova infec¢éo - +
Negativa - -

Quadro 11. Definicdo do desfecho da infeccéo.

Citologia/ biépsia
Desfecho
12 coleta 22 coleta
NIC3 NIC1 Regressado
NIC2 Cain situ Progressédo
NIC1 NIC1 Persisténcia
Normal Normal Normal

Quadro 12. Exemplo de definicdo de desfecho da leséo.



5 RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 AMOSTRAS

No periodo de abril de 2010 a outubro de 2011 foram coletadas 281 amostras
cervicais de mulheres que aceitaram participar da pesquisa, denominadas em todo o
texto como “amostras de 12 coleta”. As amostras de seguimento, ou seja, das
mulheres que voltaram para uma nova coleta um ano apés a primeira visita, estao
denominadas como “amostras de 22 coleta”. Das 281 pacientes convidadas a
realizar o acompanhamento no ambulatério, 156 retornaram, das quais foram
obtidas as amostras de 22 coleta. Os resultados seréo apresentados para os dois
momentos de coleta separadamente, enquanto que para a analise de coorte, serdo
utilizadas apenas as amostras que tiveram as duas coletas realizadas. O estudo de
corte transversal realizado no primeiro momento, em relagdo ao HPV esta descrito
no Apéndice A (Boldrini et al., 2014).

5.2 DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS, COMPORTAMENTAIS E CLINICOS

A partir de questiondrio estruturado (Anexo 1) foram obtidos os dados socio-
demograficos, comportamentais e clinicos da populacdo de estudo, previamente
apresentados (Boldrini et al., 2014; Apéndice A). Estes dados estardo apresentados

em relacdo a prevaléncia de AAV no item 5.8.

5.3 CITOLOGIA

Os resultados dos exames citopatoldégicos dos espécimes cervicais obtidos na
primeira e segunda coletas foram divididos em trés grupos, conforme aspecto celular
observado (Tabela 1). O desfecho da lesdo, a partir dos resultados citopatologicos
de 12 e 22 coletas, estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 1. Distribuicdo das amostras em relacdo ao exame citopatolégico nas amostras de 12 coleta e
22 coleta.

Grupo
citolégico

Amostras Amostras

Alteragoes celulares 12 coleta (n=281) 22 coleta (n=156)

- sem alteragéo
Grupo 1 - com alteragdes celulares benignas 161 (57,3%) 76 (48,7%)
incluindo inflamacgé&o

- LSIL, compreendendo aquelas com
efeito citopatico pelo HPV,

Grupo 2 _NIC 65 (23,1%) 18 (11,5%)
- ASC-US; ASC-H, AGC
- HSIL

Grupo 3 -NIC II 55 (19,6%) 11 (7%)
-NIC I

Sem o

resultado ) 51 (32,7%)

LSIL: lesao intraepitelial de baixo grau; HSIL: lesdo intraepitelial de alto grau; NIC: neoplasia
intraepitelial de grau 1 (NIC I), grau 2 (NIC Il) e grau 3 (NIC IIl); ASC-US: células escamosas atipicas
de significado indeterminado; ASC-H: células escamosas atipicas, em que ndo se pode afastar leséo
de alto grau; AGC: atipia de células glandulares.

Tabela 2. Desfecho da lesdo , baseada nos resultados de 12 coleta e 22 coleta.
Desfecho Citologia
Normal Regressdo Persisténcia Progressdo Sem result. Total

Citologia 12 coleta

Grupo 1 36 0 0 10 40 86
Grupo 2 0 23 6 2 6 37
Grupo 3 0 22 2 4 5 33

Total 36 45 8 16 51 156
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5.4 AMPLIFICACAO DO GENE S-GLOBINA

Amplificacdo do gene p-globina foi realizada como controle de extracdo do acido
nucleico apenas nos casos negativos na PCR de HPV, sendo positiva em todas as

amostras (Figura 14).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

400 pb -
300 pb -
200 pb -
100 pb —>

<—340 pb

Figura 14. Produto de amplificagcdodo gene S-globina. Eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
corado com EtBr, do produto de amplificacdo de 340 pb do gene S-globina, utilizando iniciadores
9/22 e 13/22. Col 1: padrdo de peso molecular (100 pb); Col 2-9: amostras positivas; Col 10:
amostra fracamente positiva; Col 11: controle negativo (extracao de agua).

5.5 DETECCAO DE DNA DO HPV

DNA do HPV foi detectado em 55,8% (157/281, Figura 15) das amostras de
secrecdo cervical de 12 coleta, por PCR e Captura Hibrida (Boldrini et al., 2014;
Apéndice A). O resultado de deteccdo do HPV na 12 coleta seréa considerado, neste
estudo, apenas em relacdo a prevaléncia de AAV (item 5.8) e em comparacao ao
resultado das amostras de 22 coleta. A andlise de prevaléncia do HPV bem como
sua relacdo com o perfil comportamental das mulheres participantes da pesquisa
foram apresentadas previamente ((Boldrini et al., 2014; Apéndice A). Nas amostras
de 22 coleta (n=156) foram detectados DNA de HPV em 57 amostras (36,5%)
(Tabela 3).

400 pb — & <450 pb

300 pb —
200 pb —
100 pb —

Figura 15. Produto de PCR para HPV. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com EtBr,
do produto de amplificagdo de 450 pb do DNA do HPV através de PCR, utilizando os iniciadores
PGMY09 e PGMY11. Col 1: padrédo de peso molecular (100 pb); Cols 2, 6 e 7: amostras positivas
para HPV; Cols 3, 4 e 5: amostras negativas; Col 8: controle negativo de reacéo.
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Tabela 3. Deteccdo de HPV em ambas as coletas.

22 coleta
Deteccédo HPV Total
+ - NR

+ 44 50 63 157
12 coleta
- 13 49 62 124

Total 57 99 125 281

NR: 22 coleta nao foi realizada.

Como foram utilizados dois métodos de deteccdo molecular para HPV nas amostras
de 12 coleta, os resultados de ambos o0s testes foram comparados, sendo
coincidentes em 70% dos casos (110/157), com indice de concordancia kappa de
0,66, considerado bom (Tabela 4).

Tabela 4. Comparacao dos resultados obtidos para a frequéncia de HPV
pelas técnicas de PCR e captura de hibridos.

Captura hibrida (%)

PCR TOTAL
+ - kappa
+ 110 (39,1) 32 (11,4) 142
0,66
- 15 (5,3) 124 (44,1) 139
TOTAL 125 156 281

Considerando os casos positivos para HPV divididos nos grupos de baixa (<100
pg/mL) e alta (=100 pg/mL) carga viral, os da classe LR-HPV foram detectados em
sua maioria com baixa carga viral (Tabela 5), e ainda observou-se que a persisténcia
ou progressado da lesdo nao diferiram em relacdo a carga viral; mas 63% dos casos
gue permaneceram sem ou com regressao da lesdo ocorreram nos de baixa carga
viral (Tabela 6).

Tabela 5. Valores de URL obtidos das amostras positivas na captura hibrida.

URL (pg/mL)

Classe HPV <100 >100
LR 24 (80%) 6 (20%)
HR 64 (57%) 48 (43%)

LR: HPV de baixo risco (low risk); HR: HPV de alto risco (high risk).
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Tabela 6. Valores de URL obtidos das amostras positivas na captura hibrida para
HR-HPV e rela¢do com desfecho da citologia.

URL Desfecho da citologia
HR-HPV N = — =
ormal + Regressao Persisténcia + Progressédo s/ result.
<100 26 (63%) 08 (47%) 30
2100 15 (37%) 09 (53%) 24
Total* 41 17 54

* Quatro amostras sem o valor de URL.

5.6 GENOTIPAGEM DE HPV

Considerando os resultados de RFLP e RLB do total de amostras positivas para
HPV na 12 coleta (n=157), foram identificados 32 tipos, sendo 13 casos nao tipados
ou HPV-X (Gréfico 1) (Boldrini et al., 2014; Apéndice A). Classificacdo em risco
determinou 90,3% (130/144) como HR-HPV e 9,7% (14/144) como LR-HPV.

Comparando-se as duas metodologias utilizadas nas amostras de 12 coleta, RFLP
identificou sete tipos nao identificados na RLB, enquanto a RLB identificou 4 tipos
nao identificados pela RFLP. O método de RFLP possibilita a identificacao ilimitada,
ou seja dos tipos de HPV mucosos descritos e ainda de novos tipos de HPV (Figura
16). Entretanto, existe uma limitacdo visual na distincdo dos fragmentos no caso de
infeccbes mistas e ainda a quantidade de DNA pode limitar a visualizacdo dos
fragmentos. Ja a determinacao de infec¢des mistas na RLB é facilitada, uma vez que
a identificacao dos tipos néo se sobrepdem (Figura 17), portanto infeccdo mista com
até 3 tipos foi identificada por RFLP, enquanto amostras com até 5 tipos foram
identificadas por RLB. Os tipos foram coincidentes em 59% dos casos, sendo que

em 30% destes, a RLB identificou outros tipos, além dos coincidentes.

Do total de casos positivos para HPV nas amostras de 22 coleta (57/156), 48
amostras tiveram seus tipos determinados, com 28 diferentes gendétipos, sendo
91,7% (44/48) HR-HPV e 8,3% (4/48) LR-HPV. Em nove amostras o tipo de HPV
nao pdde ser determinado, portanto 15% das amostras foi classificado como HPV-X
(Grafico 1). Os tipos de HPV presentes nas duas coletas e sua relagdo com a

citologia estdo demonstrados nas Tabelas 7 e 8, respectivamente.



59

16
58
18
52
31
82
53
51
42
66
35
70
54
26
83
73
59
56
55
45
44
33
89
67
57
84
69
68
11

62
61
40
39

10

15

20

25

30

35

40

45

m Coleta 1

H Coleta 2

Gréfico 1. Prevaléncia dos tipos de HPV identificados na 12 (157/281) e 22 coletas (57/156). No eixo
X observa-se a frequéncia de casos positivos para cada tipo de HPV, no eixo Y, os tipos de HPV

identificados.
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Figura 16. Produto de digestédo especifico para tipos mucosos de HPV com enzimas BamHl,
Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl, Rsal, Sau3Al. Em infec¢do simples: A) HPV16; B) HPV31; C) HPV52;
D) HPV58; E) HPV70; em coinfecgdo: F) HPV53 (azul e verde) + HPV 66 (amarelo e verde);
G) HPV52 (verde e marrom) + HPV70 (laranja e marrom); H) HPV16 (azul e roxo) + HPV31
(vermelho e roxo). Cada coluna indica o produto de digestdo do amplicon de 450 pb com a
respectiva enzima indicada. C-: amplicon sem adicdo de enzima de restricdo. Amostras A, C,
D, F e H (peso molecular de 100pb) e B, E e G (peso molecular de 50pb).
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Figura 17. Filme radiogréfico revelado apés de reacdo de hibridizagdo em linhas (RLB) para
genotipagem de HPV. Linhas verticais indicam as amostras e as horizontais os tipos de HPV
pesquisados (esquerda). Ex: amostra nimero 40 apresenta gendtipos 18, 42, 52, 59, 82

Tabela 7. Classificagéo em risco dos tipos de HPV identificados na 12 e 22 coleta.

HPV 12 coleta 22 coleta Casos novos
LR-HPV 14 (9%) 04 (7%) 2 (10%)
HR-HPV 130 (83%) 44 (77%)

HPV16 46 (35%) 14 (32%) 7 (37%)

outros 80 (65%) 30 (68%) 10 (53%)

HPV-X 13 (8%) 09 (16%) 0
HPV total* 157 57 19

* Os valores ndo equivalem ao total, devido aos casos de infecgdo mista
LR-HPV: HPV de baixo risco; HR-HPV: HPV de alto risco; HPV-X: tipo ndo determinado

Tabela 8. Classificagéo em risco dos tipos de HPV identificados nas duas coletas
do estudo em relacéo a citologia.

HPV

Citologia* 12 coleta 22 coleta
HR LR X HR LR X
Grupo 1 45 10 11 22 3 2
Grupo 2 35 4 2 8 0 0
Grupo 3 50 0 0 7 1 0
Sem resultado - - 7 0 7
Total 130 14 13 44 4 9

* Grupo 1: amostras com citologia normal, alteragées inflamatérias brandas;
Grupo 2: amostras com les@es de baixo grau como NIC1, LSIL, ASCUS, AGUS;
Grupo 3: amostras com les@es de alto grau, NIC2/3, carcinoma in situ/invasivo.
LR: HPV de baixo risco; HR: HPV de alto risco
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5.7 ANALISE DE VARIANTES DE HPV16

O estudo da andlise de variantes de HPV16 foi aceito para publicacdo na revista
PlosOne (Freitas et al., 2014; Apéndice B), e sera brevemente apresentado a seguir

com informacdes complementares.

Todas as 46 amostras de HPV16 (12 coleta) foram submetidas a amplificacdo do
genoma completo e destas, o produto completo foi obtido de 32 e parcial de seis.
Todas as sequéncias nucleotidicas, completas e parciais, foram comparadas com
sequéncias prototipo de cada linhagem/sublinhagem de variantes de HPV16. Analise
filogenética classificou 65,8% (n=25) das amostras como variante europeia
(linhagem A) e 34,2% (n=13), como néo-europeia (linhagens B, C e D).

Em relacdo a citologia foi demonstrado um risco de 4,6 vezes (OR 4,66; IC 1,07-
20,2) de desenvolvimento de lesdo de alto grau nas amostras em que foram

identificadas as variantes NE (ndo-europeias) (Tabela 9).

Foram identificadas 393 alteracdes nucleotidicas pontuais em todas as amostras
sequenciadas, completa ou parcialmente (dados ndo mostrados). Algumas destas
substituicGes podem ser resultado de erro na incorporacao dos nucleotideos durante
amplificacédo, portanto apenas as substituicdes que ocorreram em pelo menos trés
amostras estdo demonstradas no Apéndice C. Estas alteragdes ocorreram em 170
posicoes, sendo 41 delas em regido ndo codificadora (NCR2/URR). Dentre as
alteracdes ocorridas nas ORFs, 73 foram sindnimas, mais frequente em L1, E4 e E7,
as 56 nao-sinbnimas foram encontradas mais frequentemente em E2, E5 e E6
(Tabela 10, Apéndice C).



Tabela 9. Distribuicdo das variantes de HPV16 em relacdo ao diagnéstico citoldgico.

HPV16
Citologia E NE Total
<NIC3 20 06 26
NIC3 + 05 07 12
Total 25 13 38

< NIC3: grupo controle (citologia normal e NIC1 e 2); NIC3 +: grupo caso
(NIC3 ou Ca in situ ou invasor); E: variante europeia de HPV16;
NE: variante ndo-europeia de HPV16.

Tabela 10. Relagdo das altera¢es nucleotidicas e sua localizagao génica.

Regido do Alterac¢des nucleotidicas
genoma* Total Sinénima N&o-sindnima
E6 9 4 5
E7 4 3 1
El 29 22 10
E2 23 7 16
E4 9 6 3
E5 7 3 4
L2 31 19 12
L1 18 13 5
NCR2 20 - -
LCR 21 - -
Total 170 73 56

* Regido no genoma do HPV: E, regido precoce; L, regido tardia;
NCR?2, regido nao-codificadora 2; LCR: regido longa de controle.
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5.8 DETECCAO E TIPAGEM DE AAV

As reacdes de nPCR revelaram 30% (84/281) das amostras de 12 coleta positivas
para o AAV e 27% (42/156) positivas a partir do total de amostras obtidas na 22
coleta (Figura 18, Tabela 11). Um ano apés o primeiro resultado de infeccdo por
AAV, 10% (16/156) das infeccOes persistiram, enquanto 23% (36/156) se
resolveram. J& entre casos negativos para a infeccdo de AAV no primeiro momento,
17% (26/156) apresentaram infeccdo na 22 coleta, enquanto 50% (78/156)
permaneceram negativas. Na Tabela 12 pode ser observada a relacdo do desfecho

da infeccao por AAV com o desfecho da citologia.

«158 pb

Figura 18. Produto de amplificacdo por nPCR para AAV2, 3 e 5 das amostras
clinicas. Amplicon de 158 pb do DNA do AAV através de nPCR, utilizando os
iniciadores Nestl e Nest2. Col 1: padréo de peso molecular (123 pb); Cols 2 e 5:
amostras positivas; Cols 3 e 4: amostras negativas; Col 6: controle negativo de reacao.

Tabela 11. Resultados para AAV em relacao a citologia nos dois momentos de coleta.
Resultados de AAV de 22 coleta relativos aos resultados de citologia de 22 coleta.

AAV n (%)
Citologia* 12 coleta 22 coleta
+ - + -

Grupo 1 47 (56) 113 (57) 22 (52) 54 (47)
Grupo 2 18 (21) 47 (24) 08 (19) 10 (09)
Grupo 3 19 (23) 37 (19) 02 (05) 09 (08)
Sem result - - 10 (24) 41 (36)
Total 84 (30) 197 (70) 42 (27) 114 (73)

*Grupo 1: amostras com citologia normal, alterag6es inflamatérias brandas;
Grupo 2: amostras com lesdes de baixo grau como NIC1, LSIL, ASCUS, AGUS;
Grupo 3: amostras com lesdes de alto grau, NIC2/3, carcinoma in situ/invasivo.
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Tabela 12. Desfecho da infeccdo por AAV em relacdo ao desfecho da citologia.

Desfecho da infeccéo por AAV**

Desfecho da citologia* Total
Negativa  Resolu¢cdo  Nova Infecgéo Persisténcia
Normal 13 10 10 3 36
Regresséao 19 14 5 7 45
Persisténcia 4 2 1 1 8
Progresséo 9 2 3 2 16
s/ resultado 33 8 7 3 51
Total 78 36 26 16 156

*Normal, quando a citologia foi normal em ambas as coletas; Regressdo, quando houve diminui¢éo do grau da leséo;

Persisténcia, quando o grau da lesédo se manteve nos dois momentos; Progresséo, quando houve aumento do grau da leséo;
S/ resultado, quando néo foi obtido o resultado das amostras de 22 coleta.
** Negativa, negativa nas duas coletas; Resolugdo, amostra positiva na 12 coleta e negativa na 2%; nova infeccdo, quando

negativa na 12 coleta e positiva na 22; Persisténcia, quando infeccao foi positiva nas duas coletas.

A frequéncia de AAV foi analisada em relacdo aos dados obtidos no questionario,

sendo que apenas idade maior de 15 anos na 12 gestacao esteve significantemente
relacionada (Tabelas 13, 14 e 15).

Tabela 13. Dados demograficos das pacientes atendidas no ambulatério de patologia do
HUCAM de acordo com a frequéncia de AAV (n=281).

AAV n (%)
Variaveis + - Valor p
Idade (anos)
19-29 27 (32) | 43(22)
30-49 43 (51) | 104 (53) | 0,10
> 50 14 (17) | 50 (25)
Escolaridade (anos)
0-4 25 (30) | 45 (23)
5-8 22 (26) | 52 (26) 0,63
29 37 (44) | 100 (51)
Estado marital
Solteira 20 (24) | 41 (21)
Casada 50 (60) | 122 (62) | 0,85
Separadalvidva 14 (16) | 34 (17)
Renda familiar
Até 3 SM* 59 (70) | 139 (70) 100
Mais 3 SM 25 (30) | 58 (30) '

* SM= salario minimo brasileiro em 2011 (R$545,00)



Tabela 14. Dados comportamentais da populacdo estudada.

Variaveis " AAV N (%)_ Valor p
Tabagismo
Sim 31 (37) 73 (37) 1,00
Nao 53 (63) 124 (63)
Uso drogas ilicitas
Sim 1(1,2) 10 (5) 0,18
Nao 83(98,8) | 187 (95)
Idade 1° coito
<15 anos 13 (16) 21 (11) 0,31
=15 anos 71 (84) 175 (89)
N° parceiros / vida
Mais 1 parceiro 65 (77) 149 (76) 0,88
1 parceiro 19 (23) 48 (24)
N° parceiros/ultimo ano
Mais 1 parceiro 9 (11) 11 (5,6) 0,13
1 parceiro 75(89) | 186 (94,4)
Uso de preservativos
Sim 18 (21) 48 (24) 0,64
Nao 66 (79) 149 (76)
Pratica de coito anal
Sim 26 (31) 61 (31) 1,00
Nao 58 (69) 136 (69)
Histéria de DST
Sim 17 (25) 26 (13) 0,14
Nao 67 (75) 171 (87)

Tabela 15. Dados clinicos da populagao estudada.

Variaveis " AAV D (%? Valor p
Histoéria de gravidez
Sim 68 (81) | 166 (85) 0,48
Nao 16 (19) | 30(15)
Idade 1?2 gestacdo*
<15 anos 4 (6) 1(0,6) 0,03
=15 anos 64 (94) | 161 (99,4
Namero filhos
Nenhum 18(21) | 34(@7) 0,71
1-3 filhos 52 (62) | 128 (65)
2 4 filhos 14 (17) | 35(18)

* Referente as 244 mulheres que engravidaram.
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O teste de digestdo enzimética (RFLP) produziu fragmentos que corresponderam ao
AAV2 em todas as amostras positivas para AAV, tanto na 12 quanto na 22 coleta.
(Figura 19).

PM  Haelll Sau3Al C-

«— 158 pb
150 pb —

100 pb — «—123 pb

50pb —

«—35pb

Figura 19. Digestdo enzimética dos amplicons positivos para AAV. Eletroforese em gel de
agarose a 3,0% corado com EtBr, do produto da nPCR para AAV2, 3 e 5 apo6s digestdo com
enzimas de restricdo Haelll e Sau3Al. Col 1: padrdo de peso molecular (100 pb); Col 2:

fragmentos de 123 pb e 35 pb obtidos por digestdo com Haelll; Col 3: amplicon ndo digerido com
Sau3Al.

5.9 INFECCAO MISTA AAV-HPV

Infeccdo mista AAV-HPV ocorreu em 18% (51/281) e em 11,5% (18/154) do total de
amostras de 12 e 22 coletas, respectivamente (Gréfico 2). Das amostras positivas
para AAV, 61% (51/84) de 12 coleta e 43% (18/42) de 22 coleta foram HPV positivas
(Tabela 16); enquanto que, das amostras positivas para HPV, 33% (51/157) de 12
coleta e 31,5% (18/57) de 22 coleta foram AAV positivas (Tabela 16). A relacdo da

infeccdo mista e citologia estdo apresentadas na Tabela 17.

Tabela 16. Distribuicdo dos casos positivos e negativos de AAV em relacdo ao HPV nos
espécimes cervicais de 12 coleta (n=281) e 22 coleta (n=156).

AAV

12 coleta 22 coleta
HPV + - + -

+ 51 (61%) 106 (54%) 18 (43%) 39 (34%)
- 33(39%) 91 (46%) 24 (57%) 75 (66%)
Total 84 197 42 114
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Grafico 2. Infec¢@o por AAV e HPV nas duas coletas.

Foi

Tabela 17. Prevaléncia de infec¢@o mista AAV-HPV em relagdo ao exame citopatolégico.

Infeccdo mista AAV-HPV (%)

Citologia " Total
Grupo 1 25(39,1) 136 (60,9) 161
Grupo 2 11 (59,1) 54 (40,9) 65
Grupo 3 19 (94,1) 37 (5,9) 55

Total 51 227 281

realizada analise de regressdo multinominal para avaliar o risco de

desenvolvimento de lesdes induzidas por HPV em relacdo a presenca do AAV

(Tabela 18), onde foi demonstrado que a presenca do AAV reduziu em 1,3 vezes a

chance de desenvolvimento de leséo intraepitelial de alto grau (Grupo 3) em relacéo

as mulheres negativas para AAV (p<0,001).

Tabela 18. Andlise da presenca ou auséncia de AAV nas amostras positivas para HPV em

relagdo aos achados citologicos.

OR (IC 95%)

Citologia

AAV+/HPV+ AAV-/HPV+
Grupo 3 2,6 (1,4-5,5) 3,3(2,0-6,6)
Grupo 2 1,1(0,5-2,5) 25(1,4-33)

Grupo 1 1 (ref) 1 (ref)
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6 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou a infec¢cdo por AAV e HPV em mulheres com diferentes
graus de lesdo de cérvice uterina, em dois momentos, objetivando evidenciar a
relacdo entre as infeccBes virais e a evolugdo das lesdes cervicais. Além disso,
realizou levantamento dos tipos de HPV presentes na populagdo de estudo, assim

como de variantes de HPV16 e sua relacdo com lesédo cervical.

As taxas de incidéncia de cancer no Brasil, apontam o cancer de colo de utero
(CCU) em terceiro lugar, podendo chegar a ser o primeiro na regido Norte (INCA,
2013). Os HPV de alto risco (HR-HPV) séo reconhecidamente caracterizados como
agentes causadores de CCU. Na maioria dos casos, a infeccdo por HPV é transitéria
e cofatores como idade da paciente, tipo e persisténcia viral favorecem o
desenvolvimento de malignidade. Algumas variantes génicas de HPV16 e 18
apresentam um maior potencial maligno. Infec¢cdo mista por AAV e HPV pode ser
encontrada com certa frequéncia no trato genital e ambos os virus podem interferir
no ciclo replicativo um do outro, com proteinas do AAV inibindo a replicacdo do HPV,
consequentemente diminuindo a possibilidade de progressdo maligna na cérvice

induzida por este.

6.1 FREQUENCIA DE HPV

Neste estudo, as metodologias moleculares PCR e captura de hibridos foram
utilizadas para deteccao e tipagem de HPV em espécimes cervicais, paralelamente
ao exame citolégico, e o indice kappa demonstrou boa concordancia entre ambas.
Porém, o ensaio de captura de hibridos deixou de detectar 20% das amostras
positivas para HPV, destes, 14 casos apresentavam lesdes cervicais, incluido duas
mulheres com lesédo de alto grau. Estudos de meta-analise indicam que o teste de
HPV tem melhor performance que repetidas citologias (Gillison et al., 2012), mas
carece de especificidade para lesdo. Portanto, o uso da citologia é essencial em
conjunto ao teste de HPV ou seguindo deteccdo de HR-HPV, como tem sido o
protocolo em alguns paises. Ensaios clinicos randomizados, realizados com
mulheres com mais de 30 anos de idade, mostraram uma diminui¢cdo na detecc¢éo de
HSIL no segundo round da triagem apds ter usado teste molecular e citologia

combinados, quando comparado com uso da citologia apenas (Naucler et al., 2007;
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Bulkmans et al., 2007; Kitchener et al., 2009; Rijkaart et al., 2012). Nos Estados
Unidos j& existe a recomendacdo para o uso do co-teste (citologia + teste para
HPV), a partir de marco de 2012, em mulheres com idade entre 30 e 65 anos
(Moyer, 2012). Uma meta-andlise publicada recentemente demonstrou que O0s
estudos de triagem com a realizacdo do co-teste aumenta a taxa de deteccéo de
NIC2+ e diminui significativamente as taxas de deteccdo subsequente de NIC2+ ou
NIC3+, quando comparado com a triagem baseada apenas na citologia (Bouchard-
Fortier et al., 2014). Além disso, o custo na inclusdo do teste molecular na rotina se
mostrou mais econdmico se comparado aos custos com tratamento e
acompanhamento de mulheres com leséo de alto grau e cancer cervical (Ostensson
et al., 2013). Testes moleculares podem ainda ser utilizados no acompanhamento de
mulheres tratadas, uma vez que estas tem um maior risco de recorréncia (Kjaer et
al., 2001). A taxa de recorréncia de HSIL, num periodo de 2 anos, varia numa média
de 8%, e o risco de recorréncia é ainda maior em mulheres acima de 50 anos (Kjaer
et al., 2001).

O teste de captura de hibridos pode ser considerado um teste semi-quantitativo, ja
gue se pode estimar a carga viral a partir dos resultados de unidades relativas de luz
(URL) emitidas por mL de amostra. Neste estudo, a carga viral obtida nas amostras
positivas para HR-HPV, indicou que 60% dos casos de regressdo da lesdo
ocorreram em casos com baixa URL (<100 pg/mL). De fato, considera-se que haja
um maior risco para progressdo oncogénica 0s casos que apresentam elevada carga
viral (Sarian et al., 2003; Tulio et al., 2007; Gravitt et al., 2007; Mufioz et al., 2009).

Nao somente a presenca de HPV em espécime cervical seguido por citologia traz
em si um incremento na sensibilidade de deteccdo de lesbes, quanto mais
importante ainda, é que o tipo viral seja caracterizado como sendo ou ndo de alto
risco. Neste sentido, os métodos utilizados para determinacédo do gendtipo de HPV
neste estudo, RLB e RFLP, apresentam ambos vantagens e desvantagens.
Comparando-se os métodos de tipagem utilizados, a sensibilidade de RLB foi maior,
principalmente por se tratar de um método de hibridizacdo, ou seja, o produto de
PCR pode ser confirmado a partir da hibridizacdo com sondas especificas. Outra
vantagem da RLB é a possibilidade de identificar infeccbes multiplas, o que torna-se
muito dificil na RFLP, pela quantidade de fragmentos digeridos. Além disso a

possibilidade de se trabalhar com até 45 amostras de uma so6 vez, faz da RLB um
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método muito eficiente na vigilancia epidemiol6gica. Entretanto, justamente por
utilizar sondas especificas para certos tipos de HPV, aqueles tipos ndo investigados
nao serdo detectados. O conhecimento/monitoramento dos tipos de HPV presentes
na populacdo € de grande importancia, principalmente na era pés-vacinal, em que
0s tipos presentes nas vacinas podem desaparecer por pressao seletiva e portanto,
outros tipos podem destacar-se como prevalentes.

De um modo geral os HR-HPV sédo os de maior prevaléncia na literatura mundial,
descritos em frequéncia que podem variar de 42% a 86% (Coser et al., 2013,
Miranda et al., 2012, Lippman et al., 2010; Mollers et al., 2012; Perrons et al., 2005;
Sammarco et al., 2013; Stevens et al., 2009). Este fato também foi observado no
presente estudo, que os evidenciou em frequéncia ainda maior nas amostras de
ambas as coletas (93% e 92%) sendo os cinco tipos mais frequentes de ambas as

coletas de alto risco oncogénico (16>58>52>53>51).

O HPV16, o mais prevalente tanto na primeira como na segunda coleta (19% e
22%), foi detectado em diferentes cidades no Brasil com frequéncia variando entre
18,6 - 52,2% (Mattos et al., 2011; Rosa et al., 2008; Oliveira et al., 2010; Castro et
al., 2011; Baldez da Silva et al., 2012). Na realidade, com excecéo da Africa Oriental,
China, Japéo e Taiwan, o HPV16 € o tipo mais prevalente em todo mundo (Clifford et
al., 2005; Ripabelli et al., 2010; Wu et al., 2010). Estudos com amostras da América
do Sul apontam também o HPV58 como o segundo tipo de HPV mais
frequentemente detectado. O HPV18, o 3° mais frequente nos casos de 12 coleta, foi
detectado em apenas 1 caso de 22 coleta, o que pode ser devido ao nimero menor
de amostras obtidas. Apesar deste tipo estar fortemente associado com casos de
CCU, sua prevaléncia é menor na América do Sul e Central em relacdo aos demais

continentes (Mufioz et al., 2004).

Apesar de comum, a maioria das infec¢coes por HPV é transitoria, ou seja, de
resolucdo espontanea, e apenas uma pequena propor¢cdo de mulheres continua
positiva para o mesmo tipo de HPV apds seis a 12 meses (Franco et al., 1999;
Hildesheim et al., 1994; Ho et al., 1998; Molano et al., 2003; Moscicki et al., 1998;
Richardson et al., 2003). Considerando o desfecho da infec¢do por HPV no presente
estudo, a resolucdo ocorreu em 32% dos casos, um ano apos a detecc¢ao inicial. De
um modo geral, entre 10 e 60% das mulheres com infeccdo pelo HPV ainda estara

com o mesmo tipo viral um ano mais tarde, e menos da metade continuara a ser
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positiva apds 12 meses (Richardson et al., 2003; Woodman et al. 2001). Entretanto,
ndo esta claro se ocorre completa resolugdo da infec¢cdo ou se o virus permanece

latente nas células basais, dificultando sua deteccéo (Trottier & Franco, 2006).

Considerando o desfecho da leséo citoldgica, foi observado que a infec¢cdo por HPV
foi transitéria em mais de 40% dos casos de regressao da lesé@o. Este fato pode ser
interpretado como uma infecc¢éo transitoria de fato, ou como resultado do tratamento
da lesdo. Como o meétodo molecular apresenta alta sensibilidade mas baixa
especificidade para lesdo cervical, o exame cito-histopatolégico ganha uma
importancia destacada em evidenciar as lesbes induzidas por HPV, conforme
destacado por outros estudos (Castle & Cremer, 2013; Ostensson et al., 2013; RossSi
et al., 2014).

Foi observada uma incidéncia de 8,4% (13/156) de amostras com tipos distintos de
HPV dos encontrados na 12 coleta. Estudos de Mollers et al. (2012) encontraram
taxas de 59% de incidéncia de diferentes tipos, ap6s um ano da primeira deteccao.
Entretanto, ndo € possivel distinguir se estes casos se tratam de uma reativacao de
uma infeccdo latente, como mencionado anteriormente, ou de nova infeccdo com
distintos tipos de HPV. Infec¢des por HR-HPV tendem a persistir mais tempo do que
por LR-HPV (Richardson et al., 2003; Woodman et al. 2001). A provavel
persisténcia, ou seja, encontro do mesmo tipo viral nos dois momentos de coleta,
ocorreu em 28,2% dos casos, sendo os HR-HPV encontrados na maior parte deles
(94%). E importante considerar que, para os tipos mais comuns de HPV, como
HPV16, é praticamente impossivel distinguir infec¢do persistente de uma reinfeccéo
pelo a partir do mesmo ou de parceiro sexual diferente. A persisténcia viral esta
intimamente relacionada as lesdes uterinas e, neste estudo, foi demonstrado que
nos casos de progressao da lesdo, 62,5% ocorreram nos casos de persisténcia da

infeccéo.

Diversos estudos relataram frequéncias variaveis de infec¢bes mistas de HPV, de
10% a 80%, que podem ser devido a fatores geogréficos, étnicos, comportamentais
e também de sensibilidade das técnicas utilizadas para a genotipagem (Schmitt et al,
2010; Spinillo et al, 2009;. Trottier et al, 2006). Este tipo de infeccdo foi um achado
comum nas amostras de ambas as coletas que apresentaram até cinco tipos
distintos de HPV. O papel das infec¢cdes mistas na duragdo de uma infeccdo nao

esta claro, no entanto, Ho et al. (1998) e Perrons et al. (2005) encontraram
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associacao destas com infecgéo persistente. Neste estudo as infecgcdes mistas nao
estiveram associadas com nenhum desfecho de citologia, embora o nimero de

amostras nao tenha sido para esta analise.

Estudos demonstraram que a probabilidade de regresséo de casos de NIC 1 (LSIL),
2 e 3 (ambos HSIL) ndo tratadas sdo de 60%, 40% e 33%, respectivamente;
persisténcia da lesdo ocorre em 20-30% de NIC 1 e em 40% de NIC 2; taxas de
progressao de NIC 3 para CA sao de 10-12% (Howlader et al., 2010; Ostor, 1993;
Schiffman & Solomon, 2003). Em todos os casos com dados para desfecho da
lesdo, os HR-HPV estavam presentes em todos os tipos de desfecho. A maior parte
dos casos de regressao da lesdo se deu em mulheres com lesdo de baixo grau
(LSIL), o que evidencia a resolucdo espontanea de LSIL, uma vez que este tipo de
lesédo ndo recebe tratamento. A auséncia de lesdo nas amostras de segunda coleta
foi maior entre as mulheres que apresentaram HSIL na primeira coleta, o que se
deve a abordagem dessas mulheres, que consiste na realizacdo do diagnéstico e do
tratamento em uma Unica visita, realizado em nivel ambulatorial, por meio da excisédo

da lesdo ou da conizacdo para casos de CA (INCA, 2011).

Além de fornecer informag¢des quanto a possivel persisténcia viral, a determinagao
dos tipos de HPV fornece dados para o monitoramento de eficacia das vacinas
bivalentes ou tetravalentes licenciadas para comercializacao (Harper et al., 2006;
Villa et al., 2006). Dos tipos preveniveis pelas vacinas licenciadas, uma grande
prevaléncia do HPV16 foi encontrada entre as mulheres participantes deste estudo,
entretanto, foi baixa a prevaléncia do tipo 18, conforme previamente mencionado,
assim como dos LR-HPV 6 e 11. Dos tipos relacionados aos HPV16 e 18, para os
quais foi descrita protecdo cruzada (HPV31, HPV33 e HPV45) (Bonanni et al., 2009;
Paavonen et al., 2009), o tipo 31 foi detectado em frequéncia relativamente elevada
na 12 coleta, enquanto os tipos 33 e 45 foram encontrados com baixa frequéncia.
Portanto, torna-se extremamente importante a determinacédo dos tipos de HPV em
diversas regides, tanto para avaliar a eficacia das vacinas licenciadas para
comercializagcdo, como para o desenvolvimento de segunda geragao de vacinas.
Uma vacina nonavalente, ainda em fase Il de estudo, tera um maior efeito protetor,
pois além dos quatro tipo preveniveis, ird conferir protecdo contra HPV31, 33, 45, 52
e 58 (Merck&Co, 2012). Com a prevaléncia apresentada no estudo, a vacina

quadrivalente teria uma protecdo de cerca de 30% das mulheres participantes,
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enquanto a nonavalente conferird protecéo para 50% da populacdo de estudo. Além
disso, a determinacgéo dos tipos de HPV também é crucial para melhor determinagéo

de prognostico e monitoramento das mulheres infectadas por esse virus.

A identificacdo das variantes de HPV16 esta discutida no Apéndice B. Todas as
amostras de HPV16 sequenciadas apresentaram, ao menos, uma alteracao
nucleotidica, em relacdo a sequéncia prototipo. A linhagem mais frequente foi a Al,
pertencente ao grupo das variantes europeias, seguida pelas nao-europeias Af-2 e
AA. Um estudo conduzido com amostras da regido Centro-Oeste, identificou a
variante AA como a segunda linhagem mais frequente de HPV16, sendo as
amostras do grupo de variantes europeias também a mais comum (Cruz et al.,
2004). Foram descritas variantes AA/NA em amostras de cancer cervical, podendo
estar associado a diferencas na atividade transcricional, que foi demonstrada ser
maior que nas variantes E (Sichero et al.,, 2012). Este fato pode ser uma das
explicagbes para a associacdo entre as variantes NE e os casos NIC3+ encontrada
nesse estudo. A diferenca geografica na distribuicdo das variantes de HPV16 reflete,
provavelmente, a populacdo da regido, constituida por imigracdo de europeus,
indios nativos e descendentes africanos. Resultados similares sugerem que as
variantes de HPV16 refletem padrdes de migracdo, relativamente recentes, da
populacdo humana (Bernard, 2013).

6.2 FREQUENCIA DE AAV

ApOs a deteccdo molecular de HPV, foi realizada a caracterizacéo da frequéncia de

AAV, assim como sua relacdo com lesdes uterinas induzidas pelo papilomavirus.

A prevaléncia total do AAV encontrada neste estudo, entre as mulheres atendidas no
Ambulatério de Colposcopia do HUCAM, de 30%, positivas ou negativas para HPV,
foi superior a de estudos anteriores que demonstraram taxas de prevaléncia em: i)
secrecéo cervical de mulheres coreanas (16,3%) (Hyun-Sun et al., 2006); ii) swab
genital de mulheres israelitas (18%) (Friedmant-Einat et al., 1997); iii) secrecao
cervical de gestantes e ndo gestantes no sudeste do Brasil (25,5%) (Freitas et al.
2009); iv) amostras de swab cervical de parceiras de alemées férteis e inférteis
(26,3%) (Erles et al., 2001). Outros estudos, em que o AAV foi pesquisado por PCR

em secrecao cervical revelaram prevaléncia variando de 1,4% a 70,7% (Odunsi et
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al., 2000; Coker et al., 2001; Venturoli et al., 2001; Grce et al., 2004; Agorastos et al.,
2008). Esta ampla variacdo na taxa de prevaléncia do AAV pode se dever a variagcado
de amostra e ao tipo de metodologia empregada na deteccédo. Deve ser observada,
ainda, a possibilidade de variagcdo geografica na prevaléncia do AAV, ja que o0s
estudos citados foram realizados com amostras provenientes de varias regides do
mundo como Europa, Estados Unidos, Brasil, Africa e Coréia (Friedmant-Einat et al.,
1997; Odunsi et al., 2000; Coker et al., 2001; Erles et al., 2001; Venturoli et al., 2001;
Grce et al., 2004; Freitas et al., 2009; Hyun-Sun et al., 2006; Agorastos et al., 2008).

A deteccéo de AAV no segundo momento de coleta revelou prevaléncia semelhante
a do primeiro momento (27,3%), sendo que no periodo de um ano entre as coletas
de amostras realizadas, foi demonstrado que 10% das infec¢des foram persistentes,
enquanto 22%, aparentemente se resolveram. Estes dados de resolucdo ou
persisténcia da infeccdo por AAV ndo foram demonstrados por outros
pesquisadores, e serdao discutidos mais adiante acerca de sua participacdo da

progressao de lesdo induzida por HPV.

Considerando as variaveis socio-demograficas, esperava-se que, por se tratar de um
virus que pode ser transmitido sexualmente e, portanto compartilha os fatores de
risco presentes nas outras DSTs, sua prevaléncia fosse maior entre as mulheres
com maior numero declarado de parceiros sexuais, fato que néo foi observado no
presente estudo. Este resultado corrobora o observado por Coker et al (2001), que
nao demonstraram aumento na prevaléncia de AAV em relacdo ao namero de
parceiros sexuais de mulheres da Carolina do Sul. A andlise de outros padrdes
sociais e comportamentais relacionados a infeccdo por AAV tinha sido realizada
apenas em outro estudo, onde foi demonstrado que somente a infidelidade do
parceiro foi um fator estatisticamente associado (Coker et al., 2001). Os dados sd4cio-
demograficos das mulheres participantes deste estudo corroboram esta afirmacéao,
onde ndo foram identificadas caracteristicas associadas com a presenca ou

auséncia de AAV.

Em todas as amostras positivas para AAV foi encontrado o mesmo perfil de
digestdo, que correspondeu ao tipo AAV2, tanto na primeira quanto na segunda
coleta, embora outros tipos de AAV possam ser detectados em amostras de origem
humana. Nosso grupo de pesquisa detectou AAV2 e AAV5 em, respectivamente,

81% e 19% em amostras de secrecdo cervical, e em 100% e 0% em tecidos de
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aborto (deciduas e vilosidades coridnicas) (Pereira et al., 2010; Freitas et al., 2009).
Ainda, outros pesquisadores descrevem o AAV2 como o mais frequente na
populacdo humana, entretanto, trata-se do Unico tipo pesquisado na maioria dos
estudos sobre a sua prevaléncia (Grossman et a., 1992; Malhomme et al., 1997,
Tobiasch et al., 1998; Walz et al., 2001; Coker et al., 2001; Smith et al., 2001; Ahn et
al., 2003; Hyun-Sun et al., 2006; Berns e Parrish, 2007). Como citado anteriormente,
deve ser levado em consideracdo a metodologia utilizada na pesquisa do AAV, ja
gue os tipos descritos no trato genital podem néo ter sido investigados. Além disso,
alguns fatores como permissividade celular e coinfeccdo com virus helper podem

atuar na deteccao de AAV.

6.3 INFECCAO MISTA AAV-HPV E RELACAO COM CITOLOGIA

Os AAVs, como virus dependentes de helper, necessitam estar em coinfeccéo para
realizarem infeccdo produtiva e o HPV tem sido o virus mais frequentemente
encontrado no trato genital em associacdo com AAV (Berns, 1996; Malhomme et al.,
1997; Walz et al., 1997; Grce et al., 2004). Neste sentido, o AAV foi encontrado em
maior frequéncia nas amostras positivas para HPV em relacdo as negativas para
HPV na primeira coleta (61% x 39%). Este dado de infec¢do mista estd de acordo
com os obtidos por alguns outros estudos, que a descreveram em até 83% dos
casos (Malhomme et al., 1997; Venturoli et al., 2001; Grce et al., 2004). Ocorréncia
maior de DNA do AAV nas amostras onde o HPV também estava presente pode ser
devido a replicacdo produtiva, induzida por HPV, possibilitando a deteccdo de seu
DNA. Nos casos em que o HPV néo foi detectado existe a probabilidade de outros
virus helper do AAV estarem presentes, como 0s herpes virus citomegalovirus,
HHV-2, HHV-6, HHV-7, comumente encontrados na populacao (Lanham et al., 2001;
Smith et al., 2002; Oliveira et al., 2003; Spano et al., 2004). Por outro lado,
considerando a sensibilidade da técnica de PCR, o genoma de AAV poderia ser
detectado mesmo em estado de laténcia, quando estd integrado no cromossoma
celular, mas em percentagem menor do que quando reativado em presenca de virus
helper. Replicagdo auténoma do AAV foi observada ocorrer em circunstancias de
estresse celular (radiacdo UV) ou em tecidos em diferenciagdo, como em

gueratinécitos e em tecido embrionario (Burguete et al., 1999; Meyers et al., 2000;
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Kiehl et al., 2002). Entretanto, este fenbmeno ainda ndo foi descrito em cérvice

uterina.

A prevaléncia de AAV foi analisada ainda conforme o perfil apresentado ao exame
citolégico das pacientes encaminhadas ao Ambulatério de Colposcopia do HUCAM.
Nas amostras com citologia normal, DNA do AAV estava presente em 29,3%;
entretanto, estudo semelhante realizado com amostras de secrecdo cervical de
mulheres inglesas apresentando citologia cervical normal encontrou a menor
prevaléncia relatada para o AAV (1,4%) (Odunsi et al., 2000). Nos casos de HSIL,
AAV foi detectado em 34%, sendo todos os casos em infeccdo mista com HPV.
Assim como para os estudos de prevaléncia de AAV em amostras sem alteracao
cervical, a taxa deste virus também é variada em relacdo as neoplasias
intraepiteliais, relatada desde 10% a 70% dos casos de NIC 1 e 2 (Tobiasch et al.,
1994; Coker et al., 2001; Ahn et al., 2003; Hyun-Sun et al., 2006; Agorastos et al.,
2008). Analise de regressao multinominal demonstrou que nos casos em que o AAV
estava presente, a chance de desenvolvimento de lesfes intraepiteliais de alto grau
induzidas por HPV, foi 1,3 vezes menor gque nos casos negativos para AAV. Este
fato esta de acordo com outros estudos em que foi demonstrada associacdo do AAV
com um risco reduzido de progresséao para lesdes de alto-grau ou em que o titulo de
anticorpos para AAV estava inversamente associado com CC (Coker et al., 2001;
Smith et al., 2001; Agorastos et al., 2008; Freitas et al., 2012). Entretanto, alguns
investigadores ndo encontraram evidéncia da acdo inibitéria do AAV na
carcinogénese (Strickler et al.,1999; Odunsi et al., 2000; Ahn et al., 2003; Hyun-Sun
et al., 2006). Portanto, diante destes achados controversos, um estudo conduzido
com um numero significativo de amostras para cada grupo de leséo cervico-uterina
podera contribuir na compreensdo da agdo do AAV na restricdo ou ndo do

desenvolvimento de lesdo de alto grau.

Na realidade, o que alguns outros estudos sugerem € que a inibicdo da replicacdo e
da transcricdo de genes do HPV pelo AAV exerceria o papel protetor contra a
malignidade cervical induzida por HPV (Hermonat et al., 2000; Ogston et al., 2000;
Smith et al., 2001; Agrawal et al., 2002; Walz et al., 2002; Ahn et al., 2003; Hermonat
et al., 2005; You et al., 2006; Al-Daraji, Smith, 2009; Freitas et al., 2012). Porém, o
envolvimento bidirecional entre estes virus é bastante complexo e parece estar

associado com a carga infecciosa, a temporalidade da infeccdo sequencial
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(Hermonat et al., 1998; You et al., 2006) que refletiu em uma menor agéo supressora
pelo AAV se ele ja se encontrava em estado de laténcia quando da infeccao pelo
HPV. Certamente, estes fenbmenos carecem de mais estudos para esclarecimento

desta interacdo no organismo humano.

6.4 LIMITACOES DO ESTUDO

O tamanho da amostra foi uma limitacdo apresentada nesta pesquisa. Inicialmente,
como as amostras encaminhadas ao Ambulatério de Colposcopia apresentam
suspeita de lesdo citologica, era de se esperar que um maior nimero de amostras
com lesdo fossem identificadas, sendo que 57% tratavam-se de amostras com
citologia normal. Ainda, houve dificuldade no recrutamento das pacientes para a
realizacdo da 22 coleta de amostra um ano apos a primeira visita. Apesar de todas
apresentarem um cadastro no setor de prontuarios do Hospital, muitos deles
estavam desatualizados, o que impossibilitou o contato com 31% das pacientes.
Outras ainda, mostraram desinteresse em continuar participando do estudo, seja por
estarem realizando acompanhamento com outro profissional (9%), seja pela
distancia de sua residéncia do hospital (3%). Ainda houve um caso de falecimento,
um caso de gestacdo e um caso em que a paciente estava em periodo pés-
operatorio, o que impediu a realizacdo da segunda coleta. Dentre as pacientes que
nao voltaram para realizar a segunda coleta, 30% delas tinham lesédo de alto grau,
ou seja, estdo em risco de desenvolver uma progressdao maligna, se nao estiverem

fazendo acompanhamento / tratamento com outro profissional.
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7 CONCLUSOES

e Acompanhamento de frequéncia de HPV em dois momentos, demonstrou alta
taxa de persisténcia viral, indicando risco de recorréncia da lesao;

e Baixa taxa de progressao da lesdo indicou o sucesso do tratamento de lesdes de
alto grau;

e HPV de alto-risco e variantes de HPV16 europeias estiveram significativamente
associadas a lesdes de alto grau; corroborando os dados da literatura mundial;

e Os tipos mais frequentes de HPV, exceto HPV16, ndo foram o0s mesmos
contemplados pela vacina, portanto, nessa populacdo, 70% estaria sem
prote¢éo, mesmo se vacinadas;

¢ Risco de desenvolvimento de lesfes cervicais induzidas por HPV foi menor nos

casos positivos para AAV2.
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ANEXO A

QUESTIONARIO APLICADO
Numero do prontuario :
Bairro/Municipio de Residéncia :
Naturalidade :

USO DE CIGARROS E DROGAS

Vocé fuma? 1. sim 2. Néo

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. Nao 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. Néo Se sim, qual?

Vocé ja utilizou algum outro tipo de droga?

1.Nao 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 seguinte9. Preservativo feminino 10. Nao

Vocé e seu parceiro utilizam preservativos ? 1. . Sim 2. Nao

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

1.sempre 2.Asvezes 3. Raramente 4. Nunca

HISTORIA SEXUAL E REPRODUTIVA

Qual era sua idade quando vocé teve a primeira relagdo sexual? |__|__| anos

Qual era a idade de seu parceiro/a? |__|__|anos

Vocé tem ou ja teve relagdo sexual anal ? 1. Sim 2. Néo 3.NR
Vocé ja teve relagcao sexual com outra mulher ? 1. Sim 2. Néo 3.NR
Em média, quantas relacdes vocé tem (ou tinha) por semana? I
Quantos parceiros sexuais masculinos vocé jateve navida? |__|__ ||

Quantos parceiros sexuais masculinos vocé teve nos Ultimos 12 meses? |__|__ ||
Vocé ja engravidou?

1. Nunca 2. Umavez 3. Vérias vezes

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

Numero : filhos ( )  Abortos espontaneos () Abortos provocados ()
Vocé est4 gravida? 1. sim 2. Nao

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 doenca/infeccéo ?

1. Seu parceiro lhe disse que estava infectado
2. Vocé apresentou sintomas que a levaram procurar um servico de salude
3. Durante uma consulta de rotina ou por outro motivo

Na ocasiao dessa doenca vocé procurou
1. Ninguem 2. Um médico/ Unidade do PSF 3. Uma farmécia 4. Servigo de DSTVocé
avisou a seu parceiro que vocé tinha uma DST ? 1. Sim 2. Néao
Apbs o diagnéstico da DST vocé utilizou mais frequentemente o preservativo ?
1. Sim 2. Néo



Apo6s 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.

Historia 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 hospitalizacdo 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
4. Corrimentos 5. Adenopatia inguinal (inguas na virilha)
genital 8. Outras :

RESULTADOS EXAMES:
Citologia :

Colposcopia :

Biopsia de colo:

Captura hibrida para Chlamydia:
Captura hibrida para HPV:
Observagoes:

3. Coceiras na vagina
6. Ardéncia ao urinar

7. Ferida
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Abstract

Background: Although screening for cervical cancer is recommended for women in most
countries, the incidence of cervical cancer is greater in developing countries. Our goal was to
determine the prevalence and factors associated with high-grade lesions/cervical cancer
among women attending a reference clinic in Brazil and evaluate the correlation of histology
with cytology, colposcopy and the high-risk HPV (HR-HPV) tests.

Methods: A cross-sectional study of women attending a colposcopy clinic was carried out.
The patients were interviewed to collect demographic, epidemiological and clinical data.
Specimens were collected for cervical cytology, Chlamydia trachomatis and HPV testing
using the Hybrid Capture (HC) and PCR tests. Colposcopy was performed for all patients
and biopsy for histology when cell abnormalities or cervical intraepithelial neoplasia (CIN)
were present.

Results: A total of 291 women participated in the study. The median age was 38 years (DIQ:
30-48 years). The prevalence of histologically confirmed high-grade lesions/cervical cancer
was 18.2% (95%, ClI: 13.8%-22.6%), with 48 (16.5%) cases of CIN-2/CIN-3 and 5 (1.7%)
cases of invasive carcinoma. In the final logistic regression model, for ages between 30 and
49 years old [OR= 4.4 (95%: 1.01-19.04), history of smoking [OR= 2.4 (95%, CI: 1.14-5.18)],
practice of anal intercourse [OR= 2.4 (95%, CI: 1.10-5.03)] and having positive HC test for
HR-HPV [OR= 11.23 (95%, CI: 4 0.79-26,36)] remained independently associated with high-
grade lesions/cervical cancer. A total of 64.7% of the cases CIN-3\Ca in situ were related to
HPV-16. Non-oncogenic HPV were only found in CIN-1 biopsy results. Compared to
histology, the sensitivity of cytology was 31.8%, the specificity 95.5%; the sensitivity of
colposcopy for high-grade lesions/cervical cancer was 51.0%, specificity was 91.4% and the
concordance with HPV testing was high.

Conclusions: The results confirm an association of HR-HPV with precursor lesions for
cervical cancer. These data emphasize that cytological screening to detect precursor lesions

is still important in some regions and that HR-HPV should be included for screening.

Key words: Cervical cancer; precursor lesions; Papillomavirus; screening; Brazil.
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INTRODUCTION

Although screening for cervical cancer, with varying age ranges and periodicity of
testing, is recommended for women in most countries, the incidence of cervical cancer and
its related mortality is far greater in developing countries [1][2]. The use of cytological
screening to detect and remove precursor lesions has had a huge impact on both the
incidence and mortality of cervical cancer [1][3]. However, despite the general decline in the
incidence of squamous cell carcinoma (SCC) in some countries where organized or
opportunistic cytology screening has been implemented [1][2][4][5], cervical cancer still
occurs [6]. This may be due to methodological limitations of screening and/or screening
coverage [3][7][8].

Persistent human papillomavirus (HPV) infection with specific high-risk (HR) HPV is
an indicator of high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL) [9]. HPV genotyping
assays may be used in cytology negative, and in HPV positive women over 30 years old in
the same manner as HPV triage testing is currently employed in women with atypical
squamous cells of unknown significance (ASC-US) or borderline and mild dysplasia (BMD)
cytology [10]. The aim of type-specific detection of HPV is to further stratify women with
normal cytology who are HPV positive into different risk categories [11]. The identification of
infection with HR-HPV among these women justifies immediate colposcopy [11]; also women
with other HR-HPV infections can be managed less aggressively at lower risk [12] and
moreover type-specific detection provides physicians with actionable information to treat the
highest risk patients immediately [10].

Invasive cervical cancer (ICC) is the second most common cancer in women of
childbearing age in Brazil and about 14.1% of women in the general population are estimated
to be infected by cervical HPV infection at any given time [6][13]. An estimated 17,540 new
cases of ICC were diagnosed in Brazil in 2012 [13].

The best method for cervical cancer screening is still an uncertain decision in
developing countries. Recommendations include several possibilities from those available,
such as cytology, colposcopy, histology and HPV tests or even serial cytology [14][15]. In
Brazil, screening is performed by the tripod method - cytology followed by colposcopy and
biopsy for histology when abnormalities are diagnosed in cytology [13].

Vitoria is the capital of the state of Espirito Santo, which covers an area of
approximately 6,750 square miles on the southeastern coast between Rio de Janeiro and
Bahia in Brazil. The economy is based on steel production, ports and harbors, agriculture,
small industry, and tourism. The population of Espirito Santo is approximately 3.2 million,
with the majority living in the metropolitan area of the capital. Among the total of estimated
cases of ICC in Brazil, 340 cases are in Espiirito Santo State and 40 in Vitoria (State

Capital), resulting in an incidence of 17.0, 18.7 and 20.3/100,000 women, respectively [13].
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The goal of this study was to determine the prevalence and associated factors of
high-grade lesions/cervical cancer among women attending a colposcopy clinic in Vitoria,
Brazil. This study also evaluated the different screening methods used for this diagnosis.

METHODS

Ethical aspects: This study was submitted to and approved by the internal review board of
the Universidade Federal do Espirito Santo (#086/09). Written consent was given by the
patients for their information to be stored in the hospital database and used for research.

They received counseling and treatment for diagnosed cervical disorders.

Study design: This is a cross-sectional study of women attending a reference clinic for
colposcopy in a University Hospital in Vitoria, Brazil. This clinic is one of the main clinics for

colposcopy care in the region.

Population: All women attending the clinic between March and December 2011, presenting
incident cytological lesions, were invited to participate in the study. A 30-minutes face-to-face
interview was conducted with the use of a standardized questionnaire. The trained staff from
the local health department conducted the interviews. Enrolled patients answered the face-
to-face interviews which included demographic (age, schooling, marital status, family
income); behavioral (tobacco use, alcohol and illicit drug use), age at first sexual intercourse,
number of sex partners (lifetime and in the past year), types of sexual activity, frequency of
condom use in the last year and STI history and clinical data (previous pregnancy, age at
first pregnancy, number of children).

They also underwent a gynecological evaluation and cervical scrape samples were
collected for cytological analysis and the hybrid capture (HC) test for HPV and Chlamydia
trachomatis (CT). A colposcopy examination was performed on all patients, independently if
they presented cervical intraepithelial neoplasia (CIN) or not. Histological analyses were
performed in face of any cytological or colposcopy abnormalities as defined by the
Gynecology and Obstetrics Brazilian Society. Only one certified professional performed the
colposcopy exams using Olympus equipment, model OCS-3. Women who were pregnant,
presented recurrent lesions, were HIV-infected or had been admitted with a previous

diagnosis of invasive cervical cancer were excluded from the study.

Laboratory procedures: The HC test was used for the detection of high-risk and low-risk
genital HPV-DNA types (digene® HC2 HPV DNA Test - QIAGEN®, Hilden, Germany) and
Chlamydia trachomatis (digene® HC for CT, QIAGEN®, Hilden, Germany). The Qiagen test
for HPV includes probes for the following HR-HPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
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59, 68 and low-risk HPV (LR-HPV): 6, 11, 42, 43 and 44. HPV-DNA also was investigated by
polymerase chain reaction (PCR), using the protocol previously established, which detects a
fragment of 450 bp of the L1 gene region with consensus primers MY09/11 and was followed
by the Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP).

Sample size calculation: Sample size for this study was calculated to estimate the
prevalence of high-grade lesions or cervical cancer diagnosed by the tripod diagnosis that is
cytology plus colposcopy plus histology. The tripod method was considered the outcome. A
5% prevalence rate with confidence limits + 2.5% was taken as the basis for calculating the
sample size [16]. A total of 280 women were needed, and thus it was planned to recruit a

total of 322 to meet this requirement under the assumption of a 15% refusal rate.

Statistical analyses: Data were analyzed using the SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL)
statistical software program for Windows, version 17.0. A preliminary analysis was performed
using exploratory techniques on the data. Chi-square tests and Student’s-t tests and
variance analysis were used. The odds ratio (OR) was used as a measure of association,
estimated with a 95%CI. Multivariate analysis was performed to estimate effects of
independent variables, through the use of logistic regression models. Variables with p value
< 0.15 entered in the multivariate logistic regression model. Variables were considered as
significant when p value was < 0.05. For assessing ordinary variables we used the chi

squared test for trend.

RESULTS

A total of 291 women (90.7%) out of the 322 recruited were included in the study.
Patients excluded were: 7 (clinical invasive cancer); 5 (pregnancy); 10 (recurrent infections),
4 (HIV-infected), 4 (other immunosuppression conditions). The excluded patients presented
similar characteristics than patients included in the study.

The median age of women was 38 years (Interquartile range: 30-48). The prevalence
of high-grade lesions/cervical cancer was 18.2% (C195%: 13.8%-22.6%), 48 (16.5%) cases
of high-grade lesions (CIN-2, CIN-3\carcinoma in situ) and 5 (1.7%) subclinical cases of
invasive cancer. The cancer cases came into the study as LSIL or HSIL and were diagnosed
after histology in the colposcopy clinic.

A total of 74 (25.4%) women had up to four years of schooling, 178 (61.2%) were
married and 83 (28.5%) had monthly incomes of three Brazilian minimum salaries (US$
822.00) or less. Table 1 shows the demographic data; there was difference between groups

only regarding age (p=0.037).
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Behaviors are also described in Table 1: 108 (37.1%) were smokers 11 (3.8%)
reported use of illicit drugs, 38 (13.1%) had first sexual intercourse before they were 15 years
old, 221 (75.9%) had had more than one partner in life, 220 (75.6%) reported not using
condoms, 90 (30.2%) reported anal sex and 46 (15.8%) previous sexually transmitted
infections (STI). Smokers (p=0.042) and anal sex practice (p=0.003) were more frequent
among women with high-grade lesions/cervical cancer.

Clinical data are described in Table 2. A total of 286 women were tested by HC
(Hybrid capture) for CT and HPV; HPV was also tested by PCR. Samples were not viable in
five cases but they were included in the study because they had data from the tripod method.
HC for Chlamydia trachomatis was positive in 4.9% (14/286). Having 4 or more children
(p=0.030), positive PCR for HPV (p=0.001) and HR-HPV in HC (p=0.001) were factors
associated to high-grade lesions/cervical cancer.

In the multivariate analyses, being 30-49 years old [OR=4.4 (Cl 95%:1.01-19.04); a
tobacco user [OR=2.4 (CI95%:1.14-5.18)]; having anal sex [OR=2.4 (Cl 95%:1.10-5.03)] and
being HR-HPV in HC [OR=11.2 (Cl 95%:4.79-26.36)] were factors associated to high-grade
lesions/cervical cancer.

Table 3 describes the association between screening methods. Cytology and cytology
plus colposcopy presented a high rate of false negative results (94.4%) while the tripod
diagnosis rate was 67.4%. The inclusion of the HR-HPV improved the diagnoses of HSIL/Ca
in situ and ICC significantly, diagnosing all cases except one.

On comparing isolated tests (cytology, colposcopy and HR-HPV test) to histology, the
sensitivity of cytology was found to be 31.8% and the specificity 95.5%. When analyzing the
findings of colposcopy compared with histology results, abnormal colposcopy findings were
found in 90.4% of the cases of histology abnormalities and 45% of the findings of the
biopsies of women with normal histology. The sensitivity of colposcopy for high-grade
lesions/cervical cancer compared to histopathology was 51.0% and specificity was 91.4%.
Regarding the positivity of HPV, 55.9% of patients had a positive HPV test.

Among the 154 cases of DNA-HPYV identified by PCR, 120 (75%) were infected by
high-risk genotypes. HPV-16 was identified in 35 (22.7%) from all HPV cases, followed by
HPV-31 in 7 (4.5%), HPV 35, 52 and 58 in 6 (3.9%), HPV-18 and 62 in 4 (2.6%), HPV-6, 26,
33, 53,82 and 89 in 3 (1.9%), HPV-51, 66, 67, 73 and 84 in 2 (1.3%) and finally HPV-11, 42,
45, 56, 59, 61, 69, 70, 72 and 92 in 1 (0.6%). Of the160 genotypes detectable by HC, 120
(75%) are HR-HPV and 40 (25%) of LR-HPV.

A total of 64.7% of the cases of CIN-3\Ca in situ were related to HPV-16. The non-
oncogenic HPV-6 and 11 were only found in CIN-1 biopsy results. Five cases were of
invasive carcinoma: two were positive for HPV-16, one for HPV-18, one for HPV-31 and one
for HPV-73.
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DISCUSSION

This study reports a prevalence rate of high-grade lesions/cervical cancer of 18.2%
among women attending a reference clinic for colposcopy in Vitoria, Brazil. This rate is
higher than that reported in a Brazilian systematic review that included three large studies
showing a prevalence of high-grade intraepithelial lesion of 6-12% [17]. However, the present
study is in agreement with a study performed in a colposcopy clinic in Rio de Janeiro (19.3%)
[18]. Both these clinics receive patients that have been referred for abnormal cytology and
colposcopy as well as for treatment of precursor lesions of cervical cancer.

Factors associated with high-grade lesions in this study were age between 30-49
years old, tobacco users, anal sex practice and HR-HPV. HPV infection is described as a
necessary cause for ICC [19]. Although HPV-16 was the most frequent type in this study, its
frequency was lower than that reported in the scientific literature. Additional risk factors, in
part related to the host, are involved in the progression of HPV infections to carcinoma in situ
and cancer and they include smoking, hormonal contraceptive use, multiple pregnancies and
coinfection with other STI agents such as herpes simplex virus-2 (HSV) and Chlamydia
trachomatis [20][21][22]. Factors related to the virus, such as the HPV type involved in the
infection, viral variants, persistence of infection and viral load, also contribute to the
progression of the infection to cancer, [20][23]. The HR-HPV types are more likely to cause
persistent lesions and be associated with precancerous lesions. It is estimated that 70% of
all cervical cancers worldwide are caused by the high-risk HPV16 and 18 [24][25], with
prevalence rate ranges between 50 and 70% for HPV-16 [22][24].

There is evidence that HPV is the principal etiological agent in cervical neoplasia, and
some other sexually transmitted agents may either contribute to cervical carcinogenesis,
such as herpes simplex virus (HSV), CT and human immunodeficiency virus (HIV).
Epidemiological studies suggested that HSV may have a role in cervical neoplasia, but there
is no clear supportive experimental evidence. However, longitudinal epidemiological studies
have provided evidence that CT is an independent risk factor for the development of cervical
squamous carcinoma and this association is serotype specific. The increased risk of cervical
neoplasia in patients infected with HIV also has been recognized for over a decade and HIV
may interact with HPV either by alternating the HPV gene transcription or by
immunosuppression [21]. CT was not associated to HSIL or cervical cancer in the present
study, HSV was not included because of methodological issues and HIV infection was an
exclusion criteria.

In the present study, positive HPV tests were found in 76.9% of the patients with CIN-
1, 82.75% with CIN-2, 94.44% with CIN-3 or Carcinoma in situ and 100% of patients with
invasive carcinoma. Almost 70% of the cases with CIN-3\carcinoma in situ were related to

HPV-16. HPV types 6 and 11 were only found in cases of CIN-1. A study performed in Rio de
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Janeiro reported a 50.1% prevalence of HPV, ranging from 25% among women with normal
cytology to 100% in women with high-grade intraepithelial lesions [26]. A similar study in
Venezuela showed that HPV-DNA was present in 68% of patients with low SIL, 95% with
high SIL and 98.7% with cervical cancer [27].

The distribution of HPV types differs between cervical adenocarcinoma and SCC of
the cervix, HPV-16 accounts for the majority of SCC, both HPV-16 and HPV18 are prominent
in adenocarcinoma [23][28]. However, few such cases (1.7%) were detected in the present
study. Another Brazilian study has also reported relatively low frequency of HPV-18 in
asymptomatic young women attending public schools in Rio de Janeiro [25].

The association of cytology, colposcopy, and histology is called the "tripod diagnosis"
and allows the diagnosis of neoplastic and pre-neoplastic lesions in 90% of cases [29]. This
is important, because in the literature, estimates of sensitivity and specificity of cervical
cytology in women generally have different results [3][30][31][32]. For women in general,
some meta-analysis studies estimated that the sensitivity of cytological approaches 55%
[3][33][34]. As in this study, which found a sensitivity of 31.8% and specificity of 95.5%, Fox
and colleagues also found low sensitivity and high specificity of cytology studying HIV-
infected women in Rio de Janeiro [32].

Although a cross-sectional study is not the best study for determining risk factors, its
application is justified for assessing the prevalence of and the associated factors for HR-HPV
among women attending the colposcopy clinic. In this study, we cannot rule out of the
possibility of response bias because there is always a general tendency to give socially
acceptable answers regarding risk factors. Nevertheless, it is important to emphasize the
importance of performing cervical cytological exams to monitor women’s health routinely and
any degree of abnormality in this test should be referred for colposcopy assessment [35][36].

Cytology, colposcopy and histology are three important and complementary methods
to study the cervix and its injuries. Different findings can show discrepancies among results,
which can be explained by the experience of the pathologists and the resolution of the
colposcopy. The inclusion of HR-HPV test as a complementary test can assist in the
diagnosis of cervical lesions.

Cancer prevention programs exist and have been shown to be successful at avoiding
disease progression. Although this is encouraging, much work remains to identify additional
innovative interventions that address the social, cultural, and environmental influences of
HPV infection and cervical cancer. There is also a need to find better ways of disseminating
evidence-based approaches to cervical cancer prevention, so that effective interventions are
more widely used. Sexually active women need access to confidential, low-cost, and friendly

services to teach them how to protect themselves.
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Table 1: Demographic and behavioral characteristics of women attending a colposcopy clinic in

Vitoria, Brazil, 2011 (N=291).

High-grade lesion/cervical cancer

Variables P value
Positive n (%) Negative n (%)
53 (18.2) 238 (81.8)
Age in years
19-29 11 (20.8) 60 (25.2) 0.037
30-49 36 (67.9) 119 (50.0)
>=50 6 (11.3) 59 (24.8)
Schooling in years
0-4 16 (30.2) 58 (24.4) 0.684
5-8 13 (24.5) 61 (25.6)
>=9 24 (45.3) 119 (50.0)
Marital status
Single 10 (18.9) 54 (22.7) 0.065
Married/living together 39 (73.6) 138 (58.0)
Divorced/widow 4 (7.5) 46 (19.3)
Monthly income
Up to 3 BMI* 42 (79.2) 166 (69.7) 0.161
More than 3 BMI 11 (20.8) 72 (30.3)
Smokers
Yes 26 (49.1) 81 (34.0) 0.042
No 27 (50.9) 157 (66.0)
Illicit drug abuse
Yes 4(7.6) 7(2.9) 0.121
No 49 (92.4) 231 (97.1)
Age at first intercourse
<15 years 11 (20.8) 27 (11.3) 0.070
>=15 years 42 (79.2) 211 (88.7)
# of partners/life
More than one 45 (84.9) 176 (73.9) 0.089
Only one 8 (15.1) 62 (26.1)
# of partners/last year
More than one 1(1.9) 19 (8.0) 0.140
Only one 52 (98.1) 219 (92.0)
Condom use
No 41 (77.4) 182 (76.5) 0.878
Yes 12 (22.6) 56 (23.5)
Anal sex practice
Yes 26 (49.1) 63 (26.5) 0.003
No 27 (50.9) 175 (73.5)
Previous STI
Yes 6 (11.3) 40 (16.8) 0.317
No 47 (88.7) 198 (83.2)

*BMI= Brazilian Monthly Income in 2011=US$274. Histologically confirmed = CIN-2

107



1

RPOOWoLO~NOO1IA~

[

12

108

Table 2: Clinical characteristics of women attending a colposcopy clinic in Vitoria, Brazil, 2011

(N=291).
High-grade lesion/cervical cancer
Variables P value
Positive n (%) Negative n (%)
53 (18.2) 238 (81.8)
Previous pregnancy
Yes 49 (92.5) 195 (81.9) 0.094
No 4 (7.5) 43 (18.1)
Age at first pregnancy*
<15 years 1(2.0) 4(19.7) 0.997
>=15 years 48 (98.0) 191 (80.3)
# of children
None 5(9.4) 48 (20.2) 0.030
1-3 children 33 (62.3) 154 (64.7)
>=4 children 15 (28.3) 36 (15.1)
Chlamydia test**
Positive 2(3.8) 12 (5.2) 0.478
Negative 51 (96.2) 221 (94.8)
PCR for HPV**
Positive 47 (88.7) 112 (48.1) 0,001
Negative 6 (11.3) 121 (51.9)
High risk HPV (HC)**
Positive 44 (83.0) 76 (32.6) 0,001
Negative 9 (17.0) 157 (67.4)
Low risk HPV (HC)**
Positive 6 (11.3) 19 (8.2) 0.435
Negative 47 (88.7) 214 (91.8)

* Referent to 244 women who report pregnancy; ** Referent to 286 women tested by HC (Hybrid
capture) for Chlamydia trachomatis and HPV and patients tested by PCR for HPV.

Table 3: Association between tripod diagnostic and cytology, colposcopy and HR-HPV test among
women attending a colposcopy clinic in Vitoria, Brazil, 2011 (N=291)

Cervical lesions using tripod diagnosis*
N (%) P value
Negative CIN-1 CIN-2 CIN-3/Cain Invasive
196 (67.4) 42 (14.4) 30 (10.3) situ Carcinoma

18 (6.2) 5(1.7)
Cytology 0.590
Negative 68 (94.4) 3(4.2) 1(1.4) 0 (0) 0 (0)
LSIL 124 (73.4) 23 (13.6) 14 (8.3) 7 (4.1) 1 (0.6)
HSIL 4 (8.0) 16 (32.0) 15 (30.0) 11 (22.0) 4 (8.0)
Cytology + 0.328
colposcopy
Negative 67 (94.4) 3(4.2) 1(1.4) 0 (0) 0 (0)
LSIL 122 (76.3) 22 (13.8) 12 (7.5) 4 (2.5) 0 (0)
HSIL 7(11.7) 17 (28.3) 17 (28.3) 14 (23.3) 5(8.3)
Cytology + 0.079
colposcopy + HR-
HPV
Negative 53 (96.4) 1(1.8) 1(1.8) 0(0) 0 (0)
LSIL 91 (86.7) 11 (10.5) 2 (1.9 1(1.0) 0 (0)
HSIL 52 (39.7) 30 (22.9) 27 (20.6) 17 (13.0) 5(3.8)

* Tripod diagnostic: Cytology + Colposcopy + Histology
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ABSTRACT

HPV16 accounts for 50-70% of cervical cancer cases worldwide. Characterization of HPV16
variants previously indicated that they differ in risks for viral persistence, progression to cervical
precancer and malignant cancer. The aim of this study was to examine the association of severity
of disease with HPV16 variants identified in specimens (n=281) obtained from a Cervical
Pathology and Colposcopy outpatient clinic in the University Hospital of Espirito Santo State,
Southeastern Brazil, from April 2010 to November 2011. All cytologic and histologic diagnoses
were determined prior to definitive treatment. The DNA was isolated using QlAamp DNA Mini Kit®
and HPV was detected by amplification with PGMYQ09/11 primers and positive samples were
genotyped by RFLP analyses and reverse line blot. The genomes of the HPV16 positive samples
were sequenced, from which variant lineages were determined. Chi? statistics was performed to
test the association of HPV16 variants between case and control groups. The prevalence of HR-
HPV types in <CIN1, CIN2 and CIN3+ were 33.7%, 84.4% and 91.6%, respectively. Thirty-eight of
49 (78%) HPV16 positive samples yielded HPV 16 sequence information; of which, 32 complete
genomes were sequenced and an additional 6 samples were partially sequenced. Phylogenetic
analysis and patterns of variations identified 65.8% (n=25) as HPV16 European (E) and 34.2%
(n=13) as non-European (NE) variants. Classification of disease into CIN3+ vs. < CIN3 indicated
that NE types were associated with high-grade disease with an OR = 4.6 (1.07 - 20.2, p = 0.05).
The association of HPV16 NE variants with an increased risk of CIN3+ is consistent with an
HPV16 genetically determined enhanced oncogenicity. The prevalence of genetic variants of
HPV16 is distributed across different geographical areas and with recent population admixture,
only empiric data will provide information on the highest risk HPV16 variants within a given

population.
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INTRODUCTION

Human Papillomaviruses (HPVs) are double stranded DNA viruses with an 8 Kb episomal
genome. The organization of the genome is divided into three functional regions: an upstream
regulatory region (URR) that regulates the transcriptional and replication events; an early region
that expresses the non-structural proteins (e.g., E1, E2, E4, E5, EG, E7), and a late region that
encodes the structural proteins L1 and L2 (see [1] for review).

HPV belongs to the Papillomaviridae family, which includes more than 170 different types of
characterized and designated viruses [2-4] (for review see www.hpvcenter.se/html/refclones.html).
The papillomavirus members are classified into types based on the DNA sequence of the ORF of
the major capsid protein, L1. A new viral type is assigned if the complete genome is cloned and the
difference in the L1 nucleotide sequence is at least 10% different than all other classified HPV
types [2,3]. Around 40 genotypes can be identified in the anogenital region, and are associated
with warts, cervical intraepithelial neoplasia (CIN) and cervical cancer (CC) [1,5-8].

According to the prevalence of specific HPV DNA types in cases of cervical cancers, the
anogenital HPVs have been classified into low and high risk types [2-13]. Although the etiology of
CC is well established, HPV infection alone is not sufficient for the cancer’s development.
Additional risk factors are in part also related to the progression of HPV infections to carcinoma in
situ and cancer including smoking, hormonal contraceptive use, multiple pregnancies and possibly
other factors [14-18]. Factors related to the virus also contribute to progression of the infection to
cancer, such as HPV type involved in the infection, viral variants, persistence and viral load
[5,10,19,20]. Of the high-risk HPV (HR-HPV) types associated with cervical cancer, HPV16 is the
most prevalent and is found in approximately half of all cancers [10,12,21]. Within the PV research
community, isolates of the same HPV type are referred to as variants or subtypes when the

nucleotide sequences of the L1 ORF differ by less than 10% [22]. Significant differences in
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4
pathogenicity exist between variants within a single HPV genotype and have been elucidated most
clearly for HPV 16, whose variants differ in their association with CC, viral persistence and
frequency of recurrence of cervical disease [23-35, see [22] for review].

The description and understanding of HPV genome variants is an important area for
molecular pathogenesis and for the development of molecular diagnostics for HPV, vaccines and
other therapeutic approaches to control and/or eliminate virus-induced diseases. The
tumorigenicity of different HPV variants could be different between geographical areas because of
population history and host genetics, such as the difference in the distribution of HLA in the
population [27,36]. However, few studies from Brazil have reported on the prevalence of HPV DNA
in the genital tract and natural history of infections, especially associating phylogenetic variants in
the population with the severity of intraepithelial lesions [37-43].

As has been demonstrated by biochemical and biological differences of HPV16 variants and
their oncogenic potential changes [22,37,44,45], the description of oncogenic variants of HPV
types should contribute to understanding the genetic determinants related to development of high-

grade lesions and the incidence of CC in specific populations.

MATERIALS AND METHODS

Cervical smears (n=281) were obtained during gynecological visits at the Colposcopy
outpatient clinic in the University Hospital “Cassiano Antonio Moraes” (HUCAM) in Vitoria,
Southeastern Brazil, from April 2010 to November 2011. This research obtained approval by the
Ethical Research Council of the Center of Health Sciences of the Federal University of Espirito
Santo, Brazil, in November 2009; all the participants signed an informed consent.

All cytologic and histologic diagnoses were determined prior to definitive treatment and were

classified as <CIN3 (normal, CIN 1, 2), n=257, used as the comparison or control group, and
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CIN3+ (CIN3 or worse), n=24, the case group for this study. The classification in control (<CIN3) or
case (CIN3+) group was used in the context of the HPV16 variants results. The DNA was isolated
using QlAamp DNA Mini Kit® (Qiagen, Valencia, CA) according to the manufacturer’s instructions.
The HPV DNA was detected by amplification with PGMY09/11 primers [46]. HPV positive samples
were genotyped by Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) from gel analyses [47] and
by Reverse Line Blot Hybridization (RLB) [48]. The genomes of the HPV16 positive samples were
further characterized for the current study by amplifying the complete genome (~ 8 Kb) using
nested PCR of 3 or 4 overlapping fragments employing type-specific primer sets (available from
authors) as described [49]. For overlapping PCR, an equal mixture of AmpliTag Gold DNA
polymerase (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) and Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA) were utilized as previously described [50].

The PCR product sizes were confirmed by gel electrophoresis, purified using the QuickStep
2 PCR Purification kit (Edge BioSystems, Gaithersburg, MD) or QlAquick Gel Extraction kit
(Qiagen, Valencia, CA). The amplified fragments were directly sequenced on an ABI Prism Model
377 automated sequencer (Perkin-Elmer Applied Biosystems) in the Einstein DNA Sequencing
Core Facility (Bronx, NY). The sequences of the fragments obtained were assembled using
Geneious v6.1.6 [51], and aligned using MAFFT v6.903b [52], together with HPV16 reference
sequences of each sublineage (Table S1). The construction of the phylogenetic tree inferred from
the aligned sequences was performed using the software PhyML [53]. Chi” statistics was

performed to test the association of HPV16 variants between case and control groups.

RESULTS
The median age of participating women was 38.7 years (SD 10.97). Out of 281 samples,

56% (157/281) were positive for HPV DNA. All of these positive samples were genotyped by RFLP
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and RLB and HR-HPV was found in 124 samples (79%, 124/157), from which 32.3% (49/124)
were positive for HPV16. Based on cytology results, HR-HPV types were detected in 33.7%
(76/225) from <CIN1, in 84.4% (27/32) from CIN2 and in 91.6% (22/24) from CIN3+. HPV16 was
found in 14% (35/257) and 58% (14/24) of the samples classified as <CIN3 and CIN3+,
respectively (p < 0.001).

The HPV16 complete genome was characterized for 32 samples and partial genome
information was obtained for 6 using HPV16 specific overlapping PCR [49]. The nucleotide
sequences obtained for all 38 samples were compared with the HPV16 prototype of each HPV16
variant lineage and sublineage and based on the phylogeny, variants were assigned to a specific
lineage (Figure 1). Phylogenetic analysis classified 65.8% of the samples as HPV16 European (E,
A lineage) (n=25) and 34.2% as non-European (NE, lineages B, C, and D) (n=13) variants. Isolates
of the E group / A lineage were further classified to sublineages A1 (60.5%, 23/38) and A2 (5.3%,
2/38), and isolates from the NE group / lineages B/C/D sorted to sublineages B1 (Af-1) (2.6%,
1/38), C1 (Af-2) (18.4%, 7/38), and D3 (AA1) (13.2%, 5/38) (see Figure 1). Taken together,
samples containing HPV16 NE variants were associated with high-grade disease (CIN3+) with an
OR =4.6 (95% CI: 1.07- 20.2; p = 0.05) compared to those with HPV16 E variants (Table 1). The
nucleotide differences amaongst the sequenced genomes are shown in Figure S1. The T/G

variation at nucleotide 350 (gene E6) was not associated with CIN3+ (Figure S1).

DISCUSSION
Based on complete and partial genome analyses, this study described the association of
non-European HPV16 variants lineages/sublineages in women from Vitoria Brazil with CIN3+

cervical lesions. There is a proposed hypothesis about the differences in pathogenicity existing
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among variants of a single HPV genotype [22,28]. Studies have demonstrated that HPV16 variants
differ in their association with CC [24,25,28,54-56] and viral persistence [23,26,29,30,32].

The prevalence of molecular variants from each branch in different geographical areas
varies significantly and correlates with the intrinsic admixture level of each population [49,57,58].
An increased risk of developing high-grade CIN / cancer was observed in association of HPV16
non-European variants in several studies in the world [22,32,45,59-63]. In addition, a number of
reports in Brazil have described the presence of HPV16 variants in cervical samples and/or in
association with different grades of lesions [37-43].

All sequenced HPV16 genomes showed at least one specific nucleotide variation compared
to the HPV16-E prototype sequence. Regarding HPV16 sublineages, defined as containing 0.5 -
1% of nucleotide variations, the described population had a relatively heterogeneous set of HPV16
variants found in the following frequency order: A1 > Af-2 > AA > A2 > Af-1. A study conducted
with cervical samples from Central Brazil, identified AA variants as the second most common
lineage of HPV16, with samples from the E branch being most common [38]. It was described
AA/NA variants in cases from cervical cancer in South/Central America in association with high
grade cervical lesions which might be related to differences in transcriptional activity, that were
higher than E isolate variants [60]. This feature might be one possible explanation for the
association between the NE variants in CIN3+ cases in the present study. The HPV16 C lineage
(Af-2) was the second most common variants in the current report, but due to the limited sample
size it is not possible to ascribe specific risks to sublineages, nevertheless 3/12 cases had C
lineage isolates vs. 4/26 controls; and 3/12 cases had D lineage isolates vs. 2/26 controls. Studies
conducted in Central or Southeastern Brazil have not found the HPV16 Af variants or it was
identified infrequently [37,38]; which, has been detected relatively commonly in Argentinean

Indians [64]. The difference in geographic distribution of HPV16 variants is likely related to the
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population history of the region reflecting the influx of Europeans, Indian/native populations and
people of African descent. Similar results of geographic origins have been reported and were the
basis to suggest that HPV16 variants reflect relatively recent human migration patterns (see [65]
for review).

In the present study it was found that HPV16 NE variants were significantly associated with
CIN3 or worse lesions. Another study, with women from Northern Brazil found NE variants
associated with high-grade cervical lesions [42]. However, HPV16 NE variants were detected at
similar frequencies in low grade lesions (6/41, 14.6%) and in high grade cases (4/41, 9.7%) in a
study conducted in S&o Paulo, also in Southeastern Brazil [39] and HPV16 NE and E variants
have been detected at similar frequencies among the cytological finds (atypical squamous or
glandular cells of undetermined significance, cytological alterations suggesting HPV infection, CIN,
squamous cell carcinoma, and adenocarcinoma) in women from Central Brazil [38], not supporting
a role for NE HPV16 variants as at increased risk for CC. Nevertheless, there is other evidence
that HPV16 NE variants have elevated risks for CIN3 and cancer, although much of the effect was
related to the increased risk with the AA (D) lineage [25,56,66], and there appears to be
geographic complexity [58]. There are also reports that indicate the HPV16 AA (D) lineage
compared to the E (A) lineage is disproportionately (4—35 fold increased) associated with
adenocarcinoma (AdCa) vs. squamous cell carcinoma (SCC) [25,56,67,68]. The differences in
studies probably relates to the level of admixture of different HPV16 variants within a population.

The nucleotide substitutions in the samples from the lineage A have not shown any
association with the cases, corroborating the negative association of the E variants with high-grade
lesions. On the other hand, the SNPs detected along the complete genome from the NE variants
are highly correlated and it is difficult to identify specific SNPs that might have unique pathologic

consequences. The frequency of the Af-2 variants and AA in the NE branch could reflect the
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admixture of the population studied. The substitutions in the URR region can affect the
transcription biding sites including activator protein 1 (AP1), nuclear factor 1 (NF1), octamer-
binding protein 1 (Oct1), glucocorticoid/progesterone response element (GRE), specificity protein 1
(SP1), transcription enhancer factor 1 (TEF1), and yin yang 1 (YY1) [69,70]. The substitution
observed in the NE samples (A7458T), but not in the E samples, can affect the NF1 binding site
and the ACCNgGGT sequence recognized by the E2 protein in the URR region [71] which could be
also related to the oncogenicity. The nucleotide alterations at the position of the transcriptional
factors binding site (TFBS) could reflect in the HPV replication, and consequently in the
malignancy induction in the cervix. Some point mutation could be observed at the binding sites
TEF-1 (G7193T, C7689A), GRE-1 (A7458T, A7485C, G7489A) and YY1 (G7521A, C7786T,
G7826A, A7837C, A7839G). One of the changes, as C7689A (TEF1 site), was found in NE
samples significantly associated with cases. In a previous study, Kdmmer et al. [69] observed that
nucleotide variations, although not inside the TFBS, but located adjacent to them, were probably
responsible for the increase of 3.9-fold on the transcriptional activity of P97 promoter. Accordingly,
besides the mutations located in the binding sites it was found in our study some adjacent
nucleotide alterations that could alter the function of the mentioned transcriptional factors. HPV
isolates from cervical cancer show frequent point mutations or deletions at YY1 binding sites on
the LCR, which may be responsible for the increase of the transcriptional activity observed for
these isolates [72,73]. However with the small numbers of cases, the present study cannot confirm
the relation of the TFBS with the cervical lesions grade.

Increasing studies performed around the world, including Brazil, indicate the relationship
between HPV16 variants and higher oncogenic risk is complex [74,75], thus a well-planned
epidemiological study is needed to evaluate HPV16 single nucleotide polymorphisms and

oncogenic risk. For example, there is a relatively common SNP with the E6 ORF (T350G), which is
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a non-synonymous change resulting in an amino acid variation (L83V). This variation/mutation
might be related to higher oncogenic potential [23,24,76,77], or not [33,78,79]; in the current study
it was not found to be associated with increased risk. It has been suggested that this mutation is
associated with CC in a heterogenic form by world region [58]. The E variants harboring the 350T
were significantly associated with the cancer risk in comparison with those with the mutation 350G
in samples from Europe/Central Asia and East Asia, while the opposite was true in South/Central
America [80]. A similar strong association of EUR-350G with cervical cancer has been observed in
previous studies from Argentina [81] and Morocco [45].

Moreover, miss-sense nucleotide mutations theoretically could alter the epitopes targeted by
the current HPV vaccine [82]. The investigation of circulating HPV variants is important not just in
the light of the viral and concomitant viral evolution, but also in understanding the pathogenesis of
HPV in malignant lesions. It will also be important to follow vaccinated populations to establish
whether the oncogenic HPV genomes might have greater mutational variability and/or ability to
mutate than has currently been documented. It is not thought that the oncogenic HPV types will be
able to evade the current vaccines, but only empirical evidence will allow this question to be
addressed in the decades to come.

The association of HPV16 non-European variants with CIN3+ is consistent with a
genetically determined enhanced oncogenic potential of the NE HPV16. These observations
suggest that determination of HPV16 variant lineage has clinical implications. The complete
genome sequencing has the goal of allowing the genetics of HPV16 to inform us about differences
in HPV biology, and permit continued improvements in phylogenic classification of subgroups with

even higher oncogenic risks.
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The prevalence of genetic variants of HPV16 is distributed across different geographical
areas and with recent population admixture, Brazil is an ideal location to study the biology and

clinical importance of HPV variants.
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TABLES

Table 1. HPV16 variant distribution by diagnostic category.
HPV16

Cytology E NE Total

< CIN3 20 06 26

CIN3 + 05 07 12

Total 25 13 38

< CIN3: control group, comprising the normal and cervical intraepithelial neoplasia (CIN) grades 1 and 2;
CIN3 +: case group, comprising the samples from CIN 3 or worse (cervical cancer in situ or invasive);
E: HPV16 European variant; NE: HPV16 non-European variant.
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Figure 1. Tree topology. Phylogenetic tree was inferred from global alignment of complete and partial
genome nucleotide sequences. Distinct variant lineages (i.e., termed A, B, and C) are classified
according to the topology and nucleotide sequence differences from > 1% to < 10%; distinct
sublineages (e.g., termed Al and A2) were also inferred from the tree topology and nucleotide
sequence differences in the > 0.5% to < 1% range [22].



Table S1. Reference sequences used to perform the alignment for phylogenetic analysis.

Variant GenBank
Type Lineage Sublineage Genome ID Accession # Other names™
HPV16 A A1l Ref K02718 European (E)
A2 Wo122 AF536179 E
A3 AS411 HQ644236 E
Ad WO0724 AF534061 Asian, E(As)
B B1 W0236 AF536180 African-1, Afr1a
B2 Z109 HQ644298 African-1, Afrib
c R460 AF472509 African-2, Afr2a
D D1 QV00512 HQ644257 North American (NA)1
D2 QV15321 AY686579 Asian-American (AA)2
D3 QV00995 AF402678 Asian-American (AA)1
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Figure S1. Nucleotide variations compared to the HPV16 reference sequence. The nucleotide
positions of detected variations are shown across the top and are indicated by the corresponding
nucleotide letter. The absence of variations relative to the prototype is represented by dots, the

dashes represents regions without sequence information.
1: nt 1311-1322, a 63bp insertion of GCGCCATGAGACTGAAACACCATGTAGTCAGTATAGTGGTGGAAGTGGGGGTGGTTGCAGTCA;
2: nt 4196-4197, a 3bp insertion of TTG;
3: nt 4196-4197, a 3bp insertion of TTG;
4: nt 7772-7807, a 36bp deletion of AACTAAATGTCACCCTAGTTCATACATGAACTGTGT.
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