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Resumo

O Papilomavirus humano (HPV) é considerado o agente etiolégico central envolvido
na génese do cancer cervical. O virus HPV é classificado de acordo com seu nicho
bioldgico, potencial oncogénico e classificacdo filogenética. De acordo com o0s
critérios estabelecidos pelo Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV), os
diversos tipos de HPV que infectam o trato genital feminino séo classificados
filogeneticamente no género Alphapapillomavirus. Esta classificacdo inclui espécies
filogenéticas classificadas entre a espécie 1 e a espécie 15, dentre as quais, as de
maior interesse em relacao ao potencial carcinogénico sdo a espécie 9 (HPV 16, 31,
33, 35, 52, 58, 67) e a espécie 7 (18, 39, 45, 56, 59, 66, 68, 70). O HPV 16 é tipo o
mais predominante, independente do diagndstico, presente principalmente nas
lesdes cervicais mais graves. A co-infec¢do com multiplos tipos de HPV é um
achado comum em muitos estudos moleculares, contudo, as interacdes dos
gendtipos virais ou espécies envolvidas nas infec¢cdes por multiplos tipos de HPV
tém sido pouco analisadas. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito das
infec¢des simples ou por multiplos tipos de HPV, considerando também os grupos
filogenéticos, sobre a prevaléncia e a gravidade das neoplasias cervicais.
Metodologia: Este estudo de corte transversal incluiu 198 mulheres encaminhadas
ao Ambulatério de Colposcopia da Santa Casa de Misericérdia de Goiania por
exame citopatologico anormal. Todas as mulheres foram esclarecidas quanto aos
objetivos de estudo e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. A

colposcopia foi realizada em todos os casos e a bidpsia em 193 das 198 mulheres
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incluidas. As amostras foram testadas para 27 gendtipos de HPV, por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR); em seguida foi realizada a hibridizacdo reversa em
pontos da Roche Diagnésticos. Resultados: A prevaléncia de HPV em mulheres
encaminhadas por exame citopatoldgico anormal foi de 86% (171/198). Do total de
mulheres HPV-positivas, 45% (77/171) estavam infectadas por HPV 16 em infec¢des
simples e multiplas. Os tipos de HPV 31 e 35 foram respectivamente, o segundo e 0
terceiro mais prevalentes. A prevaléncia do HPV 16 foi de 52% (40/76) nas
neoplasias intra-epiteliais cervicais de alto grau (NIC 2/3) e de 88,8% (8/9) nos casos
de carcinomas invasivos. As prevaléncias dos tipos 31 e 35 em neoplasias intra-
epiteliais cervicais de alto grau (NIC 2/3) foram de 10,5% (8/76) e 6,6% (5/76),
respectivamente. A infeccdo simples por qualquer tipo de HPV foi significativamente
associada com diagnosticos neoplasicos de alto grau (= NIC 2). Os diagnésticos
neoplasicos de alto grau (= NIC 2) foram significativamente associados com o HPV
16 em infec¢gBes simples ou multiplas, mesmo depois de ajustado pela positividade
para DNA de HPV. Houve significativa associacao entre o HPV 16 e outros tipos da
espécie 9 e os diagndsticos neoplasicos de alto grau (= NIC 2), mas ndo foi
observada associacdo, considerando o HPV 16 e outros tipos da espécies 7 ou
outros tipos de HPV. Concluséo: Estes resultados indicam que o HPV 16 parece ser
0 mais importante preditor de diagndsticos neoplasicos de alto grau. As infeccdes
multiplas sé@o preditoras das neoplasias cervicais de alto grau quando o HPV 16 esta

presente.

Palavras chave: Papilomavirus humano, diagnosticos neoplasicos, neoplasia intra-

epitelial cervical, infecgéo simples, infec¢bes por multiplos tipos.
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Abstract

Human papillomavirus (HPV) is considered the central etiological agent involved in
the genesis of cervical cancer. The HPV viruses are classified according to their
biological niche, oncogenic potential and phylogenetic position. According to the
criteria established by the International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV),
the various groups of human papillomaviruses that infect the female genital tract are
classified phylogenetically in the Alphapapillomavirus genus, including species
classified among phylogenetic species 1 and species 15. The main high risk HPV
are classified in species 9 (HPV 16, 31, 33, 35, 52, 58, 67), and in species 7 (18,
39, 45, 59, 56, 66, 68 and 70). HPV 16 is the most prevalent type irrespective of
diagnosis, principally in more severe lesions. Coinfection with multiple-types HPV is
a common finding of many molecular studies. Some HPV types might interact or act
synergistically to induce progression. Few studies have investigated the interactions
of viral genotypes or species in multiple-type HPV infections. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the effect of single or multiple-types HPV
infections considering also the phylogenetic groups on the prevalence and severity
of cervical intraepithelial neoplasia (CIN) among women undergoing colposcopy
following a abnormal cervical smear. Methodology: In this analysis, 198 women
attending at the colposcopic clinic, because of an abnormal cervical smear were
included. Colposcopy was carried out in all cases and biopsies were done in 193 of
198 women included. All specimens were tested for 27 HPV genotypes by Roche’s
polymerase chain reaction reverse line blot assay. Results: The overall prevalence

of HPV in women with an abnormal cervical smear was 86% (171/198).0f the total
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of HPV-positive women, 45% (77/171) were infected with HPV 16 as a single or
multiple-type infections. HPV 31 and 35 were, respectively, the second and third
most prevalent types. The prevalence of HPV 16 in high grade cervical
intraepithelial neoplasia (CIN2/3) was 52% (40/76) and it was detected in 88.8%
(8/9) in cases of invasive carcinoma. The prevalence of type 31 and 35 in high
grade CIN was respectively 10.5% (8/76) and 6.6% (5/76). Single HPV infection for
any type was significantly associated with neoplastic diagnosis. High grade
neoplastic diagnosis (= CIN2) was significantly associated with HPV 16 in single or
multiple infections. Also, there was significantly association between HPV 16 and
others types of specie 9 and high grade neoplastic diagnosis, but no association
was observed considering the HPV 16 and other of groups of species 7 or others
types. Conclusion: These results indicated that the type 16 is the most important
predictor of high grade cervical neoplasia. Multiple-type infections are predictors of

high grade cervical neoplasia when the type 16 is present.

Key words: Human papillomavirus, neoplastic diagnosis, cervical intraepithelial

neoplasia, single infection, multiple-type infections.
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1. Introducao

1.1 Epidemiologia do cancer do colo do utero

O cancer do colo do utero € a segunda causa de cancer mais comum entre as
mulheres em todo mundo (WHO). Estima-se que a cada ano sejam diagnosticados
cerca de 493.00 novos casos com 274.000 mortes por este tipo de neoplasia no
mundo. A maioria dos casos (80%) ocorre em paises em desenvolvimento (Bell et
al., 2008). No Brasil, a estimativa da incidéncia de cancer do colo do Utero para o
ano de 2009 é de 18.680, com risco estimado de 19 casos a cada 100 mil mulheres.
Na regido Centro-Oeste, o cancer do colo do Utero é o segundo mais incidente
(19/100.000) (INCA).

O céancer do colo do utero é uma doenca de evolucdo lenta, apresentando
fases pré-invasivas caracterizadas por lesdes conhecidas como neoplasias intra-
epiteliais cervicais (NIC). As NIC séo caracterizadas pela perda gradual de funcdes
celulares basicas como divisdo e diferenciagdo. As células anormais perdem
gradualmente as funcbes de controle, de crescimento normal basico e ndo se
diferenciam adequadamente; como consequéncia, ha proliferacdo celular
desordenada. Se a anormalidade progride, as células perdem gradativamente sua
capacidade de diferenciacdo até que toda a espessura do epitélio seja composta por

células indiferenciadas (DeMay, 1996).

O Papilomavirus humano (HPV) é considerado o agente etioldgico central

envolvido na génese dos tumores cervicais, detectado em 99,7% dos casos de
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cancer do colo do utero (Walbbomers et al., 1999). O HPV também é encontrado em
mais de 85% das neoplasias intra-epiteliais cervicais de alto grau, consideradas

precursoras do cancer do colo do utero (Bosch et al., 2008).

1.2 Papilomavirus humano: Infeccdes e Lesdes

A infeccdo pelo HPV €é a mais comum das doencas sexualmente
transmissiveis (Hoory et al. 2008; Kanodia et al., 2007). Ocorre principalmente em
jovens, sexualmente ativas, nos primeiros anos apds a sua primeira relacdo sexual.
A maior prevaléncia de HPV ocorre em mulheres com idade inferior a 25 anos; esta
prevaléncia diminui entre os 45 e 50 anos, mas tende a aumentar apds a
menopausa (Fernandes et al., 2009). Outros fatores de risco que podem estar
relacionados a infeccdo pelo HPV além do inicio da atividade sexual precoce sao:
namero de parceiros sexuais, multiparidade, uso continuo de anticoncepcionais orais
e tabagismo (Ragin et al., 2008; Vaccarella et al., 2006).

Estima-se que 75% das mulheres sexualmente ativas tém ou foram expostas
ao HPV em algum momento de suas vidas. Na maioria dos casos, a infec¢cdo por
HPV é transitoria ou latente, tornando-se indetectavel dentro de 1 a 2 anos, até
mesmo por diagndéstico molecular como reacdo da polimerase em cadeia (PCR)
(Trottier & Franco, 2006).

Mulheres com teste positivo para DNA de HPV de alto risco tém quatro vezes
mais chance de desenvolverem NIC 1 e 13 vezes mais chances de desenvolverem
lesbes de alto grau (NIC 2 ou NIC 3) quando comparadas a mulheres com teste

negativo para HPV (Cavalcanti & Carestiato, 2006).
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Uma vez que o HPV penetra nas células-alvo, pode permanecer latente ou
adotar a replicacdo no nucleo, que termina na sintese e liberacdo de particulas virais
infectantes por células mais amadurecidas (Woodman et al., 2007; Alvarenga et al.,
2000).

A regressao espontanea € frequente entre as mulheres com idade inferior a
35 anos. Nesses casos, a infeccdo pelo HPV é transitéria, a maioria provavelmente
porque a célula da mulher mediada pelo sistema imunoldgico € capaz de erradicar a
infeccdo. A resolucdo da infeccdo pelo HPV esta relacionada a mecanismos
imunologicos humorais e celulares e também a fatores nutricionais, como as
vitaminas A, incluindo os caratendides, e vitamina E, que funcionam como
antioxidantes em sistemas bioldgicos (Rosa et al., 2009). A persisténcia da infeccao,
definida como a deteccdo de um mesmo tipo de HPV duas vezes em certo periodo,
em média de 6-12 meses, é necessaria para o desenvolvimento das NIC. As
infecgbes persistentes sdo mais frequentes nas mulheres acima de 35 anos e
possuem maior potencial de progressao para NIC de alto grau (Brenna & Syrjaen,
2003).

As NIC podem regredir, persistir ou progredir para carcinomas invasivos. O
periodo de evolucdo de uma NIC para o carcinoma invasivo é de aproximadamente
12 a 15 anos (Insinga et al., 2009; Snijders et al., 2006). As taxas de regressao
espontanea entre as mulheres infectadas pelo HPV variam de 56,7%, 50,4% e
12,2% nas NIC 1, 2 e 3, respectivamente. A progressao para carcinoma invasivos
nas mulheres positivas para HPV é de 14,2%, 22,4% e 64% nas NIC 1, 2 e 3,

respectivamente (Brenna & Syjraen, 2003).
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Para que haja progressdo para cancer invasivo, € necessario que haja
infeccdo persistente, bem como a expressdo continua de alguns genes virais. As
atividades das proteinas de HPV de alto risco E6 e E7 podem explicar parte da
probabilidade para progressao (Hoory et al., 2008). Além disto, medidas de carga
viral do HPV e a integracao viral ao genoma da célula hospedeira tém se mostrado
como importantes para a progressao (Rosa et al., 2009; Schlecht et al., 2003).

Estudos tém indicado que a alta carga viral é importante fator de risco para
neoplasia do colo de Gtero (Rosa et al., 2009; Schlecht et al., 2003), contudo lesbes
severas também podem estar associadas a cargas virais baixas (Gravitt et al., 2003).
A reducdo no numero de coépias virais poderia ser explicada pela interrupcdo dos
genes virais E1/E2 por ocasido da integracdo do genoma viral no DNA celular (Wang
et al., 2003).

A frequéncia da integracao viral parece aumentar com o grau de severidade
da doenca, correlacionando-se com a progressédo ao cancer cervical (Wang et al.,
2003). A importancia biolégica da integracdo ainda é motivo de discussdo e a
maioria dos estudos indica que as formas epissomais e integradas frequentemente
coexistem e podem ser encontradas ndo s6 em lesdes de alto grau e carcinomas
invasores (Wang et al., 2003; Peitsaro et al., 2002).

E possivel que uma alta carga viral aumente a probabilidade de integracéo
dentro de sitios cromossomiais favoravelmente selecionados para adquirir vantagem
de crescimento. A integragcdo, ao levar a expressao desregulada e aumentada dos
oncogens virais, favorece a selecdo de clones de células com expressdo génica
otimizada. Portanto, essa mistura de formas epissomais e integradas pode levar a

suposicdo de que existam clones de células em estagios de progresséo distintos.
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Dessa forma, as células que ainda apresentam o genoma viral na forma epissomal
estariam em um estagio do processo de transformacao anterior as células que ja
apresentam o genoma do HPV integrado. De fato, lesdes escamosas pré-malignas e
malignas contém um grande numero de particulas virais epissomais associadas a

sequéncias integradas de DNA de HPV (Peitsaro et al., 2002).

1.3 Estrutura do genoma do Papilomavirus humano

Os Papilomavirus humano pertencem a familia Papillomaviridade, género
Papilomavirus. S&o virus ndo envelopados de simetria icosaédrica, com 72
capsdmeros e um genoma de DNA de fita circular, com cerca de 8.000 pares de
bases (Mufioz et al., 2006). O genoma do HPV é constituido por aproximadamente
oito regides de leitura aberta (open reading frames-ORF), composta por pelo menos
seis genes que se expressam precocemente e dois genes que se expressam
tardiamente, sendo denominados respectivamente, genes E (Early) e genes L (Late).
A regido E é formada pelos genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7. Dentre esses, E1 tem
relacdo com a replicacdo viral, E2 com a transcricdo e replicacdo, E4 com a
maturagdo viral e alteracdo da matriz intracelular, E5 correlaciona-se com a
proliferacéo celular, e E6 e E7 sdo os genes envolvidos na transformacao celular e
carcinogénese.

A regido L é formada pelos genes L1 e L2, que codificam as proteinas do
capsidio viral. Somando-se a isso, 0 genoma possui uma regido reguladora LCR
(Long Control Region) ou URR (Upstream Regulatory Region), localizada entre L1 e
E6. Nessa regido, existem sequéncias estimuladoras e repressoras da transcricao

viral, além da origem de replicacdo (Woodman et al., 2007) (Figura 1).
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L2

L1

Figura 1- Representacdo esquemética do genoma do HPV.
Fonte: Mufioz et al. (2006).

As oncoproteinas E6 e E7 séo responsaveis pela indugdo, bem como, a
manifestacdo da transformacdo fenotipica das células, particularmente pela
inativacdo do controle do ciclo celular e mecanismos de apoptose. Ambas as
proteinas, E6 e E7, podem favorecer a multiplicacdo das células alvo. O produto do
gene EG6 inativa o produto do gene p53 supressor de tumor, via proteina celular E6-
AP e da mesma maneira, o produto do gene E7, inibe o produto do gene do
retinoblastoma (pRb) (Snijders et al., 2006).

A oncoproteina E6 esté ainda relacionada a ativacdo da telomerase atraves
da expressdao da subunidade catalitica da transcriptase reversa de telomerase
humana (hTERT). A hTERT é um componente da atividade da telomerase, expressa
apenas em pequeno numero de células normais, como as células de reserva. A

ativacao da telomerase é comumente observada em canceres humanos junto com a
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inativacdo da p53 e do pRB. Para imortalizacdo das células com HPV, E7 inativa o
pRB e E6 induz a expressdo da hTERT e a ativacdo da telomerase (Yugawa &
Kiyono, 2009).

As onconproteinas E7 possuem regides conservadas em sua por¢ao amino
terminal, denominadas CR1 e CR2. CR1 é conhecida por seu papel importante na
transformacdo celular provocada por E7. Recentemente, verificou-se que E7
interage com a proteina RB de 600 kDa, a p600, cuja funcéo & diminuir a sinalizacao
mediada por integrina, levando a sensibilizacdo das células a apoptose induzida pelo
desprendimento celular. E7 desregula a proteina p600, inibindo indiretamente a
apoptose (Yugawa & Kiyono, 2009). E7 interage com fator associado p300 (P/CAF).
P/CAF é um coativador transcricional, encontrado na proteina RB acetilada,
condicdo necessaria para diferenciacao celular. P/CAF ao interagir com E7 tem sua
atividade de acetiltransferase reduzida, levando a supressédo da diferenciacdo dos

queratindcitos e fortalecimento do crescimento celular (Yugawa & Kiyono, 2009).

1.4 Classificacao dos HPVs

Mais de 200 tipos virais de HPV ja foram identificados, cerca de 40 destes
infectam o trato genital feminino (Garcia — Espinosa et al., 2009; Hoory et al., 2008).
Os tipos de HPV sao divididos em subgrupos que infectam a mucosa e 0s virus
individuais sdo designados de alto e baixo risco oncogénico, de acordo com a
propensédo das células infectadas a progressdo maligna (de Villiers et al., 2004). Os
tipos de HPV considerados de baixo risco oncogénico, freqiientemente associados
as NIC de baixo grau e aos condilomas acuminados, sao os tipos 6, 11, 40, 42, 43,

54, 61, 70, 72, 81. Aqueles considerados de alto risco oncogénico, por estarem



23

frequentemente associados as NIC de alto grau e as neoplasias invasoras séo
representados pelos tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82
(Mufioz et al. 2003).

Os virus HPV séo ainda classificados de acordo com seu nicho biolégico,
potencial oncogénico e classificacdo filogenética (figura 2). De acordo com o0s
critérios estabelecidos pelo Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV), as
diversas espécies de HPV que infectam o trato genital feminino sdo classificadas
filogeneticamente no género Alphapapillomavirus. Essa classificacdo baseia-se na
diversidade gendmica da sequéncia completa do gene L1, que € muito conservada
entre os diferentes tipos de HPV. Existem 15 espécies diferentes, divididas entre

baixo e alto risco oncogénico (de Villiers et al., 2004) (Quadro 1).

Genus
Alpha-papillomavirus
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5\ Papillomavirus

Delta-
papillomavirus
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Kappa-papillomavirus Nu-papillemavirus
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Figura 2- Arvore filogenética contendo 118 tipos de papilomavirus com base no
gene da regido L1. O semicirculo externo representa o género e o0 semicirculo
interno refere-se a espécie do papilomavirus. Fonte: de Villiers et al., 2004.



Género

Alphapapillomavirus Espécie Tipos de HPV

Alto risco oncogénico 11 34,73
9 16, 31, 33, 35, 52, 58, 67
7 18, 56, 66, 39, 45, 59, 68, 70
5 26, 51

Baixo risco oncogénico 1 32,42
2 10, 3, 28, 29, 78, 94

61, 72, 81, 83, 84, *candHPV 62,
3 candHPV 86, candHPV 87,
candHPV 89
4 2,27e57
6 53, 69, 82, 30
8 7,40, 43
10 6, 11, 13, 44,74
12 Rh PV1
13 54
14 *CandHPV90
15 71
*Cand: candidato a tipo
Quadrol- Classificacdo filogenética das espécies de HPV do

Alphapapillomavirus . Fonte: de Villiers et al., 2004 modificado.
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1.5 Diagndstico da infeccao pelo HPV

Citopatologia

A citologia é o método de rastreamento do cancer cervical e suas lesdes
precursoras. A citologia ndo € o método mais adequado para deteccao de infeccdes
pelo HPV, embora haja forte correlacdo entre as anormalidades detectadas pelo
exame citologico e a deteccdo do HPV (Cavalcanti & Carestiato, 2006). Cerca de
11% das mulheres com citologia normal apresentam DNA de HPV detectavel. Esta
proporcdo atinge 73% entre aguelas cujos exames citologicos mostram alguma
alteracéo (Derchain et al., 2005).

O diagndstico morfologico da infecgéo viral esta na dependéncia do tipo de
infeccdo determinada pelo virus. Distinguem-se dois padrdes de infeccdo por HPV, a
infeccdo produtiva e a infeccdo transformante. A expressdo descontrolada das
oncoproteinas virais em células proliferativas € considerada como o fendbmeno que
distingue o processo da transformacao celular de uma infeccdo viral produtiva
(Wallin et al., 1999).

Na infeccdo produtiva, principalmente caracterizada como NIC 1, a
replicacdo viral e a producdo de virions sao fortemente acopladas ao programa de
diferenciacdo do epitélio, conseqiientemente as anormalidades serdo observadas
em células maduras. As alteracdes sdo caracterizadas citologicamente como
multinucleagdo, hipercromasia, contorno irregular da membrana nuclear, halos
perinucleares e principalmente, o efeito citopatico do HPV, os coilécitos (Wright,

2006).
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Nas infec¢des transformantes, geralmente caracterizadas como NIC 2 e NIC
3, ha consideravel aumento na expressao das proteinas E6 e E7, resultando em
instabilidade genética (Snijders et al., 2006). Citologicamente os coilécitos sao
ausentes ou menos proeminentes nas NIC de alto grau, sendo as anormalidades
caracterizadas por células imaturas, apresentando hipercromatismo, perda da

polaridade e aumento da relacdo nucleo citoplasmatica (Wright, 2006).

Histopatologia

A infeccéo pelo HPV provoca transformacao no epitélio celular em diversos
graus. O efeito citopatico classico da infeccdo viral é a coilocitose, observada
principalmente nas camadas superiores do epitélio, classificadas como NIC1. Ainda
sdo encontradas outras alteracfes como hiperplasia ou acantose, hipercromatismo e
disceratose (Wright, 2006).

Nas NIC 2 e NIC 3 as altera¢cBes se estendem ao terco superior do epitélio
cervical (Crum et al., 1997). A coilocitose € menos proeminente, sdo encontradas
células imaturas apresentando além da hiperplasia, disceratose e hipercromatismo,
também € observado o apinhamento nuclear, pleomorfismo e figuras mitéticas nos

casos de lesbes mais severas (Wright, 2006).

Diagnostico soroldgico - ELISA

O teste sorologico ELISA (enzime-liked imunosorbent assay), tem como
finalidade a deteccdo de anticorpos especificos para a regido maior do capsideo do
HPV. Como a infeccdo pelo HPV é seguida por resposta imune humoral contra

proteinas do capsideo do virus, 0s anticorpos permanecem detectaveis por muitos
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anos, nao sendo capazes de distinguir infeccdes passadas de recentes (Pagliusi et
a., 2006).

O diagnéstico sorologico das VLPs correlaciona bem com a presenca do
DNA do HPV em amostras cervicais. Dessa forma a sorologia com base nas VLPs
tem sido usada como um marcador de exposicdo acumulativa ao HPV e de
comportamento sexual (Pagliusi et a., 2006).

Este teste poderia ter maior aplicabilidade na determinacdo da exposi¢cdo do
HPV, o que poderia triar a populacdo para vacinacdo; na pesquisa de relatos de
resposta imune e em estudos epidemioldgicos, como guia na idade para vacinacao e
também na avaliacdo do impacto pés vacinacao (Pagliusi et a., 2006). Entretanto, a
sensibilidade relativamente baixa do ELISA e a variabilidade do intervalo entre a
infeccdo e a soro-conversao sugerem que a avaliacdo da resposta imune nao é util

para o diagnéstico clinico da infecgéo (Staley, 2001).

Diagnoésticos moleculares

O desenvolvimento de técnicas com alta sensibilidade para deteccdo do
DNA revolucionaram o diagnéstico da infeccdo por HPV, permitindo a investigacdo
de varios aspectos relacionados a infeccao pelo HPV (Molijn et al., 2005; Castle et

al., 2004).

Hibridizacéo in situ
E uma técnica baseada na deteccio de pequenos segmentos de DNA ou

RNA em cortes de tecido ou preparados citoldgicos, utilizando uma sequéncia
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complementar de acidos nucléicos com sondas marcadas. Sob condi¢cdes
apropriadas, ocorre a hibridizacdo (através do estabelecimento de pontes de
hidrogénio) da sonda com a sequéncia-alvo do DNA viral, que pode ser visualizada
através de marcadores fluorescentes ou radioativos ligados as sondas, permitindo a
deteccdo e localizacdo de sequéncias de acidos nucléicos do HPV em material
citologico e histolégico (Do Carmo & Fiorini, 2007).

A hibridizacao in situ possui sensibilidade de 70% e especificidade de 63%
(Do Carmo & Fiorini, 2007). A hibridizagdo in situ com sondas marcadas com
fluorescencia, FISH (Fluorescence In Situ Hibridization), € o método de hibridizac&o
in situ mais utilizado atualmente, por n&o utilizar marcacdo radioativa com

sensibilidade de 92,5% e especificidade de 72,7% (Oliveira et al., 2008).

Captura Hibrida Il (CH2)

O sistema de captura hibrida Il baseia-se em uma rea¢do de hibridizacédo
molecular que utiliza sondas n&o radioativas, com amplificacdo da deteccdo de
hibridos por quimioluminescéncia, utilizando amostra liquida. Permite a deteccao por
grupos de risco, baseada na pesquisa de 18 sondas dos HPVs mais frequentes. O
grupo A possui sondas para os HPVs de baixo risco (6, 11, 42, 43 e 44), e 0 grupo
B, sondas para os HPVs de risco intermediario ou alto (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59 e 68). A sensibilidade da CH2 é de 98,1% e a especificidade 97,6%
(Stiliman et al., 2009).

Este ensaio se tornou o padrdo em muitos paises, € amplamente utilizado

em estudos clinicos. No entanto, HC2 tem algumas limitagdes, uma vez que embora
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possa distinguir entre os grupos de alto baixo risco oncogénico, ndo permite

identificacdo de tipos especificos de HPV (Burd et al., 2003).

Amplificacdo do DNA-HPV

Os testes para deteccdo do HPV usando sondas de acidos nucléicos séo
comercialmente disponiveis desde a década de 1980. A técnica da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) é o método de amplificacdo do DNA-HPV mais
utilizado. A técnica amplifica uma sequéncia especifica do DNA, com a ajuda de
uma enzima termoestavel (Tag-polimerase) (Molijn et al., 2005). Distinguem-se dois
tipos de testes de amplificacdo do DNA-HPV, as chamadas PCR tipo especificas e

as PCR de consenso.

PCR tipo especifica

A utilizacdo de primers tipo especificos amplifica apenas um tipo de HPV,
utilizando como alvo uma seqiiéncia especifica, em geral dos genes E6 e E7. Para
detectar o DNA do HPV em amostras simples devem ser realizadas mudltiplas
reacbes de PCR tipo especificas separadamente. E uma técnica trabalhosa, cara e

deve ser validada para cada primer de PCR tipo especifica (Molijn et al., 2005).

PCR de consenso

Existem quatro tipos de primers de consenso que amplificam uma regido
dentro do gene L1 do genoma do HPV, que é comum a 43 tipos de HPV: MY09/11,
PGMY09/11 (do sistema Amplicor MWP) GP5+/GP6+, e SPF1/2 (do sistema

Innogenetics), que amplificam fragmentos de 450 pb, 170 pb, 100 pb e 65 pb,
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respectivamente. A revelacdo das amostras amplificadas (amplicons) pode ser feita
através de diversas técnicas, como a analise da sequéncia do polimorfismo do
fragmento de restricdo, hibridizacdo com sondas tipo-especificas, eletroforese em
gel e hibridizacao reversa (Moljin et al., 2005; Gravitt et al., 2000).

Depuydt et al., (2007) comparou as técnicas PCR de consenso com 0 uso
dos primers MYQ09/11 e a técnica de PCR tipo especifica para HPVs de alto risco
oncogénico em pacientes com diagndstico histologico de NIC 2 ou lesdo mais grave.
A sensibilidade da PCR tipo especifica foi determinada através de plasmideos
contendo o genoma do HPV juntamente com 30 ng de DNA humano feminino para
simular o ambiente do complexo acido nucléico quando for amplificado. Uma série
de diluicdes foram feitas a partir de 10° para 1 cépia de HPV e curvas padréo para
cada um dos 16 tipos de HPVs testados com PCR tipo especifica. A especificidade
foi calculada através da capacidade de discriminar os plasmideos para cada tipo de
HPV. Os tipos de HPVs 16, 18, 31, 33, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 67, 68
foram testados com PCR de consenso MY09/11 em combinagdo com a PCR tipo
especifica com primers e sondas para detec¢do do E7 HPV16, E718, E6 31, E6 33,
E6 35, E7 39, E7 45, E7 51, E7 52, E6 53, E7 56, E6 58, E7 59, E6 66, L1 67, E7 68
e R-Globina. Foi observada uma sensibilidade de 87,9% para PCR de consenso e
98,3% na PCR tipo especifica e uma especificidade de 38,7% para PCR de

consenso e 76,14% para PCR tipo especifica.

PCR por comprimento do fragmento de restricdo (PCR-RFLP)
Apoés a amplificacdo, a composi¢cdo de uma sequéncia do produto de PCR

pode ser investigada por enzimas de restricdo. A digestao dos produtos de PCR com
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endonucleases de restricdo geram fragmentos, que podem ser visualizados por gel
de eletroforese, resultando em um determinado padrédo de bandagem. O método
depende da disponibilidade de enzimas de restricdo capazes de detectar mutacbes
especificas e embora, simples é trabalhoso. A deteccdo de multiplos gendtipos de
HPV, presente em diferentes quantidades em uma amostra clinica através de PCR-

RFLP é usualmente complexa (Grce et al., 2000).

Hibridizag&o reversa

A tecnologia de hibridizac&o reversa utiliza uma tira de membrana contendo
varias sondas imobilizadas como linhas paralelas, chamadas line probe assay
(LIPA); ensaio line blot (LBA) ou da matriz linear (AL) (Gravitt et al., 2000; Molijn et
al., 2005). Este método fornece uma ferramenta atraente para hibridacao simultanea
de um produto da PCR com multiplas sondas de oligonucleotideos, e compreende a
imobilizacdo de sondas em uma fase sélida e do produto da PCR em fase liquida. O
produto da PCR é gerado, usando primers biotinilados. Este é desnaturado em
condicdes alcalinas e adicionado em solucédo tampéao de hibridizacéo (figura 2). Apos
a hibridacéo, o material é lavado, e os hibridos podem ser detectados pela adicao de
um conjugado de estreptavidina e um substrato, gerando cor na linha de sonda, que
pode ser visualmente interpretada (figura 3). Este método permite a deteccdo de
multiplos tipos de HPV com alta sensibilidade em uma Unica etapa e requer somente

uma quantidade limitada do produto da PCR (Molijn et al., 2005; Gravitt et al., 2000).
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Substrato

Biotina Precipitado azul

‘ PCR alvo amplificado

“‘ Sonda imobilizada
L/

Tira com sondas para
tipos especificos

Figura 3 - Técnica de hibridizacdo reversa em pontos.
Fonte: Roche Molecular Systems, Inc.

A B

Figura 4 - A: Gel de agarose casos positivos para HPV utilizando os primers
de consenso biotinilados PGMY09/PGMY11 que amplificam um fragmento de
450 pares de base da regido L1. B: Hibridizag&o reversa em pontos. Sondas
para tipos especificos de HPV imobilizadas em tiras de nylon. As tiras
mostram marcacado de globina e positividade para tipos especificos de HPV.
Tira “a” mostra positividade para o tipo HPV 16, “b” ao HPV 18, “c” ao HPV31
e HPV 53 e “d” ao HPV 58. Fonte: Roche Molecular Systems, Inc.
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PCR em tempo real

A “real-time” PCR ou em tempo real, utiliza um tipo especifico de primers
podendo ser combinados com sondas fluorescentes para deteccdo do HPV—-DNA.
Isso possibilita a eliminacdo da etapa trabalhosa pés-amplificacdo (preparo do gel
para eletroforese), convencionalmente necessaria para visualizagdo do produto
amplificado. As vantagens da PCR em tempo real, em relacdo a PCR convencional
sao: velocidade, reprodutibilidade e capacidade de quantificacdo, tornando esta
técnica mais sensivel, especifica e reprodutivel. Entretanto, possui algumas
desvantagens como: nao € ideal para multiplex de varios primers especificos dentro
de um mesmo tipo de reacao, sua utilizacdo requer alta habilidade técnica e suporte

e alto custo do equipamento (Molijn et al., 2005).

1.6 Prevaléncia de tipos especificos de HPV em mulheres com ou sem lesfes

cervicais

O HPV 16 é o tipo mais comum em mulheres com ou sem leséo cervical
(Bosh et al., 2008). Os tipos de HPV envolvidos nas NIC de alto grau s&o os HPVs
16, 18, 31, 51, 53, 56, 52, 66 e 58. Os mais frequentemente encontrados nas NIC de
baixo grau sdo os HPVs 16, 31, 58, 18, 33, 52, 35, 51, 56, 45, 39, 66 e 6 (Clifford et
al., 2006). Rousseau et al., 2001 em um estudo realizado em S&o Paulo
identificaram os tipos 16, 31, 51, 52, 53, 58 e 84 como os mais prevalentes. Em
mulheres com anormalidades citologicas do Rio Grande do Norte, a infeccdo pelo

HPV esteve presente em 40.2% das NIC de baixo grau e em 67,2% das mulheres
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gue apresentaram NIC de alto grau. O tipo mais prevalente foi o HPV 16, seguido do
HPV 58 e 45 (Fernandes et al., 2009).

Em adolescentes na periferia da cidade de Goiania, Goias, o HPV 16 foi o
mais prevalente seguido dos tipos 51, 31, 52. O HPV 18 foi o quinto mais prevalente.
Nas infec¢cdes multiplas predominaram os tipos 16, 51, 31, 18 e 53. As associacfes
mais frequientes do HPV16 em infec¢cdes por multiplos tipos foram com os tipos 51,
31, 52, 53, 6, 18, 39, e 58. Neste mesmo estudo, foram identificados 30 tipos de
HPVs diferentes, agrupados nas espécies 5, 6, 7, 9 e 11, distribuidas segundo o
grau de anormalidades citologicas observadas (Alves 2006).

Em relacdo as mulheres com citologia normal, segundo um estudo realizado
no Nordeste do Brasil, o HPV 16 foi o mais prevalente, seguido do tipo 58
(Fernandes et al., 2009).

Um estudo realizado em Campinas, Sao Paulo indicou uma prevaléncia total
de HPV de 99%, incluindo 35,3% de infeccbes simples e 64,7% de infeccdes
multiplas em mulheres diagnosticadas com NIC 2 ou NIC 3. Os tipos mais
prevalentes em infec¢Bes simples ou multiplas foram os HPVs 16, 58, 33, 52, 31, 51
e 18. (Pitta et al., 2009).

Ainda considerando os diagnésticos neoplasicos, oito tipos mais comuns de
HPV incluindo os tipos 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, e 35 sdo responsaveis por cerca
de 90% de todos os canceres cervicais no mundo. Os HPVs 16 e 18 séo
encontrados em 70% dos carcinomas escamosos e em 86% dos adenocarcinomas
cervicais (Mufioz et al., 2006). No Brasil, a prevaléncia dos tipos de HPV em
mulheres com NIC de alto grau e canceres cervicais ndo € uniforme, exceto para o

HPV16, que é o tipo mais prevalente em todas as regides. Na regido Centro-Oeste,
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nos casos diagnosticados como NIC 3 e carcinomas invasivos, 0 segundo tipo viral
mais prevalente foi o HPV 33 e o terceiro mais prevalente, o HPV 18. Nas regides
Norte, Sudeste e Sul o HPV 18 foi o segundo mais prevalente, enquanto no

Nordeste o tipo 31 foi 0 segundo mais prevalente (Rabelo-Santos et al. 2003).

1.7 InfeccBes simples e infec¢gdes por multiplos tipos de HPV
O papel das infec¢cdes multiplas por HPV na persisténcia da infeccdo e no

risco para carcinogénese é controverso, ou seja, existem estudos que demonstram
aumento de risco de NIC relacionado a infec¢cdes multiplas, enquanto outros relatam
padrées de risco muito semelhantes entre infeccbes por multiplos tipos e aquelas
determinadas por um unico tipo de HPV (Trottier et al., 2006; Herrero et al., 2005).

Infeccbes mudltiplas podem ser comumente encontradas em estudos
epidemioldgicos. Bello et al., (2009) observaram que as infeccbes multiplas foram
mais prevalentes entre as mulheres encaminhadas com citologia anormal. A
prevaléncia total de infec¢cdes multiplas encontrada foi de 44,2%, presente em 63,1%
das NIC 1 e em 80,8% das neoplasias de alto grau = NIC 2.

A probabilidade de mulheres jovens adquirirem infeccées multiplas por HPV
de alto risco oncogénico é de cerca 17%. Em mulheres com idade entre 40 e 50
anos, a prevaléncia de infeccées mdltiplas por HPV de alto risco oncogénico é de
3,6%. Contudo, mulheres em faixa etaria mais avancada possuem um risco maior de
adquirirem NIC de alto grau. Este risco é de aproximadamente 25% em 5 anos de
seguimento e de 35% apods 10 anos de seguimento. Isso reflete o fendbmeno da
historia natural da infeccdo pelo HPV, sugerindo que mulheres jovens possuem

maior probabilidade de infeccdo devido ao comportamento sexual, mas muitas
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destas infec¢des sdo transitérias. Em mulheres em faixa etaria mais avancada, ha
maior probabilidade de NIC ou lesbes mais graves, através da progressao (Kjaer et
al., 2006).

Herrero et al., (2000) encontraram uma prevaléncia de 11% de infeccbes por
HPV em mulheres sem anormalidades citolégicas, incluindo 4,3% de infeccdes
mdltiplas. Os tipos mais comuns encontrados foram o HPV 16 e o HPV 18. E
possivel que as infec¢des persistentes por HPV 16 ou HPV 18 possibilitem maior
suscetibilidade das mulheres a adquirirem infecgcdes multiplas através da co-infeccéo
com outros tipos de HPV (Rousseau et al., 2001). Ho et al (1998), observaram que
as infeccbes multiplas possuem maior persisténcia quando comparado a infeccdes
simples (OR 4.1%; IC 95% 2.7-6.3), (OR 1.5%; IC 95% 1.1-2.2), respectivamente.
Estudos tém demonstrado que mulheres infectadas por multiplos tipos de HPV séo
mais provaveis de possuirem NIC de grau 1 ou lesdes mais graves (Rousseau et al.,
2003; Schiffman et al., 2003). van der Graaf et al.,, (2002) observaram que as
infeccdes multiplas por HPVs de alto risco oncogénico, principalmente na presenca
do HPV 16 possuiram maior risco de progressao para as NIC de alto grau e cancer
cervical quando comparadas com as infec¢des simples de alto risco oncogénico.

Paradoxalmente, Liaw et al (2001) indicaram que o HPV 16 possui maior
persisténcia e aumenta as chances de co-infecgcdo por outros tipos de HPV, no
entanto, a presenca de mdultiplos tipos de HPV néo interfere na progressdo das
lesbes quando o HPV 16 esta presente. Outros estudos também tém mostrado que
o risco de NIC ou cancer invasivo em mulheres com infec¢gdes simples néo difere do
risco relacionado as infeccbes mudltiplas (Trottier et al., 2006; Chaturverdi et al.,

2005).
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Trottier et al., (2006) indicaram que a presenca de infeccbes multiplas por
HPV que nao incluiram o HPV 16 foi associada a um alto risco para todos os graus
de neoplasia e de cancer. Por outro lado, Herrero et al., (2005) estabeleceram que
comparado com a infeccdo Unica pelo HPV 16, a presenca de outros tipos nao
aumentou o risco nas lesées NIC 2 ou NIC 3 ou neoplasias mais severas, 0 risco
aumentou apenas nhas infeccbes por multiplos tipos quando o HPV 16 esteve
presente. A disparidade dos resultados pode provir do fato de que muitos estudos de
corte transversal tém sido focados na deteccdo dos tipos especificos de HPV e,
portanto, podem ter subestimado o efeito da exposicao a diferentes tipos de HPV ao

longo da vida (Trottier et al., 2006).

1.8 Vacinas

A descoberta de que a proteina L1 é capaz de organizar-se em particulas de
estrutura icosaédrica, semelhantes ao capsideo viral, VLPs (virus-like particles), mas
sem o DNA do virus, possibilitou o avanco do conhecimento sobre a imunogénese
do HPV e o desenvolvimento das vacinas profilaticas (Rosa et al., 2009).

Duas vacinas profilaticas contra o HPV foram recentemente licenciadas em
muitos paises, inclusive no Brasil. A chamada Cervarix da GlaxoSmithKline protege
contra HPV-16 e 18 e a Gardasil da Merck Sharp & Dohme, protege contra os HPVs
16, 18, 6 e 11. Ambas contém a proteina L1 do capsideo viral, produzida através de
tecnologia recombinante para a obtencdo de particulas analogas as virais (VLPS)
dos dois virus mais comuns nos canceres cervicais: os HPV16 e HPV18. A vacina,
Gardasil também contém VLPs de tipos ndo-oncogénicos HPV- 6 e HPV-11, que

estdo implicados em 75-90% das verrugas genitais (Einsten et al.,2009).
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A quantidade de VLPs, assim como o sistema adjuvante, difere em cada
vacina. Uma consideravel quantidade de trabalhos multicéntricos ja foi realizada,
demonstrando evidéncias convincentes favoraveis a vacinacdo anti-HPV. Para as
duas vacinas, a protecdo contra os tipos oncogénicos HPV 16 e 18 estd bem
estabelecida. Estudos randomizados de ensaios clinicos, tém mostrado eficacia em
6.4 anos poOs vacinagao para a Cervarix e em pelo menos 5 anos para Gardasil
(Einstein et al., 2009). Embora seguras, imunogénicas e efetivas na prevencao de
infeccbes e lesbes precursoras do cancer cervical relacionadas aos HPVs 16 e 18
capazes de induzir protecdo cruzada para alguns outros tipos de HPV como o HPV
31, 33 e 45, mas nédo sao capazes de prevenir totalmente o cancer cervical.

A vacinacdo é recomendada para jovens entre 11 a 12 anos de idade, &
aceitavel em mulheres até 26 anos, embora sua eficacia diminua com o aumento da
idade, sendo necessario 0 uso de trés doses para a imunizacdo (Massad et al.,
2009).

Apesar da alta prevaléncia de infeccbes mdltiplas pelo HPV, a vacinacgéo
antes da exposicdo ao HPV ira reduzir a prevaléncia das lesbes precursoras na
populacdo feminina com uma taxa de até 70%. Estudos longitudinais sugerem que a
eliminagcdo dos HPVs 16 e 18 resultara em reducdo de 17% de todas as
anormalidades citol6gicas na populacdo mundial, incluindo 8% das atipias intra-
epiteliais escamosas de significado indeterminado, 23% das NIC de baixo grau, 45%
das NIC de alto grau e 72% dos canceres invasores (Massad et al., 2009; Schifman
et al., 2007).

A eficacia da protecao cruzada da vacina quadrivalente foi investigada em um

estudo de caso-controle para 14 outros tipos de HPVs. Observou-se diminuicdo da
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incidéncia, principalmente do HPV 31 e outros tipos como os HPVs 33, 45, 52 e 58.
Considerando as espécies filogenéticas, a protecdo cruzada foi mais evidente nos
HPVs da espécie A9 e para os HPVs da espécie A7 houve eficacia para os HPVs
39, 45 e 59 em relacao a eficacia da protecéo cruzada em pacientes com NIC 1, NIC
2, NIC 3 e Adenocarcinomas. Neste mesmo estudo, a diminuicdo da incidéncia foi
significativamente maior em pacientes com NIC 2, NIC 3 e Adenocarcinomas para 0s
tipos de HPV 31 e 45, e a protecdo cruzada para os outros tipos de HPVs foi
semelhante aos ja relatados (Brow et al., 2009). A vacina bivalente da
GaloxoSmithKline também apresentou protecdo cruzada para os HPVs 31, 33 e 45
(Paavonen et al., 2009).

E possivel que na proxima década uma segunda geracdo de vacinas
profilaticas contra o HPV esteja disponivel, incluindo outros tipos de HPVs

oncogénicos (Brown et al., 2009).

1.9 Justificativa

Existem diferencas entre a distribuicdo dos tipos de HPV em mulheres de
diferentes paises. Ha variacao entre a distribuicao de tipos especificos em diferentes
regibes do Brasil. Poucos estudos de prevaléncia de tipos especificos tém sido
conduzidos na Regido Centro-Oeste. Até o0 momento, uma série de mulheres
portadoras de neoplasias cervicais encaminhadas por exame citopatoldgico alterado
e histologicamente diagnosticadas ainda n&o tinham sido alvo de um estudo. E fato
gue um melhor conhecimento dos padrdes da infec¢cdo simples ou por multiplos tipos
de HPV e sua relacdo com a gravidade da lesédo cervical podera significar um

avango no entendimento da historia natural destas condi¢cdes. Assim, é de extrema
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importancia realizar estudos regionais nao sé sobre a prevaléncia da infeccao pelo
HPV, mas também sobre a distribuicdo de tipos, com o intuito de avaliar os

potenciais beneficios da vacina.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral:

Avaliar o efeito das infec¢cdes simples ou por mudltiplos tipos de HPV,
considerando também os grupos filogenéticos, sobre a prevaléncia e a gravidade da

neoplasia cervical em mulheres da regido Centro-Oeste.

2.2 Objetivos especificos:

1. Identificar os tipos de HPV em infeccdes simples ou por multiplos tipos, de
acordo com o diagndstico histologico;

2. Avaliar a associacao entre tipos de HPV de alto risco e os diagndsticos
neoplasicos de alto grau (= NIC 2);

3. Avaliar a associacao entre infecgcdes simples por HPV de alto risco e os
diagndsticos neoplasicos de alto grau (= NIC 2);

4. Avaliar a associacao entre infeccbes multiplas por HPV de alto risco, com ou
sem a presenca do HPV 16, e os diagnésticos neoplasicos de alto grau (= NIC
2);

5. Avaliar a associacao entre espécies filogenéticas de HPV de alto risco e os

diagnésticos neoplasicos de alto grau (= NIC 2);
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Summary

This study was designed to evaluate the effect of single or multiple HPV infections
and phylogenetic groups on the prevalence and severity of cervical intraepithelial
neoplasia (CIN) in women undergoing colposcopy following an abnormal cervical
smear. Colposcopy was performed in 198 cases and biopsy was carried out in 193
patients. All specimens were tested for 27 HPV genotypes using Roche’s polymerase
chain reaction reverse line blot assay. The overall prevalence of HPV infection in
women with an abnormal cervical smear was 86% (171/198). The prevalence of HPV
16 in high-grade cervical intraepithelial neoplasia (CIN2/3) was 52% (40/76), being
detected in 88.8% of cases (8/9) of invasive carcinoma. The prevalence of HPV
types 31 and 35 in high-grade CIN was, respectively, 10.5% (8/76) and 6.6% (5/76).
Single or multiple-type infections involving HPV 16 were significantly associated with
a diagnosis of high-grade neoplasia (= CIN2) (OR 6.49; 95%CI: 1.88 - 23.44 and OR
3.65; 95%CI: 1.13 - 12.15) even after adjustment for HPV-DNA. A statistically
significant association was also found between HPV 16 and the other HPV types
belonging to species Alpha 9 and a diagnosis of high-grade neoplasia (OR 7.62; 95%
Cl 1.28 — 51.58); however, no association was found between HPV 16 and the other
HPV types belonging to species Alpha 7. HPV 16 is the most important predictor of
high-grade cervical neoplasia. Multiple-type infections are predictors of high-grade
cervical neoplasia when type 16 is present.

Key words: Human papillomavirus - Diagnosis of Neoplasia - Cervical Intraepithelial

Neoplasia - Single infection - Multiple-type infection.
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INTRODUCTION

Infection by a group of 18 oncogenic HPV types is considered a prerequisite
for cervical cancer and its precursor, cervical intraepithelial neoplasia (CIN) (1). The
risk of cervical neoplasia associated with infection by individual HPV types has been
examined to some extent and there are indications that the specific types lead to
different risks for the persistence and progression. Worldwide, HPV 16 is in women
with cervical cancer or CIN (2-5).

HPV 16 and 18 represent paradigms for high-risk HPV; however, these two
types are not closely related to each other. They are part of two different
phylogenetic groups, one referred to as HPV species Alpha 9 and formed by HPV
types 16, 31, 33, 35, 52, 58 and 67, and the other referred to as species Alpha 7 and
formed by HPV types 18, 39, 45, 56, 59, 66, 68 and 70. The group 6 is formed by
HPV types 53, 30, 69 and 82, while group 5 consists of HPV types 26 and 51 (6).

Coinfection with multiple HPV types has been a common finding in many
molecular studies. Some HPV types may interact or act synergistically to induce
progression. However, the significance of multiple HPV infections with regards to the
clinical management of cervical lesions and to predicting outcomes of HPV infection
is not yet completely understood (7). Studies have associated multiple HPV
infections with higher risk for development and/or progression of cervical neoplasia
(7, 8), whereas others have reported risks for cervical disease that were no greater in
women with multiple HPV types than in those with single infections (3, 9).

Few studies have investigated the interactions of viral genotypes or species in
multiple HPV infection. In addition, little information is available on the issue of the

clustering patterns of HPV groups or genotypes involved in concurrent or sequential
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multiple infections; therefore, studying clustering patterns may provide further
information on the possibility of existence of separate transmission patterns. In fact,
DNA-based follow-up studies have suggested that a preexisting HPV infection at
baseline increases the risk of acquiring both phylogenetically related and unrelated
genotypes (10, 11).

Information on the importance of single or multiple-types within the context of
phylogenetic groups in women with cervical neoplasia is also sparse and this
approach is clinically relevant for the planning of vaccination programs and in post-
vaccination monitoring. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
effect of single or multiple HPV infections and phylogenetic groups on the prevalence
and severity of cervical intraepithelial neoplasia (CIN) in women undergoing

colposcopy following an abnormal cervical smear.

MATERIALS AND METHODS

Patients

Between January 2006 and March 2009, a series of 198 women referred to a
regional referral colposcopy clinic in Goiania central area of Brazil to abnormal
cervical smear were included in this study. The Institutional Review Board approved
the study protocol and all participants gave their written informed consent prior to
admission to the study.
Procedures

Women were considered eligible for the study if they fulfilled all the following

requirements: a) age between 14 and 75 years; b) having an intact uterus (i.e. no
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previous surgical procedures on the uterus or cervix); ¢) a history of abnormal
cervical smear tests in the past year; d) were not currently undergoing treatment for
genital condyloma (external or cervical); e) had abstained from sexual intercourse in
the 3 days preceding consultation; and f) had no confirmed or clinically suspected
immunosuppression (induced by HIV, corticosteroids, chemotherapy or any other
chronic disease that could affect the immune system).

At colposcopy, a cervical sample was taken for a second conventional smear
using a cervical brush, and the residual material was rinsed and stored in 1.0mL
Universal Collection Medium (QIAGEN Sample & Assay Technologies) for HPV DNA
testing. Biopsies were taken from any colposcopically abnormal area. Women with a
suspicious image penetrating the cervical canal and those in whom colposcopy was
unsatisfactory and a second cervical smear was abnormal were submitted to cervical
conization. Women with invasive carcinomas were treated according to the
appropriate clinical guidelines. When a woman was submitted to more than one
histologic examination, the most severe diagnosis was considered.

A total of 193 biopsies were performed and analyzed according to the criteria
defined by the World Health Organization and classified as normal/cervicitis, CIN 1,
CIN 2, CIN 3, invasive squamous cell carcinoma or invasive adenocarcinoma. The
remaining 5 women in the study tested negative at colposcopy and negative in their
repeat cervical smear; therefore, the final diagnosis in these cases was negative for
neoplasia and for the purposes of analysis they were classified together with the
women who had a histological finding of normal/cervicitis. These 5 women were

scheduled to return for follow-up visits every 3 months, and the duration of follow-up
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in these cases ranged from three months to 2 years at the cut-off date for this
analysis.
Sample Processing and DNA Extraction
Aliquots of 200 pL of Universal Collection Medium were taken for polymerase

chain reaction (PCR) testing and were centrifuged for 10 minutes at 13,000 x g. The
supernatants were immediately removed and split cellular pellets stored at -80°C
prior to nucleic acid extraction and HPV detection. The cellular pellets were
resuspended in 200 pL of digestion solution (ImM Tris, 200 ug of proteinase K/mL,
0.5% sodium dodecyl sulfate) and digested at 55°C for 2 hours. Digestion was
followed by 5-minute incubation at 95°C to inactivate proteinase K. Nucleic acids
were purified by phenol chloroform extraction followed by ethanol precipitation. After
the pellet of deoxyribonucleic acid (DNA) had dried, it was dissolved in 100 pl of Tris-
eth-ylenediaminetetraacetic acid (TE-EDTA) solution (Tris 1 mM, EDTA 100 uM, pH
8.2). The nucleic acids were stored at -80 °C until use.
HPV-DNA Testing

DNA was amplified using PGMY09/11 HPV—specific primers that amplify the
450-bp fragment of the L1 open reading frame of genital HPV. HPV-DNA genotyping
was performed using a reverse line-blot hybridization assay which involved the
hybridization of a 450-bp PCR amplicon generated by the PGMY primer set to a
nylon strip containing immobilized probes (12). The strip contained 2 levels of [3-
globin control probes, 18 high-risk HPV probes (HR-HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39,
45, 51,52, 55, 56, 58, 59, 68, 73, 82, and 83) and 9 low-risk HPV probes (LR-HPV 6,
11, 40, 42, 53, 54, 57, 66, and 84). PCR reagents, probe strips and developing

reagents were kindly supplied by Roche Molecular Systems Inc. (Pleasanton, CA,
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USA). The 100 pL volume of the amplification mixture contained 4mM of MgCI2,
50mM of KCI, 7.5U of AmpliTaq Gold DNA polymerase (Perkin-Elmer, Foster City,
CA), 200 uM each of dATP, dCTP, dGTP, 600 uM of dUTP, 100 pmol of each
biotinylated PGMYO09/PGMY 11 primer pool and 2.5 pmol each of 5’ biotinylated 3-
globin primers, GH20 and PCO4. The following amplification profile was used:
activation of AmpliTaq Gold for 9 minutes at 95°C, denaturation for 1 minute at 95°C,
annealing for 1 minute at 55°C, extension at 72°C for 1 minute for a total of 40
cycles, followed by a 5-minute terminal extension step at 72°C. Amplicons were
denatured in 0.4N NaOH and 40 uL of denatured product were reacted in 3mL of
hybridization buffer with a reverse line-blot containing HPV genotypes and (3-globin
probe at 2 concentrations immobilized on nylon strips. Positive hybridization was
detected by streptavidin-horseradish peroxidase—mediated color precipitation on the
membrane at the probe line. In specimens considered HPV-negative the 2 globin
lines (high and low copies) appear at levels comparable to positive controls, or were
repeated until the criteria for globin positivity was reached.
Histopathology

The specimens were reviewed according to the World Health Organization
criteria (13) and classified as: CIN 1, CIN 2, CIN 3, invasive squamous carcinoma or
invasive adenocarcinoma. All the histological analyses were performed at the same
pathology laboratory and all diagnosis were made by the same pathologist, who was
blinded with respect to the cytological diagnosis.
Statistical Analysis

The prevalence rates of HPV genotypes in single or multiple infections were

described according to the histological findings. The associations of specific HPV
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genotypes and phylogenetic groups with the final diagnosis were assessed using
odds ratios with their respective 95% confidence intervals (95%CIl). The reference for
the calculation of OR was HPV negative cases and HPV 16 and/or HPV 18 negative
cases. When HPV types other than HPV 16 or 18 are taken as a reference the
results were considered as adjusted to HPV-DNA. The entire statistical analysis was

carried out using the SAS software program, version 8.0.

RESULTS
The overall prevalence of HPV in women with an abnormal cervical smear was
86% (171/198), and 97% of these cases (166/171) consisted of high-risk oncogenic
types. The prevalence of single infection was 48.5% (83/171) and multiple infections
represented 51.5% (88/171) of all cases. Of the total population of HPV-positive
women, 45% (77/171) were infected with HPV 16 either as a single or multiple-type
infection. HPV 31 and HPV 35 were, respectively, the second (11.1%; n=19) and
third (6.4%; n=11) most prevalent types (Tablel).
The distribution of HPV genotypes and histological diagnosis is also shown in
Table 1. The prevalence of HPV 16 in the women with a histological diagnosis of
cervical intraepithelial neoplasia (CIN) 1 was 32.1% (18/56). With respect to the most
severe lesions, HPV 16 was present in 58.4% of cases (21/36) of CIN 2, 47.5% of
cases (19/40) of CIN 3 and 88.8% of cases (8/9) of invasive carcinoma (including 5
squamous cell carcinomas and 3 adenocarcinomas). The HPV 31, either as a single
or multiple infections, was detected in 14.2% of cases (8/56) of CIN 1, 8.3% of cases
(3/36) of CIN 2 and in 12.5% of cases (5/40) of CIN 3. Type 35 was detected in 8.9%

of cases (5/56) of CIN 1, 5.3% (2/36) of CIN 2 and in 7.5% of cases (3/40) of CIN 3.
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HPV 52 was the fourth most prevalent type, while HPV 18 was the fifth most
prevalent and was detected in 5.4% of cases (3/56) of CIN 1 and in 8.3% of cases
(3/36) of CIN 2.

The overall positivity for HPV, including both single and multiple-type
infections, was significantly associated with a diagnosis of high-grade neoplasia (=
CIN 2) (OR 3.00; 95%CI: 1.12 - 8.29). When analyzed separately, a single infection
was significantly associated with a diagnosis of neoplasia (OR 3.22; 95%CI: 1.13 -
9.48); however, no statistically significant association was found in the case of
multiple-type infections (OR 2.49; 95%CI. 0.88 - 7.28). A statistically significant
association was found with HPV 16 positivity as a single (OR 6.49; 95%CI: 1.88 —
23.44) or multiple-type infection (OR 4.73; 95%CI: 1.63 - 14.17). No association was
found with respect to the HPV types other than HPV 16 and 18, either as a single
(OR 2.47; 95%CI: 0.77- 8.17) or multiple-type infection (OR 1.71; 95%CI: 0.52 -5.76)
(Table 2).

A diagnosis of high-grade neoplasia (= CIN2) was significantly associated
with HPV 16 as a single or multiple-type infection (OR 2.34; 95%CI: 1.18 - 4.65),
when HPV types other than HPV 16 or 18 are taken as a reference. No association
was found for HPV 18, either as a single or multiple-type infection (OR 1.06; 95%CI:
0.17- 6.12) (Table 3).

A diagnosis of high-grade neoplasia (= CIN2) was significantly associated with
HPV 16 and with the other HPV types belonging to species 9 (OR 7.62; 95%CI: 1.28
- 51.58) and to multiple-type infections, taking the HPV-negative cases as a
reference. A borderline association was found when HPV types other than HPV 16

were considered as reference (OR 3.76; 95%CI: 0.82 - 10.50). No association was
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found for HPV 16 when taken together with the other HPV types belonging to species

7 or for HPV 16 together with all the other types (Table 4).

DISCUSSION

The results of this study corroborate several others data that indicated that
HPV 16 as the most important predictor of high-grade cervical neoplasia. In addition,
multiple-type infections are predictors of high-grade cervical neoplasia when type 16
is present. Single or multiple infections associated with HPV 16 correlated
significantly with a diagnosis of high-grade neoplasia even after adjustment for HPV-
DNA. In fact, HPV 16 as a single or multiple-type infection merits individual
consideration because it is a more potent carcinogen than the other HPV types (2, 3,
5, 14).

Women included in this study were referred because of abnormalities detected
at the referral smear; therefore, they were more likely to have detectable HPV DNA
due to a previous and/or current HPV infection and also to present a CIN lesion. The
total prevalence of HPV detection was a little higher (86%) when that found by the
study conducted by Gargiulo et al. (9) that included 213 women referred for
colposcopy due to cytological cervical abnormalities and showed a total HPV
prevalence of 84.9%. Similarly, a recent study conducted at a colposcopy clinic in
575 women with abnormal cervical smears reported an HPV positivity rate of 75.2%
(15). In the present study, HR-HPV was detected in 92.4% of women diagnosed as 2
CIN 2, which is in agreement with the data that show that most high-grade lesions

are caused by persistent HR-HPV infection (16, 17).
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The overall prevalence of multiple infections in this study was higher than that
of single infections; however, no statistically significant association was found
between the presence of multiple infections and a diagnosis of neoplasia. In
agreement with the results of this study, Ho et al. (18), failed to find a substantially
increased risk associated with multiple infections, supporting the view that cervical
neoplasia is the result of clonal expansion of a cell infected with a single HPV type.
Gargiulo et al. (9) reported that detection of multiple HPV infection with HR-HPV
types was not a significantly better predictor of cervical cancer than single HR-HPV
infection. Wheeler et al. (3) reported that multiple infections with HPV genotypes
resulted in a risk of CIN2/CIN3 or more severe lesions that was similar to the risk
found for the HPV type with the highest risk. However, this issue remains
controversial, with some studies indicating a higher risk for single or multiple-type
infections (10, 11, 19, 20).

The HPV 16 was the most prevalent genotype in all final diagnosis, but
principally in the more severe lesions. In addition, the association between HPV 16 in
a single or multiple-type infection and a diagnosis of high grade neoplasia remained
significant persisted even after adjustment for HPV-DNA. This finding is in agreement
with reports from many other studies in which HPV 16 was the predominant genotype
detected across all grades of histological diagnoses (21-24). Stevens et al. (17) also
reported HPV 16 as the most prevalent type. This type was detected in 63.1% of
cases of CIN 3; however, it was observed in only 9.3% of cases of CIN 1. Zhao et al.
(25) found HPV-16 to be the most frequent HPV type in CIN lesions and squamous
cell carcinoma (SCC) and reported that the prevalence of this HPV type was

significantly higher in CIN2/3 and SCC compared to CIN 1.
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Viral interactions in multiple-type HPV infection may have relevant implications
in the assessment of oncogenic risk. There are indications that infection with multiple
specific HPV types and groups acts synergistically in cervical carcinogenesis (7). In
this study, a diagnosis of high-grade neoplasia was significantly associated with HPV
types belonging to Alpha 9 species groups. Pitta et al. (26) also reported that women
infected with HPV types belonging to the Alpha 9 species were more likely to have
CIN 3 than those infected with types from the Alpha 7 species and others. Trottier et
al. (7) speculated that the HPV types belonging to the Alpha 9 species, including
HPV 16, HPV 58 and others, may have a faster and more extensive effect on cervical
epithelia infected than with other HPV types. Fife et al. (8) suggested that HPV types
51, 52, 56, and 58 were genotypes that collaborate with HPV 16 to produce CIN or
cancer. On the other hand, Bello et al. (27) observed that the effect of multiple
infections on the severity of cervical lesions remained unchanged in magnitude after
exclusion from the model of either HPV 16 infections or infections by the four HPV
types targeted by currently available vaccines.

No association was found between a diagnosis of high-grade neoplasia and
multiple-type infections that included HPV 16 and others belonging to Alpha 7
species. These data are compatible with the information on the carcinogenic potential
of specific HPV types, that have been indicated that the types HPV 16, 18 and 45 are
more prevalent in squamous cell carcinoma although the type 16 is also common in
high grade CIN (2, 3, 5, 9).

Clustering of HPV types/species does not necessarily imply a direct biological
interaction, and alternative explanations must be considered. It should be taken into

consideration that broad-spectrum typing assays do not have the same specificity
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and sensitivity for each viral type and it is well-known that HPV types that are present
at relatively low concentrations may be under-represented by PCR because of primer
competition (28).

It is well-known that persistent infections with HPV 16 are more likely to
progress to cervical neoplasia; however, the present study provides evidence
supporting the hypothesis that infections with other specific types, principally those
belonging to the Alpha 9 group, may contribute with additional prognostic value when
present in conjunction with HPV 16. The complex interrelationship of multiple HPV
types requires further analysis, since it may have a direct impact on the outcome of
vaccination. Likewise, as the new era of HPV vaccination begins, improved
understanding of the epidemiology of HPV co-infections will also help plan HPV

testing for the surveillance of immunized individuals.
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Table 1- HPV genotypes prevalence and histological diagnosis
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Types

16
16 and others
18 and others

31
31 and others
35 and others
52 and others
45 and others
51 and others
53 and others
39 and others
33 and others
58 and others
56 and others
66 and others
68 and others

82
Low risk
Positive HPV

Negative HPV

TOTAL

Negative CINI  CIN2 CIN3  Invasive* Total
n % n % n % n % n % n %
3(10) 8(14.3) 7(195) 12(30) 6(67.7) 36 (21)
8(26.7) 10(17.8) 14(38.9) 7(175) 2(22.2) 41 (24)
1(3.3) 3(54) 3(8.3) - - 7 (4.1)
3(10) 4(7.1) 1(2.8) 3(7.5) - 11 (6.4)

- 4(7.1) 2(5.5) 2 (5) - 8 (4.7)
1(33) 5(89) 2(55)  3(7.5) . 11 (6.4)
. 3(5.4) 3(8.3) 2 (5) . 8 (4.7)
2(6.7) 1(1.8) 1(2.8) 2 (5) . 6 (3.5)
3(10) 2(35) 1(2.98) . . 6 (3.5)
1(3.3) 3(5.4) - 2 (5) . 6 (3.5)
. 3(5.4) - 1(2.5) . 4(2.3)
. 1(1.8) 1(2.8) 3(7.5) . 5 (2.9)
1(3.3) 1(1.8) - 2 (5) 1(10.1) 5(2.9)
1(3.3) . - 1(2.5) . 2 (1.2)
2(6.7) 1(1.8) - . . 3(1.8)
1(3.3) . - . . 1(0.6)
. 1(1.8) 1(2.9) . . 2 (1.2)
3(10) 6 (10.7) - . . 9 (5.3)

30 (75) 56 (84.8) 36(92.3) 40(90.9) 9(100) 171(86)

10 (25) 10(15.2) 3(7.7)  4(9.1) 0 27(14)
198
40 (100) 66 (100) 39 (100) 44 (100)  9(100)  (100)

*Invasive carcinoma included 3 cases of adenocarcinomas
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Table 2- Association of HPV genotypes in single or multiple infections and
histological diagnosis

Odds ratio (confidence interval 95%)
comparing different histologic categories*

Histological diagnosis

HPV types and groups 2CIN 2 p-value
All high-risk HPV detected 3.00(1.12 - 8.29) 0.01**
Multiple infections

2.49 (0.88 - 7.28) 0.06
Single infection

3.22 (1.13 - 9.48) 0.01**
HPV 16 as a single infection 6.49 (1.88 — 23.44) 0.0006**
Multiple infections including HPV 16

3.65(1.13 -12.15) 0.014**
Single HPV 16 infection plus multiple 4.73 (1.63 -14.17) 0.001**
infections including HPV 16
All high- risk HPV except HPV 16 and 18 2.02 (0.71 - 5.97) 0.049
Single HPV 18 infection plus multiple 2.14 (0.28 — 16.34) 0.38
infections including HPV 18
Single infections except HPV 16 and 18 2.47 (0.77 — 8.17) 0.09
Multiple infections except HPV 16 and 18 1.71 (0.52 — 5.76) 0.32

* Reference for odds ratio was HPV-negative.
CIN, cervical intraepithelial neoplasia; HPV, human papillomavirus.
** Statistically significant
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Table 3- Association of HPV 16 and HPV 18 in single or multiple infections and
histological diagnosis

Odds ratio (confidence interval
95%)
comparing different histologic
categories*

Histological diagnosis

> -
HPV types and groups 2CIN 2 p-value
Single HPV infection plus multiple infections
including HPV 16 2.34 (1.18 — 4.65) 0.008**
Single HPV 18 infection plus multiple

1.06 (017 - -6.12) 0.94

infections including HPV 18

* Reference for odds ratio were HPV types other than HPV 16 and 18.
CIN, cervical intraepithelial neoplasia; HPV, human papillomavirus.
** Statistically significant



Table 4- Association of HPV types and groups according to histological diagnosis

Odds ratio (confidence interval 95%)
comparing different histologic categories*

Histologic diagnosis

HPV types and groups >CIN 2 p-value
16 and group 9 7.62 (1.28 — 51.58) 0.007***
16 and group 7 2.86 (0.43 —19.75) 0.19

16 and other types 2.22 (0.50 — 10.14) 0.22

Odds ratio (confidence interval 95%)
comparing different histologic categories**

Histologic diagnosis

> CIN 2 p-value
HPV types and groups
16 and group 9 3.76 (0.82 — 19.50) 0.05
16 and group 7 1.41 (0.27 — 7.36) 0.64
16 and other types 1.10 (0.33 — 3.64) 0.86

* Reference for odds ratio was HPV-negative

** Reference for odds ratio were HPV types other than HPV 16 and 18.
CIN, cervical intraepithelial neoplasia; HPV, human papillomavirus

***Statistically significant.
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4. Conclusdes

O HPV 16 foi o mais prevalente, principalmente em neoplasias intra-epiteliais
de alto grau (NIC 2 e 3) e carcinomas invasores. O segundo tipo de HPV mais
prevalente foi o 31, seguido pelos HPV 35, HPV 52 e HPV 18.

Houve uma associacao significativa entre a deteccdo de HPV de alto risco
oncogénico e diagndsticos neoplasicos de alto grau (= NIC 2).

As infec¢cdes mudltiplas foram mais prevalentes que as simples, contudo,
infeccbes simples por HPV de alto risco foram significativamente associadas
com diagndsticos neoplasicos de alto grau (= NIC 2), enquanto que infeccdes
multiplas ndo mostram associacao significante.

. Houve uma associac¢éao significativa entre o HPV 16, em infec¢des simples ou
multiplas, e diagnésticos neoplasicos de alto grau (= NIC 2) considerando
como referéncia casos HPV negativos e casos HPV positivos, excluindo-se o
tipo 16 e 18.

Os diagnésticos neoplasicos de alto grau (= NIC 2) foram significativamente

associados com infec¢Bes por HPV 16 e outros tipos da espécie 9.
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6. Anexos

Anexo 1 — Consentimento informado

PESQUISA: Estudo epidemioldgico e Molecular da Infeccé@o pelo Papilomavirus Humano
(HPV) em Mulheres Portadoras de LesGes Cervicais em uma area de Alta Prevaléncia de
Cancer do Colo Uterino - Regido Centro-Oeste

Eu, Sra ,

idade ,RG ,endereco

telefone de contato ,registro hospitalar

, atendida na santa casa de Misericordia de Goias no

Ambulatério de Oncologia do Trato Genital Inferior e Colposcopia fui convidada a
participar desta pesquisa porque o resultado do meu exame de prevencao
(colpocitologia oncoldgica) mostrou anormalidades das células do colo uterino. Sei
que responderei a um questionario sobre informacdes pessoais mantendo meu
anonimato (serdo avaliadas somente pelo médico que me atendeu) e que as fichas
ficardo de posse do(s) Doutore(s) responsaveis pela pesquisa que sao da

Universidade Federal de Goias e Santa Casa de Misericordia de Goias.

Sei que serei submetida a uma investigacao que € necessaria para esclarecer
as alteracOes encontradas no meu exame preventivo e receber o tratamento que for
preciso. Esta investigacdo consta de novo preventivo, e da mesma forma,sera
colhida secrecdo para descobrir se existe um tipo de virus chamado HPV

relacionado ao meu problema. Esta secrecdo sera utilizada para fazer exames
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chamado de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e também podera ser utilizada
posteriormente para outras pesquisas também relacionadas ao HPV. Sera realizada
também um exame colposcopico, no qual o médico vai olhar o colo do meu utero
com lente de aumento, e caso seja encontrada alguma alteracdo, esta sera
biopsiada, ou seja, sera retirado um pedaco muito pequeno para saber com certeza
0 que eu tenho. Esta biopsia é feita no ambulatorio, € simples, ndo doi e o maximo
gue pode causar € um pequeno sangramento, que logo para. Caso seja descoberto
gue eu tenho uma alteracdo mais grave serei submetida a uma retirada de pedaco
maior, feito com anestesia local para que eu ndo sinta dor. Este procedimento
também é simples, normalmente feito no ambulatorio, e as vezes pode causar um
sangramento maior, porém caso isto ocorra, serei tratada com seguranca, pois
estarei no hospital com médicos capacitados para resolver o problema. também
conforme indicacdo do médico e de acordo com o resultado do meu exame

histopatoldgico poderei ser submetida a uma cirurgia se este for o caso.

Todos estes exames estdo indicados para o esclarecimento, diagndstico e
tratamento de possiveis lesdes de colo de Utero que podem estar presentes em
casos como o meu. Nao serei submetida a exames desnecessarios, tudo sera
feito como normalmente se faz, de acordo com os programas de prevencao do
cancer do colo uterino, e tratamento adequado. Apés o diagndstico e tratamento
inicial dependendo da indicagdo médica, deverei retornar em intervalos de mais

ou menos 6 meses para acompanhamento e controle de meu problema.

Autorizo os pesquisadores da Universidade Federal de Goias e Santa Casa
de Misericérdia de Goias a realizarem uma copia dos resultados dos exames de

laboratorio para que sejam anexados as fichas de pesquisa.
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Fui esclarecida quanto ao meu direito de ndo participar da pesquisa e de ser
atendida no ambulatorio sempre que necessario. A ndo aceitacdo na participacao
no estudo nédo implicara na perda dos direitos iniciais rotineiramente

oferecidos pelo ambulatério.

Em caso de duvidas ou esclarecimento, tenho o direito de telefonar para as
Doutoras Silvia Rabelo (32096044), Megmar Carneiro (32096129) ou Rosane Alves.

Sei que nao serei paga para participar deste estudo.

Goiania de de 200

Rubrica da paciente

Médico responsavel pelo atendimento



79

Anexo 2- Questionario e ficha pré -codificada para conduta diagndéstica e

terapéutica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

SANTA CASA DE MISERICORDIA

Estudo epidemiolégico e Molecular da Infeccdo pelo Papilomavirus Humano
(HPV) em Mulheres Portadoras de Lesdes Cervicais em uma Alta Prevaléncia

de Cancer do Colo Uterino - Regido Centro-Oeste

Ficha pré-codificada para conduta diagnoéstica e terapéutica

Fichal | | | Registrol I 1 I I 1 1 1

Data da primeiraconsultal 1/ | [/ 1 1

Nome complet

Idade

Data da ultima menstruacao

Enderec¢o: Rua namero

Bairro Cidade

Telefone: ( )

Telefone para contato: (_ ) Falar com:

Observacgao:
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Informacodes epidemioldgicas

Inicio da atividade sexual:

NUmero de parceiros:

Ultimo Exame Realizado:

NUmero de gestacoes : Abortos:

Tabagismo: ( ) Sim ( ) Nao

NUmero de cigarros /dia:

Uso de naticoncepcional: ( ) Sim ( ) Nao

Tempo de uso:

1. Diagndstico citolégico
1.1 EncaminhamentoData | | [/ | [ |

- Codigo de Citologia Oncolégica de Encaminhamento

Reusltado:

I1INegativo para Lesdes Intra-epiteliais ou Malignidades

11Al Normal

11BI Alteracoes celulares benignas

I31 ASC-US 141 ASC_H I51 HPV 161 NIC | 171 NIC 11 18I NIC 11l

[91 Carcinoma escamoso invasivo

1101 AG |11|AG (Prov. Neop.) | 12| AIS | 13| Adenocarcinoma endocervial
invasivo 1141 Outras neoplasias invasivas (metastaticas) 1151 AIS + NICIII 1161 NIC
[l + AG 1171 CA Adenoescamoso 1181 AG endometrial 1191 Adenocarcinoma

endometrial 1201 Outros

Cadigo:



1.2.Cito 2 Data | [/ | [ |

Namero |11 11 111 11

Resultado:

Cadigo:

1.3 Seguimento Cito 3 Data | [/ | [/ |

Nimero I I 1 I 1 1 | | 1 |1 Obs:

Resultado:

Cadigo: Data_ | / | [/ |

Obs:
1.4, Seguimento Cito 4
Niumero |1 L I 1 1 1 1 1

Resultado: Data | [/ | [ |

Cadigo: Obs:

1.5. Seguimento Cito 5
Resultado
Cddigo:

2.Colposcopia Data_ | / | [/ |

Cadigo:
| 1 | Auséncia de imagem | 2 | Epitélio aceto-branco | 3| Mosaico

suspeita
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| 4 | Vasos |5]| Pontilhado | 6 | Leucoplasia |7 | Schiller positivo

atipicos

| 8 | Insuficiente | 9 | ndo realizado Outros

3.Anatomo-patoldgico:

CODIGO DO EXAME ANATOMO-PATOLOGICO

I11 Cervicite 12l Metaplasia escamosa madura 131 Metaplasia escamosa imatura

4] alteracdo glandular reacional 151 atipia glandular neoplasica sem outras
especificagdes 161 adenocarcinoma “in situ” 171 Adenocarcinoma invasivol7|
Carcinoma adenoescamoso invasivo 181 HPV/Condiloma 191 NIC | 1101 NIC Il 111l
NIC 11l [12] Carcinoma escamoso microinvasivo 1131 Carcinoma escamoso invasivo

1141 Adenocarcinoma endometrial invasivo 1151 NIC Il + AlIS 1161 Outros

3.1.Biopsiade colo Indol Isiml Data | [/ | [ |

Resultado:
Cddigo:

3.2 CAF Inaol Isiml Data | [/ | [ |

Resultado:

Cadigo:

MARGENS | |livres | | comprometidas
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Cadigo:

3.3.Conizacao a frio Inaol Isiml Data | [/ | [ |

N°Bidpsial__ | |__ | |__|

Codigo:_

MARGENS | | livres | \comprometidas
Cédigo:

3.4.1 | HISTERECTOMIA |__| WERTHEIM-MEIGS

NeBidpsia | | 11111 1 1.1 Data | [/ | | | __
Cédigo_

MARGENS | | livres | | comprometidas
Caddigo_

LINFONODOS | |livres | | Comprometidos

Cddigo_

4 Diagnosticos moleculares

_Cédigo dos resultados dos diagnésticos moleculares:

4.] REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

I11 Negativo para DNA de HPV

121 Positivo para DNA de HPV



4.2 GENOTIPAGEM
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11l HPV 6 1101 HPV 16 1191 HPV 52

2 HPV 11 1111 HPV 18 1201 HPV 55

131 HPV 40 1121 HPV 26 1211 HPV 56

141 HPV 42 1131 HPV 31 1221 HPV 58

51 HPV 53 [14IHPV 33 1231 HPV 59

161 HPV 54 1151 HPV 35 1241 HPV 68

71 HPV 57 1161 HPV 39 1251 MM4(W13B)
I8 HPV 66 1171 HPV 45 1261 MM7(P291)
191 HPV MM18(P155) 18IHPV 51 1271 MM8(P155)

4.3 Variantes de HPV 16 e 18 envolvias

() Européias

() Ndo Européias

4.4 Carga viral

|l Alta || Baixa Valor

4.5 Estado Fisico do genoma viral

() Epissomal () Integrado
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Anexo 4 — Artigo publicado - International Journal of Gynecological Pathology



