UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOI’AS )
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM MEDICINA TROPICAL E SAUDE
PUBLICA

NARRIMAN KENNIA DA SILVA BARROS GUIMARAES

Associacao entre tipos especificos de HPV e
carga viral com a

gravidade da neoplasia cervical

Goiania
2012



e@
O.:
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZACAO (TECA) PARA DISPONIBILIZAR
VERSOES ELETRONICAS DE TESES

E DISSERTACOES NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goias
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertagdes
(BDTD/UFG), regulamentada pela Resolugdo CEPEC n® 832/2007, sem ressarcimento dos direitos
autorais, de acordo com a Lei 9.610/98, o documento conforme permissdes assinaladas abaixo, para fins
de leitura, impressdo e/ou download, a titulo de divulgagdo da produgdo cientifica brasileira, a partir desta
data.

O contetido das Teses e Dissertagdes disponibilizado na BDTD/UFG é de responsabilidade
exclusiva do autor. Ao encaminhar o produto final, o autor(a) e o(a) orientador(a) firmam o compromisso
de que o trabalho ndo contém nenhuma violagdo de quaisquer direitos autorais ou outro direito de
terceiros.

1. Identificacdio do material bibliografico
[ ] Dissertagdo [x] Tese [ ] Outro*:

*No caso de do'd & fissional, indique o f& do Trabalho de Conclusio de Curso, p ido oo d de drea, pondente 20 progr
depummpehmmnmaa»m

SR S e om—
2. Nome completo do autor

NARRIMAN KENNIA DA SILVA BARROS GUIMARAES

3. Titulo do trabalho

Associaciio entre tipos especificos de HPV e carga viral com a gravidade da neoplasia cervical

4. Informagdes de acesso ao documento (este campo deve ser preenchido pelo orientador)
Concorda com a liberagdo total do documento [ x ] SIM [ ]NAO!

[1] Neste caso o documento sera embargado por até um ano a partir da data de defesa. Apés esse periodo, a
possivel disponibilizagdo ocorrera apenas mediante:
a) consulta ao(a) autor(a) e ao(a) orientador(a);
b) novo Termo de Ciéncia e de Autorizagio (TECA) assinado e inserido no arquivo da tese ou dissertagdo.
O documento ndo sera disponibilizado durante o periodo de embargo.
Casos de embargo:
- Solicitagdo de registro de patente;
- Submissdo de artigo em revista cientifica;
- Publicagdo como capitulo de livro;
- Publicagdo da dissertagdo/tese em livro.
Obs. Este termo devera ser assinado no SEI pelo orientador ¢ pelo autor.

Documento assinado eletronicamente por Narriman Kennia da Silva Barros Guimaries, Usudrio
Externo, em 17/07/2024, as 13:38, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no § 3° do art.
4°do Decreto n® 10 543 de 13 de novembro de 2020

SEI.@

ANtV
oletronka




il Documento assinado eletronicamente por Silvia Helena Rabelo Dos Santos, Professora do Magistério
Se . @ Superior, em 18/07/2024, as 15:45, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no § 3° do
art. 4° do Decreto n® 10.543. de 13 de novembro de 2020 .

assinatera
oletrénka

Referéncia: Processo o* 23070.021342/2024-11 SEl n® 4677026



NARRIMAN KENNIA DA SILVA BARROS GUIMARAES

Associacao entre tipos especificos de HPV e
carga viral com a
gravidade da neoplasia cervical

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de Pds-Graduagdo em Medicina
Tropical e Saude Publica do Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica da
Universidade Federal de Goias para
obtencdo do Titulo de Doutor em Medicina
Tropical e Saude Publica.

Area de Concentracéo: Microbiologia

Orientadora: Prof. Dra. Silvia Helena Rabelo dos Santos

Goiania
2012



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geragao Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Barros-Guimarées, Narriman Kennia da Silva

Associagéo entre tipos especificos de HPV e carga viral, com a
gravidade da neoplasia cervical [manuscrito] / Narriman Kennia da
Silva Barros-Guimarées. - 2012.

iv, 82 f.

Orientador: Profa. Dra. Silvia Helena Rabelo-Santos.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Goias, Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP), Programa de Pds
Graduagéo em Medicina Tropical e Saude Publica, Goiania, 2012.

Bibliografia. Anexos. Apéndice.

Inclui siglas, abreviaturas, tabelas, lista de figuras, lista de tabelas.

1. HPV. 2. Céncer cervical. 3. NIC. 4. Carga viral. 5. PCR. |. Rabelo
Santos, Silvia Helena, orient. II. Titulo.

CDU 579




UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PNSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICTNA TROPICAL E SAUDE PUBLICA
Rius 235, Wi - Setor Universitdrio - Coilnin/GE - CEP: 74 605050
Fones. (62) 1209 6362 - 3209.6100 — Fux: 167) YH09.6363  woww.iptep. uliubs

ATA DA REUNIAO DA BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE TESE DE NARRIMAN KENNIA
A BARROS - Aos vinte diss do més de desembro do ano de 2012 (20/12/2012), ds 14 horas, et se
punentes da Hanca Examinadors: Profs. D SILVIA HELENA RABELO DOS SANTOS, ANGELICA
JOSA MIRANDA, ISABEL CRISTINA CHULVIS DO VAL, MENIRA BORGES DE LIMA DIAS E
A ¢ RUY DE SOUZA LINO JUNIOR, para, sob 1 presidéacia do (a) primeiro (a), @ em sewsio pliblca
1a no INSTITUTO DFE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA, procederem i avaliscio da defess
c mutulads: “ASSOCIACAO ENTRE TIFOS ESPECIFICOS DE HPV E CARGA VIRAL COM A
ADE DA NEOPLASIA CERVICAL®, em sivel de DOUTORADO, drea de concentragio em
IOLGIA, de autona de NARRIMAN KENNIA DA SILVA BARROS, duiscente do PROGRAMA DE
DUAGCAO EM MEDICINA TROPICAL B SAUDE PUBLICA, da Universidade Federal de Goids. A
aberta pelo (1) Onentadog (), Prof (8) Dr. {3} SILVIA HELENA RABELO DOS SANTOS, qoe fex o
o formal dos membros ga Banca ¢ onentou o () Candidita (a) sobee como utltar o tempo durante 3
ﬂ:muﬂh.hpﬂhmnregﬂnhmﬂdlmmmrd.umtqu:.emiﬂmluml:m:ﬂui
ario de sen trabalho. Terminada # apresentacho, cach membeo do Banca angiiu o (1) Candidato (g), tendo-sc
sisterna de didlogo sequencial. Terminada » fase cc aigiiicéo, procedeu-se i avalisglio da defesa Tendo-se
‘que consts na Resolugio o® 1081/2012 do Cons:tho de Ensino, Pesquisa, Extensio e Culturs (CEPEC),
penta o Programs de Pos-Gradeagio em Medicima Tropical e Swide Pilliea n Banen, em sexsio secroia,
seu Julgamento, considerindo o () candidato {#) Apravado (a} ou Reprovado (a):

amined o Aprovado (1) / Reprovado (1)
. (1) Silvia Heleas Rabelo dos Santos ¢
Tﬂ-r{n} Anglira Fapinoes Miranda w—
(] Inahel Cristina Chulvis do Val Af PovadA
| D, (4) Mesiira Borges de Lima Duas ¢ Spuza M

+ D, (a) Ruy de Souzs Lino Junior Afforal: .

o resultado obrido, a Bmnca Examinadora eoasiderou o {a) candidato (7] memm {a}

bilitada fa)), cumpundo todos os requisitos paca fins de obteagio do tmlo de DOUTOR EM

OPICAL E SAUDE PUBLICA. na itea de concentragio em MICROBIOLOGIA, pela

ederal de Goids, Cumpridas as formalidades de pauts, is /7 ha@Pmin, a presidéncia da mes cacerrou

defesn de tese & pars constas en, KARINY VIEIRA SOARES E SILVA, secreririo (1) do Progmma de

 em Medicina Tropical laveer 5 presente Ats que depois de lida ¢ aprovada, seot nesmacla pelos
Hancs Fxaminadors ¢ por mim em duas vias de igual teor.

s Helien Rabelo dos Sanien (FE/URG) oSk _
1 Espinoss Miranda (UFES/ES) Wmm
Crstios Chulvis do Val (UFF/R]) ! _LE’&’L_
(0RG) _Pitonncre Tootan
; e




“Conheca todas as teorias, domine todas as técnicas, mas ao tocar uma alma

humana, seja apenas outra alma humana.” (Carl Jung)



Aos amores da minha vida:

Francisca, Sandra, Fernanda e Renato.



Agradecimentos
“Nao preciso ‘acreditar’ em Deus; eu sei que ele existe.”

Carl Jung

A Deus por todo amor e generosidade.

A minha familia que sempre me apoia incondicionalmente.

Ao meu amor, Renato, meu companheiro, amigo e minha paz.

A Professora Doutora Silvia Helena Rabelo dos Santos por todo aprendizado e paciéncia.
A Professora Doutora Vera Aparecida Sadi pela disponibilidade, sabedoria e
compreensao.

Aos amigos Andrea, Kelly, Keila, Kélvia, Natdlia e Daniel por toda ajuda e parceria.

A todos os funcionarios do Centro de Andlise Romulo Rocha e Hospitais Santa Casa de
Misericordia de Goidnia e Materno Infantil que permitiram a realizagdo deste trabalho.
Aos funciondrios e professores do IPTSP. De modo especial ao José Clementino,
Zezinho, e a Kariny Vieira, por toda dedicacdo e prestatividade.

Aos amigos do trabalho, em especial ao NASF 3 que entenderam minhas auséncias.
Aos amigos que mesmo nos momentos de desanimo me colocaram para cima.

E a FAPEG pelo apoio financeiro.



SUMARIO

L. TABELAS, FIGURAS E ANEXOS.... ..ottt I
II. SIMBOLOS, SIGLAS, E ABREVIATURAS............cooooviimiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e II
III. RESUMO .. .ottt ettt et s et e e st e s st et e eneesseenseeneesseenseeneesseenseeneens \Y
IV, ABSTRACT ..ottt ettt ettt et e et et e e nte st e seenseeneenseenseeneenes VII
L. INTRODUQGAO. .......o.ooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e et e et e et et ettt et et et et et et et et et et et ee et et et et eeeeeneeas 1
1.1, O CAMCEE COTVICAL ...ttt ettt ettt st et et 1
1.2. Papilomavirus humano (HPV) ... 4
1.2.1. Morfologia, taxonomia € ClasSifiCAGA0. .......c.eeriiriiireiiieriieeiierite e eiee et et eteesree e eaeesaeeens 4
1.2.2. Epidemiologia da Infeccao pelo HPV........ccooiiiiiiiiiiee e 8
1.3. Rastreamento do cAncer do colo Uterino ...............ccooceeiiiiiiniiiiiiineeeeeeeee e 11
1.4. Métodos moleculares para a deteccio do HPV..............coooiiiiiiiiiiii e 14
L5 TrAAIMIEIILO. .......ooiiiiiiieieeieeee e e e ettt e e et e e e e ata e e e e e nasteeeennsbeeesensaeeeeansaeeeeannsseeeeannsees 17
2. JUSTIFICATIVA ..ottt ettt ettt et et e s et ebeentesse et e entesseenseeneeeneenseenes 18
3. OBIETIVOS ..ttt ettt e et e bt et e e et et e et e esee st entesseenseentesneenseenes 19
3.1, ODJEtiVO GeIAl ...t et e e e e e ettt e e e et e e et ee e enntteeeeenaraeean 19
3.2. Objetivos @SPECIfICOS..........oooiiiiiiii ettt e e re e e e e e e et e e e e e eraeesaaee e 19
4. METODOLOGIA........cc.cooiiiii ettt sttt ettt b e et st e sttt e st esbeeasesaeenee 20
4.1. Desenho do estudo e coleta dos espécimes biolOZicos ................coooiiiiiiiiiiiiiiniiiie e 20
4.2. EXAME CHEOLOGICO ........ooiiiiiiiiiiieiie ettt st e et ee e et e et eeeabeeenaseeens 21

4.3. EXQME COIPOSCOPICO. ........ooeiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt ettt st e et e et eeeabeesabeesnabeesnsaeesnneeesanes 22



4.4, EXaME HiStOIOZICO ..........oooviiiiiiiiiie ettt et e st e et e e v e e esbeeesveeenaaeensnas 22

4.5.DetecCA0 dO HPV ... e e e e e e e e et e e e e e e e e e narraereaaaeeas 22
4.5.1. EXtrac@o do DINA ...t e e e eaaa e e e e enees 22
4.5.2. Amplificacdo do DNA e genotipagem do HPV ..o 23
4.6. Determinacido da carga viral do HPV ... 24
4.7. ANALises eSTALISTICAS. ........coouiiiiiiiiiie ettt e st 25
5. ARTIGOS. ... oottt ettt s h ettt e bt e bt eat e s ae et e et e bt e beeatenbeenbeeaeens 26
T B N o1 7.1 T TSP PRSP RORUPPRRRPRRNt 27
S.20ATTIZO 2 oo ettt e ettt e e bt e e st e e e e bt e e ab e e e abee e tteeebteesbeeeebaeen 43
6. DISCUSSAQ ..ottt bbbt 59
7. CONCLUSOES ......oitiiiiitiitiieei ettt 61

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooouiiiiiiiieeineeiseeiseeese st 62

APENDICE 76

ANEXO 80



I. TABELAS, FIGURAS, QUADROS E ANEXOS

Figura 1. Risco para a persisténcia e progressdao da infecg@o por HPV ..o 3
Figura 2. Arvore fillogenética do HPV..........c..coovuiviieveeeeeieeeeeeeeeeeeeeesee e 5
Figura 3 Estrutura gendmica do HPV.......cooooiiiiiiii ettt 6
Figura 4. Modelo de progressao do cancer CErviCal ........oovuiiiiiiieiiieeiiieeieeeie e 11
Figura 5. Fluxograma da inclusdo de casos e diagndstico cito € histolOgico .........cccevvveveevienienennienene 21

Figura 6. Representagdo esquematica das principais etapas envolvidas na genotipagem do HPV através
da hibridizagao reversa do produto da PCR baseada no sistema de iniciadores PGMY09/11 marcados

COTNY DIOTIIIA ettt e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeeeeeeeaannnaaeeeeeeeeaennnaaaaeas 24

Artigo 1. Relationship between the incidence and genotyping of Human Papillomavirus 16/18 with
cervical abnormalities by age SIOUPS .....uuiiniiit et

27
Table 1. Distribution of the cytological diagnosis in women referred for abnormal cervical smear .... 38
Table 2. Distribution of the histological diagnosis in women referred for abnormal cervical smear
........................................................................................................................... 39
Table 3. Summary statistics of age (Years) by histology, citology and genotype ..................cceeeeee.. 40
Table 4. Association between HPV types and cytological diagnosis by age groups ........c.cceecveeeveennee. 41
Table 5. Association between HPV types and histological diagnosis by age groups..........ccceecveeeveenennne 42
Artigos
Artigo 2. Association between HPV-16 viral load and severity of cervical neoplasia..................... 43
Table 1. Distribution of the cytological diagnoses in women HPV 16 positives .................covvennn. 54
Table 2. Distribution of the histological diagnoses in women HPV 16 positives ................c..cccueenn. 55
Table 3. Distribution of cytological diagnosis in relation to viral load......................coo. 56
Table 4. Distribution of histologic diagnosis in relation to viral load ...................cocoiiiiiiiin, 57
Table 5. Association between viral load and cytological and histologic diagnosis ......................... 58
Apéndice. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)........ccccccovveiiiiiiiiienieiiieieeieeee e 77
Anexo 1. Aprovagdo do Comité de Etica do Hospital Santa Casa Misericordia de Goiania .................. 81

Anexo 2. Aprovagio do Comité de Etica do Hospital Materno Infantil ...............coccoevueviveeeeveeuinenennn 82



II.

AIS
AGC-SOE
ASC-US
ASC-H
CAF
CH2
CI
CIN
dNTP
DNA
E1-
E2

E6

E7
EZT
FDA
G1
GH20
GP
HE
HIV
HPV
HSIL
ICTV
INCA
IST
KCL
LA
L1

L2
LCR

SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS

Adenocarcinoma in situ

Atypical glandular cells not otherwise specified
Atypical squamous cells of undetermined significance
Atypical squamous cells cannot exclude HSIL
Cirurgia de alta frequéncia

Captura Hibrida 2

Confiance Interval

Cervical intraepithelial neoplasia
Desoxi-nucleotideos Trifosfato

Deoxyribonucleic acid/ Acido desoxirribonucleico
Early 1- oncoproteina E1

Early 2- Oncoproteina E2

Early 6 — oncoproteina E6

Early 7 — oncoproteina E7

Exerése da zona de transformagao

Food and Drug Administration

Fase do ciclo celular

Iniciador para o gene da B-globina

Iniciadores de consenso para L1

Hematoxilina e Eosina

Virus da imunodeficiéncia humana

Human papillomavirus

High squamous intraepithelial lesions
International Committee on Taxonomy of Viruses
Instituto Nacional do Cancer

Infeccao sexualmente transmissivel

Cloreto de potassio

Linear array

Late 1- Proteina estrutural

Late 2- Proteina estrutural

Long Controll Region

il



LIE
LIEBG
LIEAG
LSIL
MgCI2

mL
mM
mRNA

NaOH
NIC
OMS
OR
ORF
Pb
PC04
PGMY
PCR
pS3
pRb
RB
RNA
RNAase
RFLP
RT- PCR
SIL
SUS
TCLE
TLR2
UCM
UFG
WHO

Lesao intraepitelial escamosa
Lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau
Lesdo intraepitelial escamosa de alto grau
Low squamous intraepithelial lesions
Cloreto de Magnésio

Microlitro

Mililitro

Milimolar

RNA mitocondrial
Normalidade

Hidroéxido de sodio
Neoplasia intraepitelial cervical
Organizag¢ao Mundial de Saud
Odds ratio
Open reading frame
Pares de base

Iniciador para o gene da B-globina
Iniciadores de consenso para L1
Polymerase chain reaction
Gene suppressor tumoral
Proteina do retinoblastoma
Reticulary body
Ribonucleic acid/ Acido ribonucleico
Enzima RNA-ase
restriction fragment length polymorphism
Real time PCR / PCR em tempo real
Squamous Intraepithelial lesions
Sistema Unico de Saude

Termo de consentimento livre e esclarecido
Toll-like receptor 2

Universal Collection Medium
Universidade Federal de Goias

World Health Organization

il



v

III. RESUMO

Introducao: O cancer cervical ¢ uma consequéncia rara e desenvolvida a longo prazo a
partir de uma infeccdo por papilomavirus humano (HPV). Fatores relacionados a
aquisicdo da infec¢do viral e a sua persisténcia parecem aumentar o risco de
desenvolvimento da neoplasia cervical. O tipo viral especifico envolvido na infeccdo e
carga viral com valores elevados parecem estar ligados a persisténcia da infec¢do e a
progressao da neoplasia cervical e consequentemente a gravidade da neoplasia cervical.
Objetivos: Identificar os tipos especificos de HPV e o valor da carga viral do HPV 16 na
gravidade da neoplasia cervical.

Metodologia: Estudo transversal realizado em Goidnia, Goids, incluindo mulheres
encaminhadas a Santa Casa de Misericordia de Goiania e ao Hospital Materno Infantil,
por apresentarem alteracoes citologia oncotica. Todas as mulheres incluidas no estudo
foram submetidas a um segundo exame citoldgico e realizada a coleta de conteudo vaginal
para andlise molecular. A deteccdo do HPV foi realizada pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e a genotipagem pela hibridizacao reversa. Foram selecionadas 331
mulheres com diagndstico citologico, 238 delas com diagnostico histologico. Apos
analise molecular, foram excluidas 58 mulheres HPV negativas. Nas 273 mulheres HPV
positivas foi realizada a andlise da associagdo entre tipos de HPV e risco de gravidade do
diagnostico citologico, por faixa etdria na seguinte categorizagdo: < 30 anos, 30-39 anos,
40-49 anos e > 50 anos. Para a avalia¢do da associacao da carga viral com o diagndstico
citologico e histologico, foram selecionadas 77 mulheres HPV 16 positivas pela técnica
de PCR em tempo real.

Resultados: A prevaléncia total da infec¢ao pelo HPV foi de 82,5%. O HPV 16 foi o tipo
mais prevalente representando 44,7% dos casos. A infec¢do pelos HPV 16 e/ou 18
mostrou associacao significativa tanto com o diagndstico citolégico de LIEAG ou lesdao
mais grave (OR: 2,12 IC 95% 0,98 — 4,59) quanto com o diagnostico histologico de NIC
2 ou lesdao mais grave (OR: 3,21 IC 95% 1,21- 8,59) em mulheres com idade inferior a
30 anos. O diagnostico citologico de HSIL ou lesdo mais grave (OR 4,59; 95% CI: 1,4-
15,49; p= 0,004) e o diagnostico histologico de neoplasia de alto grau (> NIC 2) (OR
6,51; 95% CI: 2,9- 20,92; p = 0,0002) foram significativamente associados com maiores
valores de carga viral em mulheres infectadas pelo HPV 16.

Conclusdes: Estes resultados refor¢am a hipotese de que as infecgdes por HPV 16 e/ou

18 em mulheres jovens podem levar rapidamente a formacao de lesdes mais graves e que



altas cargas virais resultantes da infec¢ao pelo HPV 16 estdo associadas a gravidade da

neoplasia cervical
Palavras-chave: HPV, NIC, cancer cervical, carga viral, idade, HPV 16, PCR, esfregaco

cervical.
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IV.ABSTRACT

Introduction: Cervical cancer is a rare consequence and developed long term from a
infection by specific types of human papillomavirus (HPV). There are factors related to
the acquisition of infection and its persistence that increase the risk of developing cervical
neoplasia. The type-specific viral infection and higher viral loads values appear to be
related to persistence of virus and progression of neoplasia and therefore with the severity
of cervical neoplasia.

Objectives: To identify the specific types of HPV in different age groups as well as the
importance of viral load of HPV 16 with the severity of cervical neoplasia.

Methods: This cross-sectional study conducted in Goidnia, Goids, included women
referred to the Hospitals Santa Casa de Misericordia de Goiania and Hospital Mother and
Child, by presenting changes in routine cytological examination. All women included in
the study were subjected to a second cytologic examination and it was made the collection
of cervical secretions for molecular analysis. HPV DNA was detected by polymerase
chain reaction (PCR) and HPV genotyping was performed by reverse hybridization assay.
A total of 331 women with cytological diagnosis were selected, 238 of them with
histological diagnosis. After PCR for HPV, 58 women were excluded for being HPV
negative. In the 273 HPV-positive women an analysis of the association between HPV
types and risk of severity of cytological diagnosis by age group was carried out in the
following categorization: <30 years, 30-39 years, 40-49 years and > 50 years. To evaluate
the association between viral load values with severity of cytological and histological
diagnosis, 77 women HPV 16 positive by PCR in real time were selected.

Results: The overall prevalence of HPV infection was 82.5%. HPV 16 was the most
prevalent type representing 44.7% of cases. Infections by HPV 16 and / or 18 were
significantly associated with both the cytological diagnosis of HSIL or more severe
lesions (OR: 2.12 95% CI1 0.98 to 4.59) and either with the histological diagnosis of CIN
2 or more severe (OR: 3.21 95% CI 1.21 to 8.59) lesions in women younger than 30 years.
The cytological diagnosis of HSIL or more severe lesions (OR 4.59, 95% CI: 1.4 to 15.49,
p = 0.004) and histological diagnosis of high-grade neoplasia (> CIN 2) (OR 6.51; 95%
CI: 2.9 to0 20.92, p = 0.0002) were significantly associated with higher viral load values
in women infected with HPV 16.

Conclusions: These results support the hypothesis that infection with HPV 16 and / or

18 in young women can quickly lead to the formation of more severe lesions and high
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viral loads resulting from infection by HPV 16 are associated with the severity of cervical

neoplasia

Keywords: HPV, CIN, cervical cancer, viral load, age, HPV 16, PCR, cervical smear.



1 INTRODUCAO

1.1 O Cancer Cervical

Epidemiologia, lesdes precursoras e agente etiologico

O cancer cervical ¢ comum entre mulheres em todo o mundo, sendo a segunda
neoplasia mais frequente na populagdao feminina, superado apenas pelo cancer de mama
(Raychaudhuri & Mandal, 2012; INCA, 2012). Apesar de ser um cancer totalmente
prevenivel, estima-se que o nimero de casos no mundo, dobre até 2025 (WHO, 2010).
As estimativas anuais de incidéncia dos casos € mortes nos paises de baixa e média renda
sdo aproximadamente 450.000 e 240.000, respectivamente. Estima-se que mais de 88%
das mortes ocorram nesses paises e ¢ esperado que essa porcentagem suba para pelo
menos 91,5% em 2030 (Ferlay et al. 2010).

No Brasil ¢ a quarta causa de morte de mulheres, sendo responsavel por
aproximadamente 4800 obitos por ano. Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA),
a estimativa de casos novos para o ano de 2012 ¢ de 17540 casos, sendo 820 destes casos
no Estado de Goias e 210 casos na cidade de Goiania (INCA 2012). Os tipos mais
frequentes de cancer cervical sdo os carcinomas de células escamosas que se desenvolvem
a partir de lesdes precursoras, seguidos pelo adenocarcinoma (Lax 2011).

As lesdes precursoras designadas como neoplasia intraepitelial cervical
(NIC), sao categorizadas em trés graus (NIC1-3) baseados no grau de proliferagdo de
células basais atipicas que perdem gradualmente as fung¢des de controle de crescimento
normal, ndo se diferenciam adequadamente e como consequéncia, ha proliferacao
desordenada de células indiferenciadas em toda a espessura do epitélio (DeMay 1993;
Crum et al., 1997; Tavassoli 2003; Lax 2011; Munhoz et al., 2012). A proliferacdo de
células basais atipicas atinge 1/3 do epitélio na NIC 1, as atipias chegam até o ter¢o médio
do epitélio cervical no caso das NIC 2, ou ocupam o ter¢o superior do epitélio cervical
nas NIC 3 (Crum et al., 1997; Lax, 2011).

A nomenclatura citologica baseada no Sistema de Bethesda distingue entre
duas categorias com biologia distinta: lesdes intraepiteliais escamosas de baixo e alto grau
(LIEBG e LIEAGQG), respectivamente (Solomon & Nayar, 2004; Lax, 2011). As LIEBG
sdo caracterizadas por extensas anormalidades citoldgicas relacionadas ao Papilomavirus

humano (HPV), como coilocitose e proliferagdo das células basais e parabasais com



atipias leves e mitoses atipicas e correspondem a NIC 1 no exame histoldégico. Em
contraste, as LIEAG consistem de células basais atipicas de pequeno e médio tamanho
que pode envolver toda a espessura do epitélio e que muitas vezes ndo apresentam
anormalidades citoldgicas claramente visiveis relacionadas ao HPV e corresponde as NIC
2 e NIC 3 no exame histologico (Lax, 2011).

Inicialmente, considerava-se a hipdtese de que o carcinoma de células
escamosas sempre evoluia de epitélio cervical infectado normal através de um processo
de longa duracao em que as NIC 1 evoluiam para NIC 2 e estas para NIC 3. No entanto,
ha evidéncias de que somente parte das NIC1 progridem para NIC 2 e NIC 3, pois a
maioria das NIC 1 tem potencial para regredir (Lax, 2011). Logo, um conceito alternativo
que encontra apoio crescente ¢ de que as lesdes do tipo NIC 2 e NIC 3 podem ser
rapidamente induzidas dentro de dois a trés anos ap6s a infecgao, e leva entre 10 a 12
anos para desenvolver cancer invasivo. A maioria das lesdes NIC 1 e algumas NIC 2 nao
podem ser consideradas como verdadeiras lesdes precursoras do cancer cervical, mas sim
o efeito citopatico de uma infecgdo viral produtiva (Snijders et al., 2006). Por outro lado,
ha substancial heterogeneidade no diagndstico citoldogico e histologico e no
comportamento bioldgico da NIC 2 (D’Ottaviano et al., 2004; Snijders et al., 2006).

Ha evidéncias epidemioldgicas de que o comportamento bioldgico da NIC 2
seja mais semelhante a NIC 1 do que a NIC 3 (D’Ottaviano et al., 2004). As NIC 1
regridem em 57% dos casos e sua taxa de persisténcia em lesdes ndo tratadas ¢ de 32% .
A média da idade da mulher no momento do diagndstico de NIC 2 ¢ cerca de 10 anos
menor do que a média de idade no momento do diagnostico de NIC 3. Estudos de coorte
sobre a historia natural da lesdo do tipo NIC 2 tém demonstrado regressdo de 26% a 60%
dos casos (Guedes et al., 2007). Adicionalmente, estudo realizado por Discacciati et al.,
(2011) mostrou uma taxa de regressao maior (74%) de NIC 2 ao final de 12 meses de
seguimento, sendo que esta regressdo ocorreu nos primeiros seis meses de seguimento
em 84% dos casos. Em relagdo as NIC 3 a taxa de regressdo das lesdes ¢ de 32% enquanto
a taxa de persisténcia das lesdes ndo tratadas ¢ de 56% (Guedes et al., 2007).

Embora as NIC 2 apresentem taxas de regressdao mais semelhantes as NIC 1,
existem NIC 2 que exibem expressdes gé€nicas virais similares as observadas em NIC3,
incluindo aumento na expressao de oncoproteinas (E6 e E7) em células proliferativas
(Snijders et al., 2006). Portanto, as NIC 1 indicam uma infec¢ao ativa pelo HPV, as NIC

2 sdo consideradas lesdes de alto grau, mas podem regredir espontaneamente em mais de



40% das mulheres e a NIC 3 ¢ a menos provavel de regredir e ¢ considerada a verdadeira
lesdo precursora do cancer cervical (Trottier et al., 2006; Naucler et al., 2007).

A importancia das infecgdes sexualmente transmissiveis (IST) no
desenvolvimento do cancer cervical e suas lesdes precursoras foram reconhecidas ha mais
de 20 anos (Golijow et al., 2005). A principal descoberta em etiologia de canceres
humanos foi o reconhecimento de que o cancer do colo uterino ¢ conseqiiéncia da
infeccdo por alguns tipos de HPV (Bosch, 2003; Trottier & Burchell, 2009). Este virus
esta presente em mais de 99,7% dos casos de cancer do colo do utero (Walboomers et al.,
1999; Leto et al., 2011) e ¢ considerado o agente sexualmente transmissivel mais comum
em varios paises (Juckett & Hartman-Adams, 2010). O cancer cervical se origina de um
processo ao longo de décadas que inicia com uma infec¢do com um tipo de HPV

carcinogénico (Figura 1) (Munoz et al., 2009; Rodriguez et al., 2010).
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Figura 1: Riscos da persisténcia e progressdo do HPV. Figura da esquerda: Proporcdo da prevaléncia de
infeccdo com HPV carcinogénico que clarifica, persiste, ou progride para NIC 3 em trés anos apods a
primeira detec¢do (Guanacaste Natural History Study). A grande maioria representou novas infecgdes.
Persisténcia sem NIC 3 ¢ surpreendentemente incomum. Figura da direita: Proporcdo de NIC 3 ndo
tratadas que evoluem para cancer invasivo dentro de 30 anos apds o diagnostico inicial. Adaptado de

Schiffman et al., 2010.



1.2 Papilomavirus humano (HPYV)
1.2.1 Morfologia, taxonomia e classificag@o

O HPV ¢ um grupo de mais de 100 virus que infectam células epiteliais
humanas (Juckett & Adams 2010). Sao virus de DNA de fita circular dupla de 8000 pares
de base (Zur Hausen 2002; Bernard et al., 2010), dividido em regido reguladora (LCR —
long control region), que contém a origem de replicagio (ORI) e a maioria dos
promotores de transcricdo. As regides codificadoras sao denominadas ORF (open reading
frames) e contém as sequéncias precoce e tardia (Southern & Herrington, 1998). A regiao
tardia (L-late), que codifica as proteinas do capsideo (L1 e L2), é responsavel pelas etapas
finais da replicacdo do virus, como sintese de proteinas estruturais do capsideo (Finnen
et al., 2003; Florin et al., 2002).

A regido precoce (E-early) codifica as proteinas envolvidas na replicagao do
DNA viral e transformacgao celular, das quais destacam E1, E2, E6 ¢ E7 (Buck et al.,
2009). As duas proteinas reguladoras, E1 e E2, modulam a transcrigdo e a replicagdo (de
Villiers et al., 2004) (Figura 2).

As oncoproteinas, E6 e E7, modulam o processo de transformacgao celular (de
Villiers et al., 2004), alterando o metabolismo da célula hospedeira favorecendo o
desenvolvimento neoplasico. As proteinas resultantes desses genes causam a inativagao
de duas importantes proteinas supressoras de tumor a p53 e a retinoblastoma (pRb)
(Rapose, 2009). Em situagdes normais, a p53 age como fator de transcri¢ao, se ligando a
seqliéncias especificas do DNA. A ativagdo da p53 induz a parada do ciclo celular frente
a fatores que danificam o material genético, permitindo o reparo do DNA antes da
progressdo do ciclo celular. Em algumas condig¢des, a ativacao da p53 pode resultar em
apoptose celular (Snijders et al., 2006; Lax 2011). A pRb, na sua forma ativa, esta ligada
ao fator de transcricdo E2F, inibindo a acgdo transcricional deste, atuando na fase Gl,
controlando a proliferagdo, a diferenciacdo e a sobrevivéncia da célula. (Classon &
Harlow, 2002).

A oncoproteina E6 se liga e degrada a proteina p53 da célula hospedeira inibindo

a apoptose da célula infectada. A oncoproteina E7 se liga a pRb inibindo sua fungao
(Bringhenti et al., 2010). Essas proteinas, que sdo reguladoras do ciclo celular, sdo
consideradas supressoras de tumor, uma vez que determinam desbloqueio do ciclo celular

e instabilidade genética, levando ao cancer por impedirem a apoptose e causar
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imortalizacdo celular, confirmando assim o papel do HPV na carcinogénese viral (Di
Bonito et al., 2006; Wentzensen & von Knebel Doeberitz, 2007).

A regido codificadora do gene L1 ¢ a mais conservada ao longo do genoma viral,
motivo pelo qual vem sendo utilizada na identificagdo, classificagdo e construcao de
arvores filogenéticas dos papilomavirus. Um novo tipo viral ¢ identificado quando a
sequéncia do DNA que forma a regido L1 difere em mais de 10% da regido
correspondente no tipo mais proximo conhecido. Quando essa variacdo ¢ de 10% a 2%,
o mesmo ¢ definido como um subtipo; e se a sequéncia variar em menos que 2%, 0 novo
papilomavirus ¢ considerado uma variante do tipo mais proximo ja identificado (Bernard

et al. 2010, de Villiers et al. 2004).
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Figura 2: Estrutura gendmica do HPV. Fonte: www.citocamp.com.br/hpv/hpv.html

Os HPV responsaveis por infecgdes em mucosas, incluindo a regido anogenital e
a cavidade oral, pertencem ao género Alphapapillomavirus (de Villiers et al. 2004,
Schiffman & Wentzensen 2010). Segundo a classificagdo proposta por Bernard et al.
(2010), atualmente este género compreende 189 tipos diferentes de papilomavirus
classificados em 14 espécies (Figura 3). A denominacdo das espécies comumente
utilizada pela comunidade cientifica difere dos termos adotados pelo “Comité
Internacional de Taxonomia dos Virus” (ICTV). Na classificagdo reconhecida por este
comité, os grupos alfa-9 e alfa-7, por exemplo, correspondem as espécies Human
papillomavirus 16 ¢ Human papillomavirus 18, respectivamente (de Villiers et al. 2004,

Bernard et al., 2010).



Mais de 40 tipos de HPV causam doencas genitais e sao subdivididos em duas
categorias. Os tipos de baixo risco oncogénico que estd associado a verrugas genitais,
sendo os principais representantes os tipos HPV 6, HPV 11, HPV 42, HPV 43, HPV 61,
HPV 83, HPV 84. Os tipos 6 e 11 causam 90% a 95% das verrugas genitais (Juckett &
Hartman-Adams, 2010). Os tipos de alto risco oncogénico estao associados com as NICs
de baixo grau e alto grau, dentre os quais se destacam os tipos HPV 16, HPV 18, HPV
31, HPV 33, HPV 35, HPV 45, HPV 51, HPV 52, HPV 66 ¢ HPV 82 (de Villiers et al.,
2004; Mejhed et al., 2009, Bernard et al., 2010).
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Figura 3: Arvore filogenética do HPV. Adaptado de: de Villiers et al., 2004.
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Praticamente todos os casos de cancer cervical e suas lesdes precurssoras,
NIC2/3, sao precedidas por infecgdo persistente por HPV de alto risco oncogénico (Ho et

al., 1995).



Tipos especificos de HPV determinam riscos diferentes para as neoplasias
cervicais. Em revisdo realizada por Clifford et al., (2005), os tipos de HPV mais
prevalentes no diagnostico de LIEBG foram os tipos 16, 31, 51 e 53. Para os diagndsticos
de LIEAG, os tipos mais prevalentes sao o HPV 16, seguido pelos tipos 31, 52 e 33
(Clifford et al., 2006). Considerando os casos de cancer cervical, o tipo 16 ¢ mais comum
nos casos de carcinoma de células escamosas, seguido pelos tipos 45, 31, 33, 58 ¢ 52 ao
passo que o HPV 18 foi mais prevalente nos casos de adenocarcinoma (Smith et al.,
2007).

O HPV 16 apresenta maior poder de persisténcia. Isto se deve ao fato de que
o HPV 16 tem capacidade Unica de evadir ao sistema imune o que resultaria em maior
persiténcia das infec¢des pelo HPV 16 do que das infec¢des com os outros tipos de HPV
(Sideri et al., 2011 ). Quando persiste por dois anos o HPV 16 possui maior capacidade
de causar NIC e cancer do que qualquer outro tipo potencialmente oncogénico. Além
disso, ha indicagdes de que a a idade e o tipo relacionado sdo fatores de risco para o
desenvolvimento de NIC 2 ou lesdao mais severa (Sideri et al., 2011). Hé indicios de que
nas infecgdes pelos HPV 16 e 18 as NIC surgem mais precocemente, no inicio da vida
sexual, ao passo que nas infec¢des por outros tipos de alto risco as NIC surgem mais
tardiamente, ainda que a infec¢do tenha ocorrido na adolescéncia (Coupé et al., 2008;
Sideri et al., 2011).

Outro fator importante na histéria das neoplasias cervicais € a carga viral. A
carga viral tem sido sugerida como uma variavel para distinguir infec¢des por HPV de
relevancia clinica (Woodman et al., 2007). Uma carga viral elevada de HPV de alto risco
oncogénico pode ser considerada como um marcador de risco tipo-dependente para lesdes
cervicais de grau ou carcinoma (Moberg et al., 2005; Boulet et al., 2008) visto que tém
sido relacionadas com maiores taxas de persisténcia da infeccdo por esses tipos
oncogénicos e consequentemente com a persisténcia e recorréncia das lesdes precursoras
do cancer cervical (Park et al., 2008). Além disso, ¢ possivel que uma alta carga viral
aumente a probabilidade de integragao do DNA viral em sitios cromossomicos das células
do hospedeiro favoravelmente selecionados para adquirir vantagem de crescimento.

Por fim, altas cargas virais sdo associadas com a prevaléncia das lesdes
precursoras do cancer cervical para a maioria dos tipos de HPV de alto risco, mas somente
a carga viral do HPV16 prediz o desenvolvimento de NIC 2 ou lesdo mais graves (Moberg
et al., 2005; Gravitt et al., 2007). Contudo lesdes graves também podem estar associadas

a cargas virais baixas (Schlecht et al., 2003; Gravitt et al., 2003).
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O processo de integracao do genoma do HPV ao DNA da célula hospedeira
¢ considerado um importante passo na progressao de lesdes precursoras para o carcinoma
invasor, uma vez que a prevaléncia de formas integradas aumenta com a gravidade da
lesao (Woodman et al. 2007). A integracao nao ¢ uma etapa natural do ciclo de replicagao
viral e se caracteriza pela delecao de genes que sdo essenciais a sintese de particulas virais
infecciosas. Durante a integragdo, ocorre quebra do DNA do HPV na regido proxima aos
genes E6 e E7, frequentemente rompendo a regido dos genes E1 e E2. A ruptura do gene
E2 resulta na sua inativagdo, impedindo a transcri¢ao da proteina E2. A principal fungao
conhecida do gene precoce E2 ¢ regular a expressao dos genes E6 ¢ E7 através de um
feedback negativo. A perda deste gene faz com que haja um aumento da expressao das
oncoproteinas E6 e E7, favorece a selecdo de clones de células com expressdo génica
otimizada, potencializando o processo de imortalizacao das células afetadas (Woodman
et al. 2007; Pett & Coleman 2007; Cricca et al., 2007; Saunier et al. 2008; Burk et al.
2009; Moody & Laimins 2010; Ghittoni et al. 2010).

Muitos estudos indicam que as formas epissomal e integrada frequentemente
coexistem e podem ser encontradas nao s6 em lesdes de alto grau, mas também em
carcinomas invasores (Schlecht et al., 2003; Collins et al., 2009). Dessa forma, acredita-
se que as células que ainda apresentam o genoma viral na forma epissomal estariam em
um estagio do processo de transformagao anterior as células que ja apresentam o genoma

do HPV integrado (Peitsaro et al., 2002).

1.2.2 Epidemiologia da infec¢do pelo HPV

A infec¢ao pelo HPV ¢ a mais comum em mulheres (Winer et al., 2005;
Juckett & Hartman-Adams, 2010). Mais de 79% das mulheres sexualmente ativas
adquirem a infecgao genital pelo HPV durante a vida, no entanto, a infec¢do ¢ comumente
transitoria e assintomadtica (Syrjanen et al., 1990; Juckett & Hartman-Adams, 2010).
Devido o seu papel central na etiologia de todos os casos de cancer cervical, o HPV ¢
considerado causa necessaria, mas nao suficiente para que este ocorra (Schiffman et al.,
2010).

Existem fatores relacionados a aquisi¢ao da infeccao e outros relacionados a
persisténcia da infeccdo que aumentam o risco de desenvolvimento de cancer cervical,
que atuam na historia natural do HPV (Almonte et al., 2008). Fatores relacionados ao

comportamento sexual das mulheres, como a idade do inicio da atividade sexual, o uso
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irregular, ou o ndo uso de preservativos, nimero de parceiros € 0 comportamento sexual
destes parceiros, estdo relacionados a maior risco para adiquirir a infec¢do pelo HPV. Os
fatores ligados a persisténcia e, consequentemente, com o risco aumentado de
desenvolver o cancer cervical sdo o numero de gestacdes, o fumo, o uso de contraceptivos
orais, a co-infec¢d@o com outros agentes sexualmente transmissiveis como a infec¢do pela
Chlamydia trachomatis, herpes virus tipo 2 e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(Almonte et al., 2008), o tipo e a carga viral do HPV (Schlecht et al., 2003; Einstein et
al., 2011; Sideri et al., 2011).

Mulheres mais jovens tendem a ter ectopia mais pronunciada (reversao do
epitélio endocervical colunar para a face do colo do ttero), que expde uma maior area de
superficie do epitélio fragil, apresentam maior risco de adquirir a infec¢do pelo HPV
(Jacobson et al., 2000; Roberts et al., 2011). Ha indicagcdes de que anormalidades
cervicais mais severas sao observadas em adolescentes e mulheres até seus 25 anos apos
a aquisi¢do da infec¢do por HPV de alto risco oncogénico. Dados indicam que o pico de
incidéncia da infec¢do pelo HPV ocorre dentro de cinco a 10 anos apds o inicio da
atividade sexual (Munoz et al., 2009 ). Apods adquirir a infecg¢do, o que vai determinar um
maior risco de desenvolver neoplasias cervicais mais graves € a persisténcia ou nao dessa
infec¢do (Schiffman et al., 2010).

A infeccdo pelo HPV no colo do utero pode ser latente, subclinica ou clinica.
A doenca pode manifestar-se como NIC de baixo grau (NIC1) e alto grau (NIC2 e NIC3)
(Juckett & Hartman-Adams, 2010) e a persisténcia da infeccdo pelo HPV ¢ incomun
representando, a distingdo fundamental entre a exposi¢ao benigna ao HPV e o substancial
risco de neoplasia cervical (Schiffman et al., 2010).

A persisténcia de infeccdo pode ser definida através da detecgdao de um
mesmo tipo de HPV duas ou mais vezes em certo periodo, ndo havendo consenso de
quanto tempo seria esse periodo (Schiffman & Kjaer, 2003) e est4 relacionada a varios
fatores, entre eles, mecanismos de evasdo a resposta imune pelo virus, considerando que
na persisténcia da infecgdo e no desenvolvimento de lesdes ha diminuicado numérica e
alteracdes morfologicas e funcionais das células apresentadoras de antigenos com
diminui¢do numérica variavel das células T intra-epiteliais (Scott et al. 2001; Stern, 2005;
Hernandez-Montes et al., 2012).

Altas taxas de infeccdo por HPV16 e HPV18 sdo observadas em mulheres
jovens e muitas sdo, portanto, propensas a ter lesdes produtivas caracterizadas por extensa

disseminagao viral (Olsson et al., 2009). Apos a adolescéncia, a freqiiéncia da infecg¢ao
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pelo HPV nas mulheres diminui com a idade, mas a persisténcia da infec¢ado aumenta
(Murta et al., 2001; Castle et al., 2005). Mais de 90% dos individuos infectados com HPV
de alto e baixo risco eliminam a infeccdo dentro de cerca de dois anos (Koshiol et al.,
2008, Juckett & Hartman-Adams, 2010). Uma pequena minoria que nao consegue
eliminar a infec¢ao tem o risco de progressao para lesoes malignas (Moscicki et al., 2004).

Para o planejamento das a¢des de prevengdo do cancer cervical em Saude
Publica, ¢ necessario conhecer a distribuicdo da média de idade dos trés estagios
ascendentemente graves na carcinogénese cervical: infec¢ao aguda pelo HPV, NIC 3 e
cancer. Estudos apontam dois padrdes para o perfil da infec¢ao pelo HPV. O primeiro
mostra que as maiores prevaléncias sdo encontradas em mulheres abaixo dos 25 anos,
com progressivo decréscimo linear apos esta idade, alcangando valores inferiores a 5%
ap6s os 55 anos (Sanjose et al., 2003; Rama et al., 2008). Um segundo padrao de
prevaléncia da infec¢do genital pelo HPV foi observado em estudos de base populacional
onde a prevaléncia seguiu uma curva bimodal em forma de “U”, com maior predominio
entre as jovens, declinio na terceira década e novo pico ao redor de 55 anos ou mais
(Herrero et al., 2000; Lazcano-Ponce et al., 2001; Bosch et al., 2008).

Os picos da distribuicdo de infeccdo pelo HPV variam por regido geografica
e refletem a média de idade local da primeira relag@o sexual, uma vez que a infec¢ao pelo
HPV ativa os eventos que se seguem. Um pico elevado de infecgdes incidentes pelo HPV
ocorre alguns anos apds a média da idade em que as mulheres se tornam sexualmente
ativas. ApoOs esse pico, ha geralmente declinio gradual, uma vez que a maioria das
infecgdes ¢ transitdria sendo eliminada nos primeiros anos apos a aquisi¢ao da infec¢ao.
As infecgdes que persistem podem ocasionar o aparecimento das neoplasias cervicais o
que leva ao aparecimento de um segundo pico, relacionados aos casos de NIC 3, cerca de
cinco a 15 anos depois (o pico de diagndstico de NIC 3 muda para as idades mais jovens,
proporcionalmente a qualidade de um programa de triagem). Comumente, leva-se
décadas para uma lesdo NIC 3 desenvolver-se e, eventualmente, invadir, embora existam
raras exce¢oes. Um longo pico ou plato ¢ observado para os casos de cancer invasivo ao
longo das décadas subsequentes (Franceschi et al., 2006; Bosch et al., 2008; Schiffman
et al., 2010, Barros et al., 2011) (Figura 4).
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Figura 4: Modelo de progressdo do cancer cervical. A) As trés etapas da carcinogénese cervical sdo:
infecgdo aguda pelo papilomavirus humano (HPV), a persisténcia do HPV associada ao desenvolvimento
de NIC3 em particular, ¢ invasdo. B) Lesdes pré-cancer e resolugdo da infec¢do sdo extremamente comuns
e juntos contribuem para o pico agudo da prevaléncia de HPV nos anos seguintes a média da idade da
primeira relagdo sexual na populacdo. A idade média do diagndstico de NIC 3 depende da eficacia dos
mecanismos de rastreio na populagdo. As curvas de prevaléncia ndo estdo em escala. O grafico mostra a
relagdo entre a idade e prevaléncia de infecgdes por HPV (verde), NIC 2 e NIC 3 (azul), e cancer cervical
(vermelho) nos Estados Unidos (Fonte: Kaiser Permanente Northen California Health Maintenanc

Organization. Adaptado de Schiffman et al., 2010).

1.3 Rastreamento do Cancer do Colo Uterino

A primeira metodologia desenvolvida para detectar alteracdes compativeis
com a infec¢do pelo HPV foi o exame de Papanicolaou (Solomon & Nayar, 2004). O
exame citoloégico de Papanicolaou ou colpocitologia oncoldgica ¢ uma das estratégias
mais bem sucedidas para a prevencao de cancer, entretanto ¢ necessaria infraestrutura
complexa e muito bem organizada para obter resultados satisfatorios: unidades de satde
e profissionais bem treinados para coletar e preparar o material de forma adequada,
laboratorios para corar as laminas e profissionais especializados para 1é-las e emitir o
laudo e, finalmente, médicos treinados para lidar com as anormalidades detectadas

(Derchain et al., 2005).
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Quando se detecta alteragdes citoldgicas, estas sao interpretadas e as mulheres
sdo submetidas a conduta clinica adequada, levando em consideragdo o grau das
anormalidades citoldgicas observadas no esfregago (Wright et al. 2007). As mulheres
com resultados citologicos anormais de alto risco sdo encaminhadas para colposcopia,
exame de inspecao do colo uterino que permite localizar as lesdes, direcionar a bidpsia e
estabelecer o tratamento (Chase et al. 2008).

O Sistema de Bethesda ¢ um sistema de terminologia utilizado para reportar
os resultados do exame citologico de forma a fornecer orientagdes claras para o manejo
clinico e diminuir a confusdo entre laboratorios ¢ médicos gerada pela utilizagdo de
multiplos sistemas de classificacdo. Segundo o Sistema de Bethesda revisado em 2001,
os achados citoldgicos podem ser interpretados de acordo com o grau e a natureza das
alteragdes morfoldgicas observadas no esfregaco (Solomon & Nayar 2004).

Em meta-analise realizada para determinar a precisao do exame citoldgico,
foram combinados dados de 59 estudos e estimou-se a sensibilidade de 11 a 99% e
especificidade de 14 a 97%. Um estudo sistemdtico relatou uma sensibilidade e
especificidade, respectivamente, de 30 a 87% e 86 a 100% (Zeferino & Derchain, 2006).
Estudos transversais mais recentes, realizados em paises em desenvolvimento, relataram
sensibilidade variando de 44 a 78% e uma especificidade de 91 a 100% (Wright et al.,
2000; Denny et al., 2002; Cronjé et al., 2003; Albert et al., 2012).

Em relacdo as anormalidades do epitélio escamoso, os esfregagos podem ser
interpretados como células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US)
quando apresentam alteragcdes citologicas em células intermedidrias e superficiais
sugestivas, porém qualitativa e ou quantitativamente insuficientes para a interpretacdo
definitiva de lesdo intraepitelial escamosa (LIE). As principais caracteristicas
citomorfologicas sdo: leve aumento da relagao nucleo/citoplasma e ntcleos arredondados
ligeiramente hipercromaticos, apresentando tamanho duas a trés vezes maior que o
normal (Solomon & Nayar 2004; Hoda & Hoda 2007). Em casos onde estas alteragdes
estao presentes em células mais jovens o resultado € interpretado como células escamosas
atipicas em que nao pode excluir lesdo intraepitelial escamosa de alto grau (ASC-H) (Ali
& Ali, 2003; Solomon & Nayar, 2004).

Em relagdo aos esfregacos citologicos caracterizados como LIEBG, os
principais critérios citomorfologicos usados sdo: citomegalia; multinucleacdo;
hipercromasia, contorno irregular da membrana nuclear; halo perinuclear; e a presenca

de células com escavagoes irregulares ao redor do nucleo (coilécitos), caracterizando o
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efeito citopatico provocado pelo HPV. Estas alteragdes citoldgicas sdo observadas
principalmente em células escamosas maduras, ja que estdo associadas a infecc¢do
produtiva pelo HPV, na qual a replicagdo viral e a producdo de novas particulas virais sao
fortemente acopladas ao processo de diferenciacdo do epitélio (Wright 2006; Snijders et
al. 2000).

Em esfregacos citologicos caracterizados como LIEAG ou mais grave, as
caracteristicas citomorfoldgicas provocadas pelo efeito citopatico do HPV sdo geralmente
menos proeminentes do que nos esfregagos interpretados como LIEBG. Desta forma, a
deteccao de sinais citoldgicos classicos da infeccdo pelo HPV tais como coilocitose e
citomegalia aumenta a probabilidade do diagndstico de NIC 1 (Alves de Sousa et al.
2011). Os principais critérios citomorfologicos observados em LIEAG sdo a presenca de
células jovens com elevada relagdo nucleo-citoplasmatica, nucleos hipercromaticos,
contorno irregular da membrana nuclear, pleomorfismo nuclear e figuras mitoticas
anormais (Wright et al., 2004).

Os critérios citomorfoldgicos observados no carcinoma escamoso invasor
sdo: a presenca de formas celulares bizarras, apresentando variagdes de tamanho e forma,
anisonucleose e queratinizacdo; ¢ a presenca de células em forma de girino. Esfregacos
evidenciando hemacias lisadas, nucleos desnudos e diatese tumoral, quando associados
aos fatores citomorfoldgicos também sdo indicativos de carcinoma de células escamosas
(Wright et al. 2004; Hoda & Hoda 2007).

Para as alteragdes em células glandulares, a presenga de células glandulares
atipicas (AGC) pode ser identificada pela presenca de alguns, mas ndo de todos os
critérios citomorfologicos usados para caracterizar o adenocarcinoma in situ (AIS).
Cé¢lulas com ntcleos apinhados e hipercromaticos, com perda da polaridade, dispostas
em grupamentos morfologicamente caracteristicos, tais como tira pseudoestratificada,
roseta e plumagem sdo os principais critérios citomorfoldgicos utilizados na
caracterizagdo de esfregacos sugestivos de AIS. Nos casos de adenocarcinoma invasor,
as c€lulas glandulares apresentam-se significativamente atipicas, podendo ser observadas
em grupamentos fortemente irregulares e isoladas (células individuais atipicas

preservadas) (Covell et al., 2004; Hoda & Hoda 2007).

1.4 Métodos Moleculares para a Detecciao do HPV
Durante os ultimos 15 anos o diagndstico de agentes infecciosos inclui o uso

de tecnologias que tem como alvo os acidos nucléicos desses agentes. Sdo varias as
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tecnologias utilizadas para a detecgdo do HPV, as quais incluem os imunoensaios € 0s
testes moleculares. As técnicas moleculares contribuem para o diagnostico de patologias
substituindo os métodos indiretos de deteccdo (pesquisa de anticorpos especificos) ou
diretos como o cultivo e o isolamento de microorganismos, que apresentam baixa
sensibilidade e demora na obtencao dos resultados (do Carmo & Fiorini 2007).

Os metodos moleculares de triagem do HPV virus sdo importantes para o
diagnéstico da infecgdo e baseia-se, principalmente, os métodos como: a captura hibrida
(CH2), o southern blot, a hibridizagao in situ, a hibridizagao em fase solida (microarrays)
e areacao em cadeia da polimerase (PCR) (Rodrigues et al., 2009, Coutlée et al., 2009).

A CH2 baseia-se na hibridizagdo de DNA, fazendo uso de sondas especificas
contra 18 tipos de HPV divididos em grupos de alto risco oncogénico que incluem os
tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68 ¢ os de baixo risco oncogénico que
incluem os tipos 6, 11, 42, 43 ¢ 44 (Rodrigues et al., 2009; Barra et al., 2011).
Desenvolvido para prover estimativas quantitativas de carga viral, o ensaio de CH2 ¢ um
método seguro, preciso e reprodutivel para deteccdo do HPV (do Carmo & Fiorini 2007).

A PCR baseia-se na amplificacdo de segmentos especificos do DNA alvo e
tem potencial para a deteccao de niveis muito baixos de carga viral em células e tecidos,
mesmo em infec¢des ditas ndo produtivas (Rodrigues et al., 2009). A detec¢ao do HPV
por PCR pode ser qualitativa indicando a presen¢a do genoma do microorganismo ou
quantitativa, a qual permite avaliar a quantidade de material genético em uma amostra
biologica. Este método apresenta maior sensibilidade n adetec¢ao dos genomas virais,
quando comparados com outras metodologias. Através do uso da PCR ¢ possivel detectar
e identificar o material gendomico dos HPVs, o que permite saber se o virus ¢ de alto ou
baixo risco oncogénico (Do Carmo & Fiorini 2007).

Existem duas abordagens relevantes para a detec¢ao do DNA do HPV por
PCR que sdo as PCR de consenso e a PCR tipo especifica. Os ensaios de PCR mais
amplamente utilizadas usam os primers, GP5 +/ GP6 +, MY09/MY 11, e SPF, cujo alvo
¢ uma regido altamente conservada do gene L1 do HPV, amplifica numerosos tipos de
HPV genital numa mesma reagdo. O conjunto PCR GP5 + / GP6 + consiste de dois
primers que detectam uma ampla gama de HPV's em baixa temperatura de anelamento. O
MY09/11 PCR, por outro lado, ¢ sintetizado com varios nucleotideos degenerados em
cada um dos primers, gerando uma mistura de 25 iniciadores que sdo capazes de
amplificar um amplo espectro de tipos de HPV (Multiplex PCR). Embora os sistemas de
primers MY09/MY11 e GP5 + / GP6 + produzam uma prevaléncia quase idéntica de
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HPV em um conjunto de amostras clinicas, os MY09/MY11 detectam o dobro de
infecgdes por multiplos tipos (Boulet et al., 2008). Os primers GP5+/GP6+ amplificam
fragmentos de aproximadamente 150 pb (Kleter et al. 1999).

Os primers PGMY09/MY 11 foram desenhados para melhorar a sensibilidade
do sistema MY09/MY11 de todo o espectro de tipos com aumento da detec¢ao de
infec¢des multiplas com melhor reprodutibilidade e especificidade (Boulet et al., 2008).
Este conjunto de primers consiste em uma mistura de oligonucleotidios que permitem a
amplificacao de um fragmento de aproximadamente 450 pb (Gravitt et al. 2000, Coutleé
et al. 2002).

A PCR em tempo real (PCR-RT), por sua vez, ¢ uma variagao do método de
PCR convencional (PCRc). Esta metodologia permite distinguir as sequéncias de bases
amplificadas de DNA por analise da temperatura de separagao das duplas fitas, e, como
as reacoes ocorrem em ambiente fechado, diminui a ocorréncia de contaminagodes. Além
disso, o uso de primers universais permite, teoricamente, a detec¢ao de todos os tipos de
HPVs existentes (Rodrigues et al., 2009; Lefever et al., 2009). A PCR-RT permite
determinar a carga viral e o estado fisico (epissomal ou integrado) do DNA do HPV. A
quantificagdo ocorre através do monitoramento do acimulo de amplificacdes, utilizando
iniciadores que podem ser marcados com moléculas capazes de emitir fluorescéncia
(Mackey et al. 2002). O estado fisico do DNA viral ¢ determinado pela amplificacdo e
quantificagdo dos genes E2 e E6, simultaneamente. O método leva em consideragao a
perda do gene E2 durante o processo de integracao viral, de forma que a amplificagao em
grau reduzido ou total auséncia de amplificacdo do gene E2 em relacdo ao gene E6
permite estimar a propor¢do de DNA integrado (Peitsaro et al. 2002).

A sensibilidade e a especificidade da PCR podem sofrer variacdes
dependendo dos primers utilizados, do tamanho de produto da PCR, do desempenho da
DNA polimerase utilizada na reagdo, da quantidade de DNA do HPV amplificado e da
presenga de inibidores (do Carmo & Fiorini 2007).

Véarios métodos tém sido utilizados com o proposito de aumentar a
sensibilidade de deteccio do DNA do HPV e permitir sua identificagao. Dentre eles
destacam-se o polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restrigdo (RFLP) e a
hibridizacao reversa (Molijn et al. 2005).

Uma PCR do RFLP foi desenvolvida para deteccdo e diferenciacdo sensivel
e de confianca de cinco tipos de HPV de baixo risco oncogénico: genotipos dos HPV 6,

11, 42, 43 e 44, bem como a diferenciacdo de prototipos e nao protdtipos de 6 variantes
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genomicas. O ensaio baseia-se na amplificacao de um fragmento de 320pb do gene E1 do
HPV e subsequente andlise dos produtos de PCR com duas enzimas de restricdo Bsall e
HinFI. Este ensaio ¢ um modelo simples e robusto, ndo requer equipamento sofisticado e
pode ser de grande valor para estudos epidemiolédgicos, especialmente em ambientes em
que os recursos financeiros sao limitados (Maver et al., 2010).

A hibridizagdo reversa em pontos ¢ realizada apds a amplificacdo por PCR
de consenso. A tecnologia mais utilizada de hibridizagao reversa ¢ a hibridiza¢ao de sonda
em linha ou ensaio line blot, que compreende varias sondas imobilizadas como linhas
paralelas numa tira de membrana. Métodos de hibridizacao reversa sao particularmente
uteis para a detec¢do de infecgdes por tipos especificos e genodtipos multiplos. Alguns
métodos de hibridizagdo reversa em linha podem incluir 27-37 sondas para diferentes
tipos de HPV de alto e baixo risco oncogénico. A principal vantagem do sistema de
deteccao baseado em tira ¢ a capacidade de detectar rapidamente e concomitantemente
diferentes genotipos do HPV presentes em amostras genitais com elevada sensibilidade e
especificidade, minimizando a probabilidade de erros de classificagdo (Gutiérrez-
Xicoténcatl, 2009).

A PCR ¢ o0 método mais comum para tipagem do HPV, especialmente com a
utilizagdo de primers de consensuais e de tipagem com técnicas de hibridizacao reversa.
Novas estratégias promissoras de deteccdo de HPV tém sido propostas, tais como a
deteccao de HPV mRNA e os ensaios de suspensdo ou de fase solida. No entanto, deverao
ser rigorosamente avaliados por meio de estudos clinicos. Embora estes ensaios tenham
sido desenvolvidos para a avaliagdo da carga viral, a integrac@o viral e o polimorfismo
molecular do HPV em estudos epidemiologicos, o seu papel na pratica clinica ndo esta

definido (Coutlée et al., 2009).

1.5 Tratamento

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o tratamento das
lesdes clinicas deve ser individualizado, dependendo da extensdo, numero e localizacao.
As lesdes de baixo grau ndo oferecem maiores riscos, tendendo a desaparecer mesmo sem
tratamento na maioria das mulheres. A conduta recomendada ¢ a repeticio do exame

preventivo em seis meses. As diretrizes brasileiras recomendam, apos confirmacgao

16



colposcdpica ou histologica, o tratamento incisional das lesdes intraepiteliais de alto grau,

por meio de exérese da zona de transformacao (EZT) por eletrocirurgia (INCA, 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando os multiplos envolvidos na progressao das NIC, ainda existem
duvidas acerca da historia natural dessas lesoes. O papel do tipo e da carga viral do HPV
na gravidade da neoplasia cervical ainda sdo motivos de controvérsias. Adicionalmente,
ha indicagdes de que infecgdes por tipos de HPV com maior potencial oncogénico podem
resultar em lesdes graves em mulheres mais jovens, o que pode repercutir no modelo de
programas de rastreamento, considerando que mulheres em maior faixa etaria possuem
maior probabilidade de serem portadoras de neoplasias cervicais mais graves.

Os dados de prevaléncia e distribuicao dos diferentes tipos de HPV variam
significativamente dependendo da populacao e regido avaliada (Franceschi et al. 2006, de
Sanjosé et al. 2007, Smith et al. 2007). A prevaléncia da infeccdo pelo HPV ¢ maior em
mulheres jovens, sendo maior a propor¢do de tipos de alto risco oncogénico,
particularmente na América do Sul (Franceschi et al. 2006). A maioria das infec¢des ¢
eliminada no periodo de um ano, porém, pouco mais de 10% persistem e aumentam o
risco de neoplasia cervical. Estas se desenvolvem gradualmente até lesdes pré-cancerosas
que tem um risco de invasdo de 30 a 50% durante o resto da vida da mulher. Embora a
taxa de progressao das lesdes precursoras para o cancer seja rara, a taxa de regressao das
lesdes em mulheres jovens e adultas infectadas com HPVs de alto risco oncogénico e que
apresentam alteracoes citologicas leves ¢ de apenas 37% (Frazer 2006).

Além disso, ha indica¢des de que a presenca de HPV de alto risco, com altas
cargas virais, em mulheres jovens possa estar relacionada com a gravidade da neoplasia
cervical. Alguns estudos tém demonstrado que cargas virais mais elevadas estdo
relacionadas a infec¢ao pelo HPV 16 (Constandinou-Williams et al., 2010; Xi et al.,
2011).

Neste contexto, este estudo foi realizado no intuito de melhor avaliar dados
sobre a relagdo entre estes fatores de risco em mulheres com citologia alterada agregando
informacdes relacionadas infeccao pelo HPV no que se refere a importancia de tipos
especificos em relagdo 4 idade e carga viral no intuito de fomentar e ampliar a

compreensdo sobre a historia natural das neoplasias cervicais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Identificar os tipos especificos de HPV em diferentes grupos etirios em
mulheres com citologia oncotica alterada, bem como, a relagao da carga viral do HPV 16
com a gravidade citoldgica ou histologica.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a associagdo entre os tipos especificos de HPV com a gravidade citologica

e histologica nos diferentes grupos etarios;

e Determinar a carga viral nas mulheres positivas para HPV 16;

e Avaliar a associagdo entre a carga viral do HPV 16 com a histologica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do Estudo e Coleta dos Espécimes Bioldgicos

Estudo transversal realizado em Goiania, Goias incluindo 331 mulheres
atendidas na rede publica de saude por apresentarem alteragdes no exame de citolologia
oncotica. As amostras cérvico-vaginais foram obtidas de dois estudos realizados nos
Hospitais Santa Casa de Misericordia de Goiania e Materno Infantil, que sdo referéncias
na rede publica para realizacdo de colposcopia e bidpsia. O primeiro estudo foi realizado
entre Fevereiro de 2007 a Janeiro de 2009 enquanto o segundo foi realizado entre Julho
de 2010 a Outubro de 2011.

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa (CEP) dos dois hospitais (ANEXO 1). Apos a aprovacao nos respectivos CEPs,
iniciou-se a coleta de dados nos ambulatérios, onde as mulheres foram convidadas a
participar da pesquisa e esclarecidas sobre o estudo, assinaram o termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE 1). Antes da realizagio da colposcopia e
quando necessario, da biopsia, foram feitas as coletas das amostras para a pesquisa, que
consistiram de um segundo esfregaco cervical para realizacdo do exame citologico e da
secrecdo cérvico-vaginal para a realizacdo da analise molecular. Foram excluidas do
estudo as mulheres gravidas, HIV positivas ou com qualquer outra situacdo de
imunodepressao.

As bidpsias foram realizadas na presenca de imagem suspeita no exame
colposcdpico. Mulheres com imagem colposcdpica suspeita adentrando o canal cervical
e aquelas com achados colposcopicos insatisfatorios e com segundo exame citologico
alterado foram submetidas a coleta de material para analise molecular.

Ap0s andlise molecular, foram excluidas 58 mulheres HPV negativas. Nas
273 mulheres HPV positivas foi realizada a anélise da associagdo entre tipos de HPV e
risco de gravidade do diagndstico citologico, por faixa etaria. Foi obtido resultado do
exame histologico 238 mulheres e em 202 destas mulheres foi detectado o DNA do HPV.
Estas 202 mulheres foram incluidas na andlise da associagdo entre tipos de HPV e risco
da gravidade do diagnostico histologico, por faixa etaria. Deste mesmo grupo, foram
selecionadas 77 mulheres HPV 16 positivas para avaliacdo a associacdo da carga viral

com a gravidade do diagndstico histoldgico (Figura 5).
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Exame citolégico alterado

]

331 mulheres incluidas no estudo

!

Segundo exame citolégico + secregao vaginal para PCR do

DNA do HPV
273 amostras HPV positivas 58 amostras HPV negativas
Diagndstico citoldgico: - 35 cervicites:
- 29 Negativo;
-68 NIC 1;
-51 ASC-US;
202 mulheres com diagndstico
. . - -44 NIC 2;
40 LIEBG; histolégico ‘

- 14 ASC-H; - 46 NIC 3;
-1 AGC-SOE; .

- 6 carcinomas
- 132 LIEAG;

- 6 carcinomas invasivos

escamaoso invasivo;

3 adenocarcinomas
invasivo

Figura 5: Fluxograma da inclus@o de casos e diagnostico cito e histoldgico

4.2 Exame Citologico

Os esfregacos citologicos convencionais foram analisados no Centro de Analises

Clinicas Romulo Rocha da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias

(UFG). Os resultados de adequabilidade das amostras e grau de anormalidades cervicais

foram interpretados de acordo com o Sistema de Bethesda revisado em 2001: Normal,

LIEBG, LIEAG, C¢lulas escamosas atipicas possivelmente nao neoplasica (ASC-US de

Bethesda), Células escamosa atipicas de significado indeterminado em que ndo se pode

afastar lesdo de alto grau (ASC-H de Bethesda), Células glandulares atipicas dem outras

21



especificagdes (AGC-SOE de Bethesda), carcinoma de células escamosas e

adenocarcinoma invasivo (Solomon & Nayar 2004).

4.3 Exame Colposcépico

O exame colposcopico foi realizado no ambulatorio dos dois centros de coleta e
classificadas segundo a Classificacdo Colposcdpica Internacional (2002), reformulada e
aceita no Congresso mundial do Rio de janeiro da Federacao Internacional de Patologia
Cervical e Colposcopia (2011) (Quadro 1). E indicado para mulheres que apresentam
alteragdes citologicas compativeis com ASC-H ou mais grave no exame citologico.
Durante sua realiza¢do o colo uterino ¢ visualizado por microscopio 6ptico em maior
aumento. Para visualizar se ha ou ndo presenca de areas suspeitas de alteracdes celulares
aplica-se solucao de 4cido acético a 5% sobre o colo do ttero e em seguida uma solugdo
de lugol a 10%. Células com alteragdo podem produzir excesso de proteinas e essas
proteinas na presen¢a do acido acético precipitam. O lugol ¢ utilizado para melhor
visualizagao das areas onde ocorre precipitagdao, uma vez que o precipitado ndo ¢ corado

pela solucdo de lugol.

4.4 Exame Histologico

Os espécimes de biopsia foram corados pela hematoxilina e eosina (HE), e o
diagnostico foi atribuido pelo patologista de acordo com a OMS (Scully et al.,1994) e
classificadas como NIC 1, NIC 2, NIC 3, carcinoma escamoso invasivo ou

adenocarcinoma cervical invasivo. O patologista desconhecia o diagnostico citologico.

4.5 Deteccao do HPV

4.5.1 Extragao do DNA

A extragao do DNA foi realizada por meio de um kit comercial cujo método se
baseia na ligacao seletiva do DNA a uma membrana de silica na presenca de sais
caotropicos (PureLink™, Invitrogen). Apds ressuspensdo por agitacdo em vortex, foi
transferido um volume de 200 pL do meio universal de coleta (UCM) contendo o material
coletado para um tubo tipo Eppendorf ao qual foram adicionados 20 uL de Proteinase K

e 20 uL. de RNAse. A mistura resultante foi incubada por dois minutos a temperatura
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ambiente. Ap0s esse periodo, foi adicionado ao material 200 uLL do tampao de lise/ligagao
¢ a mistura incubada por 30 minutos a 55°C. Terminada a etapa de lise, foram adicionados
200 pL de etanol a 96%, seguido por agitacdo em vortex de modo a se obter uma solugdo
homogénea. O material lisado foi aplicado a coluna e o procedimento de purificacdo foi
realizado de acordo com as instrugdes de uso do kit comercial em trés etapas: ligacao do
DNA a coluna de silica, lavagem para retirada de material ndo ligado e recuperacdo

(eluicdo) do DNA ligado a coluna. O DNA extraido foi armazenado em freezer a -20°C.

4.5.2 Amplificacdo do DNA e genotipagem do HPV

A amplificagdo do DNA e genotipagem do HPV foram realizadas através do Kit
Linear Array HPV genotyping test (Roche Molecular Systems, Branchburg Inc.). O DNA
do HPV foi amplificado por PCR com o par de iniciadores de consenso para a regido L1
PGMYO09/PGMY 11 marcados com biotina em um termociclador utilizando a ciclagem:
95°C por 13 minutos, seguida por 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por um minuto,
anelamento a uma temperatura de 55°C por um minuto e extensdo a 72°C por um minuto;
ao final, foi realizada uma extensao terminal de cinco minutos a uma temperatura de
72°C. O controle de amplificagao foi feito através do par de iniciadores para o gene da f3-
globina GH20 e PC04 marcados com biotina. A genotipagem do HPV foi realizada
metodologia de hibridizagao reversa: o produto da PCR foi desnaturado com uma solugao
de NaOH a 1,6%. Apds a desnaturacdo, o material foi aplicado em uma tira de nylon
contendo sondas imobilizadas para duas concentragdes diferentes de B-globina, 18
genotipos de HPV de alto risco oncogénico (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 55, 56,
58,59, 68, 73,82 ¢ 83) e 9 tipos de HPV de baixo risco oncogénico (6, 11, 40, 42, 53, 54,
57, 66 e 84). A presenca de hibridos na tira foi visualizada por um sistema de precipitagao

de cor nas linhas contendo sondas especificas para os diferentes genétipos do HPV apds
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a adicdo de um conjugado de estreptavidina-peroxidase e o respectivo substrato.

Extragio DNA do HPV Gene da B-globina
do DNA '
s 0 PCR
| @ , /
AN A
"

—> & Y >
° V4 V4
2 3 Iniciadors PGMY09/11 Iniciadors para B-
‘g ﬁ marcados com Biotina globina marcados com
© > Biotina
P Q
s © Desnaturagéo
g2z 2 B-globina
I T T forte e fraca

’ l l Lavagem Lavagem Hibridizagao

Adigao de Adicao de
substrato conjugado
Desenvolvimento de cor Tira com sondas especificas
imobilizadas

Figura 6. Representacao esquematica das principais etapas envolvidas na genotipagem do HPV através
da hibridizacao reversa do produto da PCR baseada no sistema de iniciadores PGMY09/11 marcados
com biotina. Adaptado de Shepard et al. 2004.

4.6 Determinacao da Carga Viral do HPV

Todas as amostras cervicais positivas na PCR (PGMY09/11) foram retestadas
com protocolo de PCR quantitativa de baixa estringéncia para medida da carga viral em
células cervicais esfoliadas (Schlecht et al., 2003). O método utiliza primers gerais (GPS5,
GP6) do protocolo de PCR padrao, que detecta um amplo espectro de HPVs (van de Brule
et al., 1990). O protocolo da PCR quantitativa emprega condi¢des de baixa estringéncia
para co-amplificar um fragmento especifico do DNA do HPV com sequéncias do DNA
do genoma humano presente na mistura inicial da PCR. Os padrdes consistem de misturas
contendo variagdes do plasmidio do HPV 16 de referéncia (correspondendo a 0, 4, 20,
100, 500 e 2500 copias virais/ células) foram incluidos em duplicatas em cada ensaio
adicionado para fundo constante do DNA humano normal. Em adi¢do, amostras
controles, consistiam de DNA de duas linhagens de células de carcinoma com quantidade
de copias de HPV conhecidas (HeLa, 20—40 cépias/células de HPV 18; Caski, 400—-600
copias/células de HPV 16) foram incluidas em duplicata em cada ensaio. Bandas de
fragmentos no gel impregnado por prata correspondente ao DNA do HPV e ao genoma
humano foram quantificadas por dessintometria. O logaritmo da relagdo entre estas 2
bandas ¢ diretamente proporcional ao logaritmo da quantidade de DNA do HPV em

amostras individuais (Schlecht et al., 2003).
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A carga viral do HPV-16 foi avaliada por PCR em tempo real (RT-PCR),
especificos para o gene E6 como previamente descrito por Schelecht et al. 2003. Amostras
com numero de copias perto dos limites de deteccao (50000 copias/célula) foram diluidas
e repetidas para sere melhor quantificadas. Conversao dos dados do RT-PCR para copias
por célula foi feita dividindo o nimero de copias de HPV pela metade do nimero de copia
da beta-globina. A carga viral foi classificada como: baixa (1-10 cépias / célula),
moderada (11-100 copias / célula), alta (101-1.000 copias / célula) e muito alta (> 1.000
copias / célula) (Schlecht et al., 2003).

4.7 Analises Estatisticas

A andlise estatistica foi realizada através do programa IBM SPSS Statistics,
versao 18.0. Foi realizada analise descritiva da distribuicao dos tipos de HPV, segundo o
potencial oncogénico em mulheres com anormalidades citologicas e histologicas.
Realizou-se andlise da associagdo entre tipos especificos do HPV e sua relacdo com a
gravidade dos diagnosticos citologicos e histologicos em grupos etdrios e também a
associacao da carga viral do HPV 16 com a gravidade da neoplasia cervical. Para isso foi
Calculado o Odds ratio (OR) com os respectivos intervalos de confianga de 95% (IC 95%)

e nivel de significancia estatistica de 5% (p < 0,05).
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Abstract

Objectives: To detect the prevalence of HPV types 16 and / or HPV 18 between different
ages groups and to evaluate the association between these parameters and the severity of
cytological and histological diagnosis.

Methods: This cross-sectional study that included 331 women with cytological
abnormalities detected at their referral smear. Of them, 238 women had histological
results. The association of the HPV types and cytological and histologic diagnostics was
compared between age groups: 1(<30), 2 (30-39), 3 (40-49), and 4 (> 50). HPV DNA was
detected by the polymerase chain reaction (PCR) and genotyping was performed by
reverse line blot hybridization assay.

Results: Cytological results were available for 331 women. Of these, it was normal in 48
(14.5%), ASC-US in 69 (20.8%), ASC-H in 23 (7%), LSIL in 43 (13%), AGC-SOE in 1
(0.3%), HSIL in 141 (42.6%) and invasive carcinoma in 6 (1.8%). Of 238 women with
histological diagnoses; 51 (21.4%) were diagnosed with cervicitis, 80 (33.6%) had CIN
1,48 (20.2%) had CIN 2, 50 (21%) had CIN 3 and 9 (3.8%) were diagnosed with invasive
carcinoma. The positivity for HPV was 82.5% (273/331) in women with referral
abnormal cytology. When only women with histological diagnostic were considered, the
positivity for HPV was 84.9% (202/238). In relation HPV types, the positivity for HPV
16 and/or 18 was 48.7% and 48% in cytological and histological diagnostics respectively.
The analysis between specific HPV types 16 and / or 18 with the cytological and
histological diagnoses by age groups showed that women younger than age 30 had a
higher risk of having more severe diagnosis cytology (OR: 2.12 CI 0.98 to 4.59) and
histology (OR: 3.21 CI 1.21 to 8.59) than women in the same age group infected by
different types of HPV.

Conclusions: The risk to develop CIN 2 or a worse lesion seems to be age and HPV
genotype related. These data suggested that cervical neoplasia related to HPV 16 and
HPV 18 may behave differently in the process of carcinogenesis.

KeyWords: HPV, CIN, age, cervical smear, cervical cancer.
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Introdution

Cervical cancer is a significant public health problem and the association of
human papillomavirus (HPV) as etiological factor is well established (1). The HPV
causes squamous intraepithelial lesions (SIL) of the uterine cervix as defined
cytologically, or equivalently, cervical intraepithelial neoplasia (CIN) as defined (2).
Though infection with HPV is common, not all HPV types will lead to cancer. The
distribution of HPV types varies greatly across populations and HPV surveys have been
performed in different geographical regions (3).

There are more than 40 HPVs genotypes that infect the anogenital area and
they are associated with a large spectrum of diseases that may vary from benign
proliferation to invasive cancers (4, 5). However, 15 high-risk HPV types that have a
higher propensity for the development of cervical cancer, with HPV type 16 (HPV16)
and HPV18 being the most prevalent high-risk types worldwide (6, 7). However, little
information is available regarding HPV genotype distribution in women from developing
countries at high incidence of cervical cancer (8).

The rate of infection in young females after the onset of sexual activity is high.
However, HPV infection is usually a self-limited process and does not lead to significant
epithelial lesions or cancer in most cases. Nevertheless, persistent infection or multiple
infections are associated with an increased risk of developing a cervical precursor or an
invasive epithelial lesion (9). When age is considered, HPV infections have been found
to be more frequent in younger women. Some reports described a second peak of HPV
infection in women over 55 years, possibly due to latent infection (10-12).

Originally, it was thought that cervical squamous cell carcinoma would
always evolve from infected normal cervical epithelium via continuum of long-lasting,
consecutive CIN 1, CIN 2 and CIN 3. However, an alternative concept that finds
increasing support is that within 2-3 years following infection many of the clinically
relevant CIN 2/3 lesions may rapidly induced and that takes another 10-12 years to
develop invasive cervical cancer. As consequence, most CIN 1 lesions and some CIN 2
lesions should not be considered as true precursor stages of cervical cancer, but rather the
cytologic and histologic findings comes from studies showing that low grade CIN lesions
more than incidentally harbour low risk HPV types that confer a negligible risk of
progression. By contrast, some CIN 2 lesions, and CIN 3 lesions, exhibit a dramatic
topographical change in viral gene expression, which includes an increase in E6/E7

expression in proliferating dysplastic cells (13).
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Recent data showed that HPV 16 infections in young women can lead to CIN
3 formation very quickly and questioned to common assumption that invasive cervical
cancer develops through slowly progressing pre-cancer lesions, CIN 1, CIN 2 and CIN 3.
Data of the study with 764 women with positive cytology or histology suggest that there
i1s a genotype specific natural history of cervical cancer precursors development. One
type, more frequent, HPV 16/18 related, which develops quick and early in life of high
grade lesions; another one, non-16/18 high-risk HPV related, which develops later,
slowly, through low-to high-grade lesions (14).

Einstein et al. (15) observed a prevalence of the CIN or worse diagnostic in
subjects with positive for HPV 16 and/or 18 was greater in women with <30 years of age
than in women with > 30 years and increased of the 4-fold (17.1% vs. 4%) in risk of CIN2
or worse diagnostic for subjects with ASC-US cytology who were positive for HPV types
16 and/or 18 when compared with no 16/18 high-risk. In addition, factors associated with
CIN 2 regression and progression to CIN 3 were correlated with HPV persistence,
specifically HPV 16/18 infections (16).

In light of these considerations, the aim of this study was to evaluate the
prevalence of HPV types 16 and / or HPV 18 between different age groups and to evaluate
the association between these parameters and the severity of cytological and histological

cervical changes.

Materials and methods
Study Population and Sample Collection

This cross-sectional study included 331 women with cytological abnormalities
detected at their referral smear. The mean age of the 331 women included in this study
was 32.9 years and the median was 30 years (min = 14; max = 75). The Institutional
Review Board approved the study protocol, and all participants gave written informed
consent before their entry into the study. Cytological and HPV positive test results were
available in 273 women and histological and HPV positive test results were available in
202 women The association of the HPV types and cytological and histological diagnostic
was compared between four age groups: <30, 30-39, 40-49, and > 50.

Following enrollment, all patients underwent colposcopy, and a second
cervical smear with endocervical sampling was carried out at the first study visit. Punch
biopsy was performed whenever a suspicious colposcopic image with complete

visualization was identified. Women with a diagnosis of CIN 2, 3 were submitted to
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cervical conization and those with a diagnosis of cervical cancer were referred for
specialized treatment. Women with a suspicious image penetrating the cervical canal and
those in whom colposcopy findings were unsatisfactory and in addition had an abnormal
second cervical smear also were submitted to cervical conization.
Analysis of the second cervical smear

Conventional cervical smears were classified as follows: normal findings, low-
grade squamous intraepithelial lesion (LSIL), high-grade squamous intraepithelial lesion
(HSIL), atypical squamous cells of undetermined significance (ASC-US), Atypical
squamous cells cannot exclude HSIL (ASC-H), atypical glandular cell not otherwise
specified (AGC-SOE) and invasive carcinoma (17).
Histology

Biopsy specimens were stained with hematoxylin and eosin (HE) reviewed
according to the World Health Organization (WHO) criteria and classified as: cervicitis,
CIN 1, CIN 2, CIN 3, invasive squamous carcinoma or invasive cervical adenocarcinoma
(18). All the histological analyses were carried out in a pathology laboratory and in all
cases diagnosis was made by the same pathologist that unknown the cytological

diagnosis.

Sample processing, DNA extraction and detection and genotyping of HPV.

The samples were processed and DNA was extracted from cervical smears as
previously described by Ribeiro et al. (19). 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. The strip contained 2 levels of
b-globin control probes, 18 HR-HPV probes (HRHPV 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 (low-risk-HPV 6, 11,
40,42, 53, 54,57, 66, and 84). The 100 mL volume of the amplification mixture contained
4mM of MgCl12, 50mM of KCl, 7.5U of AmpliTaq Gold DNA polymerase (Perkin-Elmer,
Foster City, CA), 200 mM each of deoxyadenosine triphosphate, deoxycytosine
triphosphate, deoxyguanosine triphosphate, 600 mM of deoxyuridine triphosphate, 100
pmol of each biotinylated PGMY09/PGMY 11 primer pool, and 2.5 pmol each of 50
biotinylated B-globin primers, GH20 and PCO4. The following amplification profile was

used: activation of AmpliTaq Gold for 13 minutes at 95°C, denaturation for 1 minute at
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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 mL of the denatured product were reacted in 3mL of
hybridization buffer with a reverse line blot containing HPV genotypes and B-globin
probe at 2 concentrations immobilized on nylon strips. Positive hybridization was viewed
by streptavidin-horseradish peroxidase-mediated color precipitation on the membrane at
the probe line. In specimens that were considered as HPV-negative, the 2 globin lines
(high and low copies) appeared at levels comparable with positive controls, or were

repeated until the criteria for globin positivity were reached.

Statistical analysis

A descriptive analysis of the distribution of HPV types, according to the
oncogenic potential in women with abnormal cytology and biopsy. Analysis of the
association between specific types of HPV and severity of citological and histological
diagnoses in age groups was assessed by calculating odds ratios (OR) and respective 95%

confidence intervals (CI). A probability value <0.05 is considered statistically significant.

Results

Cytological results were available for 331 women. Of these, it was normal in
48 (14.5%), ASC-US in 69 (20.8%), ASC-H in 23 (7%), LSIL in 43 (13%), AGC-SOE
in 1(0.3%), HSIL in 141 (42.6%) and invasive carcinoma in 6 (1.8%) (Table 1). Of 238
women with histological diagnoses; 51 (21.4%) were diagnosed with cervicitis, 80
(33.6%) had CIN 1, 48 (20.2%) had CIN 2, 50 (21%) had CIN 3 and 9 (3.8%) were
diagnosed with invasive carcinoma. The positivity for HPV was 82.5% (273/331) in
women with abnormal cytology. When only women with histological diagnostic were
considered the positivity for HPV was 84.9% (202/238) (Table 2). In relation HPV types,
the positivity for HPV 16 and/or 18 was 48.7% and 48% in cytological and histological
diagnostics respectively (data no show).

Descriptive statistics (mean, min and max) for age at entry women study were
tabulated according to cytology and histology and genotype status. Patients were then
divided into four sub-groups on the basis of cytopathology and pathology results and HPV
genotype status. <HSIL/ < CIN 2 HPV16 and/or 18 positive, >HSIL/ > CIN 2 HPV 16
and/or 18 positive, <HSIL/<CIN 2 HPV positive but HPV 16 and or 18 negative, and
>HSIL/ > CIN 2 HPV positive but HPV 16 and/or 18 negative (Table 3).
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The distribution of cytological results of women positive for HPV 16 and/or
HPV 18 and women positive for other HPV types according to age groups showed that
the diagnostic of the HSIL or worse was more prevalent in higher age groups, regardless
of the type of HPV involved in the infection and the analysis between specific HPV 16
and/or 18 with cytological diagnoses showed that women younger than age 30 had a
higher risk of having more severe diagnosis cytology (OR: 2.12 CI 0.98 to 4.59) than
women in the same age group infected by different types of HPV (Table 4)

Considering the histological diagnoses, women positive for HPV 16 and/or
HPV 18 and women positive for other HPV types according to age groups showed that
in women HPV 16 and/or 18 positive, the diagnosis of CIN 2 or more severe lesion was
the most prevalent in the age groups, including women <30 years. In the group of women
and HPV 16 and/or 18 negative, the profile of the prevalence of CIN 2 or more severe
lesion was similar to that reported for cytological diagnosis. The analysis between
specific HPV 16 and/or 18 with histological diagnoses also showed that women younger
than age 30 had a higher risk of having more severe diagnosis histological (OR: 3.21 CI
1.21 to 8.59) than women in the same age group infected by others HPV types (Table 5).

Discussion

The results of this study suggest that the risk of CIN 2 or a worse diagnosis is
age and HPV genotype related. These findings lend support to the suggestion that
differences in HPV type may indeed correlate with differences in biological potential and
risk for cytological diagnoses more severity especially in younger women. Furthermore,
this suggests that there are undefined differences in the transformation- related changes
associated with HPV types other than HPV 16 or HPV18.

This finding is similar to the data reported by Sideri et al. (14) that observed
that younger women positive to HPV 16 and 18 are at higher risk of developing CIN 2 or
more severe when compared with women in higher age infected for other HPV types.
Einstein et al. (15) also noted that high-risk HPV positive women for HPV 16 and / or 18,
the absolute risk of diagnosing CIN 2 was 17.1% compared to 4% women with high-risk
HPV positive for other HPV types (p = 0.001).

In line with this study, in patients with CIN 3, Sigurdsson et al. (20), also
reported a markedly higher prevalence of HPV16 in women under 35 years of age
compared to women older than 35. Castle et al. (21) investigating the risk of CIN 2 or

worse diagnostic development in relation to HPV genotype persistence, found that,
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among women aged <30, the 3-year cumulative incidence of CIN 2 or worse was 7.1%
in those who tested positive twice for carcinogenic HPV genotypes other than HPV 16
and 18 and 28.8% in subgroup of women with confirmed persistence of specific HPV
genotypes.

In addition,in study conducted by Sideri et al. (22), a series of the 286
invasive cervical cancers cases showed a statistically significant difference in age
between HPV 16 and/or 18 positive and high-risk HPV 16/18 positive and negative
patients. Stoler et al. (23) in testing with individual HPV-16/HPV-18 genotyping in
women 21 years or older with ASC-US observed that the absolute risk for CIN 2 or worse
was greatest among women who were HPV-16 positive when compared to those that were
positive by other HPV types. In this same study, the relative risk for CIN 2 or worse
among women who were HPV 16 positive was 42.0 (95% CI, 20.1-87.5) compared with
women who were high-risk HPV negative (14 types) and 3.7 (95% CI, 2.4-5.7) compared
with women who were positive for the 12 other high-risk HPV (excluding HPV 16 and
HPV 18) (23).

Data suggest that high-risk HPV infections were strongly associated with
invasive cancer and HSIL, especially for HPV 16 and 18 (24). HPV 16 together with HPV
18 is the most prevalent among women, even in the absence of cervical disease. Besides
being the most common, there is a hypothesis that is reinforced by the findings of this
study that HPV 16 and / or 18 diseases were originated earlier compared to others HPV
types. This takes place by the fact that HPV 16 has a unique capability to evade the
immune system which would result in higher persistence of HPV 16 infections than with
other HPV types (14). The HPV 16/18 persistence was related with risk of 20 fold risk of
in study of adolescents of 13-24 years old referred for abnormal cytology (16). Authors
believe that the relationship between types 16, 18 and CIN occurring in early life
infections while in other types of high-risk precursor lesions arise later (25, 14).

In fact, HPV 16 merits individual consideration because it is more potent
carcinogen than the other HPV types (26). Brotherton et al. (26) showed that HPV 16 is
more common in young than old women with high-grade cervical lesions and emphasized
that this finding was consistent with all but one out of eighteen studies identified in the
literature.

The risk to develop CIN 2 or worse diagnostic seems to be age and genotype

related. These data suggested that in fact cervical neoplasia related to HPV 16 and HPV
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18 may behave differently in the process of carcinogenesis when compared to cervical

neoplasia related to others HPV types.
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Table 1: Distribution of the cytological diagnosis in women referred for abnormal cervical smear

ASC-US: Atypical squamous cells of undertermined significance; LSIL: Low squamous intraepithelial
lesion; AGC-SOE: Atypical glandular cells not otherwise specified; ASC-H: Atypical squamous cells

Cytological diagnosis HPYV positive

n % n %
Negative 48 14.5 29 60.4
ASC-US 69 20.8 51 73.9
LSIL 43 13 40 93
AGC-SOE 1 0.3 1 100
ASC-H 23 7 14 60.9
HSIL 141 42.6 132 93.6
Invasive carcinoma 6 1.8 6 100
Total 331 100 273 82.5

cannot exclude HSIL; HSIL: High squamous intraepithelial lesion; Invasive carcinoma: including
squamous and glandular origin).
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Table 2: Distribution of the histological diagnosis in women referred for abnormal cervical smear

Histological diagnosis HPYV positive

N % n %
Cervicitis 51 214 35 68.6
CIN 1 80 33.6 68 85
CIN 2 48 20.2 44 91.7
CIN 3 50 21 46 92
Invasive carcinoma 9 38 9 100
Total 238 100 202 84.9

CIN: Cervical intraepithelial neoplasia; Invasive carcinoma: including squamous and glandular origin
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Table 3: Summary statistics of age (Years) by histology, citology and genotype

Citological diagnosis n Mean Min, Max
<HSIL

HPV 16 and/or 18 45 25.7 14,52
Others HPV types 75 26.7 15,53
Total 120 26.5 14, 53
>HSIL

HPV 16 and/or 18 88 38.2 15,75
Other HPV types 65 36.3 17, 62
Total 153 37.4 15,75
Histological diagnosis n Mean Min, Max
<CIN2

HPV 16 and/or 18 37 333 14, 60
Other HPV types 66 31.9 18,53
Total 103 32.4 14, 60
>CIN2

HPV 16 and/or 18 60 36.8 17,75
Other HPV types 39 36.4 16, 62
Total 99 36.7 16,75

HSIL: High squamous intraepithelial lesion; CIN: Cervical intraepithelial neoplasia; >

HSIL= AGC-SOE, ASC-H, HSIL; invasives carcinomas (including squamous and
glandular origin); < HSIL= negative, ASC-US and LSIL; > CIN 2= CIN2, CIN3 and
invasives carcinomas; < CIN2= cervicite e and NIC1; Other HPV types: No HPV 16/18
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Table 4: Association between HPV types and cytological diagnosis by age groups

Age groups HPYV types N° of patients Citological diagnosis OR (C)) D
>HSIL <HSIL
n (%) n (%)
16/18 58 27 (46.5%) 31 (53.6%)
<30 Others 2.12 (0.98-4.59) 0.03
79 23 (29.1%) 56 (70.9%)
types
16/18 35 23 (65.7%) 12 (34.3%)
30-39 Others 1.39 (0.41-4.23) 0.6
27 16 (59.3%) 11 (40.7%)
types
16/18 20 19 (95%) 1 (5%)
40-49 Others 5.59 (0.53-139.85) 0.1
22 17 (77.3%) 5(22.7)
types
16/18 20 19 (95%) 1 (5%)
>50 Other 6.33 (0,46-183.84) 0.1
12 9 (75%) 3 (25%)
types

HSIL: High squamous intraepithelial lesion; > HSIL= AGC, ASC-H, HSIL, invasives carcinomas; < HSIL= negative, ASC-US and LSIL; Other types =

High riks HPV no HPV 16and/or 18.
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Table S: Association between HPV types and histological diagnosis by age groups

Age groups HPYV types N° of patients Histological diagnosis OR (CI) D
>CIN2 <CIN2
n (%) n (%)
16/18 37 22 (59.5%) 15(40.5%)
<30 Others 3.21 (1.21-8.59) 0.008
51 16 (31.4%) 35 (68.6%)
types
16/18 28 15 (53.6%) 13 (46.4%)
30-39 Others 1.79 (0.51-6.43) 0.3
23 9 (39.1%) 14 (60.9%)
types
16/18 16 11 (68.7%) 5(31.5%)
40-49 Others 3.3 (0.68-16.92) 0.08
20 8 (40%) 12 (60%)
types
16/18 16 12 (75%) 4 (25%)
>50 Other 2.5(0.37-17.95) 0.3
11 6 (54.5%) 5 (45.5%)
types

CIN: Cervical intraepithelial neoplasia; > CIN 2= CIN2, CIN3 and invasives carcinomas; < CIN2= cervicite ¢ and NIC1; Other types= High risk HPV
no HPV 16 and/or 18.
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Abstract

Background: Studies have indicated an increased HPV-16 viral load according to the
severity of cervical disease. The objective of this study was to evaluate the association
between HPV-16 viral load and severity of cervical neoplasia.

Methods: Seventy seven women previously tested for HPV-16 DNA were selected.
Considering the cytological diagnosis, 27.3% (21/77) had <HSIL (Negative, ASC-US and
LSIL) diagnosis and 72.7% (56/77) had > HSIL (ASC-H, HSIL and invasive carcinoma)
diagnosis. The < CIN 2 (Cervicitis, CIN 1) diagnosis was observed in 36.4% (28/77) of
the cases and > CIN 2 (CIN 2, CIN 3 and invasive carcinoma) diagnosis was observed in
63.6% (49/77) of the cases. The HPV-16 viral load was assessed by Real-Time PCR (RT-
PCR) targeting E6 gene. Viral load was categorized as: low (1-10 copies/cell), moderate
(11-100 copies/cell), high (101-1,000 copies/cell) and very high (>1,000 copies/cell).
The association between moderate or higher viral loads and cytological and histological
results was analyzed based on odds ratios (ORs) with 95% confidence interval (CI).
Results: Low viral load were detected in 66.7% (14/21) of women with < HSIL diagnosis
and 30.4% (17/56) of women with > HSIL diagnosis. Moderate, high and very high viral
load was observed in 33.3% (7/21) of women with <HSIL diagnosis and in 69.6% (39/56)
of women with > HSIL diagnosis. Low viral load was observed in 67.9% (19/28) of
women diagnosed with < CIN 2 lesions and 24.5% of women diagnosed with > CIN 2
lesions. Moderate, high and very high viral load was detected in 32.1% (9/28) of women
with <CIN 2 diagnosis and 75.5% (37/49) of women with > CIN 2 diagnosis. A diagnosis
of HSIL or worse diagnosis (OR 4.59; 95% CI: 1.4-15.49; p= 0.004) and high-grade
neoplasia (> CIN2) (OR 6.51; 95% CI: 2.9- 20.92; p = 0. 0002) were significantly
associated with moderate, high and very high viral load.

Conclusions: Moderate, high and very high viral loads were associated with severity of
cytological or histological cervical neoplasia in this subset of women.

Keywords: HPV, viral load, PCR, CIN, invasive carcinoma.

44



Introduction

Cervical cancer is the second most common malignancy in women worldwide,
and contributes to 9.8% of all female cancers. There are 15 high-risk HPV types that have
a higher propensity for the development of cervical cancer, with HPV type 16 (HPV16)
and HPV 18 being the most prevalent high-risk types worldwide [1].

Several studies have reported a correlation between viral load and severity of
neoplasia [2-6]. Most studies of HPV viral load have focused on high-risk HPV types
associated with CIN of grade 2 and 3 and cancer [7]. However, the information about
viral load is principally related to HPV16. In fact, high HPV-16 viral loads have been
associated with CIN 2 and 3 in case—control studies or with progression to CIN 2, CIN 3
or carcinoma in situ in prospective studies [8, 9].

Tabora et al [10] noted that the effect of high-risk types of HPV DNA infection
on CIN development is highly influenced by viral number copies. In addition, Woodman
et al., [11] observed that among women who tested positive for high risk HPV types the
cytological abnormality is more common in those with a high viral load than in those with
a low viral load. Furthermore, viral load has been suggested as a marker of no transient
infection, and high HPV load in smears with normal cytology has been associated with
the risk of developing dysplasia and carcinoma in situ [12, 2].

On the other hand contradictory data have also been generated. Andersson et
al [13] not observed significant difference determined between the mean values of the
viral load in the differents grades of CIN. Also, Onan et al [14] observed that HPV
positivity was increased significantly by the degree of lesions, however, this relation was
not observed for viral load.

In light of these considerations, the aim of this study was to evaluate the
association between HPV-16 viral load and histological diagnosis of cervical neoplasia

in women referred to colposcopy due to an abnormal cervical smear.

Materials and Methods
Study subjects.
This cross-sectional study conducted in the hospital Santa Casa de Misericordia
de Goiania of February 2007 to January 2009. A group of 77 HPV 16 positive women
were selected from the original study [15] for analysis of viral load. The mean age of the

77 women included in this study was 35.45 years and the median was 33 years (min = 14;

45



max = 75). The Institutional Review Board approved the study protocol, and all
participants gave written informed consent before their entry into the study.

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 (ie, no earlier
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); () had abstained from sexual intercourse in the 3 days preceding
consultation; and (f) had no confirmed or clinically suspected immunosuppression
(induced by human immunodeficiency virus, 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 material was stored in 1.0mL Universal Collection Medium
(QIAGEN Sample & Assay Technologies, Brasil) 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 appropriate
clinical guidelines.

Sample processing, DNA extraction and detection and genotyping of HPV.

The sample processing and DNA extractions from cervical smears was done as
previously described [15]. 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. The strip contained 2 levels of B-globin
control probes, 18 HR-HPV probes (HRHPV 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 (low-risk-HPV 6, 11, 40, 42,
53, 54, 57, 66, and 84).

The 100 mL volume of the amplification mixture contained 4mM of MgCl,
50mM of KCl, 7.5U of AmpliTaq Gold DNA polymerase (Perkin-Elmer, Foster City,
CA), 200 mM each of deoxyadenosine triphosphate, deoxycytosine triphosphate,
deoxyguanosine triphosphate, 600 mM of deoxyuridine triphosphate, 100 pmol of each
biotinylated PGMY09/PGMY 11 primer pool, and 2.5 pmol each of 50 biotinylated B-
globin primers, GH20 and PCO4. The following amplification profile was used:
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activation of AmpliTaq Gold for 13 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 mL 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 that were considered as HPV-negative, the 2 globin lines (high and low
copies) appeared at levels comparable with positive controls, or were repeated until the
criteria for globin positivity were reached.

HPYV Viral load

All cervical specimens found to be positive for HPV 16 were retested by a
quantitative, low-stringency PCR to avaluate viral load in cervical cells as previously
described [3].

The viral load was determined using the HPV16 copy number (RT- PCR targeting
HPV16 E6 open reading frame) normalized according to the number of cells (RT- PCR
targeting the albumin gene). Conversion of RT-PCR data to copies per cell was done
dividing HPV copy number by half beta-globin copy number. Viral load was categorized
as: low (1-10 copies/cell), moderate (11-100 copies/cell), high (101-1,000 copies/cell)
and very high (>1,000 copies/cell) [3].

Citopathology

Conventional cervical smears were classified as follows: normal findings, low-
grade squamous intraepithelial lesion (LSIL), high-grade squamous intraepithelial lesion
(HSIL), atypical squamous cells of undetermined significance (ASC-US), Atypical
squamous cells cannot exclude HSIL (ASC-H), and invasive carcinoma [16].

Histopathology

Biopsy specimens were stained with hematoxylin and eosin (HE) revised in
accordance with World Health Organization (WHO) criteria [17] and classified as:
cervicitis, CIN 1, CIN 2, CIN 3, invasive squamous carcinoma or invasive cervical
adenocarcinoma. All the histological analyses were carried out in a pathology laboratory
and in all cases diagnosis was made by the same pathologist.

Statistical analysis

Normalized viral load was calculated the HPV copy number by the B-globin copy

number (based on 2 B-globin copies per cell) and was expressed as copies of virus per
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cell equivalent according to the formula: viral load (HPV copies/cell)= Number of HPV
copies/ Number of B-globin copies/2 [3]. A probability value < 0.05 is considered
statistically significant. The magnitude of the associations between HPV16 DNA viral
load with severity of cervical neoplasia was assessed by calculating odds ratios (OR) and

respective 95% confidence intervals (CI).

Results

The distribution of the cytological diagnosis is represented of the table 1. The
HSIL diagnosis was more prevalent. The negative results were diagnosed in 7.8% of the
cases, 7.8% of women had LSIL, 11.6% had ASC-US, 2.6% had ASC-H and 5.2% had
invasive carcinoma (Table 1). Considering histological diagnosis, 12.9% (10/77) of
HPV16 positives women had negative histological results, 23.5% (18/77) had CINI,
27.3% (21/77) were diagnosed with CIN2, 25.9% (20/77) had CIN3 and 10.4% (8/77)
had invasive carcinoma histological results (Table 2).

The distribution of the viral load in cytological diagnosis and histological is
represented in the table 3 and table 4. Lower viral load were observed in the majority of
women with negative and ASC cytological results (table 3). Higher viral load were
finding in women with LSIL, HSIL and invasive carcinoma cytological diagnosis. Low
viral load were more prevalent in the women with lesions classified as cervicitis (70%)
and, CIN 1 (66.6%). Moderate, high and very high viral load were more prevalent women
with diagnosis of CIN 2, CIN3 and invasive carcinomas, including squamous and
glandular origin (table 4).

A diagnosis of HSIL or worse diagnosis (OR 4.59; 95% CI: 1.4-15.49; p= 0.004)
and high-grade neoplasia (= CIN2) (OR 6.51; 95% CI: 2.9- 20.92; p = 0. 0002) were
significantly associated with moderate, high and very high viral load in women infected

by HPV 16.
Discussion
Moderate, high and very high viral load of HPV 16 were associated with
severity of cervical neoplasia in this subset of women. It is believed that viral load reflects

the productivity of HPV replication and its level may play a role in defining the course of

HPV infection (19). Previous studies have been indicated that a high HPV 16 load is
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associated with persistent infection and consequently with the development of > CIN 2
lesions [2, 18-21].

Morberg et al., [4] indicated that the increase of viral load of HPV 16 in
cervical smears also increases the risk of future invasive cervical cancer. Briolat et al,
[22] in 120 HPV 16 positive samples, observed that women without any lesion at
histology or with CIN1 were found to have lower HPV 16 viral loads than women with
CIN 2 or worse diagnostic (p=0,011). Xi et al.,[20] in case-control study found that
elevation in HPV 16 DNA load was associated with an increased risk of CIN 3. All these
results confirm those of other studies that suggest that among HPV 16 positive women,
those with higher, compared with lower, viral load are more likely to progress to high-
grade CIN [12, 4, 23, 24].

On the other hand, Wensveen et al [25] in a cohort study with women with
ASCUS/AGUS cytology, observed that there was a marked association between viral
load and the underlying CIN at enrollment. However, there was large overlapping of viral
loads among the grades of CIN. These authors indicated that viral load is not a useful
parameter to predict high-grade lesions in women with ASCUS/AGUS cytology.
Similarly, Boulet et al, [26] in retrospective case-control study assessed HPV 16 viral
load and E2/E6 ratio as risk markers for CIN > 2 lesions in HPV 16 positive women and
showed a significantly higher HPV 16 load in the case group. However, this was
completely attributable to the high viral load of samples with invasive carcinoma as
histologic endpoint since, there was no significant difference in viral load between the
other histologic groups.

The association between the viral load and the different phases of disease is
still debated. Several authors have shown that an elevated HPV 16 viral load is associated
with high-grade cervical lesions [27] and a 43-fold increased risk of cancer has been
reported for high viral load [28]. However a viral load higher in LSIL than in HSIL and
HSIL lower than carcinoma has also been reported [29]. In this study, although higher
viral load had been associated with severity of neoplasia, 12 of 49 women (24.5%)
diagnosed with CIN2 or more severe lesion had low viral load.

The reduction in the number of viral copies could be explained by disruption of
viral E1/E2 genes during the integration of viral genome into cellular DNA. The
frequency of viral integration seems to increase with the severity of disease, and then
potentially correlated with progression to cervical cancer [3]. van Duin et al. [2] observed

an association between CIN2/3 and viral load 0-12 months before diagnosis, but not 13-
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24 months before. This suggests that a sufficiently higher viral load might signal the
development of CIN3 as an early outcome following a newly detected HPV 16 infection.
For those with initially relatively low viral load, a sustained productive infection period
is under way that permits the virus to replicate, produce a sufficient amount of
oncoproteins, and eventually lead to the development of CIN3. But it is also possible that
the growth of a small CIN3 clone could be causing, instead, increasing viral load that we
assessed on cytologic specimens [22].

High HPV viral load has been shown to be associated with HPV infection
persistence and cervical malignancies [30]. However the association between HPV load
and persistence seems to be not uniform across high-risk HPV types and seems that only
HPV 16 viral load has yet been demonstrated to predict the development of incident
disease [2,19,21,30]. In fact, HPV 16 infection has demonstrated more likely to persist
and HPV 16 positive patients are also more likely to develop cervical intraepithelial
neoplasia [31].

High-risk HPV viral load has been suggested as type-dependent risk marker
for cervical cancer in several studies where high viral loads were associated with severity
of cervical neoplasia [2,4,12,19,21]. However, others studies did not observed this
association [11,22,26]. There are indications that viral load could be a marker for early
detection or prediction of high-grade cervical lesions and invasive cancers, however, the
available data have not yet reached a consensus on its clinical value [13, 14, 24].

In summary, higher viral load values were related to the severity of
cytological and histological diagnosis, however, this assessment in clinical practice may
have of limited value due to viral integration that can happen in the early stages of the
carcinogenic process and this process can result in lower viral loads in clinically

significant lesions
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Table 1: Distribution of the cytological diagnosis in HPV 16 positives women

Cytological diagnosis Total %
Negative 6 7.8
ASC-US 9 11.6
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LSIL 6 7.8

ASC-H 2 2.6
HSIL 50 65

Invasive carcinoma 4 5.2
Total 77 100

ASC-US: Atypical squamous cells of undertermined significance; LSIL: Low squamous
intraepithelial lesion; ASC-H: Atypical squamous cells cannot exclude HSIL; HSIL: High
squamous intraepithelial lesion; Invasive carcinoma: including squamous and glandular
origin
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Table 2: Distribution of the histological diagnosis in HPV 16 positives women

Histological diagnosis Total %

Cervicitis 10 12.9
CIN1 18 23.5
CIN2 21 27.3
CIN3 20 25.9
Invasive carcinomas 8 10.4
Total 77 100

CIN: cervical intraepithelial neoplasia; Invasive carcinomas: including squamous and
glandular origin.
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Table 3: Distribution of cytological diagnosis in relation to viral load

ASC-US: Atypical squamous cells of undertermined significance; LSIL: Low squamous

Low Moderate Total
High/Very high

Cytological diagnosis n % n % n %
Negative 5 83.3 1 16.7 6 100
ASC-US 8 88.9 1 11.1 9 100
LSIL 1 16.7 5 83.3 6 100
ASC-H 2 100 - - 2 100
HSIL 15 30 35 70 50
Invasive carcinoma - - 4 100 4 100

intraepithelial lesion; ASC-H: Atypical squamous cells cannot exclude HSIL; HSIL: High
squamous intraepithelial lesion; Invasive carcinoma: including squamous and glandular
origin
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Table 4: Distribution of histological diagnosis in relation to viral load

Low Moderate Total
High/Very high
Histological diagnosis n % n % n %
Cervicitis 7 70 3 30 10 100
CIN1 12 66.6 6 334 18 100
CIN 2 7 33.3 14 66.7 21 100
CIN3 4 20 16 80 20 100
Invasive carcinomas 1 12.5 7 87.5 8 100

CIN: Cervical intraepithelial neoplasia; Invasive carcinomas: including squamous and glandular
origin
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Table 5: Association between viral load and histological and cytological diagnosis

Viral load > CIN 2 versus CIN1 and negative for neoplasia > HSIL versus < HSIL
Odds ratio (95% CI) p- value Odds ratio (95% CI) p- value
Low Reference - Reference -
Moderate/ 6.51 (2.9-20.92) 0.0002 4.59 (1.4-15.49) 0.004
high/very high

CIN: cervical intraepithelial neoplasia. > CIN 2: CIN2, CIN 3 and invasive carcinoma (including squamous and glandular origin). HSIL: High
squamous intraepithelial lesion. >HSIL: ASC-H, HSIL and invasive carcinoma (including squamous and glandular origin). < HSIL: Negative,
ASC-US, LSIL.

58



6 DISCUSSAO

Os sujetitos foram mulheres encaminhadas para servigos especializados da
rede publica de Goiania (SUS Goidnia) por apresentarem alteragdes no exame citologico.
A presenca de HPV de alto risco e de alta de carga viral sdo fatores de risco para neoplasia
intraepitelial cervical e cancer invasivo. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
associacao destes fatores em mulheres com citologia alterada. A prevaléncia da infe¢ao
pelo HPV foi de 82,5%. Esta alta prevaléncia ja era esperada pelo fato de se tratar de
mulheres com exame citoldgico alterado, e foi semelhante a observada por Barros et al.,
(2012) e Ribeiro et al., 2011, que detectaram prevaléncias respectivamente de 86,3% e
86%, em amostra semelhante.

A prevaléncia do HPV 16 foi de 44,7% nesta populagdo. Prevaléncias
semelhantes, de 35,9% e 45% foram observadas por Barros et al., (2012) e Ribeiro et al.,
(2011). A prevaléncia do HPV 18 foi de 7%, taxa similar a encontrada por Barros et al.,
(2012) que foi de 6,1%.

Os resultados observados nesse estudo revelaram que mulheres mais jovens
infectadas por HPV dos tipos 16 e 18, apresentam maior risco para lesdes mais graves
tanto no diagnostico citologico (= LIEAG) quanto no histologico (=NIC 2). Esses dados
reforcam a hipotese mulheres com infec¢des pelos tipos 16 e 18 desenvolvem lesdes
precursoras mais precocemente, enquanto que nas infecgdes por outros tipos de alto risco
as lesdes precursoras surgem mais tardiamente (Coupé et al., 2008; Sideri et al., 2011).
Além disso, a infeccdo pelo HPV 16, em relagdo a infec¢do ocasionada por outros tipos
de HPV, persiste com mais frequéncia como consequéncia ao fato do HPV 16 evadir ao
sistema imune com maior facilidade (Sideri et al., 2011). Quando isso ocorre, ha um risco
aumentado para desenvolvimento de neoplasias cervicais.

O HPV 16 ¢ o tipo de HPV mais prevalente em todo o mundo (Clifford et al.,
2006). Mulheres jovens, devido a maior probabilidade de apresentarem ectopia mostram
(Roberts et al., 2011), consequentemente, maior risco de adquirir infec¢ao pelo HPV 16.
A aquisi¢do mais precoce da infeccdo por este tipo viral associado a sua maior capacidade
de persisténcia sustenta a hipdtese do risco das mulheres jovens apresentarem alteragdes
mais graves de forma mais rapida (Gravitt et al., 2007; Sideri et al., 2011).

Outro aspecto que deve ser considerado na historia natural das neoplasias

cervicais ¢ a carga viral do HPV. A carga viral tem sido apontada como fator de risco
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para diagnostico histologico mais grave. Altas cargas virais por HPV de alto risco
oncogénico t€m sido relacionadas com maiores taxas de persisténcia da infec¢do e com a
recorréncia das lesdes precursoras do cancer do colo uterino (Park et al., 2008). Este
estudo mostrou que mulheres HPV 16 positivas com maiores valores de carga viral
tiveram maior risco de serem portadoras de NIC 2 ou lesdo mais grave.

Em resumo, em mulheres com citologia alterada, a identificagdo do tipo viral
envolvido na infecc¢do, juntamente com a avaliagdo da carga viral, permite identificar
aquelas mulheres com risco aumentado de apresentarem de lesdes cervicais mais severas.
No entanto, inserir esse tipo de rastreamento na rotina clinica ¢ atualmente inviavel,
contudo, estes dados sdo importantes para ampliar o entendimento sobre a historia natural

da infec¢do pelo HPV e da neoplasia cervical.
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7 CONCLUSAO

e A prevaléncia da infeccdo pelo HPV em mulheres com exame citoldgico alterado
foi de 82,5%;

e O HPV 16 foi o mais prevalente, representando 44,7% dos casos;

e O HPV 18 apresentou uma taxa de prevaléncia de 7%;

e O risco de diagnostico citoldgico de LIEAG ou lesdao mais grave foi maior em
mulheres jovens infectadas pelos tipos 16 e 18 quando comparadas a mulheres, na
mesma faixa etaria, infectadas por outros tipos de HPV;

e O risco de diagnostico histoldgico de NIC 2 ou lesdo mais grave, foi maior em
mulheres jovens infectadas pelos tipos 16 ¢ 18 quando comparadas as mulheres
na mesma faixa etéria infetctadas por outros tipos de HPV;

e Mulheres infectadas pelo HPV 16 com maiores valores de carga viral mostraram

maior risco de serem portadoras de lesdes cervicais mais graves.
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APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidada a participar como voluntaria de uma pesquisa. Apds receber
os esclarecimentos e as informagdes a seguir, no caso de aceitar o convite, assine no final
deste documento, que estara em duas vias. Uma delas ¢ sua e a outra do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa voc€ nao sera penalizado de forma alguma. Em caso de
duvida sobre a pesquisa vocé podera entrar em contato com a pesquisadora responsavel
Silvia Rabelo, pelo telefone (62) 32096457. Em caso de duvida sobre seus direitos como
participante nesta pesquisa vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em

Pesquisa do Hospital Santa Casa de Misericérdia de Goiania, pelo telefone (62)32544161.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA.

O titulo da pesquisa ¢ “Tipos especificos de HPV, carga viral e estado fisico do DNA
viral em mulheres com neoplasia intra-epitelial cervical de alto grau”. A motivagdo para
este estudo refere-se ao fato da infec¢do pelo HPV poder apresentar-se associada a
alteragdes no exame de prevencdo, que podem preceder o aparecimento de tumores no
colo uterino. O objetivo da pesquisa ¢ verificar se o virus estd ou ndo presente no colo
uterino e, se presente, qual o tipo, qual a quantidade e quais as caracteristicas deste virus.
A senhora foi encaminhada ao Ambulatorio de Colposcopia do Hospital das Clinicas para
realizacdo de colposcopia com biopsia e tratamento, se necessarios. A sua participagao
nesta pesquisa € livre. A senhora pode recusar-se a participar ou retirar seu consentimento,
em qualquer fase da pesquisa sem penalidade alguma e sem prejuizo ao seu tratamento
ou acompanhamento;

Caso aceite participar da pesquisa sera coletado, por uma médica envolvida na pesquisa,
secrecdo do colo uterino para a realizacdo de um segundo exame de prevengao e outro
exame para identificar presenca ou nao do HPV e respondera a um questiondrio para
obtencdo de dados epidemiologicos. A coleta da secre¢ao sera feita com material
apropriado e descartavel. O material coletado para prevengao sera enviado ao Laboratério
Rémulo Rocha da Faculdade de Farmacia da UFG onde serd processado e analisado. O
material coletado para a deteccao do HPV sera enviado aos laboratérios do Instituto de

Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da UFG e ao Laboratorio de Diversidade
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Genética da Pontificia Universidade Catodlica de Goias (PUC-GO) para armazenamento
e posterior andlise. A coleta da secre¢do vaginal ndo ird alterar o procedimento pelo qual
a senhora foi encaminhada para o Ambulatério. No momento da coleta a senhora podera
sentir uma leve colica. Além da coleta e analise da secregdo, sera coletado em seu
prontudrio o resultado do exame histoldgico de material obtido por biopsia, caso ela tenha
sido realizada. A senhora receberd todos os resultado dos exames realizados. Na
atualidade, o método para conduc¢do de anormalidades citoldgicas de alto grau, motivo
pelo qual a senhora foi encaminhada, baseia-se nos resultados da colposcopia e do estudo
do material obtido por bidpsia, ndo havendo métodos alternativos. Caso a senhora
apresente lesdo no colo uterino, induzida pela infeccdo pelo HPV, serd tratada e
acompanhada por uma das médicas envolvidas na pesquisa, de acordo com as condutas
do Ambulatoério de Patologia Cervical e Colposcopia do Hospital das Clinicas. Sera
garantido o sigilo de todas as informacgdes obtidas. A participacdo na pesquisa nao
acarretara em custos despesas extras, ja que todos os procedimentos serdo realizados no
momento da colposcopia com biopsia, para a qual a senhora foi encaminhada. Poderdo
ocorrer riscos em decorréncia de sua participacao, inclusive psicoldgicos, que buscaremos
minimizar. Nenhum beneficio direto proveniente desta pesquisa lhe sera garantido.
Porém, os beneficios poderdo ser evidenciados na medida em que os resultados deste
estudo, somados a outros resultados de outras pesquisas, possibilitem um maior
conhecimento da infec¢ao pelo HPV e de seu impacto na saude da mulher, direcionando
assim medidas preventivas necessarias.

Os pesquisadores estdo disponiveis para qualquer esclarecimento nos seguintes telefones:
Silvia Rabelo (32096044) coordenadora da pesquisa, Rosane Ribeiro Figueiredo Alves
(32544253) coordenadora da rede de pesquisa sobre o HPV.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA
PESQUISA
Eu, RG ,CPF

concordo em participar da pesquisa Tipos especificos de HPV, carga

viral e estado fisico do DNA viral em mulheres com neoplasia intra-epitelial cervical
de alto grau como sujeito. Fui devidamente informada e esclarecida sobre a pesquisa, os
procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes

minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
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momento, sem que isto leve a qualquer penalidade por parte da Instituicdo de Saude e

Ensino em qual ele esta inserido.

Nome do paciente:

Assinatura Local e data

Nome do responsavel pela aplicagdo do TCLE:

Assinatura Local e data

Testemunha imparcial:

Assinatura Local e data
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Nosso vida a servigo da sua,
Goifinia, 01 de julho de 2010.
PROTOCOLO CEP/SCMG N. 008/2010
TITULO: Tipos especificos de HPV, carga vival e estado fisico do DNA viral em mulheres com
neoplasia intraepitelial cervical de alto grau.

INVESTIGADOR(A) RESPONSAVEL: Prof". Dr’, Silvia Helena Rabelo dos Santos

Local de Realizagfio: Santa Casa de Misericordia de Goidnia
Area de Conhecimento: 4.01 — Ciéncias da Satide — Medicina
Area Temética: Grupo I11

Situagiio: APROVADO
Prezado (a) Pesquisador (a),

O Comité de Etica em Pesquisa da Santa Casa de Misericérdia de Goidnia = CEP/SCMG,
aprovou sem restrigdes o projeto supra citado, apds sua andlise, considerando-o em acordo com os
principios éticos vigentes.

Informamos que deverio ser encaminhados ao CEP/SCMG, relatérios trimestrais do
andamento da pesquisa e/ou do encerramento, conclusdes e publicagfio (Ses) do mesmo.

Ms. Mauro M&ifs de Mesquita
Biomédico
Coordenador do CEP/SCMG

Rua Campinas n. 1135 — Selor Americano do Brasil - Goi&nia - Golés
CEP: 74.530-240 - Telefone: (62) 3254-4161
http:/Awww.santacasago.org.br/

cep@santacasago.org br
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GOVERNO DO _
s @Esmno DE GOIAS

SECRETARIA

Sus pASAUDE  Hospital Materno Infantil Desemclvinenlo om Responsabidade
CA2n" QI5 /10 - CEP/HMI Goidnia. 01 de setembro de 2010.

CARTA DE APROVACAO

Protocolo N° 015/10

Titulo do Projeto: “Tipos especificos de HPV, carga viral e estado fisico do DNA viral
em mulheres co neoplasia intraepitelial cervical de alto grau”. Versio 2.
Investigador(a): Silvia Helena Rabelo dos Santos

Prezado(a) Senhor(a).

Comunico-lhe que o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Materno Infantil - CEP/HMI, analisou e aprovou o Projeto de Pesquisa em epigrafe na sua
Versio — 2. bem como o TCLE — Versdo 2, vez que foi considerado o atendimento as
adequagdes sugeridas em anilise anterior, consoante aos principios éticos vigentes.

Informo, ainda, que a presente aprovagio tem validade pelo periodo de
tempo definido no projeto ¢ caso hajam alteragdes no cronograma. ainda que alheias a
vontade do pesquisador. estas deverdo ser informadas a esse Comité para fins de andlise e

deliberagiio.
Como j4 ¢ de conhecimento de V.Sa. destaco. por oportuno, a

necessidade de ser encaminhado 4 esse Comité relatérios semestrais que informem sobre 0
andamento, encerramento, conclusdio ¢ publicagdio da pesquisa.
Atenciosamente,

~ Marco Aurélio Albernaz
Coordenador do CEP-HMI
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