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RESUMO

Os papilomavirus humanos (HPV) séo virus epiteliotrépicos que infectam tecido
cutdneo ou mucoso e estao relacionados com desenvolvimento de lesdes que,
no trato genital, variam de verrugas ao cancer cervical invasivo. Estas lesdes
sdo causadas por diferentes tipos de HPV, que sao classificados em baixo e
alto risco conforme sua associacdo com cancer cervical. Sabe-se que mulheres
soropositivas para HIV sdo mais acometidas por infeccbes por HPV e estédo
mais propensas ao desenvolvimento de céancer cervical. O objetivo desse
estudo foi avaliar a frequéncia de tipos de HPV em mulheres soropositivas e
soronegativas para HIV. Para isso foram analisadas amostras de escovado
cervical, que faziam parte do banco de amostras do Laboratério de Virologia,
de mulheres conhecidamente positivas para HPV (n=87) atendidas no Centro
de Referéncia DST/AIDS, em Vitéria-ES, no periodo de mar¢co a dezembro de
2006. O DNA das amostras foi extraido utilizando kit comercial QIlAamp® DNA
Mini Kit ou através do método de isotiocinanato de guanidina e silica. DNA do
HPV foi amplificado por PCR utilizando os iniciadores degenerados
MY09/MY11 ou PGMY09/PGM11 biotinilados e a genotipagem foi realizada por
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) ou por Reverse Line Blot
(RLB), respectivamente. Do total de amostras, 97,7% foram genotipadas e 31
tipos distintos detectados: 6, 11, 13, 16, 18, 26, 31, 31b, 32, 33, 34, 35, 42, 44,
51, 52, 53, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 68, 71, 81, 82, 83 e 84. O tipo mais
prevalente foi o HPV16, tanto nas mulheres soropositivas quanto nas
soronegativas para HIV, seguido pelos tipos 6, 53 e 11. O tipo 13, incomum em
amostras cervicais, foi observado nesse estudo, porém a quantidade de
amostras nao foi suficiente para a realizacdo de seqienciamento para a
confirmagdo deste tipo viral. Os tipos oncogénicos foram mais comuns nas
amostras de mulheres soropositivas para HIV, porém com namero semelhante
e 0 numero de infeccdes multiplas foi maior entre as mulheres HIV positivas.

Este estudo revelou uma grande diversidade de tipos de HPV na regido.



ABSTRACT

Human papillomaviruses (HPV) are epitheliotropic viruses that infect skin tissue
or mucous membranes, closely related to development of lesions in the genital
tract, ranging from warts to invasive cervical cancer. These injuries are caused
by different types of HPV that are classified into low and high risk types
according to the association with cervical cancer. HIV seropositive women are
mostly affected by HPV and are more prone to develop cervical cancer. The
aim of this study was to evaluate the frequency of HPV types in seropositive
and seronegative women for HIV. Therefore, cervical samples, part of the
human bank samples of the Virology Laboratory, were analised from women
known to be positive for HPV (n=87) attending the Reference Center STD / Aids
Clinic in Vitéria-ES, during March to December 2006. DNA was extracted by
commercial kit QlIAamp ® DNA Mini Kit following manufacturer's instructions or
by guanidine isothiocyanate and silica methodology. HPV DNA was amplified
by PCR using degenerate MY09/MY11l or biotynilated PGMY09/PGMY11
primers and genotyped by restriction fragment length polymorphism (RFLP) or
by reverse linear blot (RLB), respectively. Out of the total of the samples, 97.7%
were genotyped and 31 distinct types were detected: 6, 11, 13, 16, 18, 26, 31,
31b, 32, 33, 34, 35, 42, 44, 51, 52, 53, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 68, 71, 81,
82, 83 and 84. The most prevalent type was HPV16, either in seronegative
women as in seropositive women for HIV, followed by types 6, 53 and 11. HPV
type 13, unusual in cervical samples, was observed in this study, but the
amount of samples was not sufficient to confirm this viral type by sequencing.
Oncogenics types were more common in samples of HIV seropositive women,
however in similar number, and number of multiple infections was higher in HIV
positive women. This study revealed a greater diversity of HPV types in this

region.
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1 INTRODUCAO

Os Papillomavirus humano (HPV) estdo entre 0s agentes virais mais
comumente transmitidos sexualmente (Bauer et al., 1991). Isto significa que
sua prevaléncia estq diretamente associada a promiscuidade sexual, ao
namero e a troca constante de parceiros durante a vida e a histéria de outras
doencas sexualmente transmissiveis. Sado ainda responsaveis pela segunda
causa de morte de mulheres por cancer, estando associado com cancer
cervical (CC) em 99,7% dos casos (Bosch et al.,, 1995; Walboomers et al.,
1999).

Existem aproximadamente 100 tipos de HPV, que sao classificados em alto e
baixo risco, conforme a capacidade de progressao para lesdes malignas
(Mufioz et al., 2003; de Villiers et al., 2004).

Apoés a infeccao cervical pelo HPV, o genoma viral pode persistir em células
basais do epitélio estratificado por periodo variado de tempo e induzir lesdes.
Estas lesOes, por sua vez, podem permanecer durante meses a anos e entao
regredir espontaneamente ou, no caso da infeccao pelos tipos de HPV de alto
risco, evoluir para lesdo intraepitelial escamosa (LIE — Lesdo Intraepitelial
Escamosa) de baixo e de alto grau e por sua vez, progredir lentamente para o
CC (Lowy & Howley, 2001). Além da infeccdo por tipos oncogénicos de HPV,
outros fatores podem estar associados com a transicdo de infeccédo cervical
para cancer, tais como: uso prolongado de contraceptivos orais, habito de
fumar e outras doencas sexualmente transmissiveis (DST), como herpes
simplex tipo 2, Chlamydia trachomatis e, especialmente, infeccdo pelo HIV
(Hankins et al., 1999; Guimaraes et al., 2000; Norris et al., 2002; Ferenczy et
al., 2003; Queiroz et al., 2004). Em relacdo ao HPV o risco € relativo ao tipo
infeccioso, as suas variantes, a carga viral, a persisténcia e integragdo do DNA
viral ao genoma da célula hospedeira (Guimaraes et al., 2000; Norris et al.,
2002; Queiroz et al., 2004).

Dessa forma, a caracterizacdo dos tipos de HPV infecciosos faz-se necessaria
como prognostico e base para tratamento, além de ser um preditivo da eficacia

das vacinas bivalente e quadrivalente liberadas para comercializacao,
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principalmente em Vitéria, onde o presente estudo é um dos poucos a
descrever os tipos de HPV (Freitas et al., 2009; Lima et al., 2009).

A partir dos anos 90, com o advento da biologia molecular, varias técnicas tém
sido desenvolvidas para deteccdo e determinacdo dos tipos de HPV. Para
genotipagem do HPV, os principais métodos sao: i) PCR, que pode ser
utilizada tanto para deteccdo quanto para determinacédo dos tipos especificos
(Cuzik et al., 1994; Oliveira et al., 2006); ii) Ensaio de Captura Hibrida, que
permite a distingdo em tipos de alto e baixo risco, mas n&do permite a
identificacdo deles, além de ser de custo mais elevado (Sandri et al., 2006); iii)
RFLP, metodologia que utiliza a digestdo com enzimas de restricdo do DNA do
HPV amplificado por PCR e permite determinagao de 44 tipos de HPV (Bernard
et al.,, 1994); iv) RLB, capaz de testar 32 tipos de HPV distintos e até 42
amostras ao mesmo tempo. As duas ultimas metodologias foram escolhidas
para este estudo, por serem capazes de determinar 0 maior nimero de

genotipos com apenas uma amplificagéo.

Dados sobre a ocorréncia dos tipos de HPV encontrados em pacientes
soropositivas e soronegativas para HIV é ferramenta importante no
planejamento das medidas de prevencao e de assisténcia a saude da mulher.
Além disso, tal caracterizacdo € importante na determinacdo do risco de
evolucdo da leséo para LIE e para CC e pode definir o perfil geografico desses

tipos estabelecendo a probabilidade de eficacia das vacinas comercializadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

2.1.1 Classificacédo e Descricao

Os papilomavirus pertencem a familia Papillomaviridae, onde estdo descritos
16 géneros, sendo os virus que infectam humanos, os HPV (Human
Papillomavirus), pertencentes aos géneros Alphapapillomavirus,
Bethapapillomavirus, Gamapapillomavirus, Mupapillomavirus e

Nupapillomavirus (Figura 1).

Noventa e dois diferentes tipos de HPVs foram classificados pelo Comité
Internacional de Taxonomia Viral (ICTV, 2009). Como o HPV é dificimente
isolado em sistemas usuais de cultivo celular, a classificacdo em tipos é
determinada pela andlise genémica, o que distingue o HPV em genétipos e ndo
em sorotipos. Conforme critérios adotados pelo Comité de Nomenclatura dos
Papilomavirus, a diferenciacdo em tipos, subtipos e variantes de papilomavirus
(PV) é baseada na sequéncia genémica de L1, que difere de um para o outro
em, no minimo 10%, 2- 10% e no maximo 2%, respectivamente (de Villiers et
al., 2004).
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Figura 1. Arvore filogenética dos papilomavirus. Estdo demonstrados os géneros e

seus respectivos tipos, humanos e ndo humanos. Fonte: de Villiers et al., 2004.

Os géneros de HPV podem ser divididos de acordo com o tropismo celular: os

virus pertencentes ao género Alphapapillomavirus possuem tropismo

pelo

epitélio mucoso, enquanto os do género Bethapapillomavirus infectam células

epiteliais cutaneas (de Villiers et al., 2004).

Os HPV sao ainda classificados, conforme o risco de levarem a progressao

para invasao/céancer, em baixo e alto risco (Quadro 1) (Mufioz et al., 2003).

Quadro 1. Classificacdo dos tipos de HPV em baixo e alto risco.

RISCO | Tipo de HPV

72, 81, 83, 84, CP6108

Baixo 6, 11, 13, 32, 34, 40, 42, 44, 54, 55, 57, 61, 62, 64, 67, 69, 70,

71,

Alto 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82
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2.1.2 Estrutura

Os PV sdo virus pequenos nao envelopados, com capsideo icosaédrico de 52
a 55 nm de didmetro composto por 72 capsomeros (Baker et al., 1991; Howley
e Lowy, 2001) (Figura 2) e genoma constituido por DNA circular de fita dupla
(DNAdf) de aproximadamente 8 kb (Howley & Lowy, 2007).

Figura 2. Fotomicrografia eletrénica do HPV. Estrutura do papilomavirus
humano observado ao microscopio eletrénico de transmissao. Fonte: CDC —
NPIN (2010).

2.1.2.1 Genoma

Todos os PV contem genoma de DNA circular de dupla fita com
aproximadamente 8.000 pares de bases, que podem ser divididos em trés
regides: precoce (E- Early), tardia (L- Late) e regido LCR (Long Control Region)
(Figura 3A) (Cheah & Looi, 1998). As trés regides em todos os papilomavirus
séo separadas por dois sitios de poliadenilagdo (pA): pA precoce (Ag) e pA
tardio (AL) (Zheng & Baker, 2006).

A regido precoce do genoma dos PV ocupa mais de 50% do genoma viral a
partir da sua metade 5’ e codifica seis ORFs (regioes de leitura aberta) comuns
(E1, E2, E4, E5, 56 e E7) (Danos et al., 1982), que dédo origem as suas
respectivas proteinas. Duas outras ORFs, E3 e E8, foram também inicialmente
atribuidas a essa regiao, mas apenas a ORF E8 em BPV1 e HPV31 codificam
proteina, uma proteina de fusdo E8”E2C, que funciona como regulador
negativo de replicacao e transcricdo viral (Lambert et a., 1987; Hubbert et al.,
1988; Choe et al., 1989; Stubenrauch et al., 2000, 2001).
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A regido tardia acupa cerca de 40% do genoma total do HPV e engloba as
ORFs L1 e L2 que dao origem a proteina principal, L1, e a proteina L2. A
regido LCR contém cerca de 850 pb e ndo tem funcédo codificante de proteina,
mas contém a origem da replicacdo, bem como locais de ligacdo para fatores
de transcricdo que sado importantes na regulacao da transcricdo iniciada pela

RNA polimerase 1l dos promotores precoces e tardios (Baker, 2006).

LCR
A)
HPV-16
L2

B)
I I

Genoma Genoma

humano humano

Figura 3. Genoma do HPV. Esquema do genoma circular, epissdmico (A) e
linear, integrado (B) com as posic¢des relativas dos genes E e L. Fonte: Gross &
Barrasso (1999), adaptado.

A organizacdo gendmica é similar entre os diversos tipos de PV. As ORFs sdo
localizadas em apenas uma das fitas de DNA, ou seja, todos 0s genes estao
localizados nesta fita e estudos de transcricdo demonstram que apenas uma

delas serve de molde para a sintese do RNA mensageiro (Howley & Lowy,
2007).
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Como citado anteriormente, o DNA do HPV se apresenta na forma circular
(epissomal), entretanto, em alguns tipos de infec¢cdes, o DNA do virus se
integra ao cromossoma do hospedeiro, tornando-se linear (Figura 3B). Durante
a integragao, ocorre ruptura da regido E1-E2, comprometendo o controle

génico que E2 exerce nos oncogenes E6 e E7 (Syrjanem & Syrjanem, 2000).

2.1.2.2 Proteinas

As proteinas do HPV recebem o mesmo nome de seus genes: proteinas E,
ndo-estruturais (E1-E7) e proteinas L, estruturais (L1 e L2). Algumas das
funcbes desempenhadas pelas proteinas virais podem ser observadas no
Quadro 2.

Quadro 2. Proteinas do HPV e suas fung¢des. Fonte: Syrjanem & Syrjanem (2000),

adaptado.
Proteinas Funcao
El Replicacgédo viral, manutenc&o do epissomo.
w E2 Replicagéo e transcricao viral, transformagéo.
§ E4 Ligac@o as citoqueratinas.
[&] . .
o E5 Afeta receptor para fator de crescimento epidermal.
o
E6 Proteina transformante, se liga a p53.
E7 Proteina transformante, se liga a pRb.
3 L1 Principal proteina do capsideo, epitopo neutralizante.
©
|c_Ts L2 Menor proteina do capsideo, organizagao.

A expressédo das proteinas virais é fortemente regulada e dependente da
diferenciacdo celular (Laimins, 1996). As proteinas E s&8o0 expressas
precocemente no ciclo replicativo do HPV, enquanto que as proteinas L séo
expressas apenas nos estagios tardios da replicacdo, nas células mais

diferenciadas do epitélio, onde ocorre a montagem dos virions (Figura 4).
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Figura 4. Expresséo de proteinas do HPV em epitélio estratificado. Expresséo génica
do HPV dependente da estratificagéo do epitélio. Fonte: Doorbar (2006), adaptado.

2.1.2.2.1 Proteinas Estruturais

O capsideo dos PV consiste de duas proteinas estruturais: (i) proteina L1, a
principal, de aproximadamente 54 kD, que representa cerca de 80% de toda
proteina viral; (ii) proteina L2, que apresenta tamanho de 70 kd (Favre et al.,
1975; Howley e Lowy, 2001). Apesar de ndo ser necessaria para a ligacdo do
virions a célula hospedeira, L2 tem funcdo na encapsidacédo do DNA dos PV no

capsideo viral e, assim, aumenta sua infecciosidade (Zhou et al., 1993).

2.1.3 Ciclo de Replicacéo
2.1.3.1 Adsorcéo

As células infectadas pelo HPV sédo as células basais do epitélio. Para que
ocorra a infec¢cdo € condicdo necessaria que o epitélio sofra micro-traumas

para exposi¢cao das células basais (Stubenrauch & Laimins, 1999).

Os HPV apresentam tropismo especifico por tecido epitelial escamoso, embora
nao seja determinado por receptores especificos para este tipo de tecido, visto
gue os virions podem se ligar a uma grande variedade de tipos celulares, como
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células neurais, fibroblastos e células epiteliais (Roden et al., 1994; Howley e
Lowy, 2001).

O primeiro receptor celular identificado para o HPV foi a a6 integrina (Evander
et al.,, 1997; McMillan et al., 1999; Yoon et al.,, 2001). A integrina € uma
glicoproteina heterodimérica formada por subunidades a e B, envolvidas
primariamente em interacdes célula-matriz e célula-célula e capaz de atuar
como receptor viral para ligagao inicial e/ou internalizacdo (Evander et al.,
1997). Até o momento 17 tipos de subunidades a e oito tipos de subunidades 3
sdo conhecidos e sabe-se que a subunidade a6 apresenta um papel importante
ja que anticorpos anti-integrina a6 bloqueiam a ligacdo desses virus a célula
hospedeira (Evander et al., 1997). A subunidade a6 se liga preferencialmente a
B4 nas células epiteliais (Giancotti et al., 1992) e o complexo a6p4 € expresso
exclusivamente na camada de células basais do epitélio escamoso estratificado
(Kajiji et al., 1989).

Foi observado que os PV podem também se ligar ao sulfato de heparana e as
glicosaminoglicanas da superficie celular dos queratinécitos, com papel critico
observados por: 1) a remocéao do sulfato de heparana dos glicosaminoglicanos
nos queratinécitos com heparinase resulta em diminuicdo de 80% a 90% da
ligacdo das VLPs (Virus Like Particles) do HPV11l (Joyce et al., 1999); 2) a
pseudo infeccdo por HPV16 e 33 foi inibida pela heparina, reduzida com o
declinio da sulfatacdo da superficie e abolida por tratamento com heparinase
(Giroglou et al., 2001). A ligacao a essas moléculas permite que ocorra uma
ligacdo inicial a célula hospedeira seguida de ligacdo ao receptor celular

especifico e internalizacao viral (Joyce et al., 1999; Howley e Lowy, 2001).

Além disso, estudos em culturas de células tém revelado que depois da ligagédo
com sulfato de heparana das proteoglicanas na superficie das células, o
capsideo das particulas virais maduras dos PV passa por uma seérie de
mudancas conformacionais antes de entrar na célula (Selinka et al., 2007; Day
et al., 2008). Especificamente, a superficie de ligacdo durante a infeccdo de
células em cultura é associada com a regido N terminal de L2 tornando-se
sensivel a clivagem por uma proteina convertase, furina, e/ou a proproteina

convertase PC5/6. Essa clivagem leva a exposi¢cdo de um epitopo criptico entre
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0s aminoacidos 17 e 36, imediatamente abaixo do sitio de clivagem da furina-
PC5/6, 0 que pode ser controlado por ligagdo de anticorpo a esse epitopo. A
infec¢@o das células de cultura requerem a clivagem de L2 pela furina-PC5/6 ja
que um inibidor de PC, que previne a clivagem, também previne a infeccéo
(Richards et al., 2006; Day et al., 2008).

2.1.3.2 Internalisacdo e Desnudamento

Estudos tém demonstrado que diferentes tipos de HPV apresentam diferentes
mecanismos de entrada na célula, que incluem endocitose mediada por
clatrina, endocitose caveolar e endocitose clatrina e cavéola-independente
(Sapp & Bienkowska-Haba, 2009).

A endocitose mediada por clatrina € um dos principais mecanismos de entrada
celular de varios virus. A ligacdo de um ligante a um receptor especifico resulta
em agrupamento dos complexos ligante-receptor nos pocgos revestidos na
membrana plasmética (Figura 5), que depois invagina e € desligada da
membrana plasmatica para formar vesiculas intracelulares revestidas por
clatrina. As moléculas internalizadas por este mecanismo experimentam um
rapido declinio de pH (Sieczarski et al., 2002; Mudhakir et al., 2009) que leva a
uma mudanca conformacional, resultando em escape do genoma ou do

complexo genoma/L2 do endossomo (Figura 5) (Day et al., 2003).

A internalizacdo caveolar, quando comparada com a mediada por clatrina é
mais lenta; as vesiculas formadas falham em se tornarem &cidas, ndo € um
processo constitutivo (Sieczarski et al., 2002) e os caveossomos passam pelo
aparelho de Golgi e/ou reticulo endoplasmatico (Figura 5) (Smith et al., 2008).
Laniosz et al. (2008) observaram que o papilomavirus bovino (BPV) mesmo
possuindo capacidade de internalizagdo via endocitose clatrina dependente é
incapaz de estabelecer infeccdo sem caveolina-1, sugerindo que este virus
utiliza a via caveolar apos a internalizacdo, onde a Rab 5 pode induzir ou ser

envolvida nesse transporte do endossomo para o caveossomo (Figura 5).



-31-

HPV16 B8PV1 HPV31

- . 1 [
g - o / g s
.y / - sma
\ @) @9$ %9 membrane

A

Cytoplasm

Non clathrin non-caveolae il L2/DONA

4 "—clathr n-caoted vesicles u
- "y~
" !l

"
O Caveolae
Nudieus

Figura 5. Vias de endocitose do HPV. Diagrama esquematico dos mecanismos de

7

entrada propostos para varios tipos de HPV. HPV16 € endocitado via clatrina-
caveolina indepedente, enquanto BPV1 e HPV31 entram via vesiculas revestidas com

clatrina e caveolina, respectivamente (Sapp & Bienkowska-Haba, 2009).

A endocitose clatrina caveolo-independente envolve microdominios ricos em
tetrasparina (TEMs) (Figura 5) (Spoden et al., 2008). As tetrasparinas sdo uma
familia conservada de proteinas com quatro dominios transmembrana,
incluindo 32 membros em humanos (Hemler et al., 2003), que sao capazes de
interagir lateralmente entre si e com outras proteinas transmembrana para
formar TEMs dentro das quais as tetrasparinas podem controlar e modular
complicadas atividades de ades&o, migracdo, e formacdo de sinapse, assim
como endocitose e exocitose (Levy et al., 2005).
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Apés entrar na célula, no endossomo, ocorre a disponibilizagdo do &acido
nucléico que entdo, vai para o nucleo junto com a proteina L2 (Day et al.,
2003). A proteina L2 pode auxiliar essa importacao para a regido perinuclear e
para dominios celulares transcricionalmente ativos (Day et al.,, 2003). O
transporte se da pela interacdo dessa proteina com os microtubulos via

proteina dineina.

2.1.3.3 Expresséo génica

A replicacdo e a transcri¢cdo dos PV sao dificeis de serem estudadas ja que sao
fortemente reguladas pelo estado de diferenciacdo das células epiteliais
escamosas (Dollard et al., 1992; Meyers et al., 1992; Barksdale e Baker, 1993).

Multiplos promotores foram mostrados estar envolvidos na geracdo de RNAm a
partir de HPV que infecta o trato genital (Howley e Lowy, 2001). Existe uma
importante diferenca na expresséo de E6 e E7 entre os HPV de baixo e de alto
risco. Para os HPV de alto risco, um Unico promotor direciona a sintese das
proteinas E6 e E7. Por outro lado, os genes E6 e E7 dos HPV de baixo risco
Sdo expressos a partir de dois promotores independentes (Howley e Lowy,
2001). No inicio do ciclo viral, fatores celulares interagem com a LCR do HPV
para iniciar a transcricao viral dos oncogenes E6 e E7. As proteinas E6 e E7
expressas precocemente irdo alterar o ciclo celular pela interagéo e inativacao
das proteinas supressoras de tumor p53 e pRb, respectivamente (Tommasino
et al., 2003; Dimova & Dyson, 2005).

E1l e E2 sdo as prOximas proteinas a serem sintetizadas. E2 bloqueia a
transcricdo precoce e permite ligacdo especifica de E1 a origem de replicacéo
em LCR, iniciando a replicagdo do genoma viral (Mohr et al., 1990; Thorner et
al., 1993). Durante o processo de diferenciacédo do epitélio, nas camadas mais
superficiais, outros genes sao expressos a partir de promotores tardios (Wilson
et al.,, 2005). Esses genes tardios especificos do processo de diferenciacdo
incluem: E5 que apresenta capacidade transformante in vitro (Leechanachai et
al., 1992; Straight et al., 1993) e papel na ativagao de funcdes virais tardias por

manter a capacidade proliferativa da célula e auxiliar na ndo diferenciacdo
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delas (Fehrmann et al., 2003; Genther et al., 2003); E1"E4 que induz colapso
da rede de citoqueratina (Doorbar et al., 1986, 1991; Roberts et al., 1993) e; os
genes do capsideo L1 e L2. Neste estagio, virions maduros ja podem ser

detectados na camada granular (Syrjanem & Syrjanem, 2000) (Figura 6).

Nas lesOes intraepiteliais escamosas (LIE), ocorrem mudancas no padrdo de
expressdo das proteinas, assim como na replicacdo do HPV, que é tanto
menor quanto maior o nivel de gravidade das lesdes (Doorbar, 2006). Em LIE
de baixo grau quase ndo se observam alteracbes em relacdo ao epitélio
normal; em LIE de alto grau, entretanto, h4 um retardamento dos estagios
tardios de replicacdo. Ainda, a replicacao viral se restringe a uma area cada
vez menor do epitélio até a ndo expressao das proteinas tardias e consequente

auséncia na producéo de virions no CC (Doorbar, 2006) (Figura 6).

A regido LCR do genoma dos PV, nao codificante, contém elementos
iniciadores que se acredita serem essenciais para a expressao inicial de genes
virais apés a infeccdo. Por outro lado, a regido LCR parece ser importante

também na manutencao da laténcia viral (Howley e Lowy, 2001).
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Figura 6. Expressao de proteinas do HPV e replicagdo viral em epitélio estratificado com
lesdo. Esquema demonstrando a diferenca na expressao e replicacdo viral nos diferentes
graus de lesdo intraepitelial escamosa (SIL) e carcinoma cervical (CC). Fonte: Doorbar (2006),

adaptado.

A replicacdo do HPV é restrita ao epitélio escamoso estratificado. Pelo fato de

as células basais serem a origem da linhagem epitelial, € necesséario que o



-34-

HPV a infecte para produzir infecgcdo, conforme anteriormente descrito
(Stubenrauch & Laimins, 1999).

Os PV apresentam trés modelos para a replicacdo do DNA viral. O primeiro
ocorre durante a infeccdo inicial dos queratinécitos basais pelo virus, com
amplificacdo do genoma viral em 50 a 100 copias (Howley e Lowy, 2001). Na
fase seguinte ocorre a manutencdo do genoma, que acontece nas células
basais em divisdo, bem como nos fibroblastos na derme em fibropapilomas.
Nestas células o DNA viral é mantido como mudultiplas copias de plasmidio
estavel. O genoma viral replica, em média, uma vez por ciclo celular durante a
fase S, em sincronia com o genoma da célula hospedeira (Gilbert et al., 1987) e
podem ser repartidos fielmente para as células filhas. Esse tipo de replicacdo
de DNA assegura uma infeccéo latente e persistente na célula basal epitelial

escamosa.

O terceiro tipo de replicacdo de DNA é chamado de replicacdo vegetativa, que
ocorre nas células epiteliais terminalmente diferenciadas. Nestas células,
observa-se expressao de genes tardios, sintese de proteinas do capsideo,
sintese de DNA viral vegetativo e liberacdo de novos virions (Howley e Lowy,
2001). Os mecanismos que regulam a transicdo do genoma na forma de
plasmidio para replicacdo vegetativa do DNA viral sdo desconhecidos. Essa
transicdo pode envolver a presenca ou a auséncia de fatores controladores

celulares nos queratinécitos diferenciados.

2.1.3.5 Montagem e Liberacgéo

Pouco se sabe sobre a montagem e liberacdo do HPV. Particulas virais sdo
observadas na camada granular do epitélio e ndo em niveis baixos. Acredita-se
gue o virus ndo seja citolitico, e a liberacdo das particulas virais ndo ocorre

antes da camada cornificada do epitélio queratinizado (Chow & Broker, 1997).

Estudos com papilomavirus e poliomavirus sugerem que, uma vez expressas,
as proteinas do capsideo sejam montadas em capsideos icosaédricos pela
assisténcia de proteinas chaperonas (Buck et al., 2005; Chromy et al., 2003,
2006; Bird et al., 2008). Ainda ndo é conhecido se a encapsidacdo do genoma

viral se da durante a montagem do capsideo ou depois; entretanto, a
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encapsidacdo é assistida pela proteina L2 e pode ser facilitada pela proteina
E2 (Heino et al., 2000; Gu et al., 2004; Holmgren et al., 2005). No epitélio
cornificado, acredita-se que proteinas E17E4 interajam com redes celulares,
causando seu colapso, e assim permitindo o escape dos virions maduros das
células cornificadas (Doorbar et al., 1986; Bryan & Brown, 2000; Brown et al.,
2006; Mach et al., 2006; Gambhira et al., 2007).

2.1.3.6 Participagao das proteinas E6 e E7 na transformagéo celular

A integracdo do DNA de HPV no genoma das células hospedeira €
considerada um importante passo na progressdao maligna (zur Hausen, 1991).
Esta integracdo tem impacto na transformacdo celular, na manutencdo do
fenétipo transformado e /ou na progressdo do tumor. Com a integracdo do
genoma ocorre quebra no gene E2 com consequente interrupcdo da
transcricdo do gene E2, o que esta usualmente associada com lesdes malignas
ja que esta interrupcdo leva a maior expressao das proteinas E6 e E7,
sustentando a imortalidade das células infectadas e ainda, bloqueando o
programa de diferenciacdo das células epiteliais (Syrjanem & Syrjanem, 2000).

A oncoproteina E7 se liga a proteina do retinoblastoma (pRb) e inativa sua
funcdo impedindo a ligacdo da pRB ao fator de transcricdo E2F (Dyson et al.,
1989). A proteina Rb é inativa em sua forma hipofosforilada e se liga a E2F
para previnir a entrada na fase S. Durante o ciclo celular normal pRb é
hipofosforilada pela ciclina D1/ciclina dependente de cinase (CDK)4 e pelo
complexo ciclina E/CDK2, causando dissociacdo da pRb de E2F, permitindo a
progressao normal para fase S (Munger & Howley 2002; Jo & Kim 2005). A
oncoproteina E7 do HPV se liga a pRb hipofosforilada, prevenindo sua
interacdo com EZ2F; portanto, em células superexpressando E7 do HPV, o
ponto de controle da transicdo G1/S € perdido e as células atravessam o ciclo
celular levando a proliferacéo celular descontrolada (Dyson 1998; Jo & Kim
2005). E7 parece ainda causar a degradacédo de pRb através de via mediada
por ubiquitina-proteassomo (Boyer et al., 1996).

Além da interagdo com os membros da familia pRb, E7 interage com uma
grande variedade de proteinas celulares e uma classe de proteinas € a histona
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desacetilase (HDAC). A ligacao de E7 a HDAC permite a transcricdo de E2F
(Brehm et al., 1999; Longworth & Laimins 2004b) que promove proliferacao
celular. E7 do HPV se liga também a CDK2/ciclina A e CDK2/ciclina E, e ativa
essas cinases que fosforilam pRb e induzem a transcricdo de genes da fase S
(Arroyo et al., 1993; Mclintyre et al., 1996). Foi observado que E7 se liga ainda
aos inibidores de CDK p27 e p21, que removem o ponto de controle do ciclo
celular da interface G1/S (Zerfass-Thome et al.,, 1996; Funk et al.,, 1997) e

promovem continuacao sucessiva do ciclo celular.

A proteina E6 de HPV de alto risco é suficiente para induzir e manter a
transformacao celular (Hawley-Nelson et al., 1989; Thompson et al., 1997,
Duensing & Munger 2002; Munger et al., 2004). Foi demonstrado que a
proteina E6 do HPV se liga a p53 e causa sua degradacéo pelo proteassomo
26S (Scheffner et al., 1990; Werness et al., 1990; Crook et al., 1991; Band et
al., 1993; Havre et al., 1995; Scheffner et al.,, 1993; Li & Coffino 1996). A
degradacdo de p53 ocorre através de um complexo trimérico contendo ES6,
proteina associada a E6 (E6AP) e p53 (Talis et al., 1998; Zanier et al., 2005).
E6AP atua como ubiquitina ligase que ubiquitina p53 e a torna alvo de
degradacdo pelo proteossomo. E6 do HPV também inativa p73, que é
homologa a proteina p53 (Park et al., 2001). Entretanto, estudo recente
demonstrou que E6 de HPV de alto risco pode degradar a proteina p53 na
auséncia de E6AP (Massimi et al., 2008). A inativacdo de p53 compromete a
integridade do DNA replicado, causa danos no DNA (Havre et al., 1995; Kessis
et al.; 1996) e instabilidade cromossd6mica (Schaeffer et al.,, 2004; Thomas &
Laimins 1998). Estas anormalidades resultam em proliferacdo celular ou
desenvolvimento de tumor (Foster et al., 1994; Cheng et al., 2007; Cooper et
al., 2007; Hebner et al., 2007).

2.1.4 Epidemiologia e Implicagcdes Clinicas

Todos os tipos de HPV tém como alvo as células epiteliais de superficie
cutanea ou mucosa. A infeccdo comeca com a entrada do virion através do
epitélio traumatizado e, entdo, segue um dos trés desfechos da infecgéo viral
cronica: (i) infeccéo latente, na qual ndo ha evidéncia macro ou microscopica

de leséo; (ii) infeccdo subclinica, em que a colposcopia e a microscopia
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revelam evidéncia de infeccdo na auséncia de doenca clinica; (iii) doenca
clinica (Koutsky, 1997).

Evidéncias clinicas e histopatolégicas de infeccdo pelo HPV normalmente
aparecem dentro de um a oito meses ap0s a exposi¢ao inicial ao virus (Oriel,
1971) que tem a capacidade de causar uma grande variedade de lesfes,
dependendo do tipo associado ou mesmo, conforme regido anatdomica

envolvida (zur Hausen, 2002; Howley & Lowy, 2007) (Quadro 3).

LesBes benignas incluem verrugas em regido nao-genital e anogenital,
papilomas orais e laringeos e condilomas mucosos ha regido anogenital.
Infecgcbes anogenitais sdo principalmente transmitidas sexualmente, onde
infeccdes persistentes podem levar a progressdo para tumores (Lowy &
Schiller, 2006). Cerca de 80% das mulheres jovens sexualmente ativas se
infectam com HPV e muitas vezes o virus é eliminado espontaneamente
(Baseman & Koutsky, 2005).



-38 -

Quadro 3. Tipos de HPV e apresentacao clinica. Fonte: de Villiers (2004), adaptado.

SITIO APRESENTAGAO CLINICA TIPOS

condiloma acuminado
6, 11, 42, 43, 51, 53 55, 83

céancer genital (cervical e outros
anogenital) 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 54, 56,

Trato genital 58, 59, 66, 68, 69

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

74,79, 81, 82, 83, 84

neoplasia intraepitelial

Trato respiratério papiloma respiratério 6, 11
Boca hiperplasia epitelial focal 13, 32
verruga plantar 1,2,4
verruga comum 2, 4 e outros
Pele verruga plana 3,10, 28,41
verruga do agougueiro 7

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

Cerca de 40 tipos de HPV estao relacionados a infec¢cdo anogenital causando
condilomas, que ocorrem com maior freqiéncia em adultos jovens,
sexualmente ativos e em populacdes sexualmente promiscuas (Strickler et al.,
1999). Conforme anteriormente descrito (Quadro 1), esses HPV podem ser
divididos nas categorias “alto-risco” (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66, 68) e “baixo-risco” (6, 11, 42, 43, 44) baseadas no risco de progressao
para lesbes malignas que induzem na cérvice (Mundz et al., 2000, 2002).
Estudos de prevaléncia apontam o gendtipo 16 como o mais prevalente e
responsavel, juntamente com genotipo 18, por cerca de 70% dos casos de CC
(Bosch et al., 1995; Mufioz et al., 2000; Clifford et al., 2003). A frequéncia dos
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tipos de alto-risco pode variar de acordo com fatores geograficos, demograficos
e clinico-patologicos (Hwang, 1999; Lai et al.,, 1999; Lo et al.,, 2001) e pode
também ser influenciada pelos métodos utilizados na detec¢éo (Qu et al., 1997;
Meyer et al., 1998; Camara et al., 2003). Estima-se que ocorram no mundo
500.000 novos casos de CC por ano, 80% nos paises subdesenvolvidos, e
aproximadamente 275.000 mortes anuais (WHO, 2007). No Brasil, o CC é o
segundo cancer mais comum em mulheres, com 18.000 a 19.000 novos casos
por ano e com incidéncia regional variando de 18 a 24 por 100.000 mulheres
(Ministério da Saude, 2007).

2.1.5 Resposta Imune ao HPV

O ciclo de replicacdo exclusivamente intraepitelial do HPV é de importancia
central para entender a resposta do hospedeiro e apresenta alguns fatores
chave no reconhecimento e na resposta do sistema imune do hospedeiro ao
HPV. Primeiramente, nenhuma inflamag¢do acompanha a infeccao viral e ndo
hé& sinal de perigo para alertar os sensores do sistema imune inato; segundo,
embora o HPV pareca ser capaz de se ligar e entrar em outras células que ndo
0S queratindcitos, a expressdo dos genes virais e sintese de proteinas sao
restritas aos queratinocitos, dessa forma, ndo ha sintese de proteinas virais em
células apresentadoras de antigenos. Finalmente, viremia ndo ocorre ou €
baixa, havendo pouco acesso aos linfonodos, onde a resposta imune

adaptativa € iniciada (Stanley, 2009).

Mesmo com todos esses impedimentos existe uma resposta imune contra o
HPV. Verrugas cutdneas e ano-genitais regridem espontaneamente e a andlise
histologica desse fenbmeno mostra a presenca de grande infiltrado no estroma
e epitélio das verrugas de células T (CD4+ e CD8+) e macréfagos (Coleman et
al., 1994). O Iinfiltrado linfocitico expressa marcadores de ativacdo sendo
dominantes as citocinas pro-inflamatoérias (IL-12, TNF-a e IFN-y) e hd uma
regulacdo positiva das moléculas de adesdo requeridas para o trafico de
linfécitos no endotélio dos capilares da verruga, caracteristicas de resposta
imune Thl (Stanley et al., 2003). J& as verrugas genitais que nao regridem sao

caracterizadas por células imunes insuficientes, os poucos linfécitos intra-
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epiteliais presentes séo células TCD8+ e células mononucleares (Coleman et
al., 1994).

Estudos clinicos transversais fornecem apenas um retrato do que € um
processo dindmico e consideracfes éticas ndo permitem estudos longitudinais
em humanos. No entanto, em modelos animais de infeccéo por PV de mucosa,
como pelo papilomavirus oral de caninos (COPV), os eventos imunologicos de
todo o ciclo da verruga, da infeccdo a regressédo, podem ser seguidos e tem
fornecido evidéncias de que a resposta de células TCD4+ para proteina E2
seja importante. Além disso, tais células sdo encontradas em individuos
saudaveis sem sinais de infec¢cdo por HPV (Welters et al.,, 2003), apenas
ocasionalmente encontradas em pacientes com LIE de alto grau e ausente em
pacientes com CC (Welters et al., 2006), sugerindo que a geracao de células
TCD4+ especificas para a proteina E2 seja um indicio de controle imune

especifico.

Células T citotoxicas especificas para HPV podem ser detectadas em
pacientes com infeccdo ou com infec¢ao prévia por HPV (Evans et al., 1996,
1997; Alexander et al., 1996). Tanto as células TCD4+ e TCD8+ estdo
envolvidas nessas respostas (Nakagawa et al., 1999). Além das células T
citotoxicas, existem evidéncias de que as células natural killer (NK) sejam
importantes nas infeccdes por HPV. Células NK com func¢des alteradas sao
correlacionadas com maior freqiéncia de casos de papilomatose respiratéria
recorrente em criancas (Stern et al., 2007). Ainda, pacientes com doenca
neoplasica por HPV16 apresentam células NK com atividade reduzida contra

0s queratindcitos infectados (Cho et al., 2001; Lee et al., 2001).

Estudos sorologicos usando VLPs demonstram que as infecgbes genitais por
HPV sédo ainda seguidas por eventual soroconversdo com anticorpos tipo-
especificos para a proteina viral L1 (Dillner et al., 1999). A soroconverséao
ocorre mais freqlentemente entre seis e 18 meses ap0s a primeira detecgédo
do HPV (Carter et al., 1995, 1996; Wideroff et al., 1995). Estudo de infecc&o
experimental por COPV na boca de caes demonstrou que a regressao da leséo

foi precedida por migracao de células TCD4+ e TCD8+, em menor quantidade,
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no estroma e epitélio da verruga e que anticorpos IgG anti-COPV L1 foram

detectaveis no mesmo periodo de tempo (Nicholls et al., 1999).

Essas pesquisas deixam claro que a resposta imune contra o HPV existe, e
que a presenca de células TCD4+, TCD8+, NK e anticorpos tipo-especificos
sdo de grande importancia para regressao de lesbes. Porém, em casos de
infeccbes persistentes esses virus sdo capazes de evadir das respostas
imunes inata e adaptativa, além de apresentarem fatores epigenético que

levam a sua defesa, esses mecanismos estao sumarizados no Quadro 4.

Quadro 4. Modulagéo dos aspectos imunes pela infeccdo por HPV (Einstein et al.,
2009), com modificagdes.

Possiveis Mecanismos Defensivos do HPV

Resposta Imune Inata

Células Dendridicas Tolerizacado

Células de Langerhans Na&o ativagdo por virions (ou VLPs)

Baixo numero na zona de transformagdo

cervical
TLR9 Diminuicao da expressao
Vias Antivirais Diminuigdo das respostas do Interferon e

Proteina Quinase R

Resposta Imune Adaptativa

Células TCD4+ Resposta baixa contra HPV16

Fendtipo desregulado

Células TCD8+ Respostas baixas contra E6 e E7

Células T regulatdrias Aumento do numero durante infeccdo

Células B ou anticorpos Baixa resposta de anticorpos contra HPV
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TAP1 Regulacdo para baixo por E7

Citocinas Aumento da expressdo de interleucina 10 na

zona de transformacado cervical

Diminui¢do de CXL10, interleucinas 183, 6, e
15

Modulagdo da expressdo de Interferon vy,
TNF, interleucinas 2, 4, e 12 p40 durante

progressao de LIE

Altera interleucina 12/interferon y/TNF para

niveis de interleucina 4 ou 10

Quimiocinas Diminui CCL3, CCL5, CCL20 e CXCL832

Fatores Epigenéticos

Metilacdo de p16 Aumento da metilagdo dos genes antivirais

Outros genes supressores de tumor Supressdo da atividade antiviral via metilagdo
do DNA

HPV LCR Aumento da metilagdo durante infec¢do

assintomatica

Diminuicdo de metilacdo sitio-especifica em

progressao da doenga

2.1.6 Diagnéstico Laboratorial

A infecgdo causada pelo HPV pode ser evidenciada indiretamente mediante
exame citolégico ou histopatoldégico a partir de alteracbes morfologicas
sugestivas ou diretamente, mediante testes moleculares que, diferentemente
dos anteriores, permitem detectar o genoma e identificar o tipo viral envolvido.
Também podem ser utilizadas provas sorologicas baseadas na deteccdo de

anticorpos circulantes e na resposta imunitaria celular induzida pela infeccao
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viral, contudo a deteccdo de anticorpos se interpreta como um marcador de

exposicao persistente ao HPV (Bosch et al., 2001).

Atualmente, o exame Papanicolaou é a ferramenta mais usada para a triagem
do CC (Gutiérrez-Xicoténcatl et al, 2009). A histopatologia mostra
frequentemente dilatacdo epidermal, como acantose e papilomatose. Na parte
superior da camada granulosa e camada espinhosa sdo encontradas células
grandes, vacuolizadas com particulas basofilicas nucleares. Formacdes de
hiperqueratinose acompanhada por paraqueratose podem ser encontradas na
epiderme. No Brasil, inquérito domiciliar realizado em 15 capitais e no Distrito
Federal demonstrou esta cobertura do Papanicolaou variando de 73,4% em
Jodo Pessoa a 92,9% em Vitdria, e uma estimativa para 2010 de 18.930 novos
casos de CC por cem mil mulheres (Ministério da Saude, 2004; INCA, 2010).
Deve ainda ser considerado que este teste apresenta uma porcentagem de
falsos negativos que, dependendo do laboratério, pode chegar a 20-30% dos
esfregacos analisados (Melo et al., 2005). Isto pode levar ao diagndstico de
alteracdes atipicas ambiguas que ndo podem ser confirmadas, a tratamentos
excessivos por citologias duvidosas e a manejo inadequado de pacientes com
lesBes cervicais cuja citologia foi negativa e que, contudo, poderiam apresentar
uma infeccdo latente apenas diagnosticada molecularmente (Corrente et al.,
1997). Alteracdes observadas no Papanicolaou podem ser identificadas e ter
sua localizacdo especificada pela colposcopia, quando pode-se aplicar acido
acético 3- 5% durante 2-3 minutos na cérvice e em caso de presenca de areas

de lesdo essas se tornam esbranquicadas.

Técnicas moleculares para deteccdo do DNA do HPV tém sido introduzidas e o
método mais comumente utilizado em pesquisa é a PCR. Até o momento
varios iniciadores para diferentes genes do HPV foram desenhados, sendo os
mais populares aqueles baseados no gene L1, como MY09/11 (Manos et al.,
1989; apud Lie et al., 1996), PGMY09/11 (Gravitt et al., 2000) ou GP5+/6+ (de
Roda Husman et al., 1995). A amplificacdo do DNA do HPV por sistemas de
iniciadores consensuais, como os descritos anteriormente, pode detectar até 10
a 100 moléculas alvo de HPV em amostra cervical (Gravitt et al., 1998; van den
Brule et al., 2002).
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Dado a relacdo causal que existe entre tipos especificos de HPV com CC e
lesbes precursoras ressalta-se a importancia da utilizacdo de métodos que
permitam a genotipagem viral, que atualmente s&o utilizados em pesquisa. Os
métodos moleculares de deteccao e identificacdo do DNA viral compreendem a
PCR, que pode detectar apenas a presenca do HPV ou identificar o tipo
infectante com a utilizacdo de iniciadores para tipos especificos. A PCR pode
ainda ser combinada com hibridizacdo ou digestdo enzimatica para tipagem
viral, como no caso da RLB e RFLP, esta ultima utiliza enzimas de restricdo
distintas cujo padrao de digestdo permite identificar o tipo infectante, Bernard et
al., (1994) descreveram a identificacdo de até 44 tipos distintos com as
enzimas BamH |, Dde |, Hae lll, Hinf I, Pst |, Rsal e Sau3A I. Os kits comerciais
disponiveis para genotipagem do HPV incluem o SPF10-INNO LiPA, Invader
HPV Test de segunda geracéo (Inv2 Test-Third Wave Technologies, Inc) e os
meétodos de amplificacdo AMPLICOR HPV Test (Roche) e Roche Linear Array
HPV Genotyping Test (Roche). Existe ainda a captura hibrida de segunda
geracdo (HC2-Digene/QIAGEN), que é capaz de realizar a deteccao do virus e

distingui-los entre tipos de alto e baixo risco.

Moléculas de acido nucléico de fita simples que sdo complementares formam
hibridos sob condi¢cdes apropriadas e os testes de hibridizacdo sdo baseados
nesse fenbmeno, ou seja, no uso de sondas moleculares para detectar
moléculas alvo complementares especificas. Existem varios formatos de testes
de hibridizacéo, a maioria deles utiliza filtros ou laminas de vidro como suporte
sélido. Os sistemas de hibridizacdo reversa fornecem uma ferramenta atrativa
para hibridizacdo simultanea do produto de PCR a multiplas sondas de
oligonucleotideos. Os métodos mais frequentemente usados envolvem uma
membrana contendo multiplas sondas imobilizadas em linhas paralelas,
chamadas line probe (LiPA), line blot assay (LBA), linear array (LA) e
hibridizagao reversa em linha (Gravitt et al., 2000; Castle et al., 2008; Sabol et
al., 2008). Nesse sistema, o produto de PCR €& gerado usando iniciadores
biotinilados, desnaturado sob condi¢ao alcalina e adicionado a membrana em
tampéo de hibridizacdo. Apés a hibridizacdo e lavagem, os hibridos podem ser
detectados pela adicdo de estreptavidina e substrato, gerando cor ou

guimioluminescéncia na linha da sonda, que pode ser visualmente interpretada.
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Esse método permite detec¢cdes de multiplos tipos de HPV em um Unico passo

e requer apenas uma quantidade limitada de produto de PCR (Kleter et al.,

1999; Quint et al.,, 2001). A Tabela 1 compara diferentes métodos de

diagnéstico de HPV.

Tabela 1. Comparacdo entre diversos testes para detec¢cdo de HPV. Adaptado de

Gutiérrez-Xicoténcatl et al. (2009).

Teste Detecta Uso Sensibilidade Especificidade
Células
Papanicolaou anormais Possivels lesges 50-84% 91,25%
em lesbes cervicais
cervicais
Colposcopia Neopla5|a Lesdes cervicais 95% 63,75%
cervical
. . DNA do Deteccédo de 7 tipos 0 0
Virapap/ViraType HPV de HPV 79% 79%
PCRrestricdo ~ DNAdO Deteccdo e 99,5% 97,5%
HPV genotipagem
Deteccéo de tipos de
. DNA do alto (9) ou baixo (5) o 0
Captura hibrida | HPV risco de HPV (testes 71,2% 88,9%
separados)
1000 copias
Deteccéo de tipos de do DNA do
T DNA do alto (13) e/ou baixo HPV ou 0,2-1 0
Captura hibrida Il HPV (5) risco de HPV bg do DNA 66,7%
(testes separados) do HPV
>96%
Deteccgéo e
I genotipagem de 25 98,4%
INNO .L'PA DNA do tipos (alto e baixo discariose
detection/ teste . ~ . 79,4%
q ; HPV risco) e detecgcdo do  média a
e genotipagem .
gene B-globina severa
(mesmo teste)
Deteccédo e
genotipagem de 27 Pequena
Reverse-line blot DNA do tipos (alto e baixo 10-100 reacao
HPV risco) e deteccdo do  copias/PCR cruzada entre

gene B-globina
(mesmo teste)

tipos
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Deteccéo de 13 tipos 100 .
DNA do de alto e baixo risco  cépias/PCR Srir;aga:gz(r)n
AMPLICOR HPV e deteccdo do gene  de tipos de . .
HPV . . tipos de baixo
B-globina (mesmo alto risco HSCO 96. 7%
teste) 95,2% 070
Detecgédo e
. DNA do genotipagem de 37 Ainda em
Linear Array HPV HPV tipos de HPV verificacdo
anogenitais
COBAS TagMan  DNA do Tipos de altoriscoe  Ainda em
HPV HPV carga viral verificagdo
Anticorpos
ELISA-VLP-16 neutralisant  Exposicdo ao HPV 53% 97%
es
ELISA-proteinas  Anticorpos Marcador sorologico
b 1corp de ciclo viral e 67% 78%
precoces antiE4 e E7

progressao de leséo
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2.1.7 Vacina

A infeccao pelo HPV é requisito para desenvolvimento de cancer genital com o
CC sendo o mais prevalente deles. Dessa forma, teoricamente, se a infeccéo
por HPV for totalmente erradicada a maioria dos canceres genitais poderiam

ser evitados.

O estudo de vacinas contra o0 HPV comecou ha aproximadamente 11 anos.
Koutsky et al. (2002) foram os primeiros a mostrar os efeitos clinicos
profilaticos de uma vacina contra HPV. A Merck Sharp & Dohme (MSD) nos
EUA e a Glaxo Smith Kline (GSK) na Europa desenvolveram em larga escala
de vacinas contra o HPV, sendo aprovadas e disponiveis comercialmente ha
alguns anos (Cutts et al., 2007). Os antigenos das vacinas das duas empresas
sdo VLP, produzidas usando proteinas L1 do HPV super expressas em
leveduras ou células de inseto (Quadro 4). Essas particulas apresentam
externamente uma estrutura tri-dimensional similares aquelas das particulas
virais, mas ndo apresentam o genoma do virus e, portanto, ndo sao infecciosas
(Cuitts et al., 2007).

O principal problema das vacinas L1-VLP € o seu insignificante efeito profilatico
para outros tipos de HPV (Ochi et al.,, 2008). Portanto, MSD e GSK
desenvolveram vacinas de coquetéis compostas por L1-VLPs correspondentes
aos tipos de HPV alvo, respectivamente: quadrivalente contra os tipos 6, 11, 16
e 18 (Gardasil®) e bivalente contra os tipos 16 e 18 (Cervarix®) (Harper et al.,
2006; Villa et al., 2006) (Quadro 4). Um acompanhamento apds a inoculagéo
com a vacina quadrivalente demonstrou a prevencdo de infeccédo persistente
com todos os quatro tipos de HPV em 96 por cento (Villa et al., 2006). Embora
0s niveis de anticorpos tenham se mantido por quatro a cinco anos (Villa et al.,
2006, 2006; Harper et al., 2006), ainda ndo se sabe se esses titulos podem se
manter por longos periodos ou se sera necessaria uma dose adicional da

vacina (Mariani e Venuti , 2010).

As vacinas liberadas para comercializagcdo sao usadas em mulheres né&o
infectadas para prevenir infeccdo/propagacao. Para vacinacdo em massa de
mulheres néo infectadas, esta deve ser realizada em mulheres com cerca de

dez anos de idade, antes do inicio da atividade sexual (Kawana et al., 2009).
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No Brasil, o Ministério da Saude ja aprovou o uso tanto da vacina quadrivalente
quanto da bivalente. Apesar das vacinas para o HPV ja terem sido liberadas
para uso no Brasil, o governo ainda ndo a oferece gratuitamente. Ambas as
vacinas estdo disponiveis na rede privada, a um custo elevado. A ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) em 28/08/2006 aprovou a vacina
quadrivalente da MSD e a vacina bivalente da GSK em fevereiro de 2008 para

uso em meninas e mulheres com 9 a 26 anos de idade.

Quadro 5. Vacinas para HPV, quadri e bivalentes liberadas para comercializacéo, e

descrigdo dos tipos alvo, adjuvantes utilizados, sistema de produgéo e indicacdo das

vacinas.
Vacinas
Quadrivalente Bivalente
(Sanofi Pasteur MSD / Merk) | (GSK)
HPV VLPs Tipos de HPV 6, 11, 16 e 18 | Tipos de HPV 16 e 18
Adjuvante Sulfato  hidroxifosfato  de | Al(OH)3s, Monofosforil lipideo
aluminio amorfo AAHS A
Sistema de | Saccharomyces cerevisiae Células Hi-5 Rix4446
Producao CANADE 3C-5 (Trichoplusia ni)
Indicacao 9 a 26 anos, incluindo |10 a 25 anos
meninos de 9 a 15 anos

2.2 Relagdo HPV-HIV

HPV e HIV sao virus causadores de doencas sexualmente transmissiveis
(DSTs), frequentes mundialmente (Pinto et al., 2005). E relatada uma maior
prevaléncia de infeccdo por HPV entre as mulheres soropositivas para HIV
(Sun et al., 1995; Levi et al., 2002), assim como maior tempo de persisténcia da
infeccdo (Moscicki et al., 2004) fazendo com que estas mulheres constituam
um grupo de risco para desenvolvimento de CC (Palefsky et al., 1999; Frisch et
al., 2000; Ahdieh et al., 2001; Cardillo et al., 2001). Provavelmente este fato se
deve aos riscos epidemioldgicos compartilhados pelas duas infeccbes como

inicio precoce da vida sexual, multiplos parceiros e presenca de outras DSTs
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(Queiroz et al., 2004), ao comprometimento da resposta imune celular, que
permite uma alta carga viral e persisténcia da infeccdo pelo HPV, além de
apresentarem como grupo de risco mulheres jovens e minorias étnicas (Levi et
al., 2002; Queiroz et al., 2004).

Diversos estudos descrevem esta associacao entre HPV-HIV e revelam que as
mulheres coinfectadas em relac@o as néo coinfectadas com HIV apresentam: i)
maior risco para LIE (Mandelblatt et al., 1999); ii) niveis mais altos de DNA de
HPV em lavados cervicovaginais (2-3 vezes) e em swab anal (15 vezes)
(Hillemanns et al., 1996; Chiasson et al., 1997; Sun et al., 1997); iii) aumento
da persisténcia do HPV por mecanismo ainda nao conhecido (Minkoff et al.,
2004); iv) maior risco no desenvolvimento e progressdo das lesdes
intraepiteliais (5 vezes) (Laga et al., 1992; La Ruche et al., 1998; Ellerbrock et
al., 2000); v) menor chance de regressdo das lesdes intraepiteliais de baixo-
grau e alta incidéncia de lesGes de alto-grau (Sun et al., 1997). Em 1993, o
CDC (Center of Diseases Control and Prevention) declarou que mulheres HIV

soropositivas entram na fase de doenca, AIDS, se estiverem com CC invasivo.
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3 OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a frequéncia dos genotipos de HPV em mulheres soropositivas e
soronegativas para HIV, atendidas no Centro de Referéncia em DST/AIDS
(CR-DST/AIDS), do municipio de Vitéria-ES.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar os tipos de HPV e suas frequéncias em mulheres soropositivas
para HIV atendidas no CR-DST/AIDS, do municipio de Vitoria;

b) Determinar dos tipos de HPV e suas frequéncias em mulheres soronegativas
para HIV atendidas no CR-DST/AIDS, do municipio de Vitoria;

c) Categorizar os tipos de HPV como de alto e baixo risco nas mulheres
soropositivas e soronegativas para HIV, atendidas no CR-DST/AIDS, do
municipio de Vitdria,;

d) Determinar a frequéncia de infecgcbes multiplas pelo HPV nas mulheres
soropositivas e soronegativas para HIV, atendidas no CR-DST/AIDS, do
municipio de Vitdria,;
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo, realizado em espécimes cervicais obtidos de
mulheres atendidas no Centro de Referéncia em DST/AIDS (CR-DST/AIDS),
Vitéria-ES, no periodo de margo a dezembro de 2006.

4.2 POPULACAO DE ESTUDO

Foram incluidas neste estudo mulheres com idade entre 14 e 51 anos,
atendidas em clinica de DST (CR-DST/AIDS, Vitéria-ES), apdés serem
convidadas a participar da pesquisa durante consulta ginecolégica de rotina. As
coletas do espécime para pesquisa foram obtidas ap6s assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.
4.3 ESPECIME

As amostras clinicas, constituidas por secrecéo endocervical, foram coletadas
em atendimento de rotina no CR-DST/AIDS, pela médica responsavel Dra.
Bettina Lima durante o desenvolvimento de sua dissertacdo de mestrado (Lima
et al., 2009).

Para a pesquisa de gendétipo viral, foram usadas amostras de secrecdo
endocervical positivas para HPV (n=87), provenientes de mulheres
soropositivas (n=39) e soronegativas (n=48) para HIV, obtidas com auxilio de
escova ginecoldgica (cytobrush) e suspensas em 1 mL de tampdo TE (Tris

0,1M, EDTA 0,2M) pH 7,2, que estavam armazenadas em freezer -70°C.

Sorologia para HIV foi realizada de todas as mulheres deste estudo no
Laboratério Central do Estado (LACEN).

4.4 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa obteve aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro
de Ciéncias da Saude-UFES, em 28 de setembro de 2005 (Anexo 1).
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4.5 EXTRACAO DO DNA

DNA viral foi extraido das amostras por dois métodos: i) precipitacdo em
membrana de silica-gel através do uso do kit QlAamp® DNA Mini Kit™
(QIAGEN, Hilden, Germany) para sangue e fluidos biolégicos, conforme as
instrucdes do fabricante e, ii) lise celular e dissociacdo de nucleoproteina viral
através de isotiocianato de guanidina e adsor¢cao em particulas de silica (Boom
et al., 1990), descritas a seguir.

4.5.1 Extracdo do DNA por QlAamp®DNA Mini Kit™

A 20 pL de proteinase K foram adicionados 200 pyL de espécime cervical
homogeneizada e 200 yL de tampao de lise (AL). Este tampao contém sais de
guanidina, responsavel pela lise celular e dissociacdo da nucleoproteina viral. A
mistura foi homogeneizada durante 10 s, incubada em banho-maria (BM) a
56°C por 10 min e centrifugada rapidamente. Foram adicionados 200 pL de
etanol PA aos tubos contendo amostra, e entdo foram homogeneizados e
centrifugados rapidamente. Esta solucao foi aplicada a coluna contendo matriz
de silica e centrifugada a 6000 x g, durante 1 min. A coluna foi transferida para
um novo tubo coletor descartando-se o filtrado e a ela foram adicionados 500
ML de tampédo de lavagem (AW1), centrifugada a 6000 x g por 1 min e
transferida para um novo tubo coletor, descartando-se novamente o filtrado. A
coluna foram adicionados 500 uL de tampao de lavagem (AW2) e centrifugada
a 20000 x g durante 3 min. A coluna foi transferida para novo microtubo,
descartando-se o filtrado. Foram adicionados a coluna 60 pL de tampao de
eluicdo (AE), para eluicdo do DNA, seguido por incubagcdo a temperatura
ambiente (TA) por 5 min e centrifugacdo a 6000 x g durante 1 min. Esta
solucéo final contém o DNA do material clinico e foi mantida em refrigeracéo
até a realizagdo da deteccdo do gene B-globina e do genoma viral. O método

de extracao descrito esta parcialmente esquematizado na Figura 7.
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Figura 7. Esquema de extracdo do DNA através do kit de extracdo QIAamp® DNA
Mini Kit (QIAGEN), adaptado do protocolo fornecido pelo fabricante.

4.5.2 Extracdo do DNA através de isotiocianato de guanidina e adsorcao

em particulas de silica

Seguindo o protocolo de extracdo de &cido nucléico descrito por Boom et al.
(1990), 200 pL de espécime cervical foram homogeneizados por 10 segundos
com 800 uL de tampédo L6 (Item 4.10 Reagentes e Solucdes), incubados a
temperatura ambiente (TA) por cinco minutos e 10 uL de silica foram
adicionados. ApGs a homogeneizacao por 10 segundos os tubos ficaram por 20
minutos no agitador orbital. Os microtubos foram centrifugados por 3 minutos a
16.000 xg e ao sedimento foram entéo adicionados 500 uL de tampéo L2 (Item
4.10 Reagentes e Solucbes). Apos a homogeneizacado por 10 segundos os
microtubos foram centrifugados por 3 minutos a 16.000 xg e ao sedimento
foram adicionados 500 uyL de etanol 70% gelado, homogeneizados por 10
segundos e centrifugados por 3 minutos a 16.000 xg. O sobrenadante foi
novamente descartado e entdo foram adicionados 500 yL de acetona PA
gelada, os microtubos foram homogeneizado por 10 segundos e centrifugados
por 3 minutos a 16.000 xg. O sobrenadante foi descartado e os tubos
incubados em banho-maria por 15 minutos a 56°C. Foram entdo adicionados
50 pyL de agua livre de RNAse e DNAse (tratada com dietilpirocarbonato —

DEPC), homogeneizados manualmente e incubados em banho-maria por 15
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minutos a 56°C. ApoOs a incubacéo os microtubos foram agitados em vortex e
centrifugados por 6 minutos a 16.000 xg. O sobrenadante foi transferido para
outro microtubo e armazenado em refrigeracdo até a realizacdo da deteccgéo do
gene B-globina e do genoma viral.

4.6 DETECCAO DO GENE B-GLOBINA

Amplificacdo do gene B-globina foi utilizada como controle da extracdo e da
integridade do DNA obtido. Dois microlitros do DNA extraido foram adicionados
a 23 pL da mistura de reacdo para PCR, conforme determinado anteriormente
(Freitas et al., 2009), e submetido a reacdo de amplificacdo do gene -globina,
utilizando os iniciadores 9/22 e 13/22 (Huang et al., 1989) (Quadro 5). As
concentragbes da mistura de reagcdo bem como o programa utilizado para

amplificacdo do material genético estdo apresentados nos Quadros 7 e 8.

Os produtos da amplificacdo foram observados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio (EtBr) 0,5 uyg/mL e observados
sob luz UV em transiluminador acoplado ao sistema Mini Bis Pro (Bio - imaging.

Systems).

Como controles negativos das reacdes de amplificacdo, foram utilizados
extracdo de agua, paralelamente a extracdo da amostra clinica, e mistura de
reacdo com agua estéril livre de RNAse e DNAse, adicionada em lugar da
amostra. Todos os cuidados necessarios foram tomados durante as etapas de
extracdo como preparo da mistura de reacdo e aplicacdo das amostras
realizados em salas distintas. Todas as reagbes de amplificacdo foram

realizadas no termociclador Perkin Elmer CETUS.

Quadro 6. Iniciadores para reacdo de PCR do gene p-globina (Huang et al., 1989).

Determinacédo: sense ou

Iniciador .
anti-sense

Sequéncia de bases

9/22 Sense 5-ACACAACTG TGT TCACTAGC -3

13/22 Anti-sense 5’- CAT CAG GAG TGG ACAGATCC -3’
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4.7 AMPLIFICACAO DO DNA DO HPV

Deteccdo de DNA do HPV foi realizada utilizando-se os iniciadores
consensuais degenerados MY09/MY1ll1l e PGMY09/11 (Quadros 6 e 7
respectivamente), que amplificam um fragmento da regido L1 dos HPV de
baixo e de alto risco, descritos por Manos et al. (1989, apud Lie et al., 1996) e
Gravitt et al. (2000), respectivamente, sendo que os iniciadores PGMY11 s&o
biotinilados. Os produtos das reacdes de amplificacdo foram utilizados nas
reacoes de RFLP e RLB, respectivamente, conforme descritos no subitem 4.9
(genotipagem). Porém, a amplificacdo com os iniciadores PGMY09/11 somente
foi realizada nas amostras cujos produtos de amplificacdo foram insuficientes
para tipagem por RFLP (item 4.9). O programa de amplificacdo com os
iniciadores MYQ9/11 foi realizado conforme descrito por Oliveira et al. (2003)
com algumas modificacbes e o volume final da reacdo foi de 100 pL. O
programa de amplificagdo com os iniciadores PGMY09/11 foi realizado
conforme descrito pela Gravitt et al. (2000) e o volume final da reacéo foi de 50
uL. As misturas para PCR e os programas de amplificacdo estdo descritos nos

Quadros 8 e 9, respetivamente.

Quadro 7. Iniciadores consensuais MY09/11 utilizados na deteccdo de HPV de

amostras e posterior tipagem por Restriciton Fragment Lenght Polymorphism.

Iniciador Determma_gao: senseou Sequéncia de bases
anti-sense
MY09 Anti-sense 5-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3 *
MY11 Sense 5-MCAGGGWCATAAYAATGG-3' *

*M=A/C,R=A/GW=A/T;Y=C/T.
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Quadro 8. Iniciadores consensuais PGMY09/11 utilizados na deteccdo por PCR e
posterior tipagem de HPV por hibridizac&o reversa em linha.

Iniciador Seqiiéncia (5’ - 3’)
PGMY11-A GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG
PGMY11-B GCG CAG GGC CAC AAT AAT GG
PGMY11-C GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
PGMY11-D GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
PGMY11-E GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG
PGMY09-F CGT CCC AAAGGAAACTGATC
PGMY09-G CGA CCT AAAGGAAACTGATC
PGMYO09-H CGT CCAAAAGGAAACTGATC
PGMYO09-I G CCAAGG GGAAACTGATC
PGMY09-J CGT CCC AAAGGATACTGATC
PGMY09-K CGT CCAAGG GGATACTGATC
PGMYO09-L CGA CCT AAAGGG AATTGATC
PGMY09-M CGA CCT AGT GGA AATTGATC
PGMYO09-N CGACCAAGG GGATATTGATC
PGMYO09-P G CCC AACGGAAACTGATC
PGMY09-Q CGA CCC AAG GGAAACTGG TC
PGMY09-R CGT CCT AAAGGA AACTGG TC

HMBO1 GCG ACCCAATGC AAATTG GT
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As amostras consideradas positivas para PCR de HPV foram aquelas que
apresentaram fragmentos de 450 pb. Controles negativos foram utilizados em
todas as reagbes de PCR, conforme item 4.5, assim como o procedimento

descrito para observacéo dos produtos de amplificacdo em gel de agarose.

Quadro 9. Mistura para PCR para o gene Bglobina e PCR para HPV com
iniciadores MY09/11 e PGMY09/11.

Concentracédo / volume
(50 pL reacéao)
Reagentes da mistura
para PCR P HPV
p-globina HPV (MY) (PGMY)
d XTP 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM
Tampao de reacao (10X) 5uL 5puL 0,5 uL
MgCl, 50mM: 1,5mM 1,5mM 3mM
Iniciadores: 0,32 uM 40 pmol 80 nM
0,32 uM 40 pmol 80 nM
Taq polimerase 0,05 uds 0,1 uds 1,25 uds
DNA (amostra) 4 uL 10 pL 5L
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Quadro 10. Programas de amplificacéo para o gene B-globina e HPV.

Descricdo do programa

Fase do programa p-globina HPV (MY) HPV (PGMY)

Tempo | °C | Tempo | °C |Tempo | °C

Desnaturacgéo inicial | 2min | 94 | 5min 94 9 min 95

Desnaturacéo 20s 94 | 1min 94 1 min 95

(7]
(@]
© Anelamento 30s 50 | 2min 55 | 1min | 55
(@]
o
Extensao 30s 72 2 min 72 1 min 72
Extensao final 10 min | 72 | 10 min 72 7 min 72

4.8 QUANTIFICACAO DO DNA

A quantificacdo do DNA do HPV amplificado por PCR foi realizada através do

espectrofotbmetro NanoDrop™ (NanoDrop Technologies).

4.9 GENOTIPAGEM DO HPV

A determinagédo do genotipo do HPV foi realizada por RFLP e RLB. Somente
amostras cujos produtos de amplificacdo obtidos na PCR foram insuficientes
para serem observados na eletroforese em gel ap6s digestdo com enzimas de

restricdo é que foram tipadas por RLB.

4.9.1 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Genotipagem de HPV foi realizada por Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) com a digestdo do produto de PCR obtido com os

iniciadores degenerados MY (item 4.7), com as enzimas especificas BamH |,
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Dde I, Hae Ill, Hinf I, Pst I, Rsal e Sau3A | (Promega, Madison, WI, USA), que
permitem a deteccdo de 44 tipos de HPV (Bernard et al.,, 1994). A 20 uL
contendo 1 pg/uL de DNA amplificado foram adicionados 70 pL de agua livre
de DNAse e RNAse e 12 uL de tampéo de digestao (NaCl 1 M, MgCI2 100 mM,
Tris-HCI pH 7,5 100 mM, B-mercaptoetanol 100 mM), distribuidos em oito
microtubos. Em sete desses foram adicionadas 10 uds das respectivas
enzimas de restricdo e em um, sem a adicao de enzima, foi utilizado como
controle da presenca do produto de 450 pb da reacdo de PCR. A reacédo
ocorreu em banho-maria a 37°C, overnight, e os fragmentos de digestéo
obtidos foram revelados em gel de agarose 3% e observado conforme descrito
anteriormente ou em gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata
segundo Boulikas e Hancock (1981) e descrito a seguir. O gel de poliacrilamida
foi tratado com solucdo fixadora por 30 minutos em agitador orbital e, apds
remocao, incubado com solucdo de nitrato de prata por 30 minutos, seguido
por duas lavagens com agua destilada. O gel foi entdo incubado com a solugéo
reveladora e a revelacao, interrompida com solucéo de acido acético e, por sua

vez interrompido pela solucdo de etanol. O gel foi observado em negatoscopio.

4.9.2 Hibridizacdo Reversa em Linha (RLB)

A RLB foi realizada conforme descrito por van den Brule et al. (2002), com
modificagcdes, no Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) -
ANLIS Dr Carlos G Malbran — Buenos Aires, Argentina). Esse sistema é
baseado no uso de miniblotter, onde foram localizadas em paralelo 32 sondas
diferentes com um grupo $’-amino, em uma membrana de nylon revestida de
carboxil. Subsequentemente, até 42 produtos de PCR podem ser pipetados
nos canais paralelos do miniblotter ficando perpendiculares as linhas das
oligosondas depositadas previamente. A hibridizacdo é seguida por incubacéo
da membrana com conjugado estraptavidina-peroxidase e geragdo da
quimioluminescéncia que é detectada em placa radiografica (descritas a

seguir). As sequéncias das sondas estao descritas no Quadro 10.
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Quadro 11. Sondas tipo-especificas usadas para tipagem dos produtos de PCR
utilizando iniciadores PGMY09/11 por Hibridizacdo Reversa em Linha (OMS, 2009).

Tipos de HPV Sequéncias [5'-3']*
HPV06_RHP TGGAAGATGTAGTTACGGATG
HPV11_RHP GCAGATTTAGACACAGATGCA
HPV16_RHP GATATGGCAGCACATAATGAC
HPV18 RHP CCAGGTACAGGAGACTGTGTA
HPV26_RHP TACGCTGACAGGTAGTAGCAG
HPV31_RHP AGTATCACTGTTTCGAATTGC
HPV33_RHP TGTCACTAGTTACTTGTGTGC
HPV34_RHP GCAGTTGTACTTGTGGATTGT
HPV35_RHP AGAAGACACAGCAGAACACAC
HPV39_RHP GTAGAAGGTATGGAAGACTCT
HPV40_RHP ATAGCCTTGTTGGTAAGGAAC
HPV42_RHP TGTATCACCAGATGTTGCAGT
HPV43_RHP ACAGTAGGGTCAGTAGAGGCA
HPV44 RHP TAGTATATGTAGACGGAGGGG
HPV45 RHP GTACTTGGCACAGGATTTTGT
HPV51_RHP TTACTTGGAGTAAATGTTGGG
HPV52_RHP CTTTCCTTTAGGTGGTGTGTT
HPV53_RHP AGACATAGACTGTGTGGTTGC
HPV54_RHP TTATTAAAGCTATCCTGCGTG
HPV55_RHP GATGGAGACTGAGTTGTAGCA
HPV56_RHP TTTCGTGCATCATATTTACTT
HPV57a_RHP TACAGTGGCACACAAAGAGAC
HPV57b_RHP TTCTGTGTTTACAGTGGCACA
HPV58 RHP CTTCCTTAGTTACTTCAGTGC
HPV59a_RHP AGTAGAGCACACACAGAAAGA
HPV59b_RHP AGTAGAAGCACACACAGAAAG
HPV66_RHP AGTTAATGTGCTTTTAGCTGC
HPV68_RHP CTGATTGCAGATAGCGGTATG
HPV69_RHP GTTTAAAAGTGGCAGATGCAG
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HPV70_RHP CTATATACAGCAGGTATGGCC
HPV 82_RHP TGCAACAGATTGAGTAACAGC
HPV 83_RHP AGAGGCTGTGTATTCATTAGC
HPV 84 _RHP ATTCTGATTCGGTGTTGGTAG
HPV 73_RHP GGCATACGTTGTAGTAGAGCT
HLADQ_RHP CTCRTCTCCATCAAATTCATG
*R=A/G

4.9.2.1 Preparo das amostras

Produtos da PCR (10 pL) obtidos com iniciadores PGMYQ09/11 biotinilados
foram diluidos em 150 pL de tamp&o SSPE 2x com SDS 0,1% e deshaturados
a 96°C por 10 minutos com resfriamento em gelo por 10 minutos

imediatamente depois. A mistura foi centrifugada ligeiramente.
4.9.2.2 Preparo da membrana com amostras e hibridizagéo

Membrana de nylon contendo sondas para 32 tipos de HPV foi lavada com 150
mL de 2x SSPE - 0,1% SDS por 5 minutos a temperatura ambiente e colocada
no miniblotter. Foram aplicados 140 pL do produto diluido e desnaturado em
canaletas perpendiculares as das sondas e a membrana incubada em forno de
hibridizacdo por 1 hora a 51°C. A membrana foi entdo lavada em BM a 51°C,
com 150 mL de 2x SSPE - 0,5% SDS 2 vezes (10 min, cada), com agitacdo. A
membrana foi incubada com 5 pL do conjugado (estreptavidina-peroxidase
1:4000, GE®) e 20 mL de tampéao 2x SSPE — 0,5% SDS em garrafa de rotacao
por 45 minutos a 42°C. A membrana foi entdo lavada em BM a 42°C com 150
mL 2x SSPE - 0,5% SDS 2 vezes (10 min, cada), com agitagcdo e no mesmo
volume do tampdo 2x SSPE por mais 2 vezes (5 min, cada) a temperatura

ambiente e escorrida em papel de filtro.

4.9.2.4 Detecgéo da Hibridizagao

A membrana foi banhada em 5 mL do reativo de deteccdo 1 (ECL 1,
Amersham) e 5 mL do reativo de detec¢éo 2 (ECL 2, Amersham) por 1 minuto

em agitacdo, cuidadosamente retirada e escorrida em papel de filtro. A
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membrana foi colocada entre duas folhas de acetato transparente dentro de um
cassete radiografico. No escuro (luz vermelha) foi disposta uma pelicula
fotografica sobre o acetato, o cassete fotografico fechado e deixado em
exposicao durante 15 minutos ou overnight. A placa foi revelada com revelador
fotografico comercial diluido 1/5 por 2 minutos sob agitacdo manual, seguida
por lavagem com &gua, fixador fotografico comercial diluido 1/5 por 2 minutos
sob agitacdo manual e finalmente a placa foi seca e montada em papel.

4.10 REAGENTES E SOLUCOES UTILIZADOS

4.10.1 TBE 10X (pH 8,4)

THS-HCI (INVIEFOGEN) ..ottt 1M
ACidO DOMCO (CREMCEO) ....vvee ettt st ste et 1M
EDTA (REAJEN) ..ceeeeeeeiitcie e et ettt s e s e e e e e e e e e e e e eeeeeaeesaennannes 0,02 M

4.10.2 Gel agarose 1,5%

AQaroSe (BIOAGENCY) ..uuuuieiiii ittt e e e e e e e e e e e eeeeaeaeaaaane 159
LI =] = 5 Qo ST o TP 100 mL.
4.10.3 Tampao 4x “Lower Tris” pH 8.8

Tris hidroximetil-aminometano PA (INVItrogen)...........ccoceeeeeeiiieeeeeeeeene, 36,34 g
Agua destilata 0.S.P...cveeveeeeeieieeeeete et e, 200 mL
4.10.4 Acrilamida 50%/ Bisacrilamida 1,3%

ACTIAMIAA (SIGIMA)... .ttt e e e e e e e e e 50 g
N,N’-metileno-bis-acrilamida (Sigma).........cciiiiiiiiiiiii e 1,39

Agua deStilata 0.S.P....cveeveeeieieeeeeeeeee et 100 mL
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4.10.5 Persulfato de Amoénio 2%

Persulfato de amonio (ProqUIMIOS)........ccuuiieeaiiiiiiiiiiiiiiiieeie et 0,2¢g
Agua deStilata 0.S.P....cveoveeeieeeeee ettt 10 mL

4.10.6 Solucéo fixadora

Etanol PA (DINAMICA).........coiiiiiiieiiiiitiie e e e e e e e e 20 mL
ACIdO ACEHICO PA (IMPEX)....viveieeieeeeee ettt e ettt 1 mL
Agua destilata 0.S.P....cveeveeeieeeee et 200 mL

4.10.7 Solucéo corante Nitrato de Prata
Nitrato de prata PA (QUIMEX).......uuiiiiiiiiiiiiieeiiiiiiiiiieriiee e e e e 0,185¢g
Agua deStilata 0.S.P....cveeveeeieeeee ettt e 100 mL

4.10.8 Solucéo Reveladora

NAOH PA (REAGEN).....c i ittt e e e e e r e e e e e e e eeeas 69
Formaldeido PA (ProqUIMIOS).........ueeeeaeiiiiiiie e eiiiiiee e e e s eiieeee e e e eniieeea e 1,5mL
Borohidreto de S6dio PA (NUCI€aAr)........cccoveeiiiiieiiiiiiieeee e 40 mg

AU deStIlA0A 0.S. P .cveeeeeeeeeiee ettt 200 mL

4.10.9 Solucgéo de Interrupcao

Acido aCEtiCO PA (IMPEX)......cveeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeee ettt 10 mL
AU deStIA0A [.S.P...vcveveeecieeee ettt 200 mL
4.10.10 Tampéo L2

Isotiocianato de Guanidina (INVItrOgEN)........ccouuuiiiieeieeiiie e 60 g

Solucéo de Tris-HCI (0,1M pH 6,4) (INVitrogen)..........ccoeeeeeeviiiieeiiiiiiinnnnnnn. 50 mL
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4.10.11 Tampao L6

Isotiocianato de Guanidina (INVItrOgeN).........ceeeuvvieiiiiiiiiee e 60 g

Solucéo de Tris-HCI (0,1M pH 6,4) (INVItrogen)..........cceevvvvvvveeeeiiieiiiinnnnn 50 mL
Solucdo de EDTA 0,2M (NUCIEA).......ccovveiiieeieeeeiiiice s ee e e e e e ee e eeeeeiaens 11 mL
Triton X 100 (AMIESCO)....cceeiiiieeeeiiitiiiiees s e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e e e e e e aaeaaaes 1,3mL

4.10.12 Tampao SSPE 2x (pH 7,4)

NACI 3 M (AMIESCO)...eeeeiieiiiiieeae ettt e e e e e e e e 175,39
NaH2PO4 0,2 M (QUIMEX)....uuueiiiiieieeeeeeeeee e eeeeetete s e e e e e e e e e e aeaaeeeeeaennens 27,6 ¢
EDTA 0,02 M (NUCIEAI)......uuueiiiiiiiieiiie ettt 7,49
Agua deStilata ... .....eveeeeeeeeeeteeeee ettt 1000 mL

4.10.13 Agua DEPC
Dietilpirocarbonato 0,1% (SIgMA)........uuuuumriiiiiiieeaaiiaeaii e 1mL

AQUA JESHIA0A G.S. P vttt 1000 mL

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram inseridos no programa estatistico SPSS — data entry
(Statistical Pacckage for the Social Sciences), versdo 17.0, gerando um banco
de dados. Este programa foi utilizado para a execucdo dos calculos de

frequéncia.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta pesquisa foram aceitos para publicacdo na revista
cientifica Brazilian Journal of Microbiology (Anexo 2).
5.1 PCR

5.1.1 Deteccéo do gene S-GLOBINA

Todas as 87 amostras foram positivas para o gene f-globina, utilizado como

controle de extracao e de integridade de DNA (Figura 8).

400 pb —
300 pb —
200 pb —»
100 pb —

<340 pb

Figura 8. Produto de amplificacdo do gene B-globina. Eletroforese em
gel e agarose a 1,5%, corado com EtBr, do produto de amplificacédo de
340 pb do gene B-globina, utilizando iniciadores 9/22 e 13/22. Col 1:
padrédo de peso molecular (100 pb); Col 2-10: amostras positivas; Col 11:

controle negativo (extracao de agua).
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5.1.2 Amplificacdo do DNA do HPV por PCR

O DNA do HPV foi amplificado em todas as 87 amostras (Figura 9).

1 2 3 4 5 6 7 8

300pb >
200pb >

100nb »>

Figura 9. Produto de amplificagdo do DNA do HPV. Eletroforese em gel de agarose
1,5% corado com EtBr do produto de amplificagdo de 450 pb do DNA do HPV através
de PCR, utilizando os iniciadores MY09 e MY11. Col 1: padréo de peso molecular (100
pb); Col 2: controle negativo; Cols 3-8: amostras positivas para HPV.

5.2 GENOTIPAGEM DO HPV

Para determinar os tipos de HPV infecciosos foram utilizadas as metodologias
de RFLP e RLB. As duas técnicas em conjunto foram capazes de genotipar
97,7% (85/87) das amostras utilizadas no estudo. Foram detectados 31 tipos
distintos de HPV: 6, 11, 13, 16, 18, 26, 31, 31b, 32, 33, 34, 35, 42, 44, 51, 52,
53, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 68, 71, 81, 82, 83 e 84. Os produtos obtidos
com uso de enzima de restricdo (RFLP) de alguns tipos determinados estéo
representados na Figura 10 e os resultados da RLB podem ser observados na

Figura 11.

O tipo de HPV mais prevalente foi o HPV16 (14%), seguido pelos tipos 6 e 53
(8,4% cada um) e 11 (7,7%) (Tabela 2).
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Tabela 2. Tipos de HPV identificados por Restriction Fragment Length Polymorphism e
Hibridizacdo Reversa em Linha em mulheres soropositivas e soronegativas para HIV.

Tipos de HPV N (%)
HPV 6 10 (8,4%)
HPV 11 9 (7,7%)
HPV 13 4 (3,3%)
HPV 32 1 (0,8%)
HPV 34 1 (0,8%)
o HPV 42 1 (0,8%)
@ HPV 44 2 (1,7%)
- HPV 55 2 (1,7%)
.g HPV 61 3 (2,5%)
e HPV 62 4 (3,3%)
HPV 64 1 (0,8%)
HPV 71 2 (1,7%)
HPV 81 4 (3,3%)
HPV 83 4 (3,3%)
HPV 84 2 (1,7%)
HPV 16 16 (13,5%)
HPV 18 3 (2,5%)
HPV 26 1 (0,8%)
HPV 31 5 (4,2%)
HPV 31b 4 (3,3%)
HPV 33 4 (3,3%)
9 HPV 35 1 (0,8%)
-a’-:’ HPV 51 3 (2,5%)
o HPV 52 3 (2,5%)
< HPV 53 10 (8,4%)
HPV 56 2 (1,7%)
HPV 58 5 (4,2%)
HPV 59 2 (1,7%)
HPV 66 4 (3,3%)
HPV 68 3 (2,5%)
HPV 82 1 (0,8%)
N&o Tipado 2 (1,7%)

Total 119
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Do total de tipos determinados 57,3% (67/117) eram de alto e 42,7% (50/117)
de baixo risco (Grafico 1). HPV de alto risco estava presente em 65,8% (56/85)

das amostras genotipadas e de baixo risco em 49,4% (42/85) delas.

43% 1 Tipos de Baixo

Risco

E Tipos de Alto

57% Risco

Gréfico 1. Frequéncia dos tipos de alto e baixo risco de HPV detectados em mulheres

soropositivas e soronegativas para HIV.

Entre as mulheres soropositivas para HIV 64% (25/39) apresentavam tipos de
HPV de alto risco e 56,4% (22/39) apresentavam tipos de baixo risco (Gréfico
2). Entre as mulheres soronegativas para HIV 62,5% (30/48) apresentavam
tipos de HPV de alto risco e 39,5% (19/48) apresentavam tipos de baixo risco

(Gréfico 2), e duas amostras nédo tiveram o tipo identificado.
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70% - 25 (64%) 30 (62,5%)
4%)

60% -
50% -
40% - ® Alto risco

30% - i Baixo risco
20% -

10% -

0% .
HIV+ HIV-

Grafico 2. Frequéncia dos tipos de alto e baixo risco de HPV em mulheres

soropositivas e mulheres soronegativas para HIV separadamente.

Dentre as amostras de mulheres soropositivas para HIV (n=39) foram
encontrados 25 tipos distintos de HPV sendo o mais prevalente deles o HPV16
(11%), seguido pelos tipos 11 (10%), 31 e 53 (8% cada tipo). A frequéncia de

cada um dos vinte e cinco tipos esta descrita no Gréfico 3 e na Tabela 3.

11%

8% 8%

7%

Tipo de HPV

Grafico 3. Frequéncia dos tipos de HPV identificados em mulheres soropositivas para
HIV.
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Dentre as amostras de mulheres soronegativas para HIV (n=48) foram
encontrados 22 tipos distintos de HPV sendo o mais prevalente deles o HPV16
(16%), seguido pelo tipo 6 (11%) e 53 (9%).Dois tipos nao foram determinados.
A frequéncia de cada um dos vinte e dois tipos e dos tipos ndo determinados

esta descrita no Grafico 4 e na Tabela 3.

Tipo de HPV

N&o determinados

Grafico 4. Frequéncia dos tipos de HPV em mulheres soronegativas para HIV.
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Tabela 3. Frequéncia dos tipos de HPV em mulheres soropositivas e soronegativas

para HIV.

Tipos de HIV+n (%) HIV-n (%)

HPV
HPV 6 4 (6,5%) 6 (10,5%)
HPV 11 6 (9,7%) 3 (5,3%)
HPV 13 - 4 (7%)
HPV 32 1 (1,6%) -
HPV 34 - 1 (1,7%)
9 HPV 42 1 (1,6%) -
0 HPV 44 2 (3,2%) -
DC‘, HPV 55 1 (1,6%) 1 (1,7%)
.g HPV 61 3 (4,8%) -
e HPV 62 2 (3,2%) 2 (3,5%)
HPV 64 1 (1,6%) -
HPV 71 2 (3,2%) -
HPV 81 2 (3,2%) 2 (3,5%)
HPV 83 4 (6,5%) -
HPV 84 - 2 (3,5%)
HPV 16 7(11,3%) 9 (15,8%)
HPV 18 2 (3,2%) 1 (1,7%)
HPV 26 - 1 (1,7%)
HPV 31 5 (8%) -
HPV 31b 1 (1,6%) 3 (5,3%)
HPV 33 2 (3,2%) 1 (1,7%)
9 HPV 35 - 1 (1,7%)
-5’-:’ HPV 51 2 (3,2%) 1 (1,7%)
I HPV 52 - 3 (5,3%)
< HPV 53 5 (8%) 5 (8,8%)
HPV 56 1 (1,6%) 1 (1,7%)
HPV 58 1 (1,6%) 4 (7%)
HPV 59 1 (1,6%) 1 (1,7%)
HPV 66 3 (4,8%) 1 (1,7%)
HPV 68 2 (3,2%) 1 (1,7%)
HPV 82 1 (1,6%) -
Nao

Identificado ) 2 (3,5%)
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Das 85 amostras cujo tipo de HPV infeccioso foi determinado, 23,5% (n=20)
apresentaram coinfec¢do: um caso com seis tipos distintos de HPV, sete casos
com trés tipos distintos e doze com dois tipos distintos (Quadro 11). Quatro
casos de coinfeccado apresentaram apenas tipos de HPV de alto risco, cinco
casos apenas tipos de baixo risco e 11 casos apresentaram tipos de alto e
baixo risco de HPV (Quadro 11).

Sessenta porcento dos casos de coinfeccdo (12/20) aconteceram em mulheres
soropositivas para HIV, um deles com seis tipos distintos, quatro deles com trés
tipos distintos e sete com dois tipos distintos. Desses casos, dois apresentaram
apenas tipos de alto risco, trés com apenas tipos de baixo risco e sete com
tipos de baixo e alto risco. Os tipos e frequéncia de coinfec¢do nas mulheres

HIV positivas estdo descritas no Quadro 11

As mulheres soronegativas para HIV representaram 40% dos casos de
coinfeccdo dos 20 detectados (8/20), trés deles apresentaram trés tipos
distintos e cinco apresentaram dois tipos distintos. Desses seis casos dois
apresentaram apenas tipos de HPV de alto risco, dois apresentaram tipos de
baixo risco e quatro tipos de alto e baixo risco. Os tipos e frequéncia de

coinfeccao nas mulheres HIV negativas estdo descritas no Quadro 11.
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Quadro 12. Distribuicdo dos tipos de HPV em coinfecgéo e frequéncia de coinfeccao

nas mulheres HIV positivas e negativas testadas por RFLP e hibridizag&o reversa em

linha (RLB).

Pacientes

Tipos em Coinfec¢do

HIV +

56+71

11+ 81

16+31

6+61

6+62

6+31

51+83

16+31+33

18+44+82

11+42+66

31+58+83

16+44+51+53+55+68

HIV -

6+11

16+53

6+55

13+26

51+53

11+53+62

13+16+52

6+18+58
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Figura 10. Eletroforese dos produtos de digestdo apds tratamento com as
enzimas de restricdo BamH | Dde | Hae Il Hinf | Pst | Rsa | Sau3A | demonstrando
os tipos 6b, 11, 13, 16, 53 e 62. Figuras a-c Gel de poliacrilamida corado com

Nitrato de Prata. Figuras d-f: Gel de agarose 1,5%, corado com EtBr. PM= 100
pb.
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Figura 11. Placa radiografica correspondente a membrana de Hibridizacdo Reversa
em Linha demonstrando os tipos de HPV detectados. A esquerda e a direita da
membrana estdo listados os tipos de HPV para os quais contém a sonda
correspondente de deteccdo. Acima e abaixo da membrana se encontram a sequéncia
de amostras de HPV amplificadas com inciadores PGMY09/11 biotinilados. Na
intercesséo entre as linhas, observa-se o(s) tipo(s) detectado(s) para cada amostra.
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5.3 CITOLOGIA

Das 87 amostras envolvidas no estudo oito eram de mulheres com alteracfes
citolégicas; quatro de mulheres soropositivas para HIV e quatro de mulheres
soronegativas. As alteragdes citoloégicas assim como o0s tipos de HPV
presentes e a coinfeccdo ou nao por HIV estdo representadas na Tabela 4. As
79 amostras restantes foram de mulheres que apresentavam citologia normal

ou alteracdes celulares benignas.

Tabela 4. Descricdo das alteracdes citologicas, tipos de HPV presentes com

identificacdo deles em baixo (LR) e alto risco (HR) e perfil soroldgico para HIV.

Citologia* Tipo de HPV (LR/HR)** HIV
LIE baixo grau 6 (LR) Negativo
LIE baixo grau 33 (HR) Negativo
LIE baixo grau 13 (LR) Negativo
LIE baixo grau 66 (HR) Positivo

ASCUS 31 (HR) Positivo

Alteracao 16, 44, 51, 53, 55, 68 Positivo

Inflamatoria (LR/HR)
HPV 51 e 53 (HR) Negativo

Alteracéo 31, 58, 83 (LR/HR) Positivo

Inflamatoria

*LIE baixo grau: Lesao Intraepitelial Escamosa de baixo grau; ASCUS: Atipias de
Células Escamosas de Significado Indeterminado.
**|R: Low Risk; HR: High Risk
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6 DISCUSSAO

A determinacgéo dos tipos de HPV circulantes em diferentes regides geogréficas
€ de grande importancia, especialmente quanto a eficacia do uso das vacinas
bi e quadrivalentes disponiveis para comercializacdo (Harper et al., 2006; Villa
et al.,, 2006). Na regido do Espirito Santo existem poucos estudos que
pesquisaram os tipos de HPV, e eles foram realizados utilizando um pequeno
namero de amostras (Freitas et al., 2009) ou utilizando PCR com iniciadores
especificos para apenas sete tipos distintos (Lima et al., 2009). Neste estudo,
foi utilizado maior nimero de amostras e as técnicas RFLP, que é capaz de
detectar 44 tipos de HPV, e RLB, capaz de identificar 32 tipos de HPV que

infectam a mucosa genital.

A técnica de RFLP é de facil realizacdo e a sensibilidade do teste é alta, de
99,5% (Gutiérrez-Xicoténcatl et al., 2009). Uma grande quantidade de tipos
distintos de HPV (44 tipos) pode ser identificada, assim como podem ser
identificados tipos novos pela RFLP. Porém em casos de coinfeccdo e de
digestdo parcial das enzimas (quando as enzimas digerem de forma parcial o
DNA nao apresentando todas as bandas esperadas) sua analise é dificultada.
A metodologia de RLB, embora constituida por diversas etapas, € também uma
metodologia exequivel, as membranas podem ser reutilizadas por até 15 vezes
sem perda de sinal (van den Brule et al., 2002) e a leitura do resultado €&
simples. A sensibilidade do teste € de 10 — 100 cépias de DNA por PCR,
podendo haver pequena reacdo cruzada entre tipos (Gutiérrez-Xicoténcatl et
al., 2009). Pode-se identificar um grande numero de tipos de HPV que infectam
mucosa (32 tipos) e até 42 amostras séo testadas por membrana. Estas duas
metodologias foram utilizadas no presente estudo, de modo complementar, ou
seja, para casos em que o produto da PCR utilizando iniciadores consensuais
MYQ9/11 foram insuficientes para observar os fragmentos apds a digestao

enzimatica, a técnica de RLB foi aplicada.

Entdo, a partir de amostras cervicais de mulheres soropositivas e
soronegativas para HIV, conhecidamente positivas para HPV, foram

determinados os tipos além de infeccdo mista por HPV, apos reamplificacdo do
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HPV com iniciadores consensuais em volume de reacdo que permitiria a

andlise de tipos.

Este estudo possibilitou revelar uma grande diversidade de tipos de HPV
infectando as mulheres soropositivas e soronegativas para HIV. Estudos
realizados em diferentes regides do Brasil encontraram também uma grande
variedade de tipos, variando de 13 a 26 (Levi et al., 2002; Camara et al., 2003;
Cerqueira et al., 2007; Paesi et al., 2009; Trottier et al., 2006; Queiroz et al.,
2004; Oliveira et al., 2010). Na Africa do Sul, Said et al. (2009) encontraram 26
tipos distintos e Stevens et al. (2009) na Australia encontraram 37 tipos de HPV
distintos. O numero de tipos encontrados pode variar de acordo com a
distribuicdo regional dos diferentes tipos de HPV e com as técnicas de
genotipagem utilizadas, ou seja, estudos que utilizam técnicas capazes de

detectar maior niumero de tipos tendem a evidenciar um namero maior de tipos.

Dentre os tipos detectados foi observada uma alta frequéncia para o HPV16
(14%). Embora diferentes tipos de HPV apresentem distribuicdo geografica
variavel (Clifford et al., 2005), o HPV16 é usualmente o tipo mais prevalente na
maioria das regibes da América do Sul, Asia e Europa em geral, assim como
no Brasil onde foram descritos em prevaléncia variando de 13,9% a 73%
(Camara et al., 2003; Rabelo-Santos et al., 2003; Queiroz et al., 2004, Clifford
et al., 2005; Trottier et al., 2006; Campos et al., 2008; Oliveira et al., 2008;
Paesi et al., 2009; Silva et al., 2009). Na Africa Sub Saariana o0 HPV16 é ou foi
descrito em um estudo como o segundo tipo mais prevalente (Clifford et al.,
2005) e varios estudos em diferentes regides do mundo mostram prevaléncia
variada, todavia normalmente alta (10%-22,5%) para este tipo de HPV (Levi et
al., 2002; Dutra et al., 2008; Menton et al., 2009, Said et al., 2009; Watt et al.,
2009).

O presente estudo demonstrou o HPV16 como o tipo mais prevalente tanto
entre as mulheres HIV positivas quanto nas mulheres HIV negativas.
Entretanto, estudos tém mostrado que mulheres soropositivas para HIV
frequentemente sao infectadas por outros tipos de HPV de alto risco, como 0s
tipos 52 e 58, em prevaléncia maior do que as dos tipos 16 e 18 (La Ruche et
al., 1998; Levi et al., 2002, 2004; Luque et al., 2006; Blossom et al., 2007).
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Essa diferenca pode se dever a caracteristica de distribuicdo regional deste
tipo de HPV. A alta prevaléncia do HPV16 em mulheres negativas para HIV
tem sido descrita, e este tipo € responsavel por 55% dos casos de cancer
cervical no mundo (Smith et al., 2007). Além disso, uma grande variedade de
tipos de alto risco, diferentes dos tipos 16 e 18, também foram encontrados nos

dois grupos de mulheres, como os tipos de HPV 31 e 53.

No presente estudo frequéncia similar de tipos de HPV de alto risco foram
encontrados nas duas populacbes (64% vs 63%). Como as mulheres
soropositivas para HIV sdo susceptiveis a infeccbes oportunistas além de
levarem mais tempo para clarificar as infecgbes por HPV associadas a
parceiros nao fixos, ndo surpreende que mais tipos de HPV sejam mais
prevalentes nessas mulheres (McKenzie et al., 2009). A grande maioria dos
estudos mostra que individuos infectados por HIV apresentam maior
prevaléncia de tipos de HPV de alto risco (Motti et al., 1996; La Ruche et al.,
1999; Tanzi et al., 2009). Minkoff et al. (1998) reportaram uma frequéncia de
tipos oncogénicos trés vezes maior em mulheres HIV positivas. O numero
semelhante de tipos de alto risco entre as mulheres HIV positivas e negativas
ndo implica em baixo numero de tipos de alto risco entre as mulheres HIV
positivas, e sim a grande numero de tipos de alto risco dentre as mulheres HIV
negativas, ja que sdo mulheres atendidas em Centro de Referéncia em
DST/AIDS. Como trata-se de mulheres que apresentaram outras DSTs (56%) e
alto nimero de parceiros sexuais (média de 15 parceiros na vida por paciente)
isto aumenta a possibilidade de mudltiplas infeccdes, inclusive por tipos de alto

risco.

Nas mulheres HIV positivas existe um aumento no risco de infecgéo por HPV e
de lesdes intraepiteliais escamosas, o precursor do cancer cervical (Rabkin et
al., 1993; Sun et al., 1997). Neste estudo, os casos de lesdes intraepiteliais
escamosas foi igual nas mulheres soropositivas e soronegativas para HIV, fato
também observado por Luchters et al. (2010). Além do mais, cinco dos oito
casos com alteracdes foram infectados por apenas um tipo de HPV, um fato
gque ndo é incomum, conforme observado por Fernandes et al. (2008) que
reportaram infeccdo simples em mais da metade dos casos de alteracbes

citologicas.



-84-

A maior parte das mulheres com lesdes cervicais foi infectada por tipos de HPV
de alto risco, o que torna ainda mais importante o tratamento e
acompanhamento de evolucéo e cura dessas mulheres, ja que a infec¢do por
estes tipos de HPV podem levar ao desenvolvimento de cancer cervical,
especialmente naquelas mulheres coinfectadas pelo HIV e que apresentaram
maior numero de tipos de HPV. Além disso, é interessante que muitos casos
com citologia normal também estavam associados a infec¢éo por tipos de HPV
de alto risco, o que pode sugerir que as anormalidades citoldgicas se resolvam
antes da resolucéo da infeccéo por tipos de HPV de alto risco (Schiffman et al.,
2002), que tenha havido infeccdo subseqiente a uma cura, ou ainda mesmo
que nao haveria formacdo de lesdo, jA que a maioria das infec¢des sao
assintoméaticas (Huang, 2008). As mulheres positivas para HIV apresentam
uma chance maior de desenvolverem infeccdo persistente, que pode se manter
assintomatica por periodo indeterminado ndo sendo observadas pelo
Papanicolaou, método de diagndstico mais utilizado para identificacdo de
infeccbes por HPV, e podendo vir a causar lesdes de alto grau a cancer
invasivo, como ja mencionado anteriormente. Tudo isso deixa claro a
importancia do acompanhamento das mulheres soropositivas para HIV quando
apresentam lesdes e quando infectadas por tipos de alto risco de HPV, e ainda
a importancia de seguimento das mulheres HIV positivas com citologia normal
e a necessidade de utilizacdo de técnicas de identificacdo da infeccdo pelo

HPV e sua genotipagem por métodos moleculares.

Os tipos mais prevalentes depois do HPV16 foram HPV6 e 53 (8,4% cada tipo)
e HPV11 (7,7%), que sdo normalmente detectados em estudos no Brasil (Levi
et al., 2002; Camara et al., 2003; Rabelo-Santos et al., 2003; Queiroz et al.,
2004; Tozetti et al., 2006; Campos et al., 2008; Oliveira et al., 2008; Grinsztejn
et al.,, 2009; Paesi et al., 2009), porém menos freqlientes em outros paises
como Africa do Sul, Jamaica, Austrélia e Irlanda (Menton et al., 2009; Said et
al., 2009; Stevens et al., 2009; Watt et al., 2009).

A taxa de tipos indeterminados encontrada neste estudo foi baixa (1,7%), o0 que
se deve as técnicas utilizadas, RFLP e RLB, capazes de detectar 44 e 32 dos
50 tipos de HPV que infectam mucosa, respectivamente, conforme

anteriormente descrito. As duas amostras cujo tipo infectante nao foi



-85 -

determinado foram testadas somente por RFLP. Estudos utilizando esta
mesma metodologia encontram taxas de 4,3% a 36,4% de tipos
indeterminados (Freitas et al., 2009 ; Paesi et al., 2009; Oliveira et al., 2010). A
percentagem de tipos indeterminados foi ainda mostrada variar de 4,2% a
45,1% com as seguintes técnicas: (i) AMPLICOR, metodologia baseada em
PCR capaz de detectar 13 tipos de HPV de alto risco, apresentou taxa de 4,2%
de tipos indeterminados (Watt et al., 2009); (ii) Dot Blot Hybridization, com
sondas para 17 tipos de HPV de alto risco e 26 tipos de HPV de baixo risco,
apresentou taxa de tipos nado identificados de 2,9% (Herrero et al., 2005);
Linear Array, capaz de detectar 37 tipos distintos de HPV, néo foi capaz de
identificar 6,7% dos tipos de HPV nas amostras cervicais (Ragin et al., 2007);
(iv) Kit Papillomavirus Clinical Arrays®, capaz de identificar 35 tipos distintos de
HPV, deixou de identificar 23,53% dos tipos de HPV (Dutra et al., 2008) €e; (v) a
utilizacdo de PCR com iniciadores especificos para sete tipos distintos de HPV
apresentou 45,1% de tipos indeterminados (Lima et al., 2009) e para oito tipos
distintos apresentou 25,8% de tipos indeterminados (Silva et al., 2009). Isso
mostra que as diferentes taxas de tipos nao identificados entre diversos
estudos podem ser devidas as diferentes metodologias empregadas e a
diversidade de tipos que estas técnicas sdo capazes de identificar. Por outro
lado, as diferencas encontradas entre estudos que utilizam a mesma técnica
podem se dever tanto a caracteristica de distribuicdo geografica dos tipos de
HPV, quanto ao nimero de casos de infeccbes mistas, que no caso da técnica
de RFLP, soma-se a dificuldade de andlise do padréo de restricdo e
consequentemente a identificacdo dos tipos de HPV presentes. Além disso,
novos tipos virais podem ser detectados por esta metodologia que até o seu

sequenciamento e analise permanecerdo como tipos indeterminados.

Ainda, as duas amostras que nado tiveram seus tipos determinados foram
pesquisadas pela técnica de RFLP, o que também se pode dever ao grande
namero de bandas presentes em uma possivel co-infecgdo cuja técnica néo

permitiu a identificacdo dos tipos.

Dentre os 31 tipos distintos de HPV encontrados neste estudo,
inesperadamente o HPV13 foi detectado em 3% das amostras. Este € um tipo

incomum de baixo risco, relacionado ao HPV6 (de Villiers et al., 2004; Herrero
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et al., 2005), reconhecidamente associado com hiperplasia epitelial focal
(Beaudenon et al., 1987) e raramente encontrado infectando o trato genital.
lllades-Aguiar (2010), no México, encontrou este tipo em 0,1% de suas
amostras com lesfes intraepiteliais escamosas de baixo grau. Esta baixa
percentagem de HPV13 pode ser parcialmente explicada pelo fato de que
véarias técnicas de genotipagem de HPV ndo sdo capazes de determinar este
tipo, como RLB e Linear Array, ou ainda pode se dever a distribuicdo incomum
deste tipo. E importante ressaltar que as amostras identificadas com o HPV13
apresentaram perfil de restricdo enzimatico parcial, porém néo possivel de
identificacdo com nenhum outro tipo que nao o tipo 13. Infelizmente, as
amostras de secrecao cervical utilizadas no estudo ndo foram suficientes para
gue fosse realizado o seu sequenciamento e confirmacédo desse tipo de HPV.
Além disso, a metodologia RLB, também usada neste estudo, ndo contempla

sonda para deteccao deste tipo.

O HPV32 foi encontrado em 1% das amostras no presente estudo e, assim
como o HPV13, é a principal causa de hiperplasia epitelial focal (Beaudenon et
al., 1987). Por outro lado, este tipo € mais comumente encontrado infectando o
trato genital (Palefsky et al., 1999; Herrero et al., 2005; Cerqueira et al., 2007;
lllades-Aguiar et al., 2010) inclusive na regido deste estudo (Freitas et al.,
2009).

No presente estudo 23,5% das amostras apresentavam coinfec¢cdo com tipos
distintos de HPV e o niumero desses casos foi maior entre as mulheres HIV-
positivas do que nas HIV-negativas (12 vs 8). O numero maximo de tipos
encontrados por amostra foi de seis; outros estudos mostram nameros
similares de infec¢des multiplas em mulheres HIV-positivas (Desruisseau et al.,
2009; Tanzi et al., 2009). Em contraste, Levi et al. (2002) demonstraram 78,9%
de infeccbes multiplas com até 10 tipos distintos de HPV em mulheres HIV-
positivas atendidas em centros especializados, das quais 89,5% apresentavam
alteracbes citologicas. E importante salientar que grandes numeros de tipos
encontrados em coinfecgcdo por metodologias de hibridizacdo, como a RLB,
pode se dever a ligacdes inespecificas entre sondas para um tipo de HPV com

o DNA de outro tipo.
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O numero relativamente baixo de casos de co-infeccdo encontrados neste
estudo pode se dever ao fato de que a maior parte das amostras (n= 77) foi
genotipada por RFLP, técnica que permite uma identificacao limitada dos tipos
em casos de co-infeccdo. Esta técnica permitiu a identificacdo de no maximo
trés tipos distintos de HPV em uma mesma amostra enquanto a RLB foi capaz
de determinar a presenca de até seis tipos distintos. Esse fato pode também
explicar a deteccao de dois tipos diferentes detectados na mesma amostra
pelas duas técnicas, na qual a RFLP detectou os tipos 13, 16 e 58 e a
hibridizacdo reversa em linha detectou os tipos 6, 18 e 58. Nesse caso, as
bandas presentes no gel de RFLP n&o correspondiam as dos tipos 6 e 18,
enquanto o tipo 13 ndo é pesquisado pela hibridizacdo reversa em linha. A
deteccdo em uma mesma amostra do HPV13 por RFLP e do HPV6 por RLB
sem ter sido evidenciado este ultimo tipo por RFLP, sugere que tenha ocorrido
uma reacao cruzada pela técnica de RLB, visto que estes tipos sdo muito
relacionados entre si. Metodologias de hibridizagcdo podem apresentar reagdes

cruzadas entre diferentes tipos de HPV (Gutiérrez-Xicoténcatl et al., 2009).

As mulheres que apresentaram infeccéo por mais de um tipo de HPV e aquelas
com apenas um tipo de HPV tiveram numero alto e semelhante de parceiros
sexuais na vida (17 vs 15 e variou de 2 a 200, dados ndo apresentados). Esse
namero de parceiros nas mulheres coinfectadas ja é esperado ja que elas se
expdem a um risco maior de infec¢des por fontes que podem carrear diferentes
tipos de virus. Essas mulheres devem também ter um maior acompanhamento,
assim como orientagdo quanto sua protecdo com uso de preservativos, ja que
estdo expostas ndo apenas a mais tipos de HPV, que podem levar ao
desenvolvimento de lesBes cerviais e cancer cervical, mas também infeccéo
por outros virus, bactérias e fungos que podem auxiliar na progresséo dessas

lesdes.

Até o momento, existem duas vacinas aprovadas e liberadas para
comercializagcdo; uma quadrivalente, contra os tipos de HPV 6, 11, 16 e 18
(Gardasil®), e uma bivalente, com prote¢éo para infec¢ao dos tipos de HPV 16
e 18 (Cervarix®) (Harper et al., 2006; Villa et al., 2006). Os resultados obtidos
neste estudo revelam que 73% das mulheres ndo seriam protegidas pela

vacina quadrivalente e 84% delas nao seriam protegidas pela vacina bivalente,
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nao considerando a chance de protecdo cruzada com outros tipos de HPV
filogeneticamente préximos. A protecdo cruzada foi descrita para os tipos de
HPV31, HPV33 e HPV45, tipos relacionados com HPV16 e HPV18, porém as
vacinas ndo sao licenciadas para tais tipos (Bonanni et al., 2009; Paavonen et
al., 2009) e estudos a respeito de protecéo cruzada sao limitados pelo tempo e
amplitude da utilizagdo da vacina, comprometendo conclusdes sobre esse
assunto. Ainda, neste estudo foi encontrada grande diversidade de tipos,
inclusive tipos pouco encontrados infectando trato genital, como o HPV13,
demonstrando uma distribuicdo de tipos caracteristica da localidade e da
populacdo estudada. Com tudo isso, torna-se clara a necessidade de estudos
de determinacdo dos tipos de HPV em diversas regides e diferentes
populacdes, ndo apenas para predicdo da eficacia das vacinas licenciadas para
comercializacdo, mas também de crucial importancia para o desenvolvimento
de segunda geracao de vacinas em futuro préximo, para melhor determinacao
de prognéstico e monitoramento das mulheres, assim como para definir

politicas de saude especificas para populacéo feminina infectada por HIV.
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7 CONCLUSOES

a)

b)

f)

9)

Uma grande variedade de tipos de HPV foi detectada tanto entre as
mulheres soropositivas quanto nas mulheres soronegativas para HIV.
Taxas similares foram encontradas entre os numeros de tipos de HPV
nas mulheres soropositivas e soronegativas para HIV.

Tipos de baixo e alto risco foram determinados nas duas populacfes de
mulheres.

O HPV16 se mostrou o tipo mais prevalente entre as mulheres tanto
soropositivas e quanto soronegativas para HIV.

O HPV13, incomum em infec¢bes do trato genital foi detectado apenas
entre as mulheres soronegativas para HIV.

O numero de casos de coinfeccdo assim como o numero de tipos
diferentes em coinfeccédo foi maior entre as mulheres soropositivas para
HIV.

HPV de alto risco foi encontrado em mulheres com citologia normal e

alterada.
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8 PERSPECTIVAS

a) Analisar os tipos de HPV presentes em populacao geral do estado.

b) Realizar acompanhamento das mulheres soropositivas e soronegativas
para HIV que foram positivas para tipos de HPV de alto risco com ou

sem lesdo para que se possa inferir sobre a evolugcdo desses casos.

c) Analisar a integracdo do genoma do HPV dos tipos mais prevalentes na
regido, para que se possa discutir a respeito da importancia desse
mecanismo na evolugdo da infeccdo e do desenvolvimento de lesbes

causadas pelo virus.

d) Estudar as variantes do HPV 16 presentes na regido e correlaciona-las

com a citologia.
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ABSTRACT

Given the causal relationship between specific types of HPV with cervical
cancer and precursor lesions, it is important to identify the viral type involved.
The aim of this study is to access the prevalence of HPV types in HIV
seropositive and seronegative women. Accordingly, 77 HPV positive cervical
samples were obtained from 284 women (seropositive (n=112) and
seronegative (n=172) for HIV) who attended a Sexually Transmitted Infection
clinic, in Vitoria, Southeastern Brazil. Viral DNA was amplified by PCR using
MY09/MY11 degenerated primers and the genotyping was performed by
Restriction Fragment Length Polymorphism. Seventy five out of the 77 HPV
samples were genotyped: 6, 11, 13, 16, 18, 26, 31, 31b, 32, 33, 34, 35, 52, 53,
55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 71, 81, 83, 84. The most prevalent type was
HPV16 followed by HPV types 6, 11 and 53. Fifty five percent and 45%
belonged to high and low risk types, respectively. High risk types corresponded
to 59% and 54.5% of the HPV detected in HIV seronegative and seropositive
women, respectively. The uncommon HPV 13 type in cervical samples was also
observed in this study. The oncogenic types were more common in the HIV
seronegative samples and the number of cases with multiple infections was
similar for the two groups. HPV typing is not only important clinically for the
establishment of monitoring and treatment of a patient, it also provides
knowledge of the viral types circulating in a population, which is of interest in the

development of prevention and treatment programs for this disease.

Key words
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INTRODUCTION

Human papillomavirus (HPV) are major sexually transmitted infectious agents
(2) and they are the second most common cause of cancer death among

women; they are associated with cervical cancer in 99.7% of cases (28).

HPVs are classified into more than 100 types (33), nearly 40 of them cause
anogenital infection (56) and they are divided into low risk (LR) or high risk (HR)

according to their association with cervical cancer (29).

HPV infection is particularly burdensome for HIV-infected women as it is more
difficult for them to eliminate the virus, which increases the risk of developing
cervical dysplasia and cancer (1, 11, 18, 34). Moreover, recent studies indicate
a higher frequency of high risk types and a more persistent infection in HIV
positive women, in opposition to low risk types found in HIV negative women,

other than cases of co-infection (14, 25).

So, the aim of the present study is to determine the frequency of HPV types in

HIV seropositive and seronegative women.
MATERIAL AND METHODS
Cases and Samples

This is a descriptive study using 284 cervical brush samples obtained from HIV
seropositive (n=112) and seronegative (n=172) women, from 14 to 51 years old
(median 29 years old), attending a Sexually Transmitted Infection and AIDS

(STI/AIDS) clinic in Vitoria, Brazil, in the period from March to December of
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2006 (44). Participants were interviewed after providing informed consent.
Enrolled participants underwent a gynecological evaluation and cervical scrape
samples were collected for cytological analysis and HPV DNA polymerase
chain reaction (PCR) as previously described by our group (27). Seventy seven
HPV positive samples were genotyped in this study. From these, 43% (33/77)
were from HIV seropositive women and 57% (44/77) from HIV seronegative.
Five out of the 77 samples were from women with cytological abnormalities; two
and three of them from HIV seropositive and seronegative women, respectively.
Seventy two samples were from women with normal cytology or benign cellular
changes: three with low grade squamous intraepithelial lesions (SIL), one high
grade SIL and one atypical squamous cells of undetermined significance

(ASCUS).
DNA extraction and polymerase chain reaction for HPV

Viral DNA was extracted from the samples by the QlAamp DNA Mini Kit ™
(Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions or by
the isothiocyanate guanidine and silica methodology (7). HPV DNA
amplification was carried out in a final volume of 100 uL, containing 2.5 U of
Taq DNA polymerase enzyme (Invitrogen, Brazil), 40 pmol of each consensus
primer MY09/11, 2.5 uL of reaction buffer 10X (100 mM Tris-HCI pH 8.3, 500
mM KCI), 1.5 mM of MgCl,, and 200 uM of each dNTP (2, 32), following a
amplification program previously described (38). B-globin gene amplification
was used as control for the extraction and DNA integrity.

The reactions were carried out in a Perkin EImer CETUS Thermo Cycler and

the amplicons, stained with 0.5 mg/mL ethidium bromide after electrophoresis

on 1.5% agarose gel, were observed by a gel imaging system (Bio-Imaging
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Systems™). All precautions to avoid cross contamination and PCR inhibition
were observed. Water was included for all extraction and amplification

procedures as a negative control.
HPV genotyping by Restriction Fragment Length Polymorphism

HPV genotyping was carried out using the RFLP methodology, which is able to
detect 44 HPV genital types, as described by Bernard et al. (4). Accordingly, the
product of MY09/11 amplification, quantified by spectrophotometer NanoDrop™
(NanoDrop Technologies), was digested overnight in a separate reaction
containing twenty units of each digestion enzyme BamH |, Dde |, Hae lll, Hinf I,
Pst I, Rsal and Sau3A | (Promega, Madison, WI, USA). The fragments were
revealed by electrophoresis on 3% agarose gel stained by ethidium bromide, as
mentioned before, or on acrylamide gel stained by silver nitrate, and compared

with the fragments described by Bernard et al., (4) for analyses of the HPV type.
ETHICS

All experiments were performed in compliance with relevant laws and
institutional guidelines and in accordance with ethical standards. The
researchers obtained approval for the study from the Ethical Research
Committee of the Health Science Center of the Federal University of Espirito

Santo. All the women gave their free and informed consent.
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RESULTS

To determine the HPV infectious type, the HPV DNA of all samples was
amplified by PCR. The RFLP technique genotyped 75 out of the 77 samples,
the two remaining samples showed indeterminate types. Twenty six different
types were found, among them the most prevalent were types 16 (20%),

followed by types 6 (12%), 11 and 53 (10.6%) (Figure 1).

In HIV positive women 18 different HPV types were detected, the most
prevalent types were 16 (18.2%), 6, 11 and 31 (12% each), while in HIV
negative women 19 different types were found; and the most frequent were
HPV16 (20.5%), 6 and 53 (11.4% each). Among the HPV types determined,
55% (n=44) were high risk and 45% (n=36) were low risk types, including the
types found in co-infection cases. High-risk HPV types were present in low SIL,
high SIL and ASCUS out of the five cases with cytological abnormalities (Table

1).

HIV seronegative women showed 59% of high risk types (26/44) and HIV
seropositive women 54.5% (18/33). HPV types were not determined in two
cases, both in HIV negative women. Thirteen cases of multiple infections were
observed, seven of them occurred among HIV positive women. Out of the total,
ten cases had two HPV types and three, three distinct HPV types. The
genotypes observed in co-infection were: 6, 11, 13, 16, 26, 31, 33, 52, 53, 55,

56, 61, 62, 71 and 81.
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DISCUSSION

It is of great importance to establish the types of HPV circulating in different
regions especially in order to be able to follow up the effectiveness of the
quadrivalent and bivalent vaccines commercially available (20, 54). There are
few studies concerning HPV types in the Espirito Santo region, and the studies
that have been carried out employed a low number of samples (17) or used a
PCR with specific primers targeting only seven distinct types (27). In contrast
this study used a larger number of samples were used in this study and the
RFLP technique, which is able to detect 44 types of HPV that infect mucosa,
was used. The results obtained in this study revealed that 76% of the women
would not be protected by the quadrivalent vaccine and 84% of them would not
be protected by the bivalent vaccine, unless cross-protection with the closest
phylogenetical HPV-type occurred. The cross-protection was described for
HPV31 and HPV45, which are types related to HPV16 and HPV 18 (6).
However, studies concerning cross protection are limited by the time and

amplitude of vaccine usage compromising conclusions in this matter.

This study also describes a higher prevalence of the HPV16 type (16%).
Although different types of HPV show a variable geographic distribution (12),
HPV16 is usually indicated as the most prevalent type in South America, Asia
and Europe in general, as in Brazil (8, 9, 12, 39, 41, 43, 44, 52, 53). In Sub-
Saharan Africa HPV16 was the second most prevalent (12) and in several other

studies showed varied prevalence, but it is usually high (15, 25, 35, 46, 55, 47).

Studies had shown that HIV seropositive women are normally infected by high

risk HPV types different from 16 and 18 (47, 23, 25, 26, 31). However, the
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present study demonstrated HPV16 as the most prevalent type among both HIV
positive and HIV negative women, which may be due to a regional distribution
feature of this HPV type. Moreover, other studies such as Tanzi et al. (51)
identified HPV 16 in HIV positive women as the most prevalent type among
those with and without cytological alterations. The higher prevalence of HPV16
in HIV negative women has already been described, and this type accounts for

55% of cervical cancer cases in the world (48).

Since HIV infected women are susceptible to opportunistic infections, it is not
surprising that HPV types are more prevalent in HIV-positive women (34). Also
the vast majority of studies show that individuals infected with HIV have a
higher prevalence of high-risk HPVs (24, 37, 51). Minkoff et al. (36) reported a
level of oncogenic types three times higher in HIV-positive women. However in
the present study similar levels of HPV types were found in both populations,

although slightly higher among HIV-negative women (59% vs. 54.5%).

In HIV-infected women there is an increased risk of HPV infection and
squamous intraepithelial lesions (SIL), the precursor of cervical cancer (45, 50).
In this study, SIL cases were similar in HIV seropositive and seronegative
women, a fact also observed by Luchters et al. in 2010 (30). Moreover the
cases of abnormalities were infected by only one HPV type, a not uncommon
fact. Fernandes et al., 2008 (16) reported single infection in more than a half of
the cases with abnormalities. Samples from women with cervical lesions were
infected similarly with high risk and low risk HPV types. It is interesting that
many cases of normal cytology were infected by high risk HPV types. These
women have a greater chance of developing persistent infection, which can

remain asymptomatic for an undetermined period.
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The most prevalent types after HPV16 were 6 (9.7%), 11 and 53 (8.6%), which
are normally present in Brazilian studies (8, 9, 19, 25, 39, 41, 43, 44, 52), but
less frequent in other countries like South Africa, Jamaica, Australia and Ireland

(35, 55, 47, 49).

The rate of undetermined types found in this study was low (2.2%), which is due
to the RFLP technique used that is able to identify 44 of the 50 types of HPV
that infect the mucosa. Other studies using the same methodology found rates
of 4.3% to 36.4% of undetermined types (17, 40, 41), while the percentage of
these undetermined types varied from 4.2% to 45.1% with the following
techniques: AMPLICOR associated to Linear Array, Dot Blot, Linear Array, Kit

Papillomavirus Clinical Arrays®, PCR with specific primers (15, 21, 27, 46, 55).

Unexpectedly, in this study HPV13 was found in 4.3% of the samples. This is a
rare low risk type, related to HPV6 (13, 21), well-known to be associated with
focal epithelial hyperplasia (3) and unusually found in studies infecting the
genital tract. lllades-Aguiar et al. (22) found this type in 0.1% of low grade
squamous intraepithelial lesion samples, in Mexico. These low percentages of
HPV13 could be partially explained by the fact that various techniques of
genotyping of HPV are not able to determine this type or due to the uncommon
distribution of this type. Unfortunately, the cervical secretions in our study were

not enough to sequence those samples to confirm the presence of this HPV

type.

HPV type 32 was found in 1% of the samples in the present study and, similar

to HPV13, is a major cause of focal hyperplasia epithelial (3). On the other
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hand, this type is more commonly found infecting the genital tract (10, 21, 22,

42), including in the region of this study (17).

The present study showed a similar number of co-infection cases in HIV-
positive and HIV-negative women (7 versus 6) and the maximum number of
types found was three. In contrast Levi et al. (25) demonstrated in their study
78.9% of multiple infections with up to 10 different types of HPV in HIV-positive
women. Other studies show similarly large number of multiple infections in HIV-

positive women (14, 51).

Further studies are extremely important to establish the HPV type in different
regions, not only for following up the effectiveness of vaccines released for sale,
but also to determine the best prognosis and monitoring of these women, as
well as defining specific health policies for the female population infected with

HIV.
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Figure 1. Prevalence of the HPV types identified by Restriction Fragment
Length Polymorphism in HIV seropositive and seronegative women, attending
the STD-Aids clinic in Vitéria, Southeastern Brazil, between March and

December 2006.
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Table 1: Cytologic abnormalities and HPV type involved in HIV seropositive and
seronegative women, attending the STD-Aids clinic in Vitéria, Southeastern

Brazil, between March and December 2006.

Cytology HPV types* HIV

Low SIL 6 (LR) Negative
Low SIL 33 (HR) Negative
Low SIL 13 (LR) Negative
High SIL 66 (HR) Positive
ASCUS 31 (HR) Positive

LR: Low Risk; HR: High Risk



