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RESUMO

O Papilomavirus Humano (HPV) e Chlamydia trachomatis
(CT) sdo responsaveis pelas Doencas Sexualmente transmissiveis, de
origem viral e bacteriana, mais prevalentes na populacdo sexualmente
ativa. O HPV desempenha papel central na etiologia de praticamente
todos os casos de cancer cervical, entretanto, admite-se que outros
fatores possam, conjuntamente com o virus, modular o risco de
transicdo da infeccdo cervical para a malignidade. Além do HPV,
diversos estudos estdo considerando a CT como um cofator no
desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais cervicais e outras
alteracdes celulares significativas em mulheres com histérico de
infeccdo por HPV. Diante disto, o objetivo deste estudo foi estimar a
prevaléncia de HPV, CT e a coinfeccdo HPV/CT por métodos
moleculares (PCR-multiplex, microarray, RFLP e sequenciamento) em
amostras cervicais de mulheres atendidas no Sistema Unico de Satde da
cidade de Sdo Miguel do Oeste/SC. Trata-se de um estudo transversal,
cujo desfecho é a positividade ao HPV e a CT. Durante o periodo de
novembro de 2011 a marco de 2013, foram coletadas amostras cervicais
de 325 mulheres sexualmente ativas e que procuraram o servico de
salde para rastreio rotineiro do cancer cervical. As amostras foram
submetidas a PCR-multiplex padronizada neste estudo, utilizando os
conjuntos de iniciadores PGMY0911, CTP1/CTP2 e PCO3/PCO4. As
amostras positivas para HPV foram submetidas a técnica de PCR-RFLP
(Polimorfismo dos Fragmentos de Restricdo), microarray e
sequenciamento. A prevaléncia do DNA de HPV foi de 24,6% na
amostra estudada. Ja em relacdo a CT a prevaléncia foi de 11,1% e 4,6%
da amostragem total, apresentando coinfec¢do para HPV/CT. Observou-
se associacdo do HPV com as seguintes varidveis: citologia (p<0,001),
idade (p=0,001), idade de inicio da atividade sexual (p= 0,008) e o0 uso
de anticoncepcional oral (p=0,048). Encontrou-se associacdo entre a CT
e 0 numero de parceiros ao longo da vida (p=0,048). Observou-se
associacdo entre as variaveis: idade (p=0,006) e uso de anticoncepcional
oral (p=0,011) com a presenca da coinfeccdo HPV/CT. A genotipagem
das amostras pelas trés metodologias (RFLP, sequenciamento e
microarray) identificou 32 gendtipos diferentes de HPV, dentre eles o
16, 39, 53, 68 e 56 foram o0s mais prevalentes. A PCR-multiplex,
padronizada neste estudo, mostrou-se Util no rastreio simultineo do
HPV e da CT, assim como a metodologia PCR-RFLP apresentou um
bom desempenho para a identificacdo concomitante de até dois tipos de



HPV em uma mesma amostra. O sequenciamento mostrou-se uma
excelente ferramenta para a identificacdo de infec¢fes por um Unico tipo
viral, enquanto o Papillocheck® foi o método capaz de detectar amostras
polinfectadas. A PCR-multiplex associada a PCR-RFLP pode ser
utilizada como um método de rastreio e identificacdo de gendtipos de
HPV em infeccBes simples ou como discriminatério entre infecgdes
simples ou multiplas, enquanto que a analise por uma metodologia com
maior poder discriminatdrio, pode ser utilizada como método
complementar, principalmente em locais com poucos recursos
financeiros. Embora a sensibilidade do RFLP tenha sido inferior ao
desejavel para a maioria dos tipos virais, o alto valor preditivo negativo
desta metodologia define sua utilidade no rastreio do HPV, visto que
resultados negativos em metodologias com elevado valor preditivo
negativo sao confiaveis.

Palavras chave: Papillomavirus Humano, Clhamydia trachomatis,
coinfeccdo, PCR, PCR-RFLP, microarray.



ABSTRACT

The Human Papillomavirus (HPV) and Chlamydia trachomatis (CT) are
responsible for the most prevalent sexually transmitted disease caused
by virus and bacteria. HPV has a central role in the etiology of virtually
all cervical cancers; however it is believed that other factors may also
modulate the risk of a cervical infection progress to malignancy. Many
studies consider CT as a cofactor in cervical intraepithelial neoplasia
development as well other significant cell abnormalities in women with
history of HPV infection. The aim of this study was to estimate the
prevalence of HPV, CT and HPV/CT coinfection by molecular methods
in cervical samples from women attending public health services at Sdo
Miguel do Oeste/SC. This is a cross-sectional study and the outcomes
are positive results to HPV, CT or HPV/CT coinfection. A total of 325
cervical samples were collect from sexually active women seeking
cervical cancer screening from November 2011 to March 2013. HPV,
CT and coinfections were detected by PCR-multiplex using the
consensus primers, PGMY0911, CTP1/CTP2 e PCO3/PCO4. HPV-
positive samples were typed by PCR-RFLP, microarray and sequencing.
The HPV, CT and HPV/CT prevalence were 24.6%, 11.1% and 4.6%
respectively. Statistics associations were observed for HPV with the
variables cytology (p<0,001), age (p=0,001), first sexual intercourse (p=
0,008) and oral contraceptive use (p=0,048). There was a significant
association between CT and number of partners along the life and age (p
= 0.006), and oral contraceptive use (p = 0.011) with HPV/CT
coinfection. A total of 32 HPV different genotypes were identified by
RFLP, microarray and sequencing and the most prevalent types were 16,
39, 53, 68 and 56. The multiplex-PCR proved to be useful to
simultaneously detect HPV and CT. The RFLP showed good
performance to identify up to two viral types in the same sample. The
sequencing methodology proved to be an excellent tool for the
identification of a single viral type, while the Papillocheck® was the best
method for samples infected for more than two viral types. The PCR-
RFLP has a high predictive negative value and can be used as a
screening method. To samples with more than two viral types a
complementary methodology with high discriminatory power can be
used. Alternatives protocols like combination of a cheap in house RFLP
and an expensive commercial methodology with high discriminatory
power can be used, specially in places with few financial resources to
ensure best quality to screening.



Keywords: Human Papillomavirus, Clhamydia trachomatis,
coinfection, PCR, RFLP, microarray
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1 INTRODUCAO

O Papilomavirus Humano (HPV) e Chlamydia trachomatis
(CT) sdo responsaveis pelas doencas sexualmente transmissiveis
(DSTs), de origem viral e bacteriana mais prevalentes na populagédo
sexualmente ativa. Ambos infectam pele, mucosas, trato genital
masculino e feminino, desenvolvendo lesdes benignas que podem
evoluir para a malignidade no caso do HPV e para salpingite, doenca
inflamatdria pélvica e infertilidade no caso da CT (KALAKUN;
BOZZETTI, 2005, TAO; HOOVER; KENT, 2012).

A infeccdo persistente pelo HPV é considerada a principal
causa do cancer de colo do Utero e atualmente est4 sendo fortemente
relacionada ao cancer vaginal, vulvar, peniano e anal. E responsavel por
90% dos canceres do canal anal, 40% dos canceres vulvar e peniano e
12% dos canceres de orofaringe (ALBA et al. 2009).

O HPV desempenha papel central na etiologia de praticamente
todos os casos de cancer cervical, entretanto, embora sendo uma causa
necessaria, muitas vezes nao é suficiente para o desenvolvimento do
cancer cervical. Admite-se que outros fatores conjuntamente com o
virus modulem o risco de transicdo da infeccdo cervical para a
malignidade (SCHIFFMAN et al., 2011).

Além do HPV, diversos estudos estdo considerando a CT como
um cofator no desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais cervicais
(NICs) e outras alteracfes celulares significativas em mulheres com
historico de infeccdo por HPV (TAMIM et al., 2002; SMITH et al.,
2002; KULASINGAM, et al., 2002; CUSCHIER]I, et al., 2004).

Na maioria das mulheres (70% a 75%) e em mais de 50% dos
homens, as infec¢bes por HPV e CT cursam de forma assintomatica.
Assim, esses micro-organismos podem ser considerados bem adaptados
ao ser humano, uma vez que conseguem multiplicar-se sem causar
respostas exacerbadas do organismo e, consequentemente, apresentam
dificuldades para o seu diagnostico (BRASIL, 1999, 2006; WHO,
2012).

A infeccdo persistente por CT parece ter papel facilitador na
carcinogénese cervical por meio das heat shoch proteins 60 (HSP60).
Essas proteinas sintetizadas por CT tém acgdo antiapoptética durante a
infeccdo persistente, facilitando a atuacdo das oncoproteinas em células
simultaneamente infectadas por HPV de alto risco (HPV tipo 16 e 18)
(DI FELICE et al., 2005). Entretanto, a magnitude da associagdo entre
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CT e lesBes intraepiteliais cervicais ainda ndo foi esclarecida
(OLIVEIRA et al., 2008).

Dados da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) mostram que
as DSTs sdo a segunda enfermidade que mais acomete as mulheres entre
15 e 44 anos nos paises em desenvolvimento (WHO, 2005). Em relagéo
a CT mais de 100 milhGes de homens e mulheres estdo infectados
(WHO, 2012), e esta infeccdo é comumente relatada como uma das
DSTs mais prevalentes nos paises desenvolvidos, com mais de 1,2
milh&es de casos registrados nos Estados Unidos em 2009 (CDC, 2011).
O diagndstico dessa infeccdo aumentou significativamente ao longo da
Gltima década (VICKERS; OSGOOD, 2010), principalmente pela
inclusdo de métodos moleculares no rastreamento, entretanto, existem
evidéncias de que a prevaléncia também esteja aumentando na
populacdo de alguns paises tais como Australia (O’ROUKE et al., 2009;
VODSTRCIL et al., 2011) e Suécia (GOETZ et al., 2002).

A infeccdo por CT se ndo tratada pode causar significativa
morbidade, particularmente em mulheres, se a infeccdo ascender da
ectocérvice para o trato genital superior causando a doenca inflamatéria
pélvica (DIP). Esta por sua vez pode causar cicatrizes nas tubas uterinas
elevando a possibilidade de ocorrer gravidez ectopica, infertilidade
tubaria e dor pélvica crénica (PEIPERT, 2003; HAGGERTY et al.,
2010). A CT pode aumentar o risco de transmissdo do HIV e pode
causar inflamacdo dos testiculos no homem. Além disso, a infeccdo
genital em mulheres gravidas pode causar prematuridade e baixo peso
em recém-nascidos e também pode ser transmitida para o bebé durante o
parto, causando infec¢des oculares e pulmonares no recém-nascido
(HOCKING et al., 2013).

O cancer de colo do Utero representa o segundo cancer mais
comum entre as mulheres no mundo, superado apenas pelo cancer de
mana. E uma doenca que pode ser prevenida, se as lesdes pré-cancerosas
forem detectadas em estagios precoces. As estimativas mundiais sobre
incidéncia e mortalidade por cancer prevéem 530.000 novos casos/ano e
mais de 270.000 oébitos, sendo sua maior incidéncia em paises em
desenvolvimento (WHO, 2013b). A prevaléncia mundial de infec¢tes
genitais por HPV é cerca de 440 milhdes. As maiores taxas de
incidéncia estimada de cancer do colo do Gtero ocorrem na Africa,
América Central e do Sul e Asia (WHO, 2013b).

No Brasil, o cancer de colo do Utero é o terceiro tumor mais
frequente na populago feminina, atras apenas do cancer de mama e do



29

colorretal, e a quarta causa de morte de mulheres por cancer no Brasil.
Por ano, faz 4.800 vitimas fatais e apresenta incidéncia 18.430 casos
(BRASIL, 2013b). No pais, existe uma grande variacdo nas taxas de
incidéncia, sendo as maiores nas regides Norte, Nordeste e Centro-
Oeste. Dos cinco Registros de Cancer de Base Populacional (RCBP) em
funcionamento no pais, o cancer de colo do Utero foi o tumor mais
incidente em Belém e Goiania, ficando em segundo lugar em Fortaleza,
Campinas e Porto Alegre. No sistema atual, mais de 70% das pacientes
diagnosticadas com cancer de colo do Utero apresentam a doenga em
estagio avancado ja na primeira consulta o que limita, em muito, a
possibilidade de cura. De todas as mortes por cancer em mulheres
brasileiras da faixa etaria entre 35 e 49 anos, 15% morrem devido ao
cancer de colo do utero (BRASIL, 2013b). No Brasil a infecgdo por CT
ndo esta incluida entre as DSTs de notificacdo compulséria e nao existe
um programa de rastreio para esta infec¢do. Estima-se que ocorram
cerca de 1.967.200 novos casos de clamidia a cada ano (WHO, 2001).
No entanto, os dados existentes na literatura sobre a infeccdo pela
clamidia no Brasil sdo referentes a amostras pequenas, geralmente
especificas de um servico de satde ou de um municipio, carecendo de
estudos envolvendo as diferentes regifes do pais (JALIL et al., 2008;
PIAZZETA et al., 2011).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Estimar a prevaléncia de HPV e Chlamidia trachomatis por
métodos moleculares e a coinfeccdo HPV/Clamidia em amostras
cervicais de mulheres atendidas no Sistema Unico de Satde (SUS) da
cidade de Sdo Miguel do Oeste — SC.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar a PCR multiplex utilizando os conjuntos de iniciadores
consenso, PGMY09/11 para a deteccdo do HPV, CTP1/CTP2 para a
deteccdo da CT e como controle interno os iniciadores PCO3/PC04 para
deteccdo do gene da beta-globina humana;

e Padronizar a técnica de PCR utilizando os iniciadores consenso
PGMYQ09/11 para a obtencdo de controles positivos por meio da
clonagem para o diagndstico do HPV;

e Padronizar a técnica de PCR-RFLP para a identificacdo dos tipos de
HPV na populacéo estudada;

e Sequenciar os perfis de HPV obtidos pelo PCR-RFLP;

e Utilizar a metodologia comercial de microarray (PapilloCheck®)
para comparar com os resultados obtidos pela metodologia de PCR-
RFLP;

e Comparar os resultados da citologia com os resultados da PCR,
PCR-RFLP e microarray (PapilloCheck®);

e Padronizar a técnica de PCR utilizando os iniciadores consenso
CTP1/CTP2 para a obtencdo de controles positivos por meio da
clonagem para o diagndstico da clamidia;

e Correlacionar os resultados obtidos pela PCR-RFLP para deteccdo
do HPV com os obtidos para o diagnéstico de clamidia.

e Auvaliar os fatores de risco associados a infeccdo pelo HPV e pela
CT.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PAPILOMAVIRUS HUMANO - HPV

Os papilomavirus sdo pequenos virus ndo envelopados,
envolvidos por um capsideo de formato icosaédrico de
aproximadamente 50nm de didmetros. Pertencem a familia
Papillomaviridae capazes de infectarinimeros vertebrados, incluindo o
homem (BERNARD, et al., 2010).

3.1.1 Estrutura do Genoma Viral

O genoma do HPV é formado por uma molécula de DNA de
dupla fita circular com aproximadamente 8 mil pares de bases (pb) que
codifica aproximadamente 300 mil daltons de proteinas. Seu genoma
pode ser dividido em trés regides principais: uma regido de controle
(LCR-long control region), uma regido “E” precoce (E-early) e uma
regido “L” tardia (L- late) (Figura 1). A regido LCR corresponde a 15%
do genoma e contém os genes promotores envolvidos na transcricao e
replicacdo viral. Essa regido é dividida em dois dominios principais: o
RE2, que contém a origem de replicacdo e é regulada pela presenga da
proteina viral E2 e o dominio EC (cellular enhancer), um potente
promotor da transcricdo viral que é exclusivamente regulado pelos
fatores de transcricdo da célula. Os promotores iniciais da replicacdo
viral sdo encontrados no dominio R2F no momento em que 0s
oncogéneses E6 e E7 sdo transcritos (COLE, DANOS, 1987; ALBA et
al., 2009).

A regido precoce “E” (Early) representa 45% do genoma viral e
possui sete janelas de leitura aberta, as quais codificam as proteinas nédo
estruturais E1, E2, E3, E4, E5, E6 e E7 que estdo envolvidas no controle
da replicacdo do DNA viral e indugdo da malignidade nas células
hospedeiras. O gene E1 est4 envolvido na replicacdo do DNA viral na
forma epissomal; o gene E2, desempenha o papel mais importante no
ciclo viral, uma vez que tem a capacidade de suprimir ou ativar 0s
promotores virais envolvidos na sintese de E6 e E7. Em baixas
concentraces, E2 é ativador da transcricdo viral, enquanto que, em
concentracOes elevadas, reprime a transcri¢cdo. A perda da expressdo de
E2 est4 relacionada ao aumento da proliferacéo celular induzida por E6
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e E7 e ao desenvolvimento do carcinoma cervical. Até o0 momento, ndo
se conhece o papel do gene E3 no ciclo viral. O gene E4 esté4 envolvido
na maturacdo das particulas virais e na alteracdo da matriz intracelular
(formagdo do coildcito) (HUMBBERT; SEDMAM; SCHILLER, 1992;
ALBA et al., 2009). O gene E5 ¢é expresso como parte do processo de
replicacdo inicial, também ¢ inibidor da apoptose e mantém as células
epiteliais cervicais em constante replicacdo. Pouco se sabe sobre a
funcdo e atividade especificas de E5, entretanto, este gene esta
envolvido em eventos iniciais da infecgdo e tem um papel desconhecido
nas fases tardias de replicacdo viral. A expressdo de E5 também esta
associada com a regulacdo negativa do Complexo Principal de (MHCI)
sugerindo o papel de E5 na evasdo viral da imunidade celular
(IBEANU, 2011). A perda ou mutacdo dessa regido evita a replicacdo
do DNA na forma epissomal e favorece a integracdo do DNA na célula
hospedeira (HUBBER; SEDMAN; SCHILLER, 2002; ALBA et al.,
2009).

Os genes E6 e E7 estdo envolvidos no estimulo da proliferagéo e
transformacdo celular, ou seja, eles agem como oncoproteinas virais,
capazes de imortalizar os queratindcitos. Essas funcdes de E6 e E7 estdo
relacionadas estritamente aos tipos de HPV oncogénicos (HUBBER,
SEDMAN, SCHILLER, 2002; ALBA et al., 2009).

A regido tardia “L” (late) corresponde a 40% do genoma e
contém dois genes que codificam as proteinas estruturais do capsideo
viral: L1, altamente conservada entre os diferentes tipos de HPV, e L2
especifica para cada tipo viral (HUBBER, SEDMAN, SCHILLER,
2002; ALBA et al., 2009).
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Figura 1: Representacdo esquematica do genoma do HPV. Adaptado
de MUNOZ et al., 2006.
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3.1.2 Classificagdo do HPV

Os papilomavirus compreendem um grupo de virus distintos
gue podem infectar uma infinidade de vertebrados, incluindo o homem,
aves e répteis, sendo os Papilomavirus Humanos (HPVS) os mais
estudados. De acordo com o International Committe on the Taxonomy of
Viruses (ICTV), o HPV pertence & familia Papillomaviridae, géneros
papilomavirus Alfa, Beta, Gama, Delta, Kappa, Lambda, Um, Nu e
Zeta, classificados de acordo com diferencas nas suas sequéncias
nucleotidicas. O género Alfa é clinicamente mais importante, pois
compreende os virus que infectam a mucosa genital e orofaringea e
incluem os tipos oncogéncios associados ao cancer cervical (DE
VILLIERS et al., 2004; BERNARD, et al., 2010).

A classificacdo do HPV em tipos é baseada na sequencia
nucleotidica das regiGes de leitura aberta (Open Reading Frame) do
gene L1. Um novo tipo é identificado quando a variacdo da sequéncia
nucleotidica é maior que 10%, variacGes entre 3-10% sédo consideradas
subtipos, enquanto as variantes diferem menos que 3% e tipicamente
apresentam variagdo em um Unico nucleotideo. Os papilomavirus séo
denominados pela abreviagdo HPV seguida por um nimero & medida
gue um novo tipo é descoberto (DE VILLIERS et al., 2004;
SCHIFFMAN et al., 2010).
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Mais de 200 tipos de HPV ja foram descritos até o
momento, sendo que cerca de 45 infectam o trato anogenital. Os tipos 6,
11, 13, 27, 28, 29, 32, 40, 42, 43, 44, 54, 57, 61, 62, 64, 70, 71, 72, 74,
78, 81, 83, 84, 86, 87, 89 e CP6108 sdo classificados como baixo risco
oncogénco por estarem associados a lesGes benignas e condilomas
acuminados; os tipos 26, 53 e 66 sdo classificados como potencialmente
oncogénicos; enquanto os tipos 16, 18, 30, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 67, 68, 69, 70, 73, 82, 85, 91 sdo classificados como alto
risco oncogénco por estarem associados a lesdes pré-cancerosas e ao
cancer do colo do Utero (MUNOZ et al., 2003; DE VILLIERS et al.,
2004; BERNARD, et al., 2010).
Recentemente, a International Agency for Research on Cancer
(IARC) classificou 12 tipos de HPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 como carcindgenos grupo 1 (oncogénicos ou alto risco)
(BOUVARD; BAAN; STRAIF, et al., 2009) por estarem associados a
lesbes pré-cancerosas e ao cancer cervical (MUNOZ et al., 2003;
MUNOZ et al., 2006). Como podem ser observados na Figura 2, esses
12 tipos de HPV originam-se de quatro espécies de um Unico ramo do
género alfa da arvore evolutiva do Papilomavirus Humano. O mesmo
ramo evolutivo inclui o HPV 68, classificado pela IARC como
carcindégenos do grupo 2A (provavelmente carcinogénicos para a
espécie humana) e os tipos 67, 34, 73, 70, 85, 26, 69, 82, 30, 53 € 66
como carcindgenos do grupo 2B (raramente carcinogénicos) (LI et al.,
2011).
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Figura 2: Evolugdo dos tipos de Papiloma virus Humano (HPV)
associados a carcinogénese.
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As espécies do género alfa (esquerda) infectam as mucosas anogenitais e a cavidade
oral. A arvore filogenética é baseada no alinhamento de regides de leitura aberta do
gene “E” (early) e “L” (late). Os tipos de HPV em azul (correspondem as espécies
al, a8 010 e al3), sdo responsaveis pela formagdo das verrugas genitais. Os tipos de
HPV em verde (correspondem as espécies a2, a3 a4 e al5), sdo responsaveis por
infecgdes comensais. Os tipos de HPV em vermelho (correspondem as espécies a5,
a6 a7, a9 e all) (mostrados em detalhes a direita) estdo associados aos diferentes
graus do cancer cervical e das neoplasias intraepiteliais cervicais de grau 3 (NIC 3).
Os oito tipos que sdo mais comumente associados ao cancer cervical pertencem as
espécies a9, ou, em menor extensdo, a a7. A classificagdo dos tipos de HPV esta de
acordo com a International Agency for Research on Cancer (IARC) (BOUVARD V,
BAAN R, STRAIF K, et al, 2009): grupo 1: carcinogénicos, grupo 2A:
provavelmente carcinogénicos e grupo 2B: possivelmente carcinogénicos. Adaptado
de SCHIFFIMAN et al., 2011.
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Os quatro principais tipos relacionados a lesdes genitais sdo 0s
HPVs 6, 11, 16 e 18. O HPV 6 foi descoberto em 1982 em um tumor
genital (o raro tumor Buschke-Lowenstein), embora seja tipicamente
encontrado em verrugas genitais benignas (condilomas acuminados).
Em 1983, os HPV 11 e 16 foram relacionados a lesdes cervicais.
Posteriormente o HPV 16 foi isolado de papillomas de laringe e
verrugas genitais (ZUR HAUSEN, 2009). Desde entdo, inimeros
estudos moleculares tém demostrado que o HPV 6 e 11 estdo presentes
em cerca de 90% das verrugas genitais benignas. Em contraste, os HPVs
16 e 18 sdo relacionados a persisténcia e progressdao de lesdes
intraepiteliais de alto grau (HSIL), lesbes pré-cancerosas e na maioria
dos canceres cervicais invasivos. Eles sdo responsaveis por cerca de 50-
70% e 20-30% respectivamente dos canceres cervicais diagnosticados
no mundo. Os tipos 31, 33, 45, 52 e 58 sdo também oncogéncios, mas
bem menos prevalentes no carcinoma cervical (ZUR HAUSEN, 2002,
2009; CHAUHAN et al., 2009; EINSTEIN et al., 2009).

Outras lesGes malignas do trato anogenital também estédo
frequentemente relacionadas as infeccdes por tipos de HPV de alto
risco, incluindo o céncer de vulva, pénis e anus (EINSTEIN et al.,
2009).

3.1.3 Ciclo de infecgdo do HPV

A infeccdo pelo HPV inicia quando particulas virais entram em
contato com células da camada basal do epitélio escamoso estratificado
(Figura 3) por meio de micro abrassbes ocasionado, muitas vezes,
durante o intercurso sexual. A entrada do HPV nas células ndo esta bem
compreendida, mas acredita-se que ela seja mediada pelo receptor
sulfato de heparina (LETIAN; TIANYU, 2010; GIRGLOU et al., 2001).
Uma vez no interior da célula hospedeira, o nicleo do HPV ¢ desnudo,
seu genoma se estabelece na forma epissomal e replica-se
simultaneamente com o DNA da célula. A replicagdo do HPV ¢
dependente da maquinaria das células cervicais, que sdo subvertidas
pelas proteinas E1 e E2 do HPV (IBEANU, 2011).

A infeccdo inicial de células basais pelo HPV promove a ativacio
dos genes precoces E1 e E2, responséaveis pela ativagdo e manutengdo
da replicacdo viral, o que resulta na producdo de aproximadamente 100
copias de DNA viral epissomal por célula infectada. Essa quantidade de
copias € mantida em células indiferenciadas da camada basal durante a
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infeccdo. As células infectadas com HPV continuam seu processo de
divisdo e a cada ciclo de vida completado, uma das células filhas
permanece na camada basal e continua o processo de replicacdo
enquanto a outra migra para as camadas superficiais epiteliais e inicia o
processo de diferenciacdo celular. As proteinas precoces E5, E6, E7 sdo
expressas e estimulam o crescimento e propagacdo celular a fim de
assegurar um estado constante de crescimento e propagagdo. (LETIAN;
TIANYU, 2010; HAMID et at., 2009).

Na camada suprabasal, 0 genoma viral é intensamente replicado
e as proteinas virais tardias L1 e L2 sdo expressas assim como a proteina
E4 (STUBENRAUCH; LAIMINIS, 1999; HAMID et at, 2009;
LETIAN; TIANYU, 2010). As proteinas L1 e L2 sdo responsaveis pela
formac&o do capsideo viral e postula-se que a proteina viral E4 facilita a
liberacdo do HPV dos queratindcitos (IBEANU, 2011). A partir deste
momento, 0s virions, particulas virais maduras, estdo formados e
prontos para infectar outras células (STUBENRAUCH; LAIMINIS,
1999; HAMID et at., 2009; LETIAN; TIANYU, 2010).

Figura 3: Representacdo esquemdtica do ciclo de vida do HPV e sua
associacdo com a progressdo ao cancer cervical.
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O HPV infecta células epiteliais escamosas da camada basal
através de micro fissuras no epitélio. Apés a infeccdo, inicia-se a
expressao das proteinas precoces E1, E2, E5, E6 e E7 e 0 DNA do HPV
é replicado na forma epissomal (representado por ndcleos roxos). Nas
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camadas superficiais do epitélio, o genoma viral é altamente replicado e
ocorre a expressao dos genes tardios L1, L2 e E4 responsaveis pela
formagdo e liberagdo da particula viral madura (virion) através da
descamacao epitelial e, posteriormente, uma nova infec¢cdo acontece. A
progressao de lesdes ndo tratadas ao cancer cervical estd associada a
integracdo do genoma do HPV ao genoma da célula hospedeira
(representada por ndcleos vermelhos) que culmina na destruicao do gene
E2 e subsequente superexpressdo dos oncogéneses E6 e E7,
promovendo a transformacdo celular e o desenvolvimento do cancer
cervical. Adaptado de WOODMAN et al., 2007.

A grande maioria das infeccdes pelo HPV é benigna e
autolimitada. A progressdo ao cancer cervical ndo faz parte do ciclo de
vida normal do HPV e esta associada a longos periodos de infeccdo com
tipos de HPV oncogénicos (IBEANU, 2011).

3.1.4 Mecanismo da carcinogénese cervical

Na maioria das lesfes pré-cancerosas, 0 genoma do HPV esta
na forma epissomal, enquanto na maioria das infecgdes classificadas
como lesdes de alto grau (HSIL), o genoma do HPV encontra-se
integrado no genoma da célula hospedeira. Em mais da metade dos
canceres cervicais causados por HPV 16 e na maioria dos causados por
HPV 18, 0 genoma viral esta integrado ao genoma da célula hospedeira,
sugerindo que a integracdo em alguns casos contribui para o
desenvolvimento de lesdes cancerosas. Em lesdes contendo DNA do
HPV na forma epissomal, a proteina viral E2 reprime a expressao de
genes precoces como parte do mecanismo de regulagdo da replicagdo
viral (D’SOUZA et al., 2007). A integracdo do DNA viral usualmente
interrompe a expressdo de E2, levando a desregulagdo da expressdo dos
genes virais precoces, principalmente E6 e E7 (DAVIES et al., 1993;
DE VILLIERS et al., 2004), bem como aumento da proliferacédo celular,
um passo crucial para a progressdo ao cancer (CHATURVEDI et al.,
2008). A expressdo das proteinas E6 e E7 promove um aumento da
replicacdo de DNA de HPV integrado e diminui o nimero de cépias de
DNA na forma epissomal. A reintroducdo de E2 em células
cancerigenas HPV positivas que contém somente DNA viral na forma
integrada resulta na senescéncia celular (FAUSCH, DA SILVA, KAST,
2003), indicando que E6 e E7 sdo necessarios para manter o fendtipo
transformado (FERTEY etal., 2011; FORSLUND et al., 2007). Estudos
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sugerem que um importante passo envolvido na carcinogénese cervical
pode ser a coexisténcia de cOpias de HPV na forma epissomal e
integrada (FREGA at al., 2012). A expressdo das proteinas virais E1 e
E2 na forma epissomal pode estimular a replicacdo viral na forma
integrada, induzindo a anormalidades cromossOmicas, ativagdo do
reparo do DNA, aumento da mutacdo celular adquirida, resultando em
instabilidade genémica e eventual progressdo a malignidade (MOODY;
LAIMINS, 2010).

A infeccdo pelo HPV de alto risco oncogénico e a interacdo dos
produtos dos genes precoces E6 e E7, as oncoproteinas virais E6 e E7
compdem o evento inicial na transformacéo celular. O genoma do HPV
interage com as proteinas da célula do hospedeiro rompendo algumas
fungdes bioldgicas e causando desequilibrio na expressdo das
oncoproteinas E6 e E7 nas células basais. As oncoproteinas E6 e E7
atuam sobre proteinas supressoras de tumor, ou seja, a p53 e a proteina
do retinoblastoma pRb, respectivamente. Normalmente, a ligagdo da
pRb com o fator de transcricdo E2F bloqueia a ativacdo do ciclo celular.
Nas células em replicacdo, o E2F é regulado pela fosforilacdo da pRb. A
fosforilagdo da pRb é normalmente inibida pelas quinases ciclina-
dependentes (CdK) (HAEDICK; IFTNER, 2013).

A oncoproteina E7 interage com a pRb de forma analoga a
fosforilagdo mediada pelas CdKs, promovendo sua degradacdo
(GIARRE et al., 2001; DOORBAR, 2006) . Isso resulta na liberacio de
E2Fs e ativacdo do ciclo celular, estimulando o avanco da célula para a
fase S. Em células normais, isso seria contrabalanceado pela ativacdo da
p53 com consequente ativacdo da via de apoptose da célula. Entretanto,
a E6 aumenta a degradacdo da p53 impedindo a apoptose (HAEDICKE;
IFTNER, 2013).

A habilidade em promover a degradacdo da p53 é uma
propriedade exclusiva da E6 de HPVs de alto risco, ressaltando a
importancia deste evento na carcinogénese induzida pelo virus
(MANSOUR et al., 2007; DOORBAR, 2006). Com o E2F livre a E7-
dependente ndo é mediada pela fosforilagdo da pRb, a regulagéo pelas
ciclinas ndo tem efeito no ciclo celular ativado. Como consequéncia,
ocorrera sobre-expresséo de p16'™** (expressa para induzir a apoptose),
pela perda da repressdo habitualmente mediada pelo complexo pRb/E2F
e pela forte ativacdo da E2F livre. Ja que as ciclinas ndo sofrem inibicdo
pela p16™ " os genes da fase S (fase do ciclo celular em que ocorre a
sintese de DNA) sdo continuamente ativados, imortalizando a célula
(SANO et al. 1998; WANG et at., 2004; MANSOUR et al., 2007).
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Outra funcdo de E6 é a ativacdo da enzima telomerase promovendo
mecanismo de imortalizacdo celular (Figura 4) (HAEDICKE; IFTNER,
2013).

Figura 4: O Papel de E6 e E7 de HPV de alto risco no ciclo celular da
célula hospedeira. Adaptado de HAEDICKE E IFTNER, 2013.
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3.1.5 Histdria natural da infecgdo pelo HPV

A infeccdo pelo HPV pode ser clinica, subclinica ou latente. A
infeccdo latente apresenta-se sem crescimento ou evidéncias
microscopicas da presenca do virus. A infec¢do subclinica é marcada
por uma manifestacdo clinica discreta e sua visualizacdo requer
equipamento para melhor examinar a regido. A infeccdo clinica é
definida pela presenca de lessdes. A regressdo espontanea pode ocorrer
em qualquer fase da evolucdo (PASSOS et al., 2008).

Adolescentes e mulheres jovens, com idade inferior a 30 anos,
sd0 mais predispostas a infeccdo pelo HPV. Durante a puberdade,
ocorre 0 processo denominado de metaplasia escamosa que consiste na
transformacéo do epitélio colunar em epitélio escamoso. Neste processo,
grandes &reas escamosas, glandulares e metaplasicas de transicdo séo
formadas e favorecem a infeccdo pelo HPV. Achados histoldgicos e
colposcopicos demonstram que a imensa maioria das transformacgdes
epiteliais iniciais do colo desenvolve-se na zona de transformagdo onde
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ocorre a juncao dos epitélios escamoso e cilindrico (GOMPEL; KOSS,
1997; MOSCICKI, 2005).

Entretanto, a maioria das infeccbes por HPV sdo transitorias
(WANG, 2007), e verrugas genitais clinicamente significativas irdo se
formar em cerca de 1% dos individuos infectados com HPV 6 e 11
(URMAN; GOTTLIEB, 2008). Aproximadamente 70% das novas
infeccBes resolvem-se dentro de um ano, e 91% dentro de dois anos
(WANG, 2007). Somente 25% de todas as mulheres infectadas com
HPV de alto risco irdo desenvolver neoplasia intraepitelial cervical e
menos de 1% vai desenvolver cancer cervical invasivo (WANG, 2007;
URMAN; GOTTLIEB, 2008; MALIK et al., 2013).

O HPV oncogénico é causa necessaria, mas ndo suficiente para
o desenvolvimento do céancer cervical, pois se admite que outros fatores
conjuntamente com o virus modulem o risco de transi¢cdo da infeccdo
cervical para a malignidade (CASTELLSAGUE et al, 2002;
SCHIFFMAN; CASTLE, 2003). Esses fatores envolvem o inicio
precoce da atividade sexual, nimero de parceiros, parceiros sexuais
recentes, e a ocorréncia de parceiros que fazem sexo com outros
parceiros (VELDHUIJZEN et al., 2010), o tabagismo, a baixa ingesta de
vitaminas, o descaso no reconhecimento de sinais e sintomas da doenca,
a inflamagdo crénica da cérvix, a promiscuidade, o uso de
contraceptivos orais e de DIU em detrimento do condom, a coinfeccéo
por agentes infecciosos, tais como o Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV), infeccdo por CT e Herpes Virus simples tipo 2 (SILVA FILHO;
LONGATTO FILHO, 2000; NONNENMACHER et al., 2002;
SCHIFFMAN; CASTLE, 2003; STEBEN; FRANCO, 2007;
THOMISSON, THOMAS, SHROYER, 2008).

O carcinoma do colo de Gtero é mais frequente em mulheres
com idade superior a 35 anos, com um pico de incidéncia na faixa etaria
de 45 a 49 anos, sobretudo porque o tempo médio entre a infeccdo
inicial e a manifestacdo do cancer cervical é de pelo menos 15 anos
(MOSCICKI, 2005; CAVALCANTI; CARESTIATO, 2006, NADAL,;
MANZIONE, 2006).

3.1.6 Histdria natural da infec¢do pelo HPV e carcinogénese cervical

O céncer cervical tem inicio na zona de transformacdo ou
Juncdo Escamo Colunar (JEC). A zona de transformacdo é um tecido
gue circunda o canal cervical e esta localizado onde as células do
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epitélio escamoso da vagina se encontram com as células do epitélio
glandular do canal endocervical. Os HPVs oncogénicos tém tropismo
por células do epitélio metaplasico desse local, as infectam e podem
induzir sua transformacdo a células neoplésicas (MUNOS et al., 2009;
RODRIGUEZ et al., 2010).

O desenvolvimento do cancer cervical é um evento que culmina
de um longo processo de décadas, que tem inicio por meio da infeccéao
aguda com um ou mais tipos de HPV oncogénicos, acompanhado de
persisténcia viral detectavel, progredindo para lesbes pré-neoplésicas e
carcinoma in situ ou invasor. No entanto, pode ocorrer
espontaneamentecom a regressdo das lesdes pré-neoplésicas e com a
eliminagdo da infecgdo pelo HPV (MUNOS et al., 2009; RODRIGUEZ
et al., 2008).

Segundo Rodriguez e colaboradores (2008), metade das novas
infeccOes por HPV séo indetectaveis num periodo de aproximadamente
6-12 meses e mais de 90% das infecgdes serdo eliminadas em poucos
anos. A taxa de eliminacéo da infeccdo € alta nos primeiros meses apés
a infeccdo, mas diminui ao longo do tempo (PLUMMER et at., 2007).

Quando um tipo de HPV oncogénico é detectado pelo teste de
HPV, uma anormalidade citolégica concomitante estara presente em
cerca de um quarto ou um ter¢o do tempo da infeccdo. A maior parte
destas anormalidades é equivoca ou no maximo, de pouca importancia.
Quando se compara uma infeccéo, levando-se em consideracao o tipo de
HPV oncogénico, alteragbes citoldégicas mais graves serdo mais
provaveis em mulheres infectadas com HPV 16. Em geral, o
aparecimento das alteracGes citoldgicas e histologicas decorrentes de
uma infec¢do por um HPV oncogénico séo tardias quando comparadas a
deteccdo do DNA do HPV, que pode ser feita de forma precoce e
permanece evidenciada por um periodo maior (SCHIFFMAN et at.,
2002). No entanto, essas diferengas temporais sutis passam
despercebidas pelos atuais programas de rastreio para o cancer do colo
do Utero (SCHIFFMAN et at., 2011).

Detalhes sobre a resposta imune mediada por células que resulta
na eliminacgdo da infeccéo pelo HPV e sua associagdo com as alteracdes
citolégicas permanecem desconhecidos (STANLEY, 2006). A
eliminac&o aparente do HPV produz uma protecédo celular e/ou humoral
de longo prazo frente a reinfeccdo com 0 mesmo tipo viral, contudo, ndo
se sabe se a protecdo é para a vida toda. Embora o termo eliminacéo da
infeccdo pelo HPV seja utilizado quando um tipo de HPV néo pode ser
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detectado, sabe-se que ele pode néo ter sido completamente eliminado, e
pouco se sabe sobre seu estado de laténcia (SCHIFFIMAN et al., 2011).

A reativagdo do HPV do seu estado de “laténcia” pode ocorrer
mesmo na auséncia de imunossupressdo definitiva (GONZALEZ et al.,
2010). Ela é comum, especialmente em mulheres mais velhas,
entretanto, as lesfes desenvolvidas provavelmente serdo benignas. Em
um robusto estudo desenvolvido na Costa Rica por Rodriguez e
colaboradores (2010), ndo foram observados casos de reaparecimento do
mesmo tipo de HPV com posterior persisténcia e evolugdo a NIC 111,

Em contraste com as infeccdes que sdo eliminadas, as que
permanecem detectaveis por poucos anos, tem um aumento de 5% no
risco de desenvolvimento do cancer. A infeccdo persistente por HPV
esta associada a um risco absoluto alto (maior que 40% para persisténcia
da infeccdo por HPV 16) para o diagnostico tardio de lesdes precursoras
do cancer (NIC Ill). O aparecimento de lesBes clinicas em mulheres
com infeccdo persistente por HPV ¢é gradual (SCHIFFIMAN;
RODRIGUEZ, 2008); lesbes com proliferacdo celular anormal
ocupando o terco inferior do epitélio sdo classificadas como NIC I,
proliferacdo celular anormal ocupando dois tercos do epitélio séo
classificadas como NIC Il, lesbes com proliferacdo celular anormal
ocupando mais de dois tercos do epitélio sdo classificadas como NIC Il
(RICHARD, 1967).

Lesdes classificadas como NIC I, que inicialmente estdo
limitadas a apenas algumas células neoplasicas séo sutis demais para um
diagndstico citologico e colposcdpico. As lesbes NIC Ill crescem de
forma lenta e gradual dentro do epitélio ao longo de varios anos antes de
tornarem-se invasivas (SCHIFFIMAN; RODRIGUEZ, 2008). Néo é
possivel prever se ou quando as lesdes NIC Il irdo tornar-se invasivas.
Os atuais métodos e intervalos de rastreio ndo conseguem identificar o
momento exato em que células persistentemente infectadas irdo evoluir
para uma lesdo NIC Il suficientemente extensa para um diagndstico
(SCHIFFIMAN et al., 2011).

3.1.7 Prevaléncia da infeccéo pelo HPV e cancer cervical

O HPV se constitui a DST mais prevalente no mundo. Estima-
se que mais de 70% das mulheres sexualmente ativas poderdo estar
nfectadas por um ou mais tipos de HPV ao longo da vida. Entretanto,
80% das infecges sdo transitdrias e sdo eliminadas pelo sistema imune
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sem levar a lesdo. Os outros 20% podem progredir para lesdes
precursoras do cancer cervical (ALBA et al. 2009).

A curva de prevaléncia da infeccdo pelo HPV tem um
comportamento em forma de “U”, onde se observa uma elevada
prevaléncia em mulheres jovens, sexualmente ativas, seguida por um
declinio significativo e posterior aumento na prevaléncia ap6s os trinta
anos de idade. Em outros casos, a prevaléncia da infeccio pelo HPV é
alta em mulheres jovens e permanece constante com a idade. Fatores
gue potencialmente contribuem para o aumento da prevaléncia em
mulheres maduras sdo: exposicdo continua a novos parceiros sexuais,
reaparecimento da infecgdo latente ou quiescente, alteracbes na
imunidade, como o declinio da funcdo imune e hormonal em idades
mais avancadas, imunossupressdo causada por coinfecgdo com outros
agentes virais ou parasitarios e cofatores relacionados a microbiota
cérvico vaginal e pH (WHEELER, 2013).

A prevaléncia da infec¢do subclinica pode chegar a 40% em
mulheres que estdo em épocas de maior atividade sexual. Nos Gltimos
anos, ocorreu um aumento significativo da prevaléncia das infeccGes
clinicas como o condiloma acuminado e sua forma de expressao
subclinica. As formas clinicas, frequentemente causadas por tipos de
HPV de baixo risco oncogénico tendem a ser benignas. Estima-se que
uma em cada dez pessoas sexualmente ativas serd acometida por
verrugas genitais durante a sua vida, sendo que o HPV 6 e 11 sdo
relacionados com 90% das verrugas genitais (RODRIGUEZ-
CERDEIRA, 2008; ALBA et al., 2009).

A prevaléncia mundial da infeccdo pelo HPV é estimada em
cerca de 440 milhdes (desses, 291 milhdes sdo em mulheres), tendo
causado 510.000 casos de cancer cervical e aproximadamente 288.000
mortes somente no ano de 2012 (MALIK et al.,, 2013). O HPV ¢
responsavel por cerca de 50% dos casos globais de DST (WHO, 2013).
Na Europa, o cancer cervical é o segundo mais incidente entre mulheres
jovens, atras apenas do cancer de mama (RAMET et at., 2011). Nos
Estados Unidos, sdo diagnosticados anualmente aproximadamente 6
milhGes de novos casos de infec¢do pelo HPV. Avalia-se que naquele
pais pelo menos 50% da populacdo sexualmente ativa é suscetivel a se
infectar com o virus HPV pelo menos uma vez na vida (DUNNE et al.
2007). Estima-se que o cancer cervical acometa aproximadamente
500.000 mulheres a cada ano e mais de 85% dos casos de cancer do colo
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do dtero que ocorrem nos paises em desenvolvimento, 0s quais
concentram 82% da populagdo mundial (DE MARTEL et al., 2012).

No Brasil, estima-se que 9 a 10 milhdes de pessoas estejam
infectadas pelo HPV e que, a cada ano, 700 mil novos casos surjam.
Ocorrem no pais cerca de 20.000 casos de cancer cervical e 4.000
mortes por ano, com um risco médio estimado de 19 casos para 100 mil
mulheres (GIRALDO et al., 2008). Para o Brasil, no ano de 2012,
esperou-se 17.540 casos novos de cancer do colo do Gtero, com um risco
estimado de 17 casos a cada 100 mil mulheres (FACINA, 2011). O risco
para infeccdo pelo HPV ¢é de no minimo 50%, independente do sexo.
Aos 50 anos, a0 menos 80% das mulheres terdo adquirido em algum
momento de sua vida a infeccdo genital pelo HPV (GIRALDO et al.,
2008). Na analise regional no Brasil, o cancer do colo do Utero se
destaca como mais incidente nas regiGes Norte, Nordeste e Centro-Oeste
(FACINA, 2011).

3.1.8 Vacinas

A prevengdo da infeccdo é uma alternativa atrativa e desejavel
para o controle da incidéncia da doenga. Atualmente existem duas linhas
de pesquisa, as vacinas terapéuticas e as vacinas profilaticas. As vacinas
terapéuticas baseiam-se na inducdo da resposta imune celular contra
células que expressam antigenos virais, objetivando a regressdo das
lesbes associadas ao HPV. As proteinas E6 e E7 sdo fortes candidatas
como alvos da maioria destas vacinas, uma vez que Sd30 expressas
constantemente nas células de tumores associados ao HPV
(MANTOVANI; BANKS, 2001; MUNGER, 2001; NADAL,;
MANZIONE, 2006).

As vacinas profilaticas sdo baseadas na indugdo da resposta
imune humoral. Para isso, o0s antigenos utilizados baseiam-se na
proteina estrutural do capsideo viral L1. As vacinas formam uma
estrutura semelhante ao virus e sdo destituidas de material genético, por
isso, sdo consideradas seguras, pois induzem uma forte resposta imune
sem risco de infeccdo. Essas particulas semelhantes ao virus foram
denominadas de VVLPs (Virus Like Particles) e baseiam-se na tecnologia
do DNA recombinante e engenharia genética, em que as VLPs séo
produzidas utilizando-se células de insetos e/ou de leveduras (VILLA et
al., 2005; LOWY; SCHILLER, 2006).
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A agéncia de regulamentacéo de medicamentos Food and Drug
Administration (FDA-EUA) no ano de 2006 aprovou a comercializagdo
da vacina quadrivalente (Gardasil®), produzida pelo Laboratério Merck
& Co, Inc. No mesmo ano, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) aprovou a sua comercializagio no Brasil (VESPA JUNIOR,
2006). A vacina possui as VLPs dos quatro principais tipos de HPV que
infectam a mucosa genital (HPV 6, 11, 16 e 18) (VILLA et al., 2005).
Ela é indicada para meninas e mulheres de 9 a 26 anos na prevenc¢éo do
cancer do colo do Utero, do anus, da vulva e da vagina, causados pelos
HPVs 16 e 18, verrugas genitais, causadas pelos HPVs 6 e 11, lesdes
intraepiteliais cervicais, vulvares e anais, além do adenocarcinoma de
colo do Gtero. E indicada também para meninos e homens de 9 a 26
anos, na prevencdo de cancer de anus causados pelos tipos 16 e 18,
verrugas genitais causadas pelos tipos 6 e 11 e lesdes pré-cancerosas,
causadas pelos tipos 6, 11, 16 e 18. A vacina é administrada num regime
de trés doses durante 6 meses (1° dia, 2° més e 6° més) (FDA, 2006).

Outra vacina profildtica é a vacina bivalente (Cervarix®)
produzida pela GlaxoSmithKline contra os tipos virais 16 e 18. Essa foi
aprovada pela ANVISA no ano de 2008 para comercializa¢do no Brasil.
Ela é composta por VLPs formadas pelas proteinas L1 dos HPVs 16 e
18, conferindo protecdo contra a infec¢do dos tipos de HPV 16 e 18,
principais tipos envolvidos na carcinogénese genital (PASSOS et al.,
2008). O FDA aprovou essa vacina para meninas e mulheres de 9 a 25
anos de idade na prevencgdo de lesbes precursoras da malignidade e do
cancer cervical, ambos causados pelos tipos de HPV 16 e 18. Também é
administrada em trés doses (1° dia, 1° més e 6° més) (CDC, 2010).

O CDC (Centers for Diseases Control e Prevention/EUA)
recomenda esquemas de imunizacdo rotineiros com qualquer uma das
duas vacinas em meninas e meninos de 11 e 12 anos. Entretanto, a
vacinacdo pode iniciar a partir dos nove anos de idade. A vacina
guadrivalente é também recomendada para individuos de ambos os
sexos na faixa etéria de 13 a 26 anos. Esquemas de imunizagdo também
sdo recomendados para homens que fazem sexo com homens e pessoas
imunocomprometidas com idade entre 12 a 26 anos (CDC, 2012).

Ambas as vacinas tém alta eficacia frente a lesdes pré-
cancerosas causadas pelos HPVs 16 e 18. A vacina quadrivalente
também apresentou eficacia elevada contra verrugas genitais causadas
pelos HPVs 6 e 11 e lesbes pré-cancerosas vulvar e vaginal (CDC,
2010). O estudo PATRICIA, desenvolvido para verificar a atividade



49

protetiva da vacina bivalente frente a infeccdo pelo HPV, demostrou que
a eficécia da vacina contra NIC Il+ associada com HPVs 16/18 é de
92,9%, NICII+ associado & HPV 16, de 95,7% e NICII+ associado a
HPV 18, de 86,7%. A eficicia da vacina foi de 54% contra NIC |1+
associada com doze tipos oncogénicos ndo incluidos na vacina. Também
foram observados resultados de protecdo cruzada contra NICII+
associado aos tipos de HPV 31, 33 e 45 (PAAVONEN et al., 2009).

A vacina quadrivalente demostrou 98,2% de eficacia na
prevencdo de NIC II/11l e de adenocarcinoma invasivo causados pelos
tipos de HPV 16 e 18. Quando analisados separadamente a eficicia na
prevencdo das NIC II/111 e adenocarcinoma invasivo causado pelo HPV
foi de 100,% para o HPV 18 e 97,6% para o HPV 16. A vacina
quadrivalente apresentou eficdcia de 100% na prevencdo de lesbes
classificadas como Neoplasias Intraepiteliais Vulvares-VINII/III ou
Neoplasias Intraepiteliais Vaginais- VAINII/III, causadas pelos tipos de
HPV 6, 11, 16 e 18 (KAJER et at.; 2009). Em relagdo a prevencao das
verrugas genitais relacionadas aos tipos de HPVs 6 e 11, a vacina
apresentou 99% de eficacia (FDA, 2013).

Em 1° de julho de 2013, o Ministério da Salde anunciou a
incorporacdo da vacina quadrivalente contra o0 HPV ao Sistema Unico
de Saude (SUS), objetivando a prevencdo do cancer do colo do Utero
(BRASIL, 2013a). A vacina contra o HPV sera ofertada para meninas e
pré-adolescentes entre 09 e 13 anos nas unidades basicas de salde e
também em escolas pulblicas e privadas, de forma articulada com as
unidades de salde de cada regido. No entanto, a sua implantacdo sera
gradativa. Em 2014, a populacdo alvo da vacinagdo contra HPV sera
composta por adolescentes do sexo feminino na faixa etaria de 11 a 13
anos. Em 2015, serdo vacinadas as adolescentes na faixa etaria de 9 a 11
anos e a partir de 2016, serdo vacinadas as meninas de 9 anos de idade
(BRASIL, 2014).

De acordo com dados divulgados pelo Ministério da Salde, a
meta é vacinar pelo menos 80% do grupo alvo, que, em 2014, é de 5,2
milhdes de adolescentes de 11 a 13 anos. Cada menina deve receber trés
doses da vacina para estar imunizada contra o HPV. Apo6s a primeira
dose, a segunda devera ocorrer em seis meses. E a terceira, 60 meses
apods a primeira dose (5 anos) (BRASIL, 2014).
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3.1.9 Métodos de diagnostico para o HPV

A necessidade de se fazer diagndstico e tratamento precoce em
lesbes pré-malignas causadas pelo HPV consiste em prevenir a
progressdao ao cancer. Estudos indicam a elevacdo das taxas de
progresséo das lesdes conforme o aumento do tempo das infecgfes. No
prazo de um ano, o risco de progressdo da lesdo moderada para lesdo
severa é de 1%; em dois anos, esse valor sobe para 16%; e num prazo de
cinco anos, o risco eleva-se para 25% (CAVALCANTI ;CARESTIATO,
2006).

O diagnéstico do HPV restringiu-se primeiramente a
citopatologia e a histopatologia, até que foram desenvolvidos os
métodos de biologia molecular capazes de detectar o genoma do HPV e
seus transcritos em amostras clinicas (CAVALCANTI; CARESTIATO,
2006). A citopatologia e a histologia sdo consideradas métodos de
diagndstico indiretos, pois ndo detectam a presenca do virus, mas
alteragdes celulares e histologicas da infec¢do pelo HPV (IARC, 2007).
Os métodos moleculares, considerados diretos, apresentam alta
sensibilidade e especificidade, além de serem seguros, reprodutiveis, de
baixo custo e automatizados. Portanto, a busca de novas técnicas de
deteccdo que possam ser usadas no rastreamento das infecgdes causadas
por HPV continuam sendo objeto de estudo (CAVALCANTI;
CARESTIATO, 2006).

3.1.9.1 Diagnostico Morfolégico

3.1.9.1.1 Exame citopatolégico

A primeira forma de deteccdo de alteragfes compativeis com a
infeccdo pelo HPV foi a coloragcdo pelo método de Papanicolaou,
introduzida no ano de 1949, antes mesmo da causa do cancer cervical
ser conhecida. Até hoje, é o teste utilizado no rastreamento de lesdes
precursoras do cancer do colo do Gtero nos programas de triagem, tendo
em vista a sua grande abrangéncia, o baixo custo e a facilidade de
execucdo (CAVALCANTI; CARESTIATO, 2006).

O exame citopatologico € baseado em esfregacos celulares
cervicais (ectocervice e endocervice) fixados em Ilamina e
posteriormente corados. A observacdo de alteracdes celulares tipicas
como presenga de coildcitos, disceratose e anomalias celulares
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compativeis com a infeccdo pelo HPV é definida em graus variados.
Atualmente, a classificacdo das caracteristicas celulares encontradas nos
esfregacos é baseada no Sistema Bethesda versdo 2001, no qual as
atipias em células escamosas (ASC) sdo subdivididas em duas
categorias: atipias em células escamosas de significado indeterminado
(ASC-US) e atipias em células escamosas de significado indeterminado,
ndo podendo descartar lesdo intraepitelial de alto grau (ASC-H). As
classificagcOes em lesfes intraepiteliais escamosas de baixo grau (LSIL),
lesBes intraepiteliais escamosas de alto grau (HSIL) e carcinoma
escamoso foram conservados da classificacdo anterior (Sistema
Bethesda — EUA 1988). Entre as atipias glandulares, sdo consideradas
aquelas de significado indeterminado e o adenocarcinoma (in situ e
invasor) (SOLOMON; NAYAR, 2004).

A recomendacdo do intervalo de rastreio e cobertura do publico
alvo varia de acordo com o protocolo de cada pais. No Brasil, a
recomendacdo do Instituto Nacional de Céncer/MS - INCA é que o
exame citopatolégico deve ser priorizado para mulheres de 25 a 64 anos,
uma vez por ano e, apés dois exames citolégicos anuais consecutivos
negativos, o intervalo passa a ser de trés anos. No ano de 1998, o
Ministério da Salde implantou o programa nacional de controle do
cancer do colo do Utero, denominado “Viva Mulher” que visava reduzir
as taxas de morbi-mortalidade decorrentes desta neoplasia (BRASIL,
2013b).

Entretanto, o exame citopatolégico apresenta um numero
elevado de resultados falso-negativos que varia em torno de 15% a 50%
e percentuais de resultados falso-positivos de 10% em média, que
correspondem a uma sensibilidade de 50% a 90% e especificidade de
70% a 90% (CAVALCANTI; CARESTIATO, 2006). Essa grande
variabilidade pode ser explicada pela dificuldade de uma coleta
representativa dos dois epitélios e a falta de reprodutibilidade
interobservador na leitura da l&mina visto a natureza subjetiva da
interpretacdo (KITCHENER; CASTLE, COX, 2006). Mesmo assim, ao
longo dos anos, os paises desenvolvidos que adotaram 0 exame nos
programas de triagem como medida preventiva, observaram grande
diminuicdo do nimero de casos de canceres cervicais (CAVALCANTI;
CARESTIATO, 2006).
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3.1.9.1.2 Histopatologia

O diagndstico histopatologico € realizado com amostras
coletadas da lesdo e esta baseado em critérios morfoldgicos da
arquitetura tecidual, sendo considerada a técnica padrdo ouro do
diagndstico morfoldgico. Esse exame é realizado em amostras retiradas
de uma area suspeita da presenca de lesdo (PIAS et. al., 2009). Para esse
exame, é utilizada a classificacdo de Richart, que divide as lesdes
intraepiteliais em trés graus: NIC |1, proliferacdo celular anormal
ocupando o terco inferior do epitélio; NIC Il, proliferacdo celular
anormal ocupando dois tercos do epitélio, NIC I1l; proliferacdo celular
anormal ocupando mais de dois tercos do epitélio. (RICHARD, 1967).

3.1.9.2 Diagndstico molecular

A descoberta de que as infecgdes cervicais persistentes por
genotipos especificos do HPV causam praticamente todos o0s canceres
do colo do Utero e suas lesdes precursoras revolucionaram as estratégias
de prevencdo e rastreamento, visando detectar diretamente o agente
causal. Neste contexto, os testes moleculares mostram-se como
estratégias promissoras de rastreio primario, principalmente em
mulheres mais velhas que possuem um risco maior para o0
desenvolvimento do cancer cervical (CASTLE; CREMER, 2013).

A deteccdo do HPV em células cervicais tornou-se o foco de
interesse na comunidade cientifica e promoveu mudancas nos guidelines
para rastreio do HPV. Em 2003, o FDA Americano (Food and Drug
Administration — EUA) aprovou o uso dos testes moleculares para
deteccdo do HPV na triagem de mulheres com resultados de ASC-US no
exame citopatolégico, a fim de estabelecer a decisdo de
encaminhamento para a colposcopia, e em mulheres com idade superior
a 30 anos, em conjunto com a citologia, para avaliar a presenga ou
auséncia dos tipos de HPVs de alto risco, uma vez que a infeccdo que
acomete mulheres mais jovens tende a curar espontaneamente
(CASTELLSAGUE, 2008; CASTLE et al, 2008).

Os métodos moleculares utilizados para deteccdo do HPV
incluem: os baseados na hibridizagdo direta do DNA ou RNA viral
presente nas amostras como Southern blot, dot blot, hibridizagdo in situ
com fluorescéncia (FISH); os baseados na amplificacdo de sinal como a
Captura Hibrida Il (CH2); os baseados na amplificacdo in vitro destes
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genomas como a PCR, seguida por sua identificacdo tipo-especifica, por
hibridizagdo ou mapeamento por digestdo do DNA viral por enzimas de
restricdo (ROSENBLATT et al., 2005); os baseados na identificacdo do
RNAm viral das proteinas oncogénicas E6 e E7 e 0 sequenciamento do
DNA (HUBBARD, 2003; HAWS et al., 2004; LIE et al., 2005;
MOLUIJN et al.,2005; VILLA; DENNY, 2006; GASPEROQV et al., 2008;
JEANTET et al., 2009).

3.1.9.2.1 Captura Hibrida

A Captura Hibrida (HC) é um método baseado na hibridizacdo
de sondas sintéticas de RNA complementares as sequéncias gendmicas
de 13 tipos de HPV de alto risco — grupo A (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) e 5 tipos de baixo risco- grupo B (HPV 6, 11,
42, 43, 44). O DNA presente na amostra € hibridizado em solucéo que
permite a formagdo de hibridos especificos DNA HPV/RNA da sonda.
Em seguida, os hibridos sdo reconhecidos por anticorpos adsorvidos
sobre pocos de uma placa, que sdo capazes de reconhecer de forma
especifica hibridos DNA/RNA. Apos a ligacdo com o anticorpo, 0s
hibridos de DNA/RNA imobilizados sdo detectados com uma série de
reacdes que liberam luz que pode ser detectada por luminémetro. A
intensidade de luz emitida é medida em Unidade de Luz Relativa
(RLU), essa € proporcional a quantidade de DNA alvo presente na
amostra e fornece uma medida semi-gquantitativa da carga viral. A
sensibilidade do método é de 1pg DNA HPV, equivalente a 5.000 copias
do genoma. Um resultado positivo ndo fornece informagdes sobre o tipo
especifico de HPV detectado, apenas permite dizer que pertence ao
grupo de alto ou baixo risco (BHATLA et al., 2012).

Em 2000, o FDA aprovou HC2 como teste de triagem para
mulheres com resultados de citologia de células escamosas atipicas de
significado indeterminado (ASCUS) com o intuito de determinar o
encaminhamento para colposcopia. Em 2003, a HC2 foi aprovada para
utilizacdo em conjunto com o exame de Papanicolaou em mulheres com
idade superior ou igual a 30 anos para avaliar a auséncia ou presenca de
tipos de HPV de alto riscos (FDA, 2003). O teste HC2 é atualmente
considerado o padrao de referéncia para o teste de HPV (BHATLA et
al., 2012).



54

3.1.9.2.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR

Este método é baseado na amplificacdo de uma sequéncia
especifica de DNA, visando a producdo de milhdes de cdpias dessa
sequéncia. Essa técnica foi descrita por Kary Mullis no final dos anos 80
e literalmente revolucionou a genética molecular. A sintese do DNA do
HPV ¢ feita a partir de uma fita simples de DNA que é usada como
molde para a sintese de novas cadeias complementares sob a acdo da
enzima DNA polimerase, que adiciona nucleotideos presentes na reacao
segundo a fita-molde. Oligonucleotideos iniciadores, ou iniciadores,
pequenos segmentos de nucleotideos (primers) sdo requeridos para
indicar a DNA polimerase o inicio da sequéncia a ser amplificada.
Dessa forma, a regido do DNA HPV a ser sintetizada é definida pelos
primers, que pareiam especificamente as suas sequencias
complementares na fita molde, delimitando o fragmento de DNA que se
deseja amplificar (SNIJDERS et al., 2010).

Existem conjuntos de oligonucleotideos iniciadores que sdo
capazes de detectar multiplos tipos de HPV em um dnico ensaio. Estes
sdo baseados na selecdo de oligonucleotideos iniciadores consensos
dirigidos contra as sequéncias altamente conservadas do genoma de
HPV, quase exclusivamente dentro das janelas de leitura aberta do gene
L1 ou EL. Dentre os conjuntos de oligonucleotideos iniciadores mais
utilizados, pode-se destacar os oligonucleotideos iniciadores
degenerados MY09/11 (MANOS et al., 1989) e sua versdo modificada
PGMY09/11 (GRAVITT et al.,, 2000); o par de oligonucleotideos
iniciadores consenso GP5/6 e sua versdo extendida GP5"6" (DE RODA
HUSMAN et al., 1995), e os oligonucleotideos iniciadores SPF10
(KLETER et al., 1999).

A analise dos produtos amplificados pode ser feita por diversas
técnicas incluindo a eletroforese em gel de agarose, a hibridizacéo tipo
especifica, ou ainda o sequenciamento direto do DNA. A sensibilidade e
especificidade da PCR podem variar dependendo dos oligonucleotideos
iniciadores utilizados, do tamanho do produto, das condicfes da reagdo,
da eficiéncia da DNA polimerase empregada e da habilidade para
deteccdo de varios tipos virais (ROSENBLATT et al., 2005).
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3.1.9.2.3 PCR em tempo real (Real time PCR)

A PCR em tempo real é uma técnica capaz de monitorar o
progresso da PCR enquanto a amplificacdo acontece. O resultado deste
método se baseia na deteccdo do momento do ciclo da rea¢do no qual a
amplificacdo de um alvo ultrapassa um limite de deteccdo denominado
cutt-off/ threshold, ao invés da quantidade de alvo acumulado apds um
numero fixo de ciclos (ponto final). Quanto maior o nimero de copias
iniciais do &cido nucléico alvo, menor serd& o numero de ciclos
necessarios para a amplificacdo superar o cutt-off/ threshold. Existem
varios sistemas de deteccdo dos produtos da PCR em tempo real, entre
estes, 0s mais empregados sdo o sistema de sondas fluorescentes
Tagman® e o sistema do corante intercalante de DNA SYBR® Green |
(BUSTIN, 2006).

3.1.9.24 PCR-RFLP (PCR - Restriction Fragmente Length
Polymorphism)

Apo6s a amplificacdo, os produtos da PCR podem ser
submetidos a digestdo enzimatica. A digestdo dos amplificados com
endonucleases de restricdo gera uma série de fragmentos que podem ser
separados por eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida, corados
com intercalante de DNA (Brometo de Etidio) e visualizados em luz
ultravioleta. A interpretacdo dos tamanhos dos fragmentos gerados pode
ser realizada com algoritmos descritos na literatura (MOLIIN et al.,
2005).

Bernard e colaboradores (1994) desenvolveram uma
metodologia baseada na técnica de PCR-RFLP para identificacdo de
genotipos de HPV que infectam o trato anogenital. A metodologia €
baseada na amplificacdo de um fragmento de 450 pares de base (pb) do
gene L1 do HPV utilizando-se os iniciadores MY0911 ou PGMY0911 e
posteriormente analise de restricdo por RFLP com sete enzimas: BamHl,
Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl, Rsal, e Saulll.

Nobre e colaboradores (2008) na tentativa de simplificar a
genotipagem por PCR-RFPL desenvolveram um algoritmo, também
baseado na amplificacdo do fragmento de 450 pb do gene L1 do HPV
utilizando os iniciadores MY09/11, entretanto com quatro enzimas de
restricdo Pstl, Haelll, Ddel e Rsal.
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O RFLP pode identificar 43 tipos diferentes de HPV e 2
subtipos (HPV 6b, 11, 13, 16, 18, 26, 30-35, 39, 40, 42-45, 51-59, 61,
62, 64, 6673, 81-84 e 89) (GASPEROQV et al. 2008).

A PCR combinada com a metodologia RFLP demostra ser um
método sensivel e financeiramente vantajoso para detectar o DNA e
tipar HPV em amostras clinicas. (LUNG at al., 1992; NOBRE at al,
2008).

3.1.9.2.5 Hibridizacao reversa

A hibridizacdo reversa é uma metodologia baseada na
hibridizacdo simultanea de um produto de PCR com mudltiplas sondas,
permitindo assim a deteccdo de diversos tipos de HPV em uma Unica
reacdo e requerendo apenas uma pequena quantidade de produto da
PCR. Durante a PCR, formam-se amplificados biotinilados, que
posteriormente sdo desnaturados sob condi¢des alcalinas e hibridizados
com sondas especificas em membrana de nitrocelulose. Apds a
hibridizacao e lavagem, os hibridos podem ser detectados pela adicdo de
um conjugado e substrato, gerando o aparecimento de colocacdo na
linha da sonda (teste), que pode ser visualizada e interpretada (MOLIJN
et al., 2005).

O Linear Array® HPV Genotyping Test (Roche Molecular
Diagnostics, Pleasanton, CA) é um método baseado na PCR com
deteccdo por hibridizacdo, que possui poder discriminatério de 37
genotipos diferentes do HPV. Esses séo classificados como 15 genétipos
de alto risco (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73,
82), trés gendtipos provaveis de alto risco (HPV 26, 53, 66), 10
gendtipos de baixo risco (HPV6, 11, 40, 42, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108)
e nove genotipos de risco indeterminado (HPV55, 62, 64, 67, 69, 71, 83,
84, 1S39) (DALSTEIN et al., 2009).

O teste utiliza primers PGMY09/11 biotinilados para amplificar
o fragmento de 450 pb correspondente a uma regido polimérfica L1 do
genoma do HPV. A reacdo é realizada em quatro etapas: preparo da
amostra, amplificacdo pela PCR do DNA alvo, hibridizacdo dos
produtos amplificados com sondas especificas fixadas em linhas
paralelas em fitas de membrana de nylon e deteccdo dos produtos
amplificados e ligados a sonda por determinacdo colorimétrica. Como
controle da extragdo do DNA e eficiéncia da amplificacdo, é utilizado
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um par de primers da B-globina humana que amplifica um fragmento de
268 pb (DALSTEIN et al., 2009).

Line Probe Assay (INOLiPA) é um teste qualitativo capaz de
detectar de forma rapida e simultanea 28 diferentes tipos de HPV (HPV-
6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58,
59, 66, 68, 69, 70, 71, 73, 74 e 82). A técnica baseia-se na amplificacdo
de um pequeno fragmento de 65 pares de base da regido L1 do HPV,
utilizando-se os iniciadores biotinilados SPF10. O amplificado €
desnaturado e hibridizado a sondas tipo especificos, imobilizados em
linhas paralelas em uma membrana de nitrocelulose. Os hibridos assim
obtidos sdo detectados com adigdo de um conjugado contendo
estreptavidina e substrato, o que resulta na formagéo de um precipitado
de cor purpura no local da sonda. O padrdo de hibridizagéo é comparado
com um modelo, sendo entdo identificados os tipos especificos do HPV
presentes na amostra (KLETER et al., 1999; VAN DOORN et al.,
2001). O gene humano HLA-DPB1 é amplificado simultaneamente
como controle interno da reacdo para verificar a qualidade do DNA e a
presenca de inibidores da PCR.

3.1.9.2.6 Microarray (Microaranjos de DNA ou Chips de DNA)

O Papillocheck® (Greiner bio-one®) é um teste que utiliza a
tecnologia DNA-Arrays para deteccdo e genotipagem simultanea de 24
genotipos diferentes de HPV. Dentre eles, 15 gendtipos sdo classificados
como de alto risco (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68, 73 e 82), dois provalvelmente de alto risco (HPV 53 e 66) enquanto
sete sdo de baixo risco (HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44 e¢ 70) (DALSTEIN et
al., 2009).

O ensaio baseia-se na deteccdo de um fragmento do gene E1
dos 24 genotipos diferentes de HPV. Ap6s a extracdo do DNA, um
fragmento de aproximadamente 350 pb do gene E1 é amplificado pela
PCR na presenca de um conjunto de primers especificos. Paralelamente,
com o0 objetivo de evitar resultados falso-negativos, um fragmento do
gene humano adenosina desaminase (ADA) é amplificado na reacdo e
informa a qualidade da amostra e presenca de inibidores. No segundo
passo, 0s produtos amplificados sdo hibridizados com sondas especificas
do DNA-chip. Cada lamina de DNA-Chip contém 12 DNAArrays,
permitindo a analise simultanea de 12 amostras. Durante a hibridizacéo,
0 DNA ¢é marcado com fluorescéncia e, posteriormente, 0 DNA néo
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ligado é lavado. A lamina contendo os DNAArrays é escaneada
automaticamente pelo CheckScanner™ e, em seguida, analisada e
avaliada pelo CheckReport™Software (DALSTEIN et al., 2009).

3.1.9.2.7 Deteccdo do RNA mensageiro (RNAmM) para as oncoproteinas
E6e E7

Embora a infec¢do por HPV de alto risco seja causa necessaria
para o desenvolvimento do cancer do colo do (tero, 0 processo
oncogénico desencadeado por estes tipos de HPV na infeccdo persiste
mediado pelo aumento da expressdo das oncoproteinas E6 e E7. Assim,
suas expressdes precedem e sdo essenciais para o desenvolvimento do
cancer de colo uterino (RATNAM et al., 2010).

O método NASBA (Nucleic Acid Sequence Based
Amplification) é baseado na amplificacdo isotérmica da sequéncia de
acidos nucléicos que utiliza sondas molecular beacon com deteccéo e
genotipagem na mesma reagdo. Esta disponivel comercialmente nos
testes PreTect HPV-Proofer (Norchip AS®, Klokkarstua, Noruega) e
NucliSENS EasyQ HPV (BioMérieux®S.A., Marcy I'Etoile, Franca)
(RATNAM et al., 2010).

O PreTect HPV-Proofer é um ensaio multiplex em tempo real
baseado na amplificacdo isotérmica e na deteccdo do RNAm de E6/E7
dos tipos de HPV de alto risco 16, 18, 31, 33 e 45 utilizando sondas
molecular beacons (RATNAM et al., 2010).

Em 2008, o APTIMA HPV Assay (Gen-Probe®, San Diego,
CA, USA), outro método para deteccdo do RNAm E6/E7, foi langado na
Europa e aprovado pela Comunidade Européia (CE). Esse método é
baseado na técnica da Amplificacio Mediada por Transcricdo -
Transcription Mediated Amplification (TMA), onde a deteccdo do
RNAmM E6/E7 ndo discrimina os tipos e é feita por quimiluminescéncia,
sendo capaz de identificar um pool de 14 gendtipos de HPVs de alto
risco: 16, 18, 31,33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68 (SNIDJERS
etal., 2010).

O NucliSENS® EasyQ® detecta a expressdéo do mRNA de
E6/E7 oncogénica dos cinco tipos de HPV de alto risco mais comuns,
16, 18, 31, 33 e 45. O teste pode ser usado para confirmagdo e
estratificacdo de risco de individuos com infeccdo comprovada com
HPV de alto risco (JEANTET et al., 2009).
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3.1.9.2.8 Sequenciamento

A genotipagem do HPV também pode ser feita a partir da
andlise da sequéncia de um produto de PCR que tem como alvo o
genoma viral. A sequéncia nucleotidica do DNA obtida pode ser
interpretada pela anélise da homologia com um banco de dados que
contenha todas as sequéncias dos diferentes genétipos do HPV. Existe
uma base de dados disponivel na internet que permite essa pesquisa e
pode ser acessada livremente (http://www.ncbi.nim.nih.gov. BLAST
software) (ALTSCHUL et al.,, 1990) . A classificacdo formal dos
genotipos é baseada na analise da sequéncia do genoma viral, enquanto
a genotipagem de amostras clinicas é realizada através da andlise de
apenas um segmento, porém representativo do genoma viral (MOLIJN
et al., 2005).

A genotipagem do HPV por sequenciamento apresenta-se
limitada quando uma amostra clinica contém varios gendtipos de HPV.
As sequéncias que representam os tipos de HPV em menor quantidade
no produto da PCR podem ndo ser detectadas pelo sequenciamento e
subestimar a prevaléncia de infecgdes com multiplos genétipos de HPV
em estudos epidemioldgicos e de acompanhamento (KLETER et
al.,1999; MOLIJN et al., 2005).

3.2 Chlamydia trachomatis

As Clamidias sdo bactérias patogénicas intracelulares
obrigatérias, gram-negativas e aerébicas. Devido a sua incapacidade de
sintesar ATP (trifosfato de adenosina), precisam da energia da célula
hospedeira para se replicar (MANAVI, 2006).

Taxonomicamente, as clamidias foram classificadas na ordem
das Chlamydiales, familia Chlamydiaceae, dentro de um Unico género,
Chlamydia e quatro espécies: C. trachomatis, C. pneumoniae, C. psitaci,
C. peco-rum, todas patogénicas para humanos. Elas sdo caracterizadas
por um ciclo de desenvolvimento e grupo antigénico comum, mas sdo
fenotipicas e patogenicamente diferentes (CHOROSZY-KROL et al.,
2012).

As Chlamydiae sobrevivem replicando-se unicamente dentro de
inclusdes citoplasmatias, possuem restricbes metabolicas e sdo
incapazes de sintetizar ATP, necessitando de fonte de energia externa. A
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replicacdo apresenta um ciclo multiférmico e sem sincronismo
(SCHACHTER; STAMM, 1999; MANAVI, 2006).

O género Chlamydia foi incialmente classificado como virus
por apresentar ciclo bioldgico intracelular obrigatdrio (SCHACHTER;
STAMM, 1999). Diferente dos virus possui RNA, DNA e ribossomo
tipico de organismo procarioto. Por outro lado, apresenta duas unidades
génicas controladas por sequéncias regulatérias comuns (operons), o
que torna CT diferente dos demais procariotos. Elas exibem
similaridade morfoldgica e estrutural com bactérias gram-negativas,
incluindo membrana trilaminar com lipopolissacarideos e proteinas de
membrana (COMANDUCCI, 1990, MOULDER, 1991; STEPHENS,
1998; SCHACHTER; STAMM, 1999; CHOROSZY-KROL et a., 2012).
Seu ciclo de desenvolvimento é Unico e as diferencia de todos 0s outros
microrganismos (MOULDER, 1991).

As cepas patogénicas de CT sdo divididas em 18 sorotipos
baseados na reatividade imunolégica da MOMP (major outer membrane
proteins). Adicionalmente, os sorotipos de CT séo classificados em dois
grupos, o biotipo tracoma e biotipo linfogranuloma venéreo, baseados
nas diferencas entre as doencas que produzem e nas caracteristicas do
crescimento em cultura de células. O biotipo tracoma inclui sorotipos
que causam tracoma ocular (A, B, Ba, C) e sorotipos que causam
doenca urogenital (D, Da, E, F, G, H, 1, la, J, K) enquanto que o biotipo
linfogranuloma venéreo inclui os sorotipos (L1, L2, L2ae L3). Os
sorotipos A, B, Ba e C, sdo transmitidos pelo contato direto e
responsaveis pelo desenvolvimento do trachoma (STOTHARD et al.,
2003; CHOROSZY-KROL et a., 2012 ). A relacio das doencas
humanas causadas por CT e seus sorotipos estdo apresentadas na Tabela
1.

Tabela 1: Doengas causadas por Chlamydia trachomatis em humanos.
Sorotipo Sexo Doenca
A B,BaeC Ambos Trachoma, conjuntivite e queratite
Uretrite, cervicite, endometrite, salpingite
e peri-hepatite
D,Da E,F,G, Masculino Uretrite, prostatite, epididimite
H, 1 la J, K Conjuntivite, proctite, Sindrome de

Feminino

Ambos .
Reiter
Neonatos  Oftalmia neonatorum, pneumonia
L1,L2,L23,L3 Ambos Linfogranuloma venéreo

Fonte: STOTHARD et al., 2003; CHOROSZY-KROL et al., 2012
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O genoma da CT é formado por um cromossomo circular com
cerca de um mega base (mb) e um plasmideo, denominado de plasmideo
criptico, de aproximadamente sete quilo bases (kb) (STEPHENS et al.,
1998). Embora raros e encontrados apenas em sorotipos L2, D e E, ja
foram descritos na literatura isolados de Clhamydia trachomatis
desprovidos de plasmideio (PETERSON, et al., 1990; STOTHARD et
al.,, 1998). Os plasmideos isolados de CT sdo extremamente
conservados, com menos de 1% de variagdo na sequéncia de
nucleotideos.  Apresentam oito ORFs (fases de leitura aberta)
intercaladas por quatro sequéncias curtas ndo codificantes de 22 pares
de base em tandem na origem de replicacdo (COMANDUCCI et al.,
1990; TAM et at.; 1992; SETH-SMITH, et at., 2009).

O ciclo da infeccdo por CT consiste em duas fases distintas.
Uma fase elementar, ou infecciosa, e uma fase reticular ou de
replicacdo. Os corpos elementares (EB) tém forma semelhante a uma
lanceta, sdo metabolicamente inativos e responsaveis pela transmissédo
da infeccdo. Os corpos reticulares ou corpusculos reticulares (RB), de
formato oval, s8o metabolicamente ativos, ndo infecciosos e sdo
formados apds a infeccdo da célula onde se multiplicam formando
corpos de inclusdo no citoplasma da célula (MANAVI, 2006;
CHOROSZY-KROL, et al., 2012).

O ciclo de desenvolvimento da CT tem inicio quando os EB sdo
fagocitados por endocitose pelas células epiteliais colunares da
conjuntiva e/ou érgdos genitais do hospedeiro. No citoplasma da célula,
ocorre a formagdo de um fagossoma juntamente com EB, denominados
de inclusbes citoplasmaticas. Dentro das inclusdes citoplasmaticas EB
se transformam em RB por meio de uma reorganizagdo da membrana e
do genoma bacteriano. Os RB se multiplicam por divisdo binaria dentro
do fagossoma e ap6s 48 horas, em média, os RB se transformam em EB.
Estes sdo liberados por ruptura ou lise do fagossoma sem danificar a
célula hospedeira (MANAVI, 2006; CHOROSZY-KROL, et al., 2012).
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Figura 5: Ciclo de desenvolvimento de Chlamydia trachomatis. Fonte:
Adaptado de CHLAMYDIAL CELL BIOLOGY, 2004.
Ciclo de desenvolvimentoda C. trachomatis
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Darville and Hiltke (2010) descreveram duas hipéteses para a
patogénese na infeccdo por CT: o paradigma celular e o paradigma
imunoldgico. Do ponto de vista celular, a patogénese é impulsionada
principalmente pela resposta inflamatdria iniciada e propagada por
células epiteliais do hospedeiro, os principais alvos da infec¢do por
clamidia (STEPHENS, 2003). As células epiteliais infectadas secretam
quimiocinas, que promovem o recrutamento de leucdécitos para o local
da infeccéo e citocinas que induzem e aumentam a resposta inflamatéria
celular (RASMUSSEN et al., 1997; STEPHENS, 2003). A infeccéo
persistente pode levar a estimulagdo continua de mediadores
inflamatdrios, levando a proliferacdo celular, reestruturacdo e dano
tecidual (BRUNHAM; PEELING, 1994; GOTTLIEB et al., 2010).

De acordo com o paradigma imunoldgico, a patogénese €
primeiramente resultado da resposta imune celular adaptativa em
resposta a antigenos especificos da clamidia durante a persisténcia da
infeccdo. As respostas celulares adaptativas frente a clamidia tm como
objetivo eliminar a infeccdo, e caso isso ndo seja possivel, na infeccéo
persistente também induzem o dano tecidual (BRUNHAM; PEELING,
1994; GOTTLIEB et al., 2010).

Um dos pontos chaves para a compreensdo da infecgdo é como
as clamidias causam infeccdo persistente em humanos, induzem a
imunopatogénse e a0 mesmo tempo conseguem evadir-se do sistema
imunoldgico por longos periodos. Outra questdo importante relacionada
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a patogénese da clamidia é qual a proporcdo do nimero de mulheres
infectadas com CT que desenvolveram complicacdes patoldgicas
(RANK; SANDERS, 1992; GOTTLIEB et al., 2010).

Embora numerosos estudos de caso-controle demostrem a
associacdo entre a infeccdo persistente por clamidia e infertilidade
(ROBERSON et al., 1987, WHO, 1995) e/ou gravidez ectOpica
(BRUNHAM et al., 1992) os autores ndo encontram dados prospectivos
que avaliem diretamente as taxas de complicagcdes reprodutivas em
longo prazo apo6s a infecgdo tratada (GOTTLIEB et al., 2010).

Estudos da histdria natural da infeccdo por clamidia sdo dificeis,
pois ndo fica claro ha quanto tempo a mulher esta infectada no momento
da deteccdo da infeccdo pelos testes atualmente disponiveis e 0 manejo
clinico é baseado no tratamento da infec¢do apds o diagnostico. Outro
problema fundamental é a baixa sensibilidade e especificidade do
diagndstico clinico da Doenca Inflamatéria Pélvica (DIP), que muitas
vezes € dependente da experiéncia do clinico. Entretanto, as técnicas de
amplificacdo dos &cidos nucleicos, altamente sensiveis, podem detectar
pequenas quantidades de DNA de CT e, portanto predizer uma melhor
probabilidade de progresséo da infecgdo (GOTTLIEB et al., 2010).

Ap6s o diagnostico da DIP sintomatica, uma em cada seis
mulheres ird desenvolver problemas de infertilidade (WESTRO et al.,
1992; NESS et al., 2002). Inimeros estudos sugerem que a infeccdo
persistente pela CT pode levar a complicagdes reprodutivas em longo
prazo, tais como infertilidade, DIP com ou sem sintomas e eventos
intermediarios (WIESENFELD et al., 2005). A infeccdo subclinica das
tubas uterinas pela CT e consequente inflamagdo pode levar a
infertilidade e outras complicacdes em um ndmero significativo de
mulheres. No entanto, ndo existem estudos publicados que avaliem
diretamente esta forma prospectiva e a extensdao a qual isto ocorre
permanece pouco esclarecida (GOTTLIEB et al., 2010).

A principal doenca causada por CT é o tracoma, que afeta a
parte superior interna da palpebra e da cdrnea e é uma das causas mais
comuns de cegueira infecciosa. A doenca comega como uma infeccdo
inflamatdria da palpebra e evolui para triquiase tracomatosa e cegueira
devido & opacidade da cdrnea. Em paises em desenvolvimento, mais de
90% da populacdo estd infectada. Embora esforcos para controle da
infeccdo ocorram, estima-se que mais de 500 milhdes de pessoas ainda
esta exposta a infeccdo em maior risco (WHO, 2005).

Mais de 140 milhdes de pessoas estdo infectadas e cerca de seis
milhdes de pessoas sofrem de cegueira causada pela clamidia na Africa,
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Oriente Médio, América Central e do Sul da Asia, e nos paises da
América Latina. A doenca € particularmente prevalente e grave em
populacdes rurais que vivem em areas pobres e aridas onde as pessoas
tém acesso limitado ao saneamento basico (WHO, 2005).

3.2.1 Prevaléncia da Infec¢do por Chlamydia trachomatis

A infeccdo genital por clamidia ocorre principalmente em
populacdes jovens e estd fortemente associada ao comportamento sexual
de risco (WILSON et al., 2002). As taxas de infec¢Bes genitais causadas
pela clamidia estdo aumentando, mas ainda ndo esta claro se esse
aumento é devido a ampliacdo da disponibilidade de testes de
diagndstico ou se a incidéncia realmente aumentou (LOW, 2008).

De acordo com estimativas da Organizacdo Mundial da Salde
(WHO, 2005), ocorrem mais de 340 milhGes de casos de DSTs curaveis
anualmente em todo o mundo, e as consequéncias da infeccdo por
clamidia em mulheres, como facilidade de transmissdo do HIV,
infeccbes oculares em recém-nascidos, infeccdo disseminada e
infertilidade sdo graves e profundas (SU et al., 2011).

Nos ultimos anos, grandes estudos de prevaléncia foram
realizados em varios paises e continentes. Em um estudo realizado com
40.000 mulheres, na faixa etaria de 15-26 anos inscritas em um
programa de eficacia da vacina contra o HPV, realizado em 14 paises de
quatro continentes, foi encontrada uma prevaléncia de 4% para infeccédo
por clamidia. (PAAVONEN, 2008 e 2009). Na populagdo em geral, a
prevaléncia da infec¢cdo pela bactéria varia de 1,0-12% (CHRISTIAN et
al., 2005; LAN et al., 2008), e pode chegar a 35% em popula¢bes
vulneraveis, como profissionais do sexo (DIALLO et al., 1998), pessoas
com baixo nivel socioecondémico (WHO, 2005), populagdo jovem,
populacdo negra (MONTEIRO et al., 2005), pessoas com exposi¢do
sexual frequente (RYAN et al., 1998), e ainda pessoas com sintomas
especificos (corrimento cervical mucopurulento e dor no abdomen
inferior) (RYAN et al., 1998; CHRISTIAN et al., 2005).

Além da idade, outros fatores de risco sdo observados, como
histérico de infeccdo por clamidia ou outras DSTs, uso de
contraceptivos orais, promiscuidade sexual e uso inconsistente de
preservativos. Desta forma, a prevaléncia da infeccdo por clamidia varia
dependendo da populacédo testada e do programa de rastreio. De acordo
com um estudo desenvolvido na Europa, aos 15 anos, 25% das
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adolescentes que vivem em regides urbanas ja adquiriram sua primeira
DST e, na maioria das vezes, o agente causal é CT (TU et al., 2009).
Nos Estados Unidos, mais de 2,8 milhdes de novos casos de infec¢cdo
pela clamidia ocorrem anualmente (ARAL et al., 2007; CDC, 2009).

A infeccdo por CT € de notificagdo compulséria nos Estados
Unidos. Desde 1994, tem constituido a maior proporcdo de todas as
DSTs notificadas ao CDC. Pesquisas nacionais realizadas entre 1999 e
2008 revelaram uma prevaléncia de 6,8% da infec¢do por clamidia em
mulheres sexualmente ativas com idade entre 14 e 19 anos. Além disso,
mulheres gravidas infectadas por clamidia podem passar a infeccdo para
seus bebés durante o parto, podendo resultar em oftalmia neonatal e
pneumonia. Devido a alta carga de doencas de risco associadas com a
infeccdo, o CDC recomenda que todas as mulheres sexualmente ativas
com idade inferior a 26 anos sejam rastreadas anualmente (CDC 2011).

O CDC e a American Social Health Association (ASHA-EUA)
preconizam o rastreamento de rotina para CT em gestantes e em todas as
mulheres sexualmente ativas entre 15 e 25 anos de idade (CDC, 2006).
Ainda poucos paises realizam rotineiramente o rastreamento (screening)
para infeccdo por CT. A Suica em 1982 foi o primeiro pais a colocar em
pratica os programas de rastreamento (LOW, 2007). Outros paises,
como Estados Unidos, Canada, Inglaterra e Escécia passaram a adotar
programas de rastreamento, cujos resultados foram bastante
satisfatérios, com redugdo da taxa de doenca inflamatdria pélvica
(AHRQ, 2007; NCSSG, 2006) e, consequentemente, enorme economia
de recursos para a satde publica (v, 2006).

Na Inglaterra, o Programa Nacional de Triagem para clamidia
oferece rastreio para todas as pessoas sexualmente ativas com idade
inferior a 25 anos. Ao total, foram rastreadas 334.902 pessoas entre
2007 e 2008. A prevaléncia foi de 9,3% em mulheres e 7,6% em
homens (SIMMS et al, 2009; PAAVONEN,2012).

No Brasil, 0 Ministério da Saude (MS) preconiza a abordagem
sindrdbmica para o diagndstico e tratamento das endocervicites, isto €, a
definicacdo da conduta é baseada na presenca de fatores de risco para
infeccdo por clamidia e em manifestagdes clinicas inespecificas
(BRASIL, 2005). O grande questionamento da efetividade da
abordagem sindrémica esta relacionado ao grande nimero de mulheres
com infeccéo assintomatica (SILVA et al., 2009).

N&o existe um programa brasileiro de reastreamento para
Clamidia. No ano de 2001, ocorreram cerca de dois milhGes de casos de
acordo com o MS (BRASIL, 2006). Mesmo que ndo se tenha um
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programa formal de rastreio no Brasil, o Sistema Unico de Saude - SUS,
passou a colocar em sua tabela de procedimentos os testes de biologia
molecular (Captura hibrida) para o diagnostico de CT (DOU, 2007).

3.2.2 Diagnéstico Laboratorial da infeccdo por CT

O diagnéstico clinico da infeccdo por CT ainda é um desafio,
pois a maioria das infeccGes € assintomatica € mesmo 0S casos
sintomaticos podem nédo ser identificados devido a semelhanga dos
sintomas com outras DSTs, por isso, o diagnostico laboratorial deve ser
considerado, especialmente nos programas de rastreio (HOCKING et
al., 2013)

A clamidia pode ser diagnosticada pela detec¢do de inclusdes
intracitoplasmaticas em cultura de células, teste imunoenzimatico,
imunofluorescéncia direta (IFD), técnicas de hibridizacdo e
amplificacdo de acidos nucleicos (NAATS) (CDC, 2010).

Os testes de deteccdo de 4&cidos nucleicos tém adquirido
importancia por apresentarem sensibilidade e especificidade suficientes
para serem utilizados em amostras ndo invasivas como a urina ou
amostras coletadas com swabs vaginais e uretrais pelo proprio paciente,
especialmente quando se pensa no diagndtico de pessoas assintomaticas
e na adesdo do paciente ao diagnostico (GAYDOS et al., 2006). Em um
estudo, que avaliou a adesdo ao kit de autocoleta com swabs vaginais
(mulheres) e uretrais (homens), a maioria das mulheres (75,7%) preferiu
a opc¢do de fazer a autocoleta da amostra em sua casa do que ir até uma
clinica (16,1%) ou consultar seu proprio médico (8,2%) (GRASECK et
al., 2010). Os pesquisadores observaram que a op¢do da autocoleta em
casa foi associada a um aumento significativo na adesdo aos programas
de triagem e retestagem daquelas mulheres postivas (JENKINS et al.,
2012).

3.2.2.1 Cultura Celular

O cultivo celular da clamidia é considerado por alguns autores o
método padrdo-ouro para o diagnostico da infec¢do clamidiana, devido a
sua especificidade em torno de 100% (BLACK 1999), e sensibilidade
variando entre 65% a 85% quando comparada aos NAATs (ANDREWS
et al., 1997; FARINA et al., 2002; DUARTE, 2004; ZAMITH et al.,
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2005). A cultura também permite a realizacdo de testes de sensibilidade
aos antimicrobianos (MANAVI, 2006). Embora esse método seja muito
especifico, o seu custo extremamente elevado, a necessidade de
utilizacdo de técnicas sofisticadas, como meios de cultura em células
vivas, a possibilidade de contaminacdo e perda da cultura, além do
tempo de cultivo, inviabilizam sua utilizacdo na préatica clinica (FRIAS
etal., 2001; OLIVEIRA, 2007).

O método consite na inoculagdo de amostras clinicas em células
susceptiveis a C. trachomatis. As células infectadas ap6s 48-72 horas
desenvolvem inclusBes intracitoplasmaticas, as quais abrigam grande
nimero de corpos elementares e reticulares. Esses sdo incubados com
anticorpos monoclonais que se ligam a MOMP da C. trachomatis e
posteriormente sdo detectados por imunofluorescéncia direta. As
desvantagens da cultura celular incluem baixa sensibilidade, além de a
técnica exigir experiéncia dos profissionais executores (MANAVI,
2006).

3.2.2.2 Métodos para Deteccdo de Antigeno

As técnicas de deteccdo de antigenos sdo rapidas e de baixo
custo. Estdo disponiveis no mercado duas metodologias diferentes: a
imunofluorescéncia direta e os métodos imunoenzimaticos. Entretanto,
devem ser utilizados com cautela em popula¢des com baixa prevaléncia
pela possibilidade em se obter resultados falso-positivos em 2 a 3% das
amostras (FARINA et al., 2002; DUARTE, 2004a; ZAMITH et al.,
2005).

3.2.2.2.1 Imunofluorescencia Direta (IF)

A técnica de imunofluorescéncia direta utiliza anticorpos
monoclonais contra a principal proteina de membrana da clamida, a
MOMP. O teste envolve um esfregaco de secrecdo vaginal fixado com
metanol. Anticorpos monoclonais conjugados com fluoresceina séo
adicionados a lamina. Apo6s incubacdo, os corpos elementares
clamidianos sdo visualizados em microscépico de fluorescéncia em
aumento de 100X (MAHONEY; CHERNESKY, 2003). Apresenta
sensibilidade de 80- 90% e especificidade de 98-99%, quando
comparado a cultura de células (FARINA et al., 2002; DUARTE,
2004a; ZAMITH et al., 2005).
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A desvantagem do método é a necessidade de um microscopista
treinado e experiente a execucdo da leitura e a dificuldade de
processamento de uma grande gquantidade de amostra (ZAMITH et al.,
2005).

3.2.2.2.2 Métodos Imunoenzimaticos (ELISA — Enzyme linked
immunossorbent assay)

Dentre os métodos imunoenzimaticos disponiveis no mercado,
o0 teste de ELISA € o mais utilizado. Este método emprega anticorpos
monoclonais ou  policlonais para deteccdo do  antigeno
lipopolissacarideio (LPS) da clamida, sendo esta a maior desvantagem
deste método, e a possibilidade de ocorrerencia de rea¢des cruzadas com
0 LPS de outras bactérias. Alguns fabricantes utilizam anticorpo
bloqueador para retestar amostras positivas, melhorando, desta forma, a
sua especificadade (99,5%) do teste (ZAMITH et al., 2005).

3.2.2.3 Métodos Moleculares

O diagnostico da infecgdo genital por clamidia evoluiu
rapidamente a partir da década de 1990. Os avangos mais importantes
foram obtidos com a introducéo dos testes de amplificacdo dos acidos
nucleicos (NAATS). Com o advento dos NAATSs para a testagem de
clamidia, agora se tem acesso a testes mais sensiveis que em geral
permitem a utilizacdo de amostras coletadas pelos préprios pacientes e
de sitios anatdmicos mais distantes do local de origem da infeccdo (por
exemplo, urina, para uma infec¢do cervical) (HOCKING et al., 2013).

Os testes NAATs ndo dependem da viabilidade da amostra,
(GOLDENBERG et al., 2008; HOCKING et al., 2013) e possuem alto
desempenho (sensibilidade maior que 90% e especificidade superior a
99%). As desvantagens estdo relacionadas com a necessidade de uma
estrura laboratorial elaborada e o seu desempenho reduzido na presenga
de inibidores, principalmente em amostras urinarias (estrégeno, nitratos
e cristais) (MANAVI, 2006).

Para o diagndstico de clamidia, os testes moleculares s&o
baseados em diferentes tecnologias e incluem PCR, Reacdo em Cadeia
da Ligase (LCR) amplificacdo por deslocamento de cadeia (SDA),
amplificacdo baseada na sequéncia de amplificacdo mediada por
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transcricdo (TMA), deteccdo de RNAr e PCR em tempo Real
(MANAVI, 2006).

Eles ttm como alvo sequencias génicas da MOMP, do
plasmidio criptico ou do RNAr da CT. Os testes que utilizam genes com
inimeras copias apresentam sensibilidade superior, como é o caso do
RNAr e do plasmidio criptico de CT, o qual esta presente na ordem de
sete a 10 copias por corpo elementar (MANAVI, 2006).

O LCxProbe (Abbott Laboratories) é um tipo de NAAT
disponivel comercialmente, baseado na LCR, que tem como alvo uma
sequéncia do plasmidio criptico da CT. O método consiste em quatro
etapas: hibridizacdo de sondas com a sequéncia alvo; reparo dos gaps
com a DNA polimerase e a DNA ligase; amplificacdo da sequéncia alvo
por meio de reagdes sucessivas com a polimerase e ligase; e deteccdo
dos amplicons de LCR utilizando sistema de captura com beads
marcadas com substancias fluorescentes (GAYDOS et al., 2004).

O AC2 (Gen-Probe) é outro tipo de NAAT disponivel
comercialmente, baseado na Amplificacio Mediada pela Transcri¢do
(TMA), o qual permite a deteccdo de ambos C. trachomatis e Neisseria
gonorrhoeae e para CT tem como alvo 0 RNAr. O método consiste em
trés etapas que ocorrem no mesmo tubo: isolamento da sequéncia alvo
utilizando a tecnologia de captura do alvo, amplificagdo da sequéncia
alvo utilizando TMA, e deteccdo do sinal emitido pela sonda hibridada
utilizando um método duplo cinético, o qual permite a diferenciacdo do
sinal a partir de cada agente patogénico (GAYDOS et al., 2004).

3.2.2.4.1 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR é a técnica mais conhecida das tecnologias de
amplificacdo de DNA e pode ser dirigida a diferentes alvos, como o
género ou espécie de clamidia dependendo do primer escolhido. Quando
objetivo é a identificacdo do gene da CT, tem-se como alvo o gene da
maior proteina de membrana da CT (MOMP), o gene do plasmidio
critpico, o gene da fosfolipase (LPS) e o gene rRNA 16S e 23S
(MALHOTRA et al., 2013).

A amplificaco do DNA ou RNA consiste na obtencdo de
milhares de cépias de um segmento de DNA a partir de primers
(iniciadores) de uma sequéncia de DNA-alvo. Os primers definem as
regides de DNA a serem amplificadas e a especificidade da técnica. A
PCR detecta com rapidez pequenas quantidades de acidos nucléicos em
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amostras clinicas. S8o capazes de detectar até uma Unica particula
plasmidica de CT (XIA et al., 2007).

O teste PCR Amplicor (Roche) utiliza os primes biotinilados
CP24 e CP27 que flanqueiam uma sequéncia de 207 pb do plasmidio
criptico da CT. O ensaio utiliza desoxi-uracila no lugar de desoxi-
timina, assim a acdo da enzima uracil-N-glicosilase promove a
eliminacdo de DNAs contaminantes que tenham uracila, substituindo
timina antes da amplificagdo. Como controle interno da reacdo e da
presenca de inibidores, é amplificada uma sequéncia aleatéria de DNA e
uma fita de DNA recombinante com sitios de ligacdo homdélogos aos
primers do plasmidio da CT. O teste esta validado para amostras
cervicais, uretrais masculinas e urinarias para ambos 0s sexos. A
sensibilidade e especificidade sdo de 90% a 99-100%, respectivamente
para todas as amostras (LIVENGOOD; WRENN, 2001).

O teste de PCR para a deteccdo de CT desenvolvido pela Roche
Diagnostics (Roche Ammplicor) foi o primeiro teste de PCR aprovado
pelo FDA nos Estados Unidos. Desde 1993, o Amplicor PCR foi bem
avaliado para ambas as amostras de urina e urogenital, com
sensibilidade e especificidade de 90% e 99-100%, repectivamente. O
Amplicor PCR foi aprovado para amostras cervicais, uretrais e urinarias
(MALHOTRA et al., 2013).

A sensibilidade dos testes de amplificacdo do DNA é cerca de
20% maior do que as demais técnicas de cultura, imunofluorescéncia
direta e enzimoimunoensaio. Os NAATS sdo, portanto, considerados um
importante avanco na deteccdo de CT e sdo atualmente utilizados na
rotina para o rastreamento e diagndéstico da CT, sendo o método de
escolha para o diagndstico dessa infeccdo, independente da situagdo
clinica (BARBEYRAC, 2013). A escolha do teste é essencialmente
dependente do custo e de preferéncia do laboratorio (GAYDOS et al.,
2004).

3.2.2.4.2 Captura Hibrida

A Captura Hibrida (Digene) é uma técnica baseada em sondas
de RNA e amplificacdo do sinal de detecgdo. A sonda de RNA €
complementar & sequéncia completa do plasmidio criptico da CT (7.500
pb). O hibrido DNA-RNA formado pela ligacdo da sonda com a
sequencia do plasmidio da CT é capturado por anticorpos especificos
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conjugados com a enzima fosfatase alcalina e a geragdo do sinal ocorre
pela clivagem de um substrato quimioluminescente pela enzima. A
amplificacdo maxima do sinal é atingida porque varias moléculas de
fosfatase alcalina sdo conjugadas a cada anticorpo e estes se ligam em
grande nimero ao hibrido DNA-RNA. O limite de deteccédo varia de 50
a 2500 EBs para os 15 sorotipos da CT (GIRDNER et al., 1999).

O teste é comercialmente apresentado em trés formatos: HC 11
CT/NG, é um teste de triagem que ndo diferencia a Neisseira
gonorrheae e a Chlamydia trachomais, HC CT-ID, é um teste especifico
para CT e o HC GN-ID, é um teste especifico para a Neisseira
gonorrheae. A segunda geracdo do teste de captura hibrida, que
emprega um sistema semi-automatizado também esta disponivel no
mercado, entretanto somente a geragdo manual tem aprovacdo do FDA
(VAN DER POL et al., 2002).

A sensibilidade do teste de captura hiibrida para a CT varia de
95,4 a 97,2% em relacdo a cultura e a PCR (Amplicor CT-PCR, Roche)
e a especificidade é superior a 99,0% em amostras cervicais. Esse
método dispensa a separacdo de areas de trabalho e a partir de uma
Unica coleta (swab) €é possivel pesquisar CT, HPV e Neisseira
gonorrheae (VAN DER POL et al., 2002).

3.3 MECANISMOS DE INFECTIVIDADE DE Chlamydia trachomatis
ASSOCIADA AO HPV E AO CANCER

A capacidade que Chlamydia spp. tem em induzir a fagocitose
em células epiteliais favorece sua atuagcdo sem que 0s mecanismos de
defesa sejam prontamente ativados. Essa forma lenta e progressiva de
infectar a célula confere a infecdo por clamidia um caréater silencioso e
insidioso na grande maioria dos casos (GIRALDO, 2000).

Durante a infec¢do, a resposta imune humoral e a celular podem
efetuar mecanismos de defesa inadequados, o que favorece a evolucéo
da infecdo sem que, necessariamente a CT ainda esteja presente, ou seja,
0 processo inflamatdrio local permanece ativo mesmo se a infecgéo por
CT ja estiver curada. Essas bactérias produzem proteinas denominadas
de proteina do choque térmico 60 clamidiano (do inglés, chlamydial
heat shock protein 60 — CHSP60) que se assemelham muito com as
HSP60 humanas produzidas por hospedeiros infectados e em situacdes
de estresse (GIRALDO, 2000).

As CHSP60 possuem mais de 50% de similaridade com as
humanas na sequéncia de aminoacinos que determina seu epitopo de
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antigenicidade. Como essas proteinas sdo altamente antigéncias,
desencadeiam uma resposta imune adquirida contra a CT que se
perpetua mesmo quando ja ndo existe a presenca da bactéria e que pode
manifestar-se sob uma situacdo de estresse, na qual a mulher pode
produzir suas préprias HSP60 (GIRALDO, 2000).

Nos dltimos anos, estudiosos também avaliaram a presenca da
expressdo de HSP10 em diversos modelos de carcinomas humanos e
observaram um actmulo no espago intracitoplasmatico dessas moléculas
bem como o aumento gradual da sua expressao a medida que aumentava
0 grau de displasia celular. Assim, a hipdtese é que devido a
superexpressao das HSP60 e HSP10 em lesbes pré-neoplasicas, poderia-
se postular que essas moléculas tm um papel diferente (ndo de
chaperona) durante a carcinogénese cervical (CAPELLO et al., 2002-
2003).

Pesquisadores demonstram que HSP60 humanas podem ter um
papel na ativacdo da apoptose por meio da ativacdo da cascata das
caspases. A associacao entre as chaperonas HPS60 e HSP10 forma um
complexo (HSP60/HSP10) capaz de se ligar a pré-caspase-3 dentro da
mitocdndria, promovendo em seguida & liberagdo da HSP60 deste
complexo no citoplasma da célula. A presenca da HPS60 no citoplasma
regula positivamente a apoptose (através da ativacdo da caspase),
funcionando, neste caso, como um agente pro-apoptotico. Foi obervado
também, no mesmao estudo, a inducdo da caspase-3 pela superexpressao
de HSP-60 e HSP-10 recombinate (SAMALI et. al, 1999; JHA et. al,
2011).

Entretanto, outros estudos demostram que as HSP60 podem
também ter um efeito anti-apoptotico devido a sua habilidade em formar
complexos com a Bax e Bak no citoplasma de células normais,
blogueando a capacidade de induzir apotose in vitro. Os mesmos autores
observaram que quando células musculares sdo submetidas a hipdxia, as
HSP60 citosolicas alocam-se na membrana plasmatica dessas células e
estimulam a Bax a se ligar & mitocondria. A ligacdo da Bax na
mitocdndria favorece a liberagdo do citocromo ¢ no citoplasma e induz a
formacdo do apoptossoma, um complexo multimérico formado pelo
fator ativador da apoptose (Afa-1) e pela pré-caspase 9. A pro-caspase-9
¢ considerada a proteina iniciadora da via intrinseca da apotose
(GUPTA; KNOWLTON, 2002; KIRCHHOFF, GUPTA e
KNOWLTON, 2002; ALLAN; CLARKE, 2009).



73

Durante a infecgao persistente por clamidia, corpos elementares
aberrantes produzem grandes quantidades de CHSP60. O acumulo
dessas proteinas dentro e fora da célula infectada promove a ativacdo da
resposta imune especifica do hospedeiro mediada por células B e T,
envolvendo receptores denominados de Toll Like (TLRs) (STEPHENS,
2003). Os TLRs séo proteinas transmembrana de células eucaridticas
com dominios extracelulares capazes de reconhecer lipopolissacarideos,
peptideoglicanos e lipoproteinas de bactérias. Entretanto, ja existem
estudos (SASUS et. al, 2001) que demostram que a endocitose das
CHSP60 na célula hospedeira é mediada pelos TLRs (AKIRA et. al,
2001).

As CHSP60 podem promover a secrecdo do fator de necrose
tumoral (TNF-a) pelos macrdfagos (KOL et. al, 1998), e também podem
estimular células endoteliais, células do musculo liso e macréfagos a
produzir fatores de adesao e citocinas pro-inflamatorias (1L-11, IL-8, IL-
12, IL- 6), fator estimulador de col6nia de granulécitos e macrdéfagos
(GM-CSF) por meio da ativacdo do fator nuclear (NF-KB). Por outro
lado, as CHSP60 podem ter um efeito anti- apoptético, pois possuem a
capacidade de formar complexos com a caspase-3 clivada e com as
proteinas da familia Bax e Bak, bloqueando a via de apoptose, tanto pela
via da cascata das capazes quanto pela via citocromo c¢ (Figura 6)
(FELICE et al., 2005).

Wallin e colaboradores (2002) desenvolveram um estudo de
rastreio na Suécia para avaliar a correlacdo entre a infeccdo por CT e 0
desenvolvimento do cancer cervical. Foram identificados 118 casos que
posteriormente desenvolveram carcinoma cervical invasivo e dentre
esses 10 (8%) apresentaram DNA de clamidia. Dentre os controles,
nenhum foi positivo para CT. A maioria dos pacientes desenvolveu
cancer no periodo de 3 a 6 anos ap0s a infeccao por clamidia. Contudo a
presenga concomitante do DNA do HPV era fator necessario para o
desenvolvimento do céncer.

No homem, o controle da proliferacdo celular ocorre por dois
mecanismos, a apoptose e a senescéncia celular. A senescéncia celular é
considerada um mecanismo importante ao bloquear de forma
irreversivel a replicagdo de células anormais, enquanto que a apoptose
mata e elimina células neoplésicas. A presenga de mutagdes ou proteinas
oncogénicas juntamente com a producdo de CHSP60-1 pode cooperar
para a inibicdo da senescéncia celular e apoptose causando a
proliferacdo de células anormais e causando dano tecidual. Portanto, a
infeccdo por Chlamydia spp. pode bloquear tanto a apoptose quanto a
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senescéncia celular podendo levar ao cancer quando células séao
infectadas simultaneamente por oncovirus ou sdo danificadas por
agentes carcinogénicos (FELICE et al., 2005).

Figura 6: Mecanismo da CT na carcinogénese cervical.
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Durante a infecgdo persistente pela CT, as HSP60 podem interferir na apoptose
induzida pela resposta inflamatoria do hospedeiro. Durante a infecgdo persistente,
corpos elementares aberrantes (EBs) produzem grandes quantidades de CHSP60,
que podem estar fora da célula ou no citoplasma da mesma. A presenca da CT induz
uma grande resposta imune mediada por células B e T. A apoptose induzida por
linfécitos ativados é iniciada pela estimulacdo dos receptores FAS, TNFR-1 ou
TRAIL-R1. Seus ligantes estdo na forma de trimeros e quando eles se ligam, eles
induzem a trimerizacdo dos proprios receptores. Estes interagem com a Caspase-8,
promovendo a ativacdo da cascata das caspases, clivagens dos substratos, levando a
morte celular. Para evadir-se do sistema imune, as CHSP60 citoplasmaticas podem
interagir com a Caspase-3, impedindo a ativagdo da cascata das caspases. Além
disso, as CHSP60 podem se ligar a Bax ou Bak, promovendo a inibi¢do da liberagdo
do citocromo c¢ pela mitocondria. Adaptado de FELICE et al., 2005.
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4 JUSTIFICATIVA

A infeccéo pelo HPV constitui a DTS mais prevalentes em todo
0 mundo. Mais de 80% das mulheres no mundo, com idade por volta
dos 50 anos estiveram infectadas pelo HPV ao longo do tempo, embora
a maioria delas seja capaz de eliminar o virus espontaneamente vida
(CHATTERJEE et al., 2011).

Devido a ma qualidade dos programas de rastreamento e
acompanhamento do cancer do colo do Utero, mais de 80% de todos os
novos casos de cancer do colo do Utero e mais de 85% de todas as
mortes causadas por esta patologia estdo em paises em desenvolvimento
(ANORLU, 2008).

Embora o Brasil tenha sido um dos primeiros paises no mundo
a introduzir a citologia de Papanicolaou para a detec¢do precoce do
cancer de colo uterino, esta doenca continua a ser um sério problema de
salde puablica (BRASIL, 2013b). Neste contexto, 0s métodos
moleculares s&o técnicas que podem contribuir para detec¢éo precoce do
HPV (CUBIE; CUSCHIERI, 2013). Os exames citologicos e
histologicos tradicionais tém limitagBes quanto a distingdo do pequeno
nimero de mulheres com exames alterados, que poderdo progredir para
cancer invasivo da maioria daquelas cujas alteracOes irdo regredir
espontaneamente (WOODMAN, 2007). Assim se reforca a ideia de que
€ preciso usar testes complementares para a detec¢do de infeccdo pelo
HPV.

A PCR, utilizando os iniciadores PGMY09/11 é um método
sensivel e promissor para estudar a infeccdo pelo HPV (GRAVITT et.
al, 2000). O RFLP é uma técnica que complementa a falta de
especificidade da PCR em relacéo ao tipo viral (BERNARD et al. 1994;
PAESI et al., 2009) e a deteccdo de multiplas contaminagbes (IFTNER,
VILLA, 2003; PAESI et al.,2009).

Na populacédo brasileira, 0 HPV 16 oncogénico é o tipo mais
freqliente em todas as regides, sendo seguido pelo HPV 18 nas regifes
Norte, Sul e Sudeste (FREITAS et al., 2007). No entanto, o estado de
Santa Catarina ainda dispde de poucos estudos de prevaléncia do virus e
a identificacdo dos tipos de HPV, principalmente os oncogénicos, 0s
quais ainda serdo importantes para o desenvolvimento de estratégia
terapéutica.

Poucas evidéncias indicam que os tratamentos disponiveis no
momento erradiquem ou afetem a histdria natural das infecces pelos
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papilomavirus e que nenhum dos tratamentos seja superior aos outros,
desta forma a, cada caso devera ser avaliado separadamente decidindo-
se a conduta mais adequada (BASEMAN, KOUTSKY, 2005).

A infeccdo e as complicacdes associadas a CT, como gravidez
ectopica, conjuntivite, pneumonia e prematuriedade em recém-nascidos,
infertilidade, aumento do risco para histerectomia e DIP em mulheres,
tém sido reconhecidas como um dos maiores problemas de salde
publica (PAAVONEN, 2012). Ocorrem cerca de 50 milhdes de casos
novos no mundo por ano. No Brasil ndo existem estudos robustos
documentando a situacdo global da infeccdo pela CT. Estdo disponiveis
apenas estudos isolados em populac¢des especificas, mas que mostram a
importancia dessa infec¢do silenciosa em nosso meio (CODES et al.,
2002; RAMOS et al., 2003; SILVA et al., 2013; SANTOS et al., 2003).

A maior prevaléncia de clamidia é observada entre adolescentes
do sexo feminino (24,1% -27%) e sua associa¢do com a idade juvenil
destaca o papel importante que a triagem de mulheres sexualmente
ativas desempenha na prevencao da infertilidade (WHO, 2011c).

Nos servicos publicos brasileiros, sdo raros os locais que
oferecem sistematicamente a pesquisa da clamidia. Nos servigos
privados, normalmente s6 se pesquisa essa infeccdo em casos
sintomaticos ou quando um dos parceiros sexuais esta acometido.
Mesmo nessas situacoes, a pesquisa da CT ainda ndo faz parte da rotina
da maioria dos exames solicitados pelos ginecologistas, urologistas ou
médicos que atendem DST, apesar da sua importancia e sua possivel
relacdo com o cancer de colo uterino (CODES et al., 2006).

A cultura celular ¢ considerada por muitos autores o “padrdo-
ouro” para o diagnodstico da CT, entretanto, a rapida evolucdo dos testes
de amplificacdo do DNA (PCR, por exemplo) ja suscita a reavaliacdo
desse padrdo na comunidade cientifica. A PCR detecta com rapidez
pequenas quantidades de &cidos nucléicos em amostras clinicas e se
mostra promissora no rastreio da infeccdo por CT em diversos estudos
(XIA et al., 2007).

O estado de Santa Catarina ainda dispde de poucos estudos de
prevaléncia do HPV e da CT e, portanto, o presente estudo podera
contribuir para o desenvolvimento de estratégias de rastreio e prevencédo
das infecgOes causadas por esses microrganismos.
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5 METODOLOGIA
5.1 DESCRICAO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal, descritivo, por amostragem
aleatoria na coleta de dados. As amostras foram coletadas no momento
da realizacdo do exame preventivo do colo uterino - Papanicolaou, no
periodo de novembro de 2011 a margo de 2013.

5.2 COMITE DE ETICA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa Catarina
sob n° de aprovacao 2155 (processo n° 2155).

5.3 AMOSTRAGEM E CRITERIOS DE INCLUSAO

Do total de mulheres atendidas no SUS entre novembro de 2011
a margo de 2013, 325 mulheres sexualmente ativas e que procuraram o
servico de saude para rastreio rotineiro do cancer do colo do Utero
aceitaram participar da pesquisa. Todas foram atendidas pelo SUS no
municipio de Sdo Miguel do Oeste/SC.

As amostras foram coletadas durante a rotina do exame
ginecologico. Pacientes que concordaram em assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foram incluidas no estudo e
tiveram o material cervical coletado para os testes moleculares e analise
citopatolégica convencional.

As analises citopatoldgicas foram realizadas pela metodologia
de citologia convercional no laboratério de citopatologia conveniado
com a Secretaria Municipal de Saude. As amostras para deteccdo da
infeccdo pelo HPV e pela CT foram enviadas para o Laboratério de
Biologia Molecular e Micobactérias da Universidade Federal de Santa
Catarina (LBMM) e analisadas pelas técnicas de PCR-multiplex e PCR-
RFLP. O Sequenciamento foi realizado no Laboratério de Imunologia
Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ
Minas Gerais e a técnica de microarray foi realizada no laborat6rio de
Virologia do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Séo
Paulo (USP). Os testes moleculares foram realizados sem o
conhecimento prévio dos resultados da citopatologia.



78

5.4 COLETA E PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

A coleta do material cervical foi realizada utilizando-se o kit de
citologia em base liquida SurePath™, comercializado pela empresa BD.
Esta metodologia utiliza um dispositivo (nico para coleta das células
endocervicais e ectocervicais e apds a coleta, a ponta da escova €
destacada e mantida dentro do frasco com o meio liquido conservante.
As amostras foram armazenadas e conservadas até cinco semanas
(méximo) a 4°C e enviadas para o Laboratério de Biologia Molecular e
Micobactérias — LBMM do Hospital Universitario Polydoro Ernani de
Sdo Tiago da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC para o
processamento e estudo molecular do material.

5.5 EXTRACAO DO DNA

A extragdo de DNA foi realizada utilizando-se o método in
house baseado no Acetato de Amonio (RIVERO et al.; 2006). De cada
amostra conservada na solucdo SurePath™ foi retirado 1 mL e
transferido para um tubo de 1,5mL que foi centrifugado durante 5
minutos a 12000 x g . O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
suspendido em 180uL de PBS estéril. Foram adicionados 20uL de
Proteinase K (Qiagen- USA) e 180uL do Buffer AL (Qiagen- USA). A
mistura foi homogeneizada em vortex e incubada a 56°C sob agitacdo
(1200 rpm) por uma hora. Em seguida o lisado celular foi incubado por
mais uma hora a 90°C. Apo6s a incubacdo, foram adicionados 200uL de
acetato de aménio 2M, homogeneizado em vértex e incubado em banho
de gelo por 5 minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas a
12000 x g por 4 minutos. O sobrenadante foi colocado em outro tubo de
1,5ml. A esse tubo, foram adicionados 600pL de isopropanol. A mistura
foi homogeneizada por inversdo 20 vezes e novamente foi centrifugada
a 12000 x g por 4 minutos. O sobrenadante foi descartado e foi
adicionado 1ml de etanol 70% ao pellet de DNA. Novamente as
amostras foram homogeneizadas por inversdo 20X e centrifugadas a
12000 x g por 4 minutos. O sobrenadante foi retirado e o pellet foi
mantido a temperatura de 60°C até a total evaporacdo do etanol.
Posteriormente o pellet foi suspendido em 50uL de Tris-EDTA (TE) e
armazenado a -20°C até a sua utilizacdo. O restante das amostras
conservadas na solugdo SurePath™ foi armazenado a -80°C para novas
extracoes.
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5.6 PCR MULTIPLEX PARA A DETECCAO DO DNA DO HPV E
CT

A PCR multiplex foi realizada com os iniciadores PGMY0911
para a deteccdo do DNA do HPV (GRAVITT et. al, 2000), CTP1/CTP2
para a deteccdo do DNA da CT (GRIFFAIS E THIBON, 1989) e como
controle interno, foram utilizados os iniciadores PCO3/PCO4 (SAIKI et
al., 1988) para deteccéo do gene da beta-globina humana. Os iniciadores
PGMY09/11 amplificam um segmento de 450pb do gene L1 do HPV.
Os iniciadores CTP1 e CTP2 amplificam um segmento de 201pb da
ORF de nimero 4 do plasmidio criptico de CT (GRIFFAIS; THIBON,
1989). Os iniciadores PCO3 e PCO4 amplificam um segmento de 110pb
do gene da beta-globina humana e foram utilizados como controle em
relacdo a presenca de inibidores na reacdo de PCR (SAIKI et al., 1988).
A sequéncia dos iniciadores esta descrito na Tabela 2.

Tabela 2: Relagdo dos iniciadores empregados para amplificacdo do
DNA de HPV, Chlamidia trachomatis e no controle interno das reagdes
de PCR.

Alvo Oligonucleotideos Sequencias
iniciadores
PGMY11-A 5’- GCACAGGGACATAACAATGG - 37
PGMY11-B 5’- GCGCAGGGCCACAATAATGG - 3°
PGMY11-C 5’- GCACAGGGACATAATAATGG - 3°
PGMY11-D 5’- GCCCAGGGCCACAACAATGG - 3’
PGMY11-E 5’- GCTCAGGGTTTAAACAATGG - 3°
PGMY09-F 5’-CGTCCCAAAGGAAACTGATC -3’
PGMY09-G 5’- CGACCTAAAGGAAACTGATC -3’
PGMY09-H 5’- CGTCCAAAAGGAAACTGATC - 3’
HPV PGMY09- | 5’- GCCAAGGGGAAACTGATC -3’
PGMY09-J 5’- CGTCCCAAAGGATACTGATC -3°
PGMY09-K 5’- CGTCCAAGGGGATACTGATC - 3°
PGMYO09-L 5’- CGACCTAAAGGGAATTGATC -3’
PGMY09-M 5’- CGACCTAGTGGAAATTGATC -3°
PGMY09-N 5’- CGACCAAGGGGATATTGATC - 3’
PGMY09-P 5’- GCCCAACGGAAACTGATC - 3’
PGMY09-Q 5’- CGACCCAAGGGAAACTGGTC - 3’
PGMY09-R 5’- CGTCCTAAAGGAAACTGGTC - 3°
HMBO01 5’- GCGACCCAATGCAAATTGGT -3
cT CTP1 5’-TAGTAACTGCCACTTCATCA- 3’
CTP2 5’-TTCCCCTTGTAATTCGTTGC- 3’
Beta-globina PCO3 5-ACACAACTGTGTTCACTAGC - 3’

PCO4 5 -CAACTTCATCCACGTTCACC -3
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A reacdo de multiplex foi realizada em um volume final de 25
uL contendo 12,5uL QIAGEN® Multiplex Master Mix (Quiagen, USA),
0,036puM dos iniciadores PGMY09/11, 0,24uM dos iniciadores
PCO3/PCO4, 0,20uM dos iniciadores CTP1/CTP2 e 5 pul de DNA. A
reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador Mastercycle
Personal® (Eppendorf, Alemanha) e foram utilizadas as seguintes
condigdes: desnaturacdo inicial a 95°C/15minutos, seguido por 40
ciclos:  94°C/30segundos  (deshatura¢do), 58°C/1,5  minutos
(pareamento), 72°C/1 minutos (extensdo) e 60°C/30 minutos (extensdo
final). Os amplicons foram fracionados por eletroforese em gel de
agarose 2,5% (80V/40 minutos), corados pelo brometo de etidio e
visualizados sob luz ultravioleta no ImagenQuant LAS500 (GE- EUA).
O tamanho dos fragmentos foi estimado por comparagéo ao padréo de
tamanho de DNA (DNA ladder 100pb Invitrogen™ Life Technologies).

57 PCR COM OS INICIADORES PGMY0911 PARA A
GENOTIPAGEM DO HPV

As amostras com resultados positivos para DNA de HPV na
PCR multiplex foram submetidas @ PCR com os iniciadores
PGMYQ09/11 para a amplificacdo de um segmento de 450pb da regido
L1 do HPV. Os produtos de PCR foram submetidos a técnica de
Polimorfismo do Tamanho dos Fragmentos de Restricdo (RFLP) -
(descrita no item 5.8) para genotipagem do HPV.

A reacdo foi realizada em um volume final de 25uL contendo
2,0mM MgCl,, 0,01 mg/mL de Soro Albumina Bovina (BSA-
Invitrogen™ Life Technologies), 0,2 mM dNTP (dATP, dCTP,
dGTP,dTTP, Invitrogen™ Life Technologies), 0,01 uM de cada
iniciador; Tampédo da Taq Platinum polimerase 1X (200mM Tris-HCI
pH8.4, 500mM KCI), 2U de Taq Platinum DNA polimerase
recombinante (Invitrogen™ Life Technologies) € 5uL do DNA molde.
A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador Mastercycle
Personal® (Eppendorf, Alemanha) e foram utilizadas as seguintes
condigdes:  94°C/1min.(desnaturacdo), 55°C/lmin. (pareamento),
72°C/1min. (extensdo) em 40 ciclos e um ciclo final de 72°C (extensdo
final) por 5min. Os amplicons foram fracionados por eletroforese em gel
de agarose 1,0% (100V/20 minutos), corados pelo brometo de etidio e
visualizados sob luz ultravioleta em ImagenQuant LAS500 (GE- EUA) .
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O tamanho dos fragmentos foi estimado por comparacdo ao padréo de
tamanho de DNA (DNA ladder 100pb Invitrogen™ Life Technologies).

5.8 POLIMORFISMO DO TAMANHO DOS FRAGMENTOS DE
RESTRICAO (RFLP)

As amostras com resultados positivos para DNA de HPV na
PCR com os iniciadores PGMY0911 foram submetidas & técnica de
Polimorfismo do Tamanho dos Fragmentos de Restricdo (RFLP).

A técnica foi realizada segundo a metodologia desenvolvida por
Nobre e colaboradores em 2008. As enzimas utilizadas para as técnicas
de RFLP foram Pstl (Invitrogen®), Haelll (Invitrogen™ Life
Technologies), Ddel (Promega, USA) e Rsal (Promega, USA). Uma
aliquota de 10uL do produto da PCR com os iniciadores PMGY09/11
foi utilizada para cada digestdo. A reacdo de digestdo foi realizada em
um volume final de 20pL, contendo 0,5U de cada enzima de restri¢do
com o correspondente tampdo (1X) e incubada por 1 hora a 37°C.
Fragmentos de DNA foram fracionados por eletroforese em gel gel de
poliacrilamida 12% (80V/2 horas), corados pelo brometo de etidio e
visualizados sob luz ultravioleta no ImagenQuant LAS500 (GE- EUA) .
O tamanho dos fragmentos foi estimado por comparacdo ao padréo de
tamanho de DNA 50pb e 25pb (Ludwig, Brasil) O padrdo de tamanho
de DNA foi aplicado em duas caneltas no gel. A interpretacdo dos
resultados das clivagens seguiu o descrito por Nobre e colaboradores
(2008).

5.9 PCR COM OS INICIADORES CTP1/CTP2 PARA A DETECCAO
DO DNACT

A reacdo de amplificacdo foi realizada utilizando-se o0s
oligonucleotideos iniciadores (primers) CTP1/CTP2 (descritos no item
5.6 de materiais e métodos - PCR Multiplex para a detec¢do do DNA do
HPV e CT).

A reacdo foi realizada em um volume final de 25uL contendo
1,5mM MgCl,, 0,0lmg/ml de Soro Albumina Bovina (BSA-
Invitrogen™ Life Technologies), 0,2mM dNTP (dATP, dCTP,
dGTP,dTTP) (Invitrogen™ Life Technologies), 1M de cada iniciador;
Tampdo de Tag Platinum polimerase 1X (200mM Tris-HCI pH8.4,
500mM KCI), 1U de Taq Platinum DNA polimerase recombinante
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(Invitrogen™ Life Technologies) e 2,5 uL. do DNA molde. A reacéo de
amplificacdo foi realizada em termociclador Mastercycle Personal®
(Eppendorf) e foram utilizadas as seguintes condi¢des: 96°C/40segundos
(desnaturacdo), 57°C/40segundos (pareamento), 72°C/40segundos
(extensdo) em 40 ciclos e um ciclo final de 72°C (extensdo final) por 5
minutos. Os amplicons foram fracionados por eletroforese em gel de
agarose 2,0% (80V/40 minutos), corados pelo brometo de etidio e
visualizados sob luz ultravioleta em ImagenQuant LAS500 (GE- EUA) .
O tamanho dos fragmentos foi estimado por comparagdo ao padréo de
tamanho de DNA (DNA ladder 100pb Invitrogen™ Life Technologies).

510 CLONAGEM PARA OBTENGCAO DOS CONTROLES
POSITIVOS PARA HPV E CT

Amostras provenientes de pacientes foram submetidas a PCR
com os iniciadores PGMY0911 e CTP1/CTP2 para deteccdo do DNA
do HPV e da CT. Os produtos de PCR foram clonados com o plasmideo
Pgem — T Easy Vector System (Promega, USA) e posteriormente
sequenciados para a confirmacdo do genotipo de CT ou de HPV. As
condicdes da reacdo de PCR com os iniciadores PGMY09/11 foram
iguais as descritas no item 4.6 de materiais e métodos.

5.10.1 Preparacao de Células Competentes

Células de Escherichia coli Max Efficiency DH5a
(Invitrogen™ Life Technologies) foram estriadas em placa de Petri
contendo meio de cultura Luria Base -LB (nvitrogen™ Life
Technologies) incubadas overnight (por cerca de 18horas) a 37°C. Da
placa foram isoladas coldnias que posteriormente foram colocadas em
tubo cobnico (15ml) contendo 5ml de caldo LB. As células foram
novamente incubadas overnight a 37°C mantidas sob agitacdo a
130rpm. Foram inoculados 500uL dessa cultura crescida overnight em
100 ml caldo LB, em um erlenmeyer de 500ml e deixado crescer por 3
horas sob forte agitacdo (130rpm) a 37°C. Em seguida verificou-se a
Densidade Optica (DO) que deveria estar entre 0,4-0,5 (mid-log). Ao
ser obtida a DO desejada o caldo foi transferido para dois tubos falcon
de 50ml cada. Esses tubos foram centrifugados a 5000g por 5 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi suspendido em cerca
de 1ml do sobrenadante. A ele foram adicionados 10ml de CaCl, 0,1M
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(Sigma-Aldrish-EUA) gelado, suspendendo-se novamente o pellet. A
suspensdo foi mantida em banho de gelo por 20 minutos e depois
centrifugada novamente a 5000g por 5 minutos a 4°C. Novamente o
pellet foi suspendido em cerca de 1ml do sobrenadante e acrescentou-se
10ml de tampdo de congelamento (CaCl, 0,1M /10% glicerol). A
suspensdo foi mantida em banho de gelo por, pelo menos, 30 minutos.
Em seguida, prepararam-se aliquotas de 200uL em tubos eppendorf que
foram imediatamente congeladas em banho de gelo com etanol. As
células foram armazenadas a —80°C até sua utilizacdo.

5.10.2 Ligacdo do produto de PCR ao P-GEM T-Easy — Formagéo
do DNA Recombinante

Foi utilizado o plasmideo P-GEM T-Easy (Promega, USA) e a
enzima T4 DNA Ligase (Promega, USA) para a formacdo do DNA
recombinante (ligacdo dos produtos de PCR do HPV (450pb) e da CT
(201pb) ao plasmideo). A reacdo foi realizada em um volume final de
10pL contendo 5uL de Tampdo, 1puL do P-GEM T-Easy, 1 pL da
enzima T4 DNA ligase e 3 pL de produto de PCR com os iniciadores
PGMY0911 para o HPV ou 3 pL de produto de PCR com os iniciadores
CTP1/CTP2 para a clamidia. A reacdo de ligacdo do inserto (produto de
PCR) ao plasmideo foi realizada em termociclador Mastercycle & 4°C
overnight.

5.10.3 Transformacéo das Células Competentes

A insercdo do DNA recombinante em células competentes foi
realizada apds o descongelamento das células em banho de gelo por 10
minutos. O tubo contendo 200uL de células foi adicionado 5uL do
inserto de HPV e a outro tubo contendo a mesma quantidade de células
competentes foram adicionados 5L do inserto de clamidia. As células
foram homogeneizadas suavemente sem pipetar. A mistura contendo as
células e o inserto foi submetida a banho de gelo por 30 minutos,
seguido por um choque térmico de 42°C por 45 segundos. A seguir a
mistura foi submetida a banho de gelo por 2 minutos. Foram
adicionados 400uL de meio SOC (Invitrogen™ Life Technologies) as
células transformadas e homogenizadas sem pipetagem. As células
foram incubadas a 37°C por lhora sob agitacdo de 100rpm. Todo o
volume foi semeado com alca de Drigalki em placa de Petry contendo
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meio LB, ampicilina (100mg/ml), X-gal (20mg/ml) e IPT-G
(200mg/ml). As placas foram incubadas a 37°C overnight.

5.10.4 Selecéo das colbnias

A efetividade da transformacdo das bactérias pode ser
verificada uma vez que as células foram semeadas em meio LB com
ampicilina, X-gal e IPTG e incubadas a 37°C overnight, conforme
descritos no item 4.8.3 de Materiais e Métodos.

Todo plasmideo é composto por uma regido promotora, um sitio
de clonagem, uma origem de replicacdo e um gene que codifica a
resisténcia a antibidtico. A origem de replicacdo € uma sequéncia
especifica do plasmideo, com cerca de 1.000pb, na qual tem inicio a
replicacdo do DNA, independente do DNA gendmico, sendo necessaria
para a multiplicacdo das bactérias com o0 DNA recombinante. Quando o
plasmideo recebe o inserto, este se insere no local do gene promotor da
transcricdo da beta-galactosidade, portanto, bactérias que receberam o
plasmideo com o inserto, ndo expressam o gene da beta-galactosidade e
consequentemente o substrato da enzima (X-gal) ndo sera metabolizado
pela enzima, por isso, as colénias das bactérias do nosso experimento,
gue abrigavam o plasmideio com o inserto, ficaram brancas. As
bactérias que receberam o plasmideo sem o inserto expressaram o gene
da beta-galactosidase, neste caso, o X-gal foi metabolizado e as coldnias
apresentaram coloracdo azul. Desta forma, o antibiético foi utilizado
para selecionar as bactérias que receberam o plasmideo, pois 0 mesmo
possui 0 gene de resisténcia ao antibiotico utilizado e, portanto, somente
bactérias que receberam o plasmideo cresceram. Ja o X-gal e 0 IPTG
foram utilizados para diferenciar bactérias que receberam o DNA
recombinante (col6nias brancas) das bactérias que ndo receberam o
DNA recombinante (coldnias azuis). Desta forma, as col6nias brancas
foram selecionadas para fazer o repique e posterior extracdo do DNA
plasmidial.

5.10.5 Extracédo do DNA plasmidial

Para a extragdo do DNA plasmidial, foi centrifugado 1ml da
suspensdo de bactérias em caldo LB suplementado com ampicilina em
tubo de 1,5ml a 1750 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi removido, o
pellet foi suspendido em 200uL de 4gua destilada estéril e em seguida,
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submetido a banho quente de 99°C por 10 minutos. Em seguida, a
mistura foi centrifugada a 7000 x g por 2minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo de 1,5ml e em seguida, foi adicionado 1pL
de RNAase e deixados sob a bancada overnight.

5.10.6 PCR com os inicidores CTP1/CTP2 para a amplificacdo do
DNA plasmidial de CT

A reacdo de amplificacdo foi realizada segundo o protoloco
descrito no item 5.9- PCR com os iniciadores CTP1/CTP2 para a
deteccdo do DNA de CT de Materiais e Métodos com excecdo da
guantidade de DNA. Nesta PCR, foram utilizados 1uL do DNA
plasmidial de clamidia.

5.10.7 PCR com os inicidores PGMY09/11 para a amplificagdo do
DNA plasmidial de HPV

A reacdo de amplificacdo foi realizada segundo o protoloco
descrito no item 5.7- PCR com os iniciadores PGMY0911 para a
Genotipagem do HPV de Materiais e Métodos com execdo da
guantidade de DNA. Nesta PCR, foram utilizados 1uL do DNA
plasmidial de HPV.

5.11 SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento dos clones de HPV e CT, bem como dos
amplicons de amostras clinicas positivas para HPV foram realizados no
sequenciador ABI 3730 Genetic Analyser (Applied Biosystems - Life
Technologies) utilizando-se o kit ABI PRISM BigDye Terminator v3.1
Ready Reaction Cycle Sequencing, no Laboratério de Imunologia
Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ
Minas Gerais. Para a reagdo de sequenciamento dos clones de HPV e
das amostras clinicas positivas para este virus utilizou-se os iniciadores
PGMY(0911. Para a reacdo de sequenciamento dos clones de CT
utilizou-se os iniciadores CTP1/CTP2.
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5.11.1 Purificacdo do DNA

A purificacdo do DNA de amostras clinicas foi realizada com o
PureLink® PCR Purification Kit (Invitrogen -USA) ou o com o
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen- USA), conforme intru¢bes dos
fabricantes.

A purificagdo dos DNAs plasmidiais de HPV e CT foi realizada
com o PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen -USA),
conforme intrucdes dos fabricantes.

Os produtos purificados foram separados por eletroforese em
gel de agarose 1,5% e corados pelo brometo de etidio (1ug/ml). Os
amplicons foram fracionados por eletroforese em gel de agarose 1,0%
(80V/40 minutos), corados pelo brometo de etidio e visualizados sob luz
ultravioleta em ImagenQuant LAS500 (GE- EUA). O tamanho dos
fragmentos foi estimado por comparagdo ao padrdo de tamanho
molecular (DNA ladder 100pb Invitrogen™ Life Technologies).

5.11.2 PCR, precipitacdo do DNA e sequenciamento

Para a reacdo de PCR, foram utilizados 2uL de tampdo Tris-
HCI, 1uL de BigDye Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer, contendo
dNTP, ddNTP, Taq DNA polimerase e MgCl, (Applied Biosystems —
Life Technologies), 1uL do iniciador forward ou reverse (3,2 pmol),
5uL do produto purificado diluido (contendo 3-10ng de DNA) e 1uL de
agua purificada. A PCR foi feita em placa de 96 pocos. As condigdes
foram 96°C/2 segundos, seguidos por 35 ciclos de 96°C/10 segundos,
55°C/45 segundos e 72°C/60 segundos e extensdo final de 72°C/60
segundos.

Apos a retirada da placa do termociclador, foram adicionados
40uL de isopropanol 65%, a placa foi agitada no vortex e incubada por
20 minutos a temperatura ambiente no escuro. Em seguida, foi
centrifugada por 45 minutos a 3700rpm. Descartou-se o sobrenadante,
vertendo a placa. O pellet foi lavado com 250uL de etanol 60% e a placa
foi centrifugada por 15 minutos a 3700rpm e colocada no termociclador
por 1 minuto a 90°C para secar. O produto amplificado foi ressuspenso
com 20uL de formamida, desnaturado por 5 minutos a 96°C, transferido
imediatamente para um banho-maria de gelo e os produtos injetados no
sequenciador.
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5.11.3 Analise das Sequéncias

As sequéncias obtidas dos clones de HPV e CT, assim como as
obtidas de amostras clinicas postivias para HPV foram analisadas no
programa Chromas Lite 2.1 (Technelysium, Australia). As sequéncias
obtidas foram alinhadas no software BLAST para verificar sua
identidade.

5.12 MICROARRAY — KIT PAPILLOCHECK® (GREINER BIO-ONE)

Os DNAs de amostras positivas na PCR com os iniciadores
PGMY0911 para deteccdo do DNA do HPV foram submetidos & técnica
de microarray com o Kit comercial PapilloCheck® (Greiner Bio-one-
Germany) no laboratério de Virologia do Instituto de Medicina Tropical
da Universidade de S&o Paulo.

5.12.1 Reacdo de PCR

A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 26pL,
contendo 19,8uL de PapilloCheck® PCR MasterMix, 1U de Taq Hot
Start (Qiagen- USA), 0,005 U de Uracil-N-Glycosylase (UDG) e 5uL de
DNA. A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador
Mastercycle Personal® (Eppendorf) sob as seguintes condicdes: 37°C/20
minutos, 96°C/15 minutos (desnaturacdo inicial), 96°C/15 minutos
(desnaturacdo inicial), seguido por 40 ciclos de 95°C/30 segundos
(desnaturacdo), 55°C/25 segundos (pareamento), 72°C/45 segundos
(extensdo); seguido por 15 ciclos de 95°C/30 segundos e 72°C/45
segundos.

5.12.2 Reacao de Hibridizacéo e leitura dos resultados

Para cada uma das amostras foram adicionados %lL de produto
de PCR a 30pL de tampdo de hibridizacdo (PapilloCheck™) em tubos de
0,2ml. Uma aliquota de 25uL dessa reacdo foi adicionada a cada chip
gue estava aderido a uma lamina de vidro. As amostras foram incubadas
em camara escura € Umida a temperatura ambiente por 15 minutos.
Apos a hibridizagéo, as 1aminas contendo os chips foram lavadas com o
tampdo | por 10 segundos a temperatura ambiente. Uma segunda etapa
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de lavagem foi realizada com tamp&o 1l por 1 minuto a temperatura de
50°C. A terceira lavagem foi realizada a temperatura ambiente com o
tampdo Il por 10 segundos. Apds a lavagem, as laminas foram
colocadas em tubos conicos de 50ml e centrifugadas a 500 x g por 3
minutos. Imediatamente, as laminas foram lidas no CheckScanner
(Greiner Bio-one- Germany) e analisadas com o Software CheckReport
(Greiner Bio-one- Germany).

5.12.3 Controle de Qualidade

Para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos pela
metodologia de microarray (Papillocheck®) a reacdo dispde de quatro
controles: Controle de orientacdo e impressdo (Orientation control),
Controle de hibridizacdo (Hybridisation control), Controle da PCR
(PCR control) e Controle da amostra (Sample control).

Como controle de orientagdo e impressao (Orientation control)
o chip gera sinais de fluorescéncia, independentes da eficiéncia do
processo de hibridizagdo. Esses pontos sdo utilizados pelo Sofware
como pontos de indicacdo para o local correto de leitura. Além disso, a
qualidade do processo de leitura é controlada pela presencga de um sinal
de fluorescéncia verde em cada pog¢o do chip. Para controle de
hibridizacdo (Hybridisation control), a eficiéncia da reacdo de
hibridizagdo é monitorada com uma sonda marcada com fluorocromo e
misturada ao tampdo de hibridizacdo. Essa sonda hibrida sequéncias
especificas de DNA no chip. Um resultado eficiente de hibridizagdo se
verifica quando os cinco pogos emitem sinais de fluorescéncia. O
controle da PCR (PCR control) monitora a qualidade da reagdo pela
amplificacdo de um controle interno, cujo molde esta presente no
Papillocheck PCR Master Mix. A qualidade da reacdo de amplificacéo
também ¢ avaliada pelo CheckReport™Software. Se 0o desempenho da
PCR for baixo, o Sofware indica que o que o controle da PCR falhou e,
neste caso, a analise deve ser repetida. O Controle da amostra (Sample
control) monitora a qualidade da amostra e ou/extragdo do DNA pela
amplificacdo de um segmento do gene da Adenosina deaminasel
(ADATL).
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5.13 ANALISE ESTATISTICA

A associagdo entre as varidveis nominais e os desfechos
positividade para o HPV, CT e coinfeccdo HPV/CT foi realizada pelo
teste qui-quadrado ou Exato de Fisher. Para verificar a correlacdo entre
as varaveis nominais e os desfechos foi utilizada a Analise de Regresséo
Logistica Binaria. Para determinar a concordancia entre os métodos de
genotipagem do HPV (RFPL, sequenciamento e microarray) foi
utilizado o teste Kappa e adotaram-se como referéncia os valores
determinados por Altman (1991). Desta forma, foi atribuida
concordancia pobre para valores de Kappa entre 0,00-0,20,
concordancia razoavel a valores entre 0,21 a 0,40, concordancia
moderada a valores entre 0,41-0,60, concordancia boa a valores 0,61-
0,80 e excelente concordancia a valores entre 0,81-1,00.

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e
valor preditivo negativo (VPN) da metodologia RFLP foram calculados
pela Curva ROC (Reciever Operating Characteristic) adotando-se como
padrdo aureo as metodologias de sequenciamento e microarray. Para 0s
tipos virais que ndo foi possivel célculo pela Curva ROC, foi utilizado o
Sofware Microsoft Excel versdo 2010. A acuracia do teste RFLP foi
medida sobre a rea da curva ROC. Desta forma, a acuracia do teste
diagnostico foi interpretada como excelente (valores na curva ROC
entre 0,9 e 1,0), bom (0,8-0,9), razoavel (0,7-0,8), pobre (0,6-0,7), fraco
(0,5-0,6) (TAPE, 2013). Utilizou-se o programa SPSS Statistical
Package for Social Sciences (SPSS software, versdo 17.0, EUA) para a
realizacdo dos testes Qui-quadrado, Exato de Fisher, Regressdo
Logistica Binaria e Kappa. Para andlise da Cuva ROC utilizou-se o
programa MedCalc (versdo 12.0.3.0, Bélgica).
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6 RESULTADOS

Foram analisadas amostras de raspado cervical de 325 mulheres
sexualmente ativas com média de idade de 37 anos (14-79 anos). A
faixa de idade inferior ou igual a 30 anos (< 30 anos) representou
36,6% (119) das amostras enquanto a faixa etaria com idade superior a
30 anos (> 30 anos) representou 63,4% (206).

A prevaléncia do DNA de HPV foi de 24,6% (80/325) na
amostra estudada. Ja em relacdo a CT, a prevaléncia foi de 11,1%
(36/325) e a prevaléncia de coinfeccdo para HPV e CT foi de 4,6%
(15/325).

Na tabela 3, esta descrita a distribuicdo das variaveis estudadas
e sua associacdo com a presenca de HPV, CT e coinfeccdo HPV/CT.
Observa-se que houve diferenca significativa entre as mulheres positivas
e negativas para 0 HPV em relagdo as variaveis: citologia (p<0,001),
idade (p=0,001), idade de inicio da atividade sexual (p= 0,008) e 0 uso
de anticoncepcional oral (p=0,048). A frequéncia da positividade para
HPV foi de 100% para mulheres com citologia alterada (LSIL e
ASCUS) e de 22,2% para mulheres com citologia normal. A frequéncia
da infeccdo pelo HPV foi maior em mulheres com idade inferior ou
igual a 30 anos, em mulheres que tiveram a primeira relagdo sexual com
idade inferior ou igual a 18 anos e em mulheres que fazem uso de
anticoncepcional oral.

Para CT, observou-se que houve diferenca significativa entre as
mulheres positivas e negativas em relacdo ao nimero de parceiros ao
longo da vida (p=0,048). A frequéncia da infeccdo por CT foi maior em
mulheres que tiveram dois ou mais parceiros ao longo da vida quando
comparada as mulheres que tiveram um parceiro. Em relagdo a presenca
da coinfeccdo HPV/CT, observou-se que houve diferenca significativa
entre as mulheres coinfectadas e ndo coinfectadas em relacdo as
varidveis idade (p=0,006) e uso de anticoncepcional oral (p=0,011). A
frequéncia de coinfeccdo foi maior em mulheres com idade inferior ou
igual a 30 anos e em mulheres que fazem uso de anticoncepcional oral.
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Variaveis HPV () | HPV(+) | P* cT () cTE) | P CO'”(f_‘;C@ao CO'”(“_‘;CQaO px
ciologia (325) 75250/ 22820/ 82?’/ 113;)/ 310 1o
Normal (n=315 i 7 =70 = 95,6% (301 4,4% (14
L;Ta Er; ) (245) (700 | <0001 | (280) (35) | 0462 100;’/( ) ) oooj(o) 0,196
(n=5) 0% () | 100% (5) 100% (6) | 0% (0) O°() ' 0°()
ASCUS (n=7) 0% (0) | 100% (7) 750% (3) | 250% (1) 0% @) | 250% 1)
80 289 36
. . 245 310
Corrimento vaginal (325) 77 0% 22,1% 0163 89,9% 10,1% 95.2% 15
Nio (n=208) Lo (46) ’ (187) @y | o4 | e 48% (10) | 0826
i = 0, 0, 0, 0,
Sim (n=117) 70,9% (83) 2?3*}1)/" 8(1025" 1(21’2)/" 95,7% (112) | 3% 0)
80 289 36
245
0, 1 fl 3
<30 anos (n=124) 653% @) | "4z | o001 | (108) (16) | 0410 | 91,1% (113) | 89% (11) | 0,006
0,
> 30 anos (n=201) 8&&;" 18,4% 90,0% 10,0% 98,0% (197) |  2,0% (4)
37) (181) 20)
) 80 289
N° de Parceiros ao longo da 245 36
vida (325) 71,6% (78) | 2oA4% 93.6% |6 406 (7) 310 Lo
108 ' 31) | 0255 | (102) ' 0048 | 954% (104) | 4,6% (5) | 0,986
L0109 7.3% 22,7% 86,6% 13,4% 95.4% (206) | 4,6% (10)
2 ou mais (n=216) (167) (49) (187) (29)

*Valores de p para teste Qui-Quadrado e Exato de Fischer
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Tabela 3: Distribuicdo das variaveis estudadas de acordo com a presenca de HPV, CT e Coinfec¢do HPV/CT

(continuacéo).

80
Inicio da atividade sexual (325) 245 28.3% 289 %6 310 15
<18 ~ 71,7% : 87,7% 12,3%
< 18 anos (n=244) 17s) (69) 0,008 214) 30) 0225 | 943% (230) | 57%(14) | 0,128
= 0, 0, 0,

> 18 anos (n=81) 86,4% (70) 1?1(;)/0 92,6% (75) | 7.4% (6) 98,8% (80) 1,2% (1)
Uso de preservativos (325) 245 80 0,168 289 36 0,951 310 15 0,266

Sim, sempre (n=53) 67.9% (36) | 32,1% 88,7% (47) | 11,3% (6) 92,5% (49) 7,5% (4)

N&o ou &s vezes (n= 272) 76,8% an 89,0% 11,0% 96,0% (261) | 4,0% (11)

(209) 23,2% (242) (30)
(63)

Uso de Anticoncepcional Oral 245 80 0,048 289 36 0,103 310 15 0,011
(329) 79,8% 20,2% 91,7% | 8,3% (14) 98,2% (165) |  1,8% (3)

Néo (n=168) (134) G4 (154) 14,0% 92,4% (145) | 7,6% (12)

Sim (n= 157) 70,7% 29,3% 86,0% 2)

(111) (46) (135)

Dispositivo Intrauterino (DIU) 245 80 1,000 289 36 0,605 310 15 1,000
(325) 75,4% 78% 88,6% 11,4% 95,3% (302) | 4,7% (15)

Néo (n=317) (239) (24.6) (281) (36) 100,0% (8) 0,0% (0)

Sim (n=8) 750% (6) | 25% (2) 88,9% 0,0% (0)

(289)

*Valores de p para teste Qui-Quadrado e Exato de Fischer
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Na tabela 4, esta descrita a associacdo entre a positividade para
CT e para HPV. Observou-se que houve diferenca significativa entre as
mulheres positivas e negativas para 0 HPV em relacdo a presenca da
infeccdo por CT (p=0,012). A frequéncia da positividade para HPV foi
maior em mulheres que foram positivas para CT. N&o foi encontrada
associacdo estatisticamente significativa entre tipos de HPV de alto risco
e a infeccdo por CT (p=0,162).

Na figura 7, estdo descritas as prevaléncias de infeccdo pelo
HPV, CT, coinfeccdo HPV/CT e presenca de HPV de alto risco de
acordo com a faixa etaria. As prevaléncias das infec¢bes pelo HPV, CT,
coinfeccdo HPV/CT e HPVs de alto risco foram maiores em mulheres
com idade igual ou inferior a 24 anos. Com excec¢do da prevaléncia da
infeccdo pela CT e da coinfeccdo CT/HPV, as demais decreceram com o
aumento da idade. As prevaléncias da infeccdo pela CT e a coinfec¢do
CT/HPV tiveram um comportamento decrecente com o aumento da
idade até atingir os 54 anos. Entretanto, um novo pico foi observado
para mulheres com idade superior a 55 anos, porém em menor
propor¢édo para a coinfecgdo.

Tabela 4: Associagdo entre a positividade para Chlamydia trachomatis
e HPV

HPV HPV Total p*
Negativo Positivo
Clhamydiatrachomatis 0,012
Negativo 224(77,5%) 65 (8,6%) 289 (100%)
Positivo 21 (58,3%) 15 (41,7%) 36 (100%)
Total 245 (100%) 80(100%) 325 (100%)

*Valores de p para teste Qui-Quadrado

Na tabela 5, estdo descritas as Razbes de Chance (RC) com o
intervalo de confianca (IC) de 95% para a associacdo entre as variaveis
estudadas e os desfechos. Mulheres com citologia normal tém 99,7%
menos chance de ter HPV do que mulheres com alteracdo citoldgica
LSIL ou ASCUS, RC= 0,028 e IC 95% (0,003-0,226), p= 0,001.
Mulheres com idade igual ou inferior a 30 anos tém 1,9 vezes mais
chance de ter HPV do que mulheres com idade superior a 30 anos, RC=
1,971 e IC 95% (1,095-3,547), p= 0,024. Mulheres com dois ou mais
parceiros ao longo da vida tém 1,7 vezes mais chance de ter HPV do que
mulheres que tém somente um parceiro, RC= 1,78 e IC 95% (1,0004-
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3,155), p= 0,048. Mulheres que tiveram sua primeira relacdo sexual com
idade inferior ou igual al8 anos tém 2,2 vezes mais chance de ter HPV
do que mulheres que tiveram sua primeira relacdo sexual apds os 18
anos de idade RC= 2,250 e IC 95% (1,0062-4,764), p= 0,034. Em
relagdo as demais variaveis estudadas, como uso de preservativos e uso
de anticoncepcional oral, ndo foi encontrada associacdo estatisticamente
significativa com a positividade do HPV. Néo foi encontrada associagdo
das variaveis estudadas com os desfechos positividadade para CT e
positividade para a coinfeccdo HPV/CT. Para a associacgdo entre HPV e
CT, mulheres com amostras positivas para CT tém 2,4 vezes mais
chances de ter HPV do que mulheres com amostras negativas RC=
2,462 e IC 95% (1,201-5,046), p= 0,014 e vice- versa.

A prevaléncia dos tipos de HPV encontrados no estudo foi
baseada nos resultados do microarray, RFLP e sequenciamento. Para os
tipos de HPV ndo identificados pelo microarray, a amostra foi
considerada positiva se uma ou ambas as metodologias, RFLP e
sequenciamento detectaram o tipo viral presente. A frequéncia global e
estratificada por metodologia esta descrita na Tabela 6.

O HPV 16 foi o tipo mais prevalente (38,8%), seguido pelos
tipos 39 (23,8%), 53 (22,5%), 68 (15,0%), 56, 31 e 66 (10,0%), 44/55 e
45 (8,8%), 43 e 52 (7,5%), 18 e 62 (6,3%), 06, 11, 35, 51, 73 e 89
(5,0%). Também foram detectados outros tipos menos prevalentes como
HPV 42 e 61 (3,8%), 58 e 59 (2,5%), 32, 33, 40, 70, 74, 82, 83 ¢ 84
(1,3%).
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Figura 7: Frequéncia da positividade do HPV, CT, coinfeccdo HPV/CT e presenca de HPVs oncogénicos na
opulacdo estudada de acordo com a faixa etaria.
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Tabela 5: Razbes de Chances (RC) e Intervalo de Confianga (IC) de 95% da Associacdo entre as variaveis estudadas

e a presenca de HPV, CT e coinfeccdo.

Variaveis HPV CT Coinfeccdo
RC (IC 95%) p* RC (IC 95%) p* RC (I1C 95%) p*

Citologia
Normal 0,028 (0,003-0,226) | 0,001 1,558 (0,003-5,488) 0,680 0,606 (0,067-5,488) 0,656
LSIL ou ASCUS (Ref.) 1 1 1
Idade
<30 anos 1,971 (1,095-3,547) | 0,024 1,038 (0,488-2,206) 0,923 2,905 (0,851-9,916) 0,089
> 30 anos (Ref.) 1 1 1
N° de Parceiros ao longo da vida
1 (Ref.) 1 0,048 1 0,091 1 0,001
2 ou mais 1,780 (1,004-3,155) 2,116 (0,886- 5,055) 0,830 (0,265-2,602)
Inicio da atividade sexual
< 18 anos 2,250 (1,062-4,764) | 0,034 1,454 (0,559-3,784) 0,443 | 3,931 (0,468-33,005) 0,207
> 18 anos (Ref.) 1 1 1
Uso de preservativos
Sim, sempre (Ref.) 1 0,064 1 0,761 1 0,179
N4o ou as vezes 1,916 (0,962-3,818) 0,862 (0,330- 2,250) 0,420 (0118-1,490)
Uso de Anticoncepcional Oral
Néo (Ref.) 1 0,514 1 0,205 1 0,121
Sim 0,833 (0,463-1,497) 1,632(0,765-3,483) 2,922 (0,753-11,339)

Razéo de Chance (RC); Intervalo de Confianca para a RC de 95% (IC 95%). *Valores de p para teste de Regressdo Logistica.



Tabela 6: Frequéncia global e estratificada por método dos tipos de HPV na amostra estudada.
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. Tipos de HPV
Metodologias

16 | 39 | 53 | 68 | 56 [ 31 ] 66] 445 ] a5 [43]52[ 18] 62 [ 6 [11]35] 5073 0] 4a2]61]58]59]32]33][a0]70]74]82]83]es

REPL 24 4 10 7 o0 1 4 1 3 0 3 5 2 11 13 2 2 03 2 1101 0 2 1 0 1 1

% 300 50 125 88 O 13 5 13 38 O 38 63 25 13 13 13 38 25 25 0 38 25 13 13 13 0 25 13 0 13 13

. 9 1 9 6 1 0 4 o0 1 0 3 1 5 2 1 2 2 2 4 0 3 2 0 1 2 0 0 1 0 1 1
Sequenciamento

% 238 13 113 75 13 0 5 0 13 0 38 13 625 25 13 25 2525 5 0 3825 0 1313 0 0 13 0 13 13

. 3 19 18 100 9 8 8 7 7 6 6 5 ** 4 4 4 4 4 < 3 kx 2 2 ¥ ] ] Kk Rk ] Rk oxk

Papillockeck

% 388 238 225 125 113 100 100 88 88 75 75 63 ** 50 50 50 5 5 ** 38 ** 25 25 ** 13 13 ** *kk ]3F ¥k xk

RFPL 33 19 18 12 9 8 8 7 7 6 6 5 5 4 4 4 4 4 4 3 3 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1
Sequenciamento

% 388 238 225 150 113 10 100 88 88 75 75 63 625 50 50 50 50 50 50 38 38 25 25 13 13 13 13 13 13 13 13

Papillockeck®
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O Papillocheck® (microarray) néo distingue entre os tipos virais
44 e 55, por isso, eles foram considerados como HPV44/55 quando
foram positivos nesta metodologia. Dentre as sete amostras que foram
consideradas como HPV 44/55, trés foram genotipadas pelo RFLP, duas
como HPV 55 e uma como HPV 44. Dentre as genotipadas pelo RFLP,
uma também foi identificada como HPV 55 no sequenciamento. As
cinco restantes permaneceram sem distingdo entre os tipos virais.
Entretanto, adotou-se o gendtipo HPV44/55 para o calculo de frequéncia
dos tipos virais presentes no estudo, visto que ambos sdo considerados
tipos de HPV de baixo risco.

A genotipagem das amostras pelas trés metodologias, RFLP,
sequenciamento e microarray, mostrou 32 genétipos diferentes de HPV.
Dentre eles, 15 classificados como baixo risco (06, 11, 32, 40, 42, 43,
44, 55, 61, 62, 70, 74, 83, 84 e 89), dois classificados como
possivelmente carcinogénicos (53 e 66), e 15 classificados como alto
risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82).

Em relacdo aos tipos de HPV de alto risco, 0 mais prevalente
foi o HPV 186, seguido pelos HPVs 39, 68, 56, 31, 45, 52, 18, 35, 51, 73,
58, 59, 33, 70 e 82. Dentre 0s possivelmente carcinogénicos, o HPV 53
foi 0 mais prevalente seguido pelo HPV 66. J4 em relagdo aos tipos de
HPV de baixo risco, 0 mais prevalente foi 0 HPV44/55 seguido pelos
HPVs 43, 62, 6, 11, 89, 42, 61, 32, 40, 74, 83 e 84.

Dentre as mulheres com amostras positivas para HPV, 32,5%
(24/80) apresentaram positividade para um Unico tipo de HPV e 67,5%
(54/80) foram positivas para dois ou mais tipos de HPV. Do total de
mulheres monoinfectadas, 54,2% (13/24) foram positivas para HPVs de
alto risco e destas, 53,8% (7/13) foram positivas para HPV 16.

Em relacdo as mulheres infectadas com mais de um tipo de
HPV, 55,5% (30/54) delas tém dois tipos, 20,4% (11/54) tém trés tipos e
24,1% (13/54) tém quatro ou mais tipos. Em mulheres infectadas com
dois ou mais tipos de HPV, verificou-se que a medida que aumenta o
numero de tipos virais, aumenta o nimero de tipos oncogénicos. Dentre
as mulheres com infeccdo por dois tipos de HPV, 93,3% (28/30) tém
pelo menos um HPV de alto risco e destas 53,5% (15/28) tém HPV 16
e/ou 18. Dentre as mulheres com infec¢do por mais de dois tipos de
HPV, 72,7% (8/11) tém pelo menos dois tipos de HPV de alto risco, e
destas 75% (6/8) tém HPV 16. No que diz respeito as mulheres com
infeccfes multiplas, 46,1% (6/8) delas tém pelo menos trés tipos de
HPV de alto risco, e destas, todas tém HPV 16 e/ou HPV 18.
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As mulheres com citologia alterada representaram 15% (12/80)
do grupo de mulheres positiva para HPV e destas, 58,3% (7/12)
receberam o diagnostico de ASCUS e 41,6% (5/12) receberam de LSIL.
Dentre as mulheres com ASCUS, 42,9% (3/7) ndo se pode descartar
HSIL (ASC-H). Nesta amostra, a infeccdo por um tipo de HPV
representou 41,7% (5/12) e a infeccdo por dois ou mais tipos
representou 58,3% (7/12). O HPV 16 foi detectado em 41,6% das
mulheres. As alteragdes citoldgicas, idade da paciente e os tipos de
HPVs presentes na amostra estdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7: Alteracdes citoldgicas encontradas em amostras, idade da
paciente e tipo de HPV presente na amostra.
N° Indetificacdo Idade Tipos de HPV Citologia

02 21 16, 33, 39, 51, 52 ASC-H
18 47 58 ASC-H
27 35 16 ASC-H
470 22 16, 56, 39 e 82 ASC - US
485 45 53e3l ASC- US
312 25 16 ASC- US
33 33 35e 68 ASC- US
66 36 53 LSIL
295 28 16, 18,e 39 LSIL
329 19 53 LSIL
347 24 16e 35 LSIL
486 18 45, 56 e 66 LSIL

ASC-H- Células Escamosas Atipicas de Significacado Indeterminado néo
podendo excluir HSIL

ASC-US - Células Escamosas Atipicas de Significado Indeterminado

LSIL- Lesdo Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau

6.1 PCR PARA DETECCAO DO DNA DE CT E OBTENCAO DO
CONTROLE POSITIVO PARAACT

Na Figura 8, pode ser observada a curva de concentracdo dos
amplicons de 201pb de CT clonados. A sensibilidade da reacdo foi de
48,75 pg/uL.
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Figura 8: Curva de concentracdo de DNA plasmidial de CT.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Canaleta 1- 100 ng/uL; canaleta 2- 50 ng/uL; canaleta 3- 25 ng/pL; canaleta 4- 12,5
ng/pL; canaleta 5- 6,25 ng/uL; canaleta 6- 3,125 ng/pL; canaleta 7- 1,563 ng/uL;
canaleta 8- 0,78 ng/uL; canaleta 9- 0,39 ng/uL; canaleta 10- 0,195 ng/pL, calaneta
11- 97,5 pg/ pL, canaleta 12- 48,75 pg/ pL, canaleta 13- CN, canaleta 14- ladder de
100pb.

6.2 CLONAGENS PARA OBTENGCAO DOS CONTROLES
POSITIVOS PARA CT E HPV

6.2.1 Clonagem do controle positivo para CT

Para verificar a identidade do clone de controle positivo para
CT foi realizado o sequenciamento dos amplicons clonados.

A andlise da sequéncia de 201pb gerada por sequenciamento
automatico do plasmidio criptico e seu posterior alinhamento no
software BLAST revelou 99% de complementariedade com a sequéncia
do plasmidio criptico de CT no GenBank sob nimero de acesso
X06707.3 (Figura 9).
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Figura 9: Alinhamento da sequéncia de 201pb do plasmidio criptico de
Chlamydia trachomatis clonado com a sequéncia do plasmidio criptico
da Chlamydia trachomatis (PLGV 440) depositada no GenBank sob
nimero de acesso X06707.3

201pb 7 TTTGG-CAGCTGCT-ATGCATGGTARTGAGATGARAGAARATCARGACCTATARCTTCTE 64
PLGV 440 3753 TTTGGATAGCTGCTRATGCATGGTAATGAGATGARAGRARATCARGACCTATRACTTCTA 3654
201pb 63 CCATCCCATTTTGAGCCARTTTGGGACATATCTTRAATAGATTGACCAGGTCTTCTICCAR 124
PLGV 440 3693 CCATCCCATTTTGAGCCRATTTGGGAGATATCTTAATAGATTGRCCAGGTCTTCTTCCAR 3634
201pb 125 ACTTCTGATTTTCAAGGTGGATAGGACCTTTGATGRAGTGGCAGTTACTA 174

PLGV 440 3633 ACTTCTGATTTTCARGGTGGATAGGACCTTTGATGRAGTGGCAGTTACTAE 3584

6.2.2 Clonagem do controle positivo para HPV

Para verificar a identidade do clone de controle positivo para
HPV foi realizado o sequenciamento dos amplicons clonados.

A analise da sequéncia de 450pb gerado por sequenciamento
automatico e posterior alinhamento no software BLAST revelou 99% de
complementariedade com a sequéncia do gene L1 do HPV 33
depositada no GenBank sob nimero de acesso DQ 486473.1 (Figura
10).
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Figura 10: Alinhamento da sequéncia de 450pb gerada por
sequenciamento automatico do gene L1 do HPV clonado com a
sequéncia do gene L1 do HPV 33 depositada no GenBank sob nimero
de acesso DQ 486473.1.

450pb 122 GCRCAGGGACATRACRAATGGTATTTGTTGGGGCAATCAGGTATTTGTTACTGTGGTAGRT 181

(N R N R R R A R R RN AR R R NI RRRRRRR R AR
L1 HEV 1 GCACAGGGTCATAATAATGGTATTTGTTGGEGCAATCAGGTATTTGTTACTGTGGTAGAT 60

450pb 182 ACCACTCGCAGTACTAATATGACTTTATGCACACAAGTARCTAGTGACAGTACATATARA 241
(NN RN R R RN R R R RN AR R R R RRRRRRR R AR
L1 HPV 61  ACCACTCGCAGIACTRATATGACTTTATGCACACARGTARCTAGTGACAGTACATATARA 120

450pb 242 AATGRARRRTTTTRARRGARTATATARGACATGTTGARGRATATGATCTACAGTTTGTTTTT 301

(NN RN R R RN R R R RN AR R R R RRRRRRR R AR
L1 HPV 121 AATGAARATTTTAAAGAATATATAAGACATGTTGAAGRATATGATCTACAGTTTGTTTTT 180

450pb 302 CAACTATGCARAGTTACCTTRACTGCAGAAGTTATGACATATATTCATGCTATGRATCCA 361
FELEELEEEEEE e b e r e e e e b e v e bbb e e e e e e e e e nnd
L1l HPV 181 CAACTATGCARAGTTACCTTAACTGCAGAAGITATGACATATATTCATGCTATGRATCCA 240

450pb 362 GATATTTTAGAAGATTGGCAATTTGGTTTAACACCTCCTCCATCTGCTAGTTTACAGGAT 421

PECEEEEEETEE et e e e e e e e e e v e e e b e e e e e e e e e e el
L1 HPV 241 GATATTTTAGRAGATTGGCAATTTGGTTTAACACCTCCTCCATCTGCTAGITTACAGGAT 300

450pb 422 ACCTATAGGTTTGTTACCTCTCAGGCTATTACGTGTCAARRAACAGTACCTCCARAGGRA 481
FELEELEEEEEE e b e r e e e e b e v e bbb e e e e e e e e e nnd
L1 HPV 301 ACCTATAGGTTTGTTACCTCTCAGGCTATTACGTGTCARRAAACAGTACCTCCARAGGRA 360

450ph 482 RAGGRRGRACCCTTAGGTARATATACATTTTGGGAAGTGGATTTARAGGAARARTTTTCA 541

PECEEEEE TEERErr e e e e e e e e e v e e e e e b e e e e e e e e nd
L1 HPV 361 AAGGAAGACCCCTTAGGTAAATATACATTTTGGGAAGTGGATTTAAAGGRARAATTTTCA 420

450pb 542 GCAGATCTAGATCAGTTTCCCCTGGGACG 570

FEEEEE TEREEErreerr  rerrnrl
L1 HPV 421 GUAGATTTAGATCAGTTTCCTTTGGGACG 449
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6.3 PCR MULTIPLEX PARA A DETECGCAO DO DNA DO HPV E
CT

A PCR- multiplex foi padronizada utilizando-se os clones de
HPV 33, e de CT com o kit QIAGEN® Multiplex PCR. Para controle
interno da reacgdo e controle da presenca de inibidores foi utilizado o
gene da beta-globina humana com os iniciadores PCO3/PCO4. Foram
testadas as temperaturas de pareamento (55 °C a 58 °C). A melhor
temperatura de pareamento foi de 58 °C (Figura 11). A aplicacéo da
PCR multiplex nas amostras clinicas é visualida na Figura 12.

Figura 11: Padronizacdo da temperatura de pareamento dos primes
PGMY09/11, CTP1/CTP2 e B-globina, na PCR multiplex.

1 2 3 4 5 6 7

450pb HPV

201pb CT

110pb p
-globina

Canaleta 1- Controle Positivo (CP) HPV 33, CT e B-globina, canaleta 2 — Controle
Negativo (CN) na temperatura de 58°C; canaleta 3, CP HPV 33, CT e B-globina,
canaleta 4, CN na temperatura de 56°C; canaleta 5, CN, canaleta 6, CP HPV 33, CT
e B-globina na temperatura de 55°C. Canaleta 7 marcador de tamanho molecular de
100pb.
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Figura 12: PCR multiplex para a deteccdo do DNA de HPV, CT e j-
globina humana em amostras clinicas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

450pb
HPV

201pb
CT
110pb
Beta-
globina

Canaletas 1 a 12, amostras clinicas, canaletas 13: CP HPV 33, CT e B-globina,
canaleta 14: CN e canaleta 15, marcador de tamanho molecular de 100pb. Amostras
4, 8 e 12 foram positivas para CT; Amostras 6 e 7, foram positivas para HPV; e a
amostra 5, foi positiva para HPV e CT; as demais amostras foram positivas somente
para o gene da B-globina.

6.4 PCR COM OS INICIADORES PGMY0911 PARA A
GENOTIPAGEM DO HPV

As amostras com resultados positivos para DNA de HPV na
PCR multiplex foram submetidas a PCR com os iniciadores
PGMY09/11 para a amplificagdo de um segmento de 450pb da regido
L1 do HPV (Figura 13).
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Figura 13: Aplicagdo da PCR com os iniciadores PGMY0911 em
amostras cervicais positivas para HPV na reacdo PCR-Multiplex.

1 2 3 4 5 6 7

450pb HPV

Canaleta 1: marcador de tamanho molecular de 100pb; canaletas 2 a 5, amostras
cervicais positivas para HPV (450pb), canaleta 6: controle positivo para HPV 33 e
canaleta 7: controle negativo.

6.5 POLIMORFISMO DO TAMANHO DOS FRAGMENTOS DE
RESTRICAO (RFLP)

Do total das 80 amostras positivas para HPV na PCR com os
iniciadores PGMY0911, 70 (87,50%) foram genotipadas pela técnica de
PCR-RFLP e dez foram inconclusivas (12,5%). Dentre essas amostras,
trés (42,2%) foram inconclusiva em virtude da intensidade da banda da
PCR apresentar-se muito fraca. Na figura 14, pode ser observada a
genotipagem do HPV 16 em amostras clinicas.
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Figura 14: Genotipagem de amostra clinica por PCR-RFLP do HPV 16
em gel de poliacrilamida 12%.

Canaleta 1: produto de PCR ndo digerido (450pb); canaleta 2: marcador de tamanho
molecular de 50pb; canaleta 3: fragmentacdo do produto de PCR com a enzima Pst |
(210/216 pb); canaleta 4: fragmentacdo do produto de PCR com a enzima Hae IlI
(450pb); canaleta 5: fragmentagdo do produto de PCR com a enzima Ddel (450pb);
canaleta 6: fragmentagdo do produto de PCR com a enzima Rsa | (310/70/72pb) e
canaleta 7: marcador de tamanho molecular de 50pb.

Pela metodologia PCR-RFLP, foram identificados ao total 28
tipos de HPV: 12 classificados como baixo risco (06, 11, 32, 44, 55, 61,
62, 70, 74, 83, 84 e 89), dois classificados como possivelmente
carcinogénicos (53 e 66), e 14 classificados como alto risco (16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 58, 59, 68, 69 e 73).

Na Tabela 8, sdo descritos os tipos de coinfeccéo identificados
em 20 amostras pelo método de RFLP.
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Tabela 8: Tipos de coinfec¢do identificados pelo método RFLP.

Tipo de Coinfeccdo Frequencia (%)
HPV alto risco/HPV alto risco 9 (45%)
HP\( altq rl_sco/ HPV possivelmente 5 (25%)
carcinogénico

HPV alto risco/HPV baixo risco 4 (20%)
HPV baixo risco/HPV baixo risco 1(5%)
HP\( ba|>A<o_/HPV possivelmente 1(5%)
carcinogénico

Total 20 (100%)

6.6 SEQUENCIAMENTO

Do total das 80 amostras positivas para HPV na PCR com o0s
iniciadores PGMY0911, 76 (95%) foram genotipadas pelo
sequenciamento e quatro (5%) foram inconclusivas.

O sequenciamento identificou 24 tipos de HPV, sendo 10
classificados como baixo risco (06, 11, 32, 55, 61, 62, 74, 83, 84 e 89),
dois classificados como possivelmente carcigonénicos (53 e 66) e 12
tipos classificados como alto risco (16, 18, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 58, 59,
68 e 73).

O sequenciamento detectou uma coinfec¢do (HPV16/HPV45) e
75 monoinfecgdes nas 80 amostras analisadas. Na Figura 15, pode ser
observado o eletroferograma do seguimento de 450pb do gene L1 do
HPV 53 de amostra clinica obtida pela PCR com os iniciadores
PGMY0911. A analise da mesma sequéncia por sequenciamento
automatico e posterior alinhamento no software BLAST revelou 100%
de complementariedade com a sequéncia do gene L1 do HPV 53
depositada no GenBank sob nimero de acesso JN393898.1 (Figura 16).
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Figura 15: Eletroferograma do segumento de 450pb do gene L1 do
HPV 53 de amostra clinica obtida pela PCR com os inciadores
PGMY0911.

Figura 16: Alinhamento da sequéncia de 450pb do gene L1 do HPV de
amostra clinica com a sequéncia do gene L1 do HPV 53 depositada no
GenBank sob nlimero de acesso JN393898.1.

450pb 122 GCRCAGGGARCATAACAATGGTATTTGTTGGGGCRAATCAGGTATTTGTTACTGTGGTAGRT 181

PEEEEEEE Frere e e e e e bbb v e e e e e e e e b e el
L1 HEV 1 GCACAGGGTCATARTAATGGTATTTGTTGGGEGCAATCAGGTATTTGTTACTGTGGTAGET 60

450pb 182 ACCACTCGCAGTACTAATATGACTTTATGCACRCAAGTARCTAGTGRCAGTACATATARE 241

(RN R R R E RN RN R N N NN R RR AR
L1l HPV €1  ACCACTCGCAGTACTAATATGACTTTATGCACACARGTAACTAGTGACAGTACATATARA 120

450pb 242 PRATGARRARTTTTRRAGRAATATATAAGACATGTTGRAGRATATGATCTACAGTTTGTTTTT 301

FLETTEEEEE e e e e e e e e e bbb e
L1 HPV 121 AATGAARATTTTAAAGAATATATAAGACATGTTGAAGRATATGATCTACAGTTTGTTTTT 180

450pb 302 CARCTATGCRARAGTTACCTTAACTGCAGAAGTTATGACATATATTCATGCTATGRATCCA 361

FLETTEREEE e e e e e e e e e e e e e e e
L1 HPV 181 CAACTATGCARAGTTACCTTAACTGCAGAAGTTATGACATATATTCATGCTATGRATCCA 240

450pb 362 GATATTTTAGRAGATTGGCARTTTGGTTTAACACCTCCTCCATCTGCTAGTTTACAGGAT 421
FELEELEEEEEE e b e r e e e e b e v e bbb e e e e e e e e e nnd
L1l HPV 241 GATATTTTAGAAGATTGGCAATTTGGTTTAACACCTCCTCCATCTGCTAGTTTACAGGAT 300

450pb 422 ACCTATAGGTTTGTTACCTCTCAGGCTATTACGTGTCARARAACAGTACCTCCARAGGRA 481
FELEELEEEEEE e b e r e e e e b e v e bbb e e e e e e e e e nnd
L1l HPV 301 ACCTATAGGTTTGTTACCTCTCAGGCTATTACGTGTCARRAAACAGTACCTCCARAGGRA 360

450pb 482 AAGGAAGAACCCTTAGGTAAATATACATTTTGGGAAGTGGATTTAAAGGAAARATTTTCA 541
PELEELEE TEERER e e bbb e e v e b e b e e e e e e e e e nnd
L1l HPV 361 AAGGAAGACCCCTTAGGTAAATATACATTTTGGGARGTGGATTTARAGGRARRATTTTCA 420

450pb 542 GCAGATCTAGATCAGTTTCCCCTGGGACG 570
PELRLE TRRrrerrereer  reernnl
L1 HPV 421 GCUAGATTTAGATCAGTTTCCTITTGGGACG 449
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6.7 MICROARRAY — KIT PAPILLOCHECK® (GREINER BIO-ONE)

Do total das 80 amostras positivas para HPV pela PCR com o0s
iniciadores PGMY0911, 72 (90,0%) foram genotipadas pelo
Papillocheck® e oito (10,0%) foram negativas. Todas as oito amostras
negativas no Papillocheck® foram genotipadas pelo sequenciamento e
pelo RFLP e identificaram tipos de HPV ndo genotipados pelo
Papillocheck®. Dentre as amostras ndo detectadas pelo Papillocheck®,
duas foram identificadas como HPV 61, uma como HPV 74, uma como
HPV 83, uma como HPV 84 e trés como HPV 89.

Pelo método microarray foram identificados ao total 24
genotipos de HPV: seis classificados como baixo risco (6, 11, 40, 42, 43
e 44/55), dois classificados como possivelmente carcinogénicos (53 e
66), e 16 classificados como alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 68, 70, 73 e 82).

O papillocheck® detectou 50 amostras (62,5%) com mais de um
tipo de HPV e 30 (37,5%) com um Unico tipo. Na Figura 17, pode ser
observada a genotipagem dos HPVs 16, 39, 56 e 82 em uma amostra
clinica pela metodologia de microarray (Papillocheck®).
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Figura 17: Genotipagem de amostra clinica pela metodologia de
microarray (Papillocheck®).

PCR control
HPV 45
HPV 51
HPV 52
HPV 53
HPV 56
HPV 58
HPV 59
HPV 66
HPV 68
HPV 70
HPV 73
HPV 82

A

Figura 17-A: Cada um dos 12 pocos do chip de DNA contém um microarray com
28 sondas diferentes dispostas em replicatas de cinco cada uma, como pode ser
observado na figura, além das regides de controle. Figura 17-B: leitura dos
microarranjos em filtro vermelho (635nm) no CheckReport™ Software de amostra
clinica. Pogos com coloragéo verde indicam amostra negativa, pogos com coloragéo
vermelha ou verde alaranjada representam amostra positiva. Figura 17-C: Desenho
esquematico da disposicdo dos arranjos de microarray do Papillocheck®. Sao
indicadas as sondas tipo especificas de cada tipo de HPV e controles do chip. Figura
16-D: Janela dos resultados no CheckReport'™ Software, a amostra é positiva para
HPV 16, HPV 39, HPV 56 e HPV 82.

6.8 ANALISE DA GENOTIPAGEM DO HPV PELOS METODOS
PCR-RFLP, SEQUENCIAMENTO E PAPILOCHECK®

Do total de amostras analisadas, as trés metodologias foram
concordantes em relacdo a genotipagem de pelo menos um tipo de HPV
em 71,25% (57/80) das amostras. A genotipagem de 93,75% (75/80) das
amostras foi concordante em pelo menos duas metodologias e 6,25%
(5/80) foram discordantes nas trés metodologias. Uma amostra foi
positiva para o HPV 68 nas metodologias de PCR-RFLP e
sequenciamento e HPV 39 no microarray, embora o microarray detecte
0 HPV 68 (Tabela 9).
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Tabela 9: Amostras ndo concordantes entre as trés metodologias de
genotipagem do HPV

N° do

. RFLP Sequenciamento Papillocheck® Concluséo
Registro
3 HPV16  Inconclusiva HPV 16 Amostra concordante em 2
metodologias
103 HPVES  Inconclusiva HPV 68 ¢ 11 Amostra concordante em 2
metodologias
247 Inconclusiva HPV 35 HPV 11, 35, 42 ¢ 73 Amostra concordante em 2
metodologias
205 HPV16e18  Inconclusiva HPV 16, 18, e 39 Amostra concordante em 2
metodologias
Amostra concordante em 2
320 HPV 68 HPV 68 HPV 39 metodologias
. HPV 06, 16, 43, Amostra concordante em 2
454 Incoclusiva HPV 06 44/55, 53 e 56 metodologias
456 Inconclusiva  HPV16 HPV 16 ¢ 39 Amostra concordante em 2
metodologias
. Amostra concordante em 2
470 Inconclusiva HPV 16 16, 56, 39 e 82 metodologias
375 HPV16  Inconclusiva HPV 16 39 Amostra concordante e 2
metodologias
4 HPV 52 HPV 52 HPV 16 e 53 Tipo de HPV_ nao detegtado pelo
Papillocheck
25 HPV 61 HPV 61 Negativo Tipo de HPV néo detegtado pelo
Papillocheck
30 HPV 84 HPV 84 Negativo Tipo de HPV_ nao detegtado pelo
Papillocheck
57 Inconclusiva  HPV 62 HPV 56 Tipo de HPV ndo detectado pelo
Papillocheck
Tipo de HPV néo detectado pelo
130 HPV 61 HPV 61 HPV 53, 44/55 Papillocheck®
297 HPV 61 HPV 61 Negativo Tipo de HPV néo deteétado pelo
Papillocheck
250 HPV 89 HPV 89 Negativo Tipo de HPV_ nao detegtado pelo
Papillocheck
261 HPV 62 HPV 62 HPV 53 Tipo de HPV_ nao detegtado pelo
Papillocheck
338 HPV 74 HPV 74 Negativo Tipo de HPV_ nao detegtado pelo
Papillocheck
349 HPV 32 HPV 32 HPV 11 e 39 Tipo de HPV ndo detectado pelo
Papillocheck
387 Inconclusiva HPV 61 HPV 16 e 66 Tipo de HPV_nao detegtado pelo
Papillocheck
393 Inconclusiva HPV 89 Negativo Tipo de HPV néo detegtado pelo
Papillocheck
474 Inconclusiva  HPV 61 HPV 43, 45,59 c 6g | 1P0 de HPV ndo detectado pelo
Papillocheck
667  Inconclusiva  HPV 62 HPV 56 Tipo de HPV néo detectado pelo

Papillocheck®
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6.8.1- Concordancia entre 0 método PCR-RFLP e os métodos de
sequenciamento e microarray (Papillocheck® para a genotipagem
do HPV

Para estimar o grau de concordancia entre o método RFLP e os
métodos de sequenciamento e microarray (Papillocheck®) foi utilizado
0 Teste Kappa. A concordancia da genotipagem entre os métodos foi
perfeita para os tipos de HPVs 32, 33, 70, 74, 83 e 84, muito boa para 0s
tipos 16 e 51, boa para os tipos virais 18, 55, 59, 66, 68, 73, 61 e 89,
moderada para os tipos 45, 52, 53 e 58 (Tabela 10), razoavel para os
tipos 6, 11, 35, 44 e 62 e pobre para os tipos 31 e 39. Ndo houve
concordancia entre as metodologias para os tipos virais, 40, 42, 43, 56 e
82, pois estes tipos foram identificados somente pelo Papillocheck®
(Tabela 11).

Tabela 10: Graus de concordancia perfeita, muito boa e boa entre a
metodologia PCR-RFLP e as metodologias microarray (Papillocheck®)
e sequenciamento para genotipagem do HPV.

Tipos de Valor de

HPV Kappa P * (1C 95%) Concordéancia
HPV 32 1,000 <0,001 (0,000-0,059) Perfeita
HPV 33 1,000 <0,001 (0,000-0,037) Perfeita
HPV 70 1,000 <0,001 (0,000-0,037) Perfeita
HPV 74 1,000 0,013 (0,000-0,037) Perfeita
HPV 83 1,000 <0,001 (0,000-0,037) Perfeita
HPV 84 1,000 <0,001 (0,000-0,037) Perfeita
HPV 16 0,808 <0,001 (0,000-0,037) Muito boa
HPV 51 0,851 <0,001 (0,000-0,037) Muito boa
HPV 18 0,787 <0,001 (0,000-0,037) Boa
HPV 55 0,661 <0,001 (0,000-0,037) Boa
HPV 59 0,661 0,038 (0,000-0,079) Boa
HPV 66 0,643 <0,001 (0,000-0,037) Boa
HPV 68 0,728 <0,001 (0,000-0,037) Boa
HPV 73 0,655 <0,001 (0,000-0,037) Boa
HPV 61 0,738 <0,001 (0,000-0,037) Boa
HPV 89 0,655 <0,001 (0,000-0,037) Boa

*Valores de p para teste Kappa
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Tabela 11: Graus de concordancia moderada, razoavel, pobre e sem
concordancia para a metodologia PCR-RFLP e as metodologias
microarray (Papillocheck®) e sequenciamento para genotipagem do
HPV.

Tipos de Valor de

HPV Kappa P * (1C 95%) Concordancia
HPV 45 0,578 <0,001 (0,000-0,037) Moderada
HPV 52 0,415 <0,001 (0,000-0,037) Moderada
HPV 53 0,660 <0,001 (0,000-0,037) Moderada
HPV 58 0,787 <0,001 (0,000-0,037) Moderada
HPV 06 0,388 <0,001 (0,026-0,146) Razoavel
HPV 11 0,388 0,038 (0,000-0,079) Razoavel
HPV 35 0,388 <0,001 (0,000-0,197) Razoavel
HPV 44 0,270 0,043 (0,009-0,116) Razoavel
HPV 62 0,556 <0,001 (0,000-0,037) Razoéavel
HPV 31 0,174 0,003 (0,017-0,133) Pobre
HPV 39 0,111 0,013 (0,002-0,098) Pobre
HPV 40 0,000 (0,000-0,000) Sem concordancia
HPV 42 0,000 (0,000-0,000) Sem concordancia
HPV 43 0,000 (0,000-0,000) Sem concordancia
HPV 56 0,000 (0,000-0,000) Sem concordancia
HPV 82 0,000 (0,000-0,000) Sem concordancia

*Valores de p para teste Kappa

6.8.2- Concordancia entre as metodologias PCR-RFLP e microarray
(Papillocheck®) para genotipagem do HPV

Para estimar o grau de concordancia entre o0 método PCR-RFLP
e o microarray (Papillocheck®) foi utilizado o Teste Kappa. A
concordancia da genotipagem entre os métodos foi perfeita para os tipos
de HPVs 33 e 58, muito boa para o tipo 51, boa para os tipos virais 16,
18, 53, 59, 66, 68, 70, e 73, moderada para os tipos 45 e 52, razoavel
para os tipos 6, 11, 35, 44/55 e pobre para os tipos 31, 39 e 55. Nao
houve concordancia entre as metodologias para os tipos virais, 40, 42,
43, 56 e 82, pois estes tipos foram identificados somente pelo
microarray (Tabela 12).
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Tabela 12: Grau de concordancia entra a metodologia PCR-RFLP e 0
microarray (Papillocheck®) para genotipagem do HPV.

Tlfigsvde VZ;%rpge P (1C 95%) Concordancia

HPV 33 1,000 0,025 (0,000-0,059) Perfeita

HPV 58 1,000 <0,001 (0,000-0,059) Perfeita

HPV 51 0,851 <0,001 (0,000-0,037) Muito boa

HPV 16 0,668 <0,001 (0,000-0,037) Boa

HPV 18 0,787 <0,001 (0,000-0,037) Boa

HPV 53 0,660 <0,001 (0,000-0,037) Boa

HPV 59 0,661 0,013 (0,000-0,037) Boa

HPV 66 0,643 <0,001 (0,000-0,037) Boa

HPV 68 0,541 <0,001 (0,000-0,037) Boa

HPV 70 0,661 0,038 (0,000-0,079) Boa

HPV 73 0,655 0,013 (0,000-0,037) Boa

HPV 45 0,578 <0,001 (0,000-0,037) Moderada

HPV 52 0,415 <0,001 (0,000-0,037) Moderada

HPV 06 0,388 0,013 (0,00-0,037) Razoavel

HPV 11 0,274 0,100 (0,034-0,166) Razoavel

HPV 35 0,274 0,05 (0,002-0,098) Razoavel
HPV 44/55 0,233 0,100 (0,034-0,166) Razoavel

HPV 31 0,205 0,163 (0,082-0,243) Pobre

HPV 39 0,194 0,025 (0,000-0,059) Pobre

HPV 55 0,191 0,037 (0,082-0,243) Pobre

HPV 40 0,000 (0,000-0,000) Sem concordancia

HPV 42 0,000 (0,000-0,000) Sem concordancia

HPV 43 0,000 (0,000-0,000) Sem concordancia

HPV 56 0,000 (0,000-0,000) Sem concordancia

HPV 82 0,000 (0,000-0,000) Sem concordancia

*Valores de p para teste Kappa

6.8.3-

Concordancia entre as

sequenciamento para a genotipagem do HPV

metodologias

PCR-RFLP e

Para estimar o grau de concordancia entre o0 método PCR-RFLP

e 0 sequenciamento foi utilizado o Teste Kappa. A concordancia da
genotipagem entre os métodos foi perfeita para os tipos de HPVs 33, 70,
32, 74, 83 e 84, muito boa para os tipos 16 e 51, boa para 0s tipos virais
18, 53, 55, 58, 59, 66, 68, 73, 61 e 89, moderada para os tipos 52 e 62,
razoavel para os tipos 6, 11, 35, 44 e 45 e pobre para os tipos 31 e 39
(Tabela 13).
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Tabela 13: Grau de concordancia entra a metodologia PCR-RFLP e 0
Sequenciamento para genotipagem do HPV.

Tipos de Valor de

HPV Kappa P (1C 95%) Concordancia
HPV 33 1,000 <0,001 (0,000-0,037) Perfeita
HPV 70 1,000 <0,001 (0,000-0,037) Perfeita
HPV 32 1,000 <0,001 (0,000-0,059) Perfeita
HPV 74 1,000 0,013 (0,000-0,037) Perfeita
HPV 83 1,000 <0,001 (0,000-0,037) Perfeita
HPV 84 1,000 <0,001 (0,000-0,037) Perfeita
HPV 16 0,808 <0,001 (0,000-0,037) Muito Boa
HPV 51 0,794 <0,001 (0,000-0,037) Muito Boa
HPV 18 0,787 <0,001 (0,000-0,037) Boa
HPV 53 0,660 <0,001 (0,000-0,037) Boa
HPV 55 0,661 <0,001 (0,000-0,037) Boa
HPV 58 0,787 <0,001 (0,000-0,037) Boa
HPV 59 0,661 0,038 (0,000-0,079) Boa
HPV 66 0,643 <0,001 (0,000-0,037) Boa
HPV 68 0,728 <0,001 (0,000-0,037) Boa
HPV 73 0,655 <0,001 (0,000-0,037) Boa
HPV 61 0,738 <0,001 (0,000-0,037) Boa
HPV 89 0,655 <0,001 (0,000-0,037) Boa
HPV 52 0,415 <0,001 (0,000-0,037) Moderada
HPV 62 0,556 <0,001 (0,000-0,037) Moderada
HPV 06 0,388 <0,001 (0,026-0,146) Razoével
HPV 11 0,388 0,038 (0,000-0,079) Razoével
HPV 35 0,388 <0,001 (0,000-0,197) Razoével
HPV 44 0,270 0,063 (0,009-0,116) Razoavel
HPV 45 0,578 <0,001 (0,000-0,037) Razoavel
HPV 31 0,174 0,003 (0,017-0,133) Pobre
HPV 39 0,111 <0,013 (0,002-0,098) Pobre

*Valores de p para teste Kappa

6.8.4 — Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN do PCR-RFLP

A sensibilidade, especificidade, VPP e VPN da genotipagem do
HPV pelo PCR-RFLP foram calculados pela Curva ROC, adotando-se
as metodologias de sequenciamento e microarray (Papillocheck®) como
padrdo aureo (Tabela 14).

A sensibilidade do método PCR-RFLP foi de 100,0% para 0s
tipos de HPVs 32, 33, 58, 70, 74, 83 e 84 e variou de 55,5% a 80,0%
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para os tipos 18 (80,0%), 16 (77,4%), 11 e 51 (75,0%), 68 (61,5%) 61
(60,0%) e 53 (55,5%). Para os tipos 59, 66, 73 e 89, a sensibilidade foi
de 50,0% e para os tipos 31 e 35 42,8%, para 0 HPV 45, 40,0% para o
HPV 62, 33,3% para 0 HPV 52, 28,6% para 0 HPV 55, 25,0% para 0s
tipos 06, 31 e 35, e inferior a 20,0% para os tipos 39 (15,8%) e 44
(14,3%). Para os tipos 06, 11, 70, 74, 83 e 84, a sensibilidade,
especificidade, VPP e VPN foram estimados pelo software Microsoft
Excel versdo 2010. N&o foi realizado o calculo de sensibilidade para 0s
tipos virais 40, 42, 43, 56 e 82, pois eles ndo foram identificados pelo
PCR-RFLP. Embora a sensibilidade tenha sido baixa para alguns tipos
virais, a especificidade mostrou-se elevada com valores entre 98,7% e
100,0% para todos os tipos virais genotipados (Tabela 14).

De acordo com a interpretacdo da area da Curva ROC, a
genotipagem do HPV pelo método de PCR-RFLP mostrou-se excelente
para os tipos de HPVs 32, 33 e 58, bom para os tipos 16, 18, 51, 53, 59,
61, 66, 68, 73 e 89, regular para os tipos 35, 45, 52, 55 e 62 e ruim para
0s tipos 31, 39 e 44 (Tabela 14).

Na figura 18, estdo representadas as Curvas ROC da
metodologia PCR-RFLP para os tipos de HPVs 16, 18, 51 e 58. Pode ser
observada a sensibilidade e a especificidade para esses quatro tipos. A
melhor sensibilidade e especificidade foram para HPV 58, seguidas
pelos tipos virais 16, 18 e 51.

O VPP do PCR-RFLP foi de 100% para os tipos 6, 16, 31, 32,
33, 35, 44, 45, 51, 53, 55, 58, 59, 61, 62, 66, 68, 70, 73, 74, 83, 84 e 89;
80% para o HPV 18, 76,0% para o HPV 11, 75,0% para o HPV 39, e
66,7% para o HPV 52. O VPN foi de 100% para os tipos 32, 33, 58, 70,
74, 83, 84, variou de 91,1% a 98,7% para os tipos 06, 11, 18, 31, 35, 44,
45, 51, 52, 55, 59, 61, 62, 66, 68,73 e 89. Para 0 HPV 16 foi de 83,0% e
para o0 HPV 39 de 80,0% (Tabela 14).
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Tabela 14: Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN da genotipagem do HPV pelo PCR-RFLP adotando-se como
padrao ouro a metodologia de microarray (Papillocheck®) e o sequenciamento.
Tipo de HPV

RFLP | HPv32 | HPV33 | HPVS8 | HPV70 | HPV74 | HPV83 | HPV84 | HPV18 | HPV16 [ HPV1L [ HPVS5L [ HPV6s | HPV6L | HPVS3
Sensibilidade  1000%  1000%  1000%  1000%  1000%  1000%  1000%  800%  774%  750%  750%  615%  600%  555%
Especificidade  1000%  1000%  1000%  1000%  1000%  1000%  1000%  987%  1000%  1000%  1000%  1000%  100,0%  100,0%

Areada Curva 1 1 1 ** *x *x *x 0,893 0,887 *x 0,875 0,808 0,800 0,778
Conclusdo  Excelente Excelente Excelente *k *k *k *k Bom Bom *k Bom Bom Bom Bom
IC95% 0,954-1,000 0,954-1,000 0,954-1,000 ** ** ** ** 0,804-0,951 0,631-0,868 ** 0,782-0,938 0,704-0,887 0,696-0,881 0,671-0,863
VPP 1000%  100,0%  100,0%  100,0%  100,0%  100,0%  100,0%  80,00%  100,0% 76,0% 100,0%  100,0%  100,0%  100,0%
VPN 100,0%  100,0%  100,0%  100,0%  100,0%  100,0%  100,0%  98,70%  830% 96,0% 98,7% 93,1% 97,4% 86,6%

VPP= Valor Preditivo Positivo; VPN= Valor Preditivo Negativo; ** n&o foi possivel analise pela Curva ROC.
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Tabela 14: Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN da genotipagem do HPV pelo PCR-RFLP adotando-se como
padréo ouro a metodologia de microarray (Papillocheck®) e o sequenciamento. (Continuacao).
Tipo de HPV

HPV59 | HPVe6 | HPV73 | HPV89 | HPV45 | HPve2 | HPV52 | HPVS5 | HPV3s | HPvo6 | HPV3L | HPV39 | HPv 44
Sensibilidae  5000%  5000%  5000%  5000%  4280%  4000%  3330%  28,60%

Especificidade  100,00%  100,00%  100,00%  100,00%  100,00%  100,00%  98,70%

RFLP

2500%  2500%  2500%  1580%  14,30%

100,00%  100,00%  100,00%  100,00%  100,00%  100,00%
AreadaCurva 0,75 0,75 0,75 0,75 0,714 0,7 0,66 0,643 0,625 x* 0,562 0571 0,571
Concluséo Bom Bom Bom Bom Regular ~ Regular ~ Regular  Regular  Regular ** Ruim Ruim Ruim
IC 95% 0,641-0,840 0,641-0,840 0,641-0,840 0641-0840 0,602-0,810 0587-0,797 0,545-0,762 0,391-0,083 0510-0,731  **  0,447-0,673 0,455-0,681 0,327-0,816
VPP 1000%  100,0%  1000%  1000%  1000%  1000%  6670%  1000%  1000%  1000%  100,0% 75,0% 100,0%
VPN 98,7% 94,7% 97,4% 97,4% 94,8% 92,6% 94,8% 93,6% 96,2% 94,0% 91,1% 79,0% 92,4%
VPP= Valor Preditivo Positivo; VPN= Valor Preditivo Negativo; ** ndo foi possivel analise pela Curva ROC.
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Figura 18: Curva ROC da metodologia PCR-RFLP para os tipos de
HPVs 16, 18, 51 e 58. Pode ser observada a sensibilidade e a
especificidade para os quatro tipos. As melhores sensibilidade e
especificidade foram do HPV 58, seguidas pelo 18, 16 e 51.

RFLP_HPV 16 RFLP HPV 18
100
80
w 5 Sensibilidade: 80,0%
5 = Especificidade: 98,6%
£ ; Z of
e [| | Sensibiliaade: 77,4% z
£ 40 | Especificidade: 100% £ 4o
1724 I H 2]
20 H
'A'i.l...l...l,..I...l [ R T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100-Especificidade 100-Especificidade
RFLP_HPV 51 RFLP_HPV 58
100 1w
H Sensibilidade: 100%
Especificidade: 100%
80 | 80
< Sensibilidade: 75,0% | @
§ 60 H | Especificidade: 100% _§ 60 H
§ 40 H é 40 H
72} 2]
20 20
AT R BT R R
0 20 40 60 80 100 R
0 20 40 60 80 100
100- Especificidade 100- Especificidade




122

7 DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho mostraram uma alta prevaléncia da
positividade de HPV (24,6%), CT (11,1%) e coinfeccdo HPV/CT
(4,6%) na amostra estudada. As prevaléncias observadas neste estudo
estdo de acordo com os dados da literatura que demonstram o amplo
intervalo da prevaléncia e incidéncia das infeccGes por HPV, CT e a
coinfecccdo HPV/CT, de acordo com o método de diagnéstico
empregado e a populagdo estudada (CASTELLSAGUE; BOSCH,;
MUNOZ, 2002; CHRISTIAN et al., 2005; FRANCO; STEBEN, 2007
LAN et al., 2008).

Em geral, os paises em desenvolvimento tém maior prevaléncia
da infeccdo por CT (FRANCESCHI, et al., 2007). Essas nagdes tém
valores de prevaléncia que variam de 5-22% para CT e podem chegar a
valores de até 41% entre adolescente do sexo feminino (WHO, 2011,
DELUCA et al., 2011). Por outro lado, em paises desenvolvidos, a
prevaléncia para CT tem niveis que variam de menos de 2% a 8-10% na
populacdo em geral e de menos de 5% a 20% em adolescentes do sexo
feminino (WHO, 2011; FERDANDEZ-BENITEZ et al., 2013).

A avaliacdo por meta-andlise de estudos epidemioldgicos
realizados na Espanha com mulheres sexualmente ativas e
assintomaticas encontrou uma prevaléncia que variou de 3,1-10%
(FERNANDEZ-BENITEZA et al., 2013). Outro estudo de meta-analise,
gue reuniu setenta e seis estudos de prevaléncia da CT na Australia,
demonstrou uma prevaléncia de 10,2% para mulheres (LEWIS et al.,
2012). No Brasil, em geral, as prevaléncias variam de 12,2% a 20,7%.
Em um estudo realizado em Porto Alegre, também com mulheres
assintomaticas, constatou-se uma prevaléncia de 12,2% (RAMOS et al.,
2003). Ja em Manaus, Santos e colaboradores (2003) estudaram 121
mulheres, encontrando a prevaléncia da infeccéo pela CT de 20,7%.

A prevaléncia da infeccdo por CT é maior em adultos jovens
heterossexuais com menos de 25 anos de idade (HOCKING et al,;
2013). Em dois estudos realizados na Austrlia, um em mulheres com
indicacdo clinica (BOWDEN et al., 2008) e outro no rastreio de
mulheres em geral (HOCKING et al.; 2006), foi observada uma maior
prevaléncia em mulheres com menos de 25 anos de idade em
comparagdo com mulheres mais velhas. Entretanto, um terceiro estudo
gue mensurou a prevaléncia em ambos o0s sexos entre mochileiros
internacionais, relatou uma prevaléncia maior em mulheres com idade
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superior a 25 anos em comparagdo com mulheres mais jovens; contudo,
a tendéncia inverteu-se para os homens (DAVIES et al., 2011;
MARKLE; CONTI, 2013).

Na amostra estudada, a prevaléncia da infeccdo pela CT e
coinfeccdo HPV/CT teve um comportamento decrescente com o
aumento da idade até os 54 anos. Entretanto, ao contrario da maioria dos
estudos, um novo pico foi observado para ambas as infeccdes, CT e
coinfeccdo HPV/CT, em mulheres com idade superior a 55 anos, porém
em menor proporcdo para a coinfeccdo. Por se tratar de um estudo
transversal, ndo é possivel afirmar se a prevaléncia da CT e da
coinfeccdo HPV/CT em mulheres acima de 55 anos deve-se a
persisténcia de uma infec¢do adquirida anteriormente ou a uma nova
infeccéo.

Diversos fatores de risco sdo apontados em relacdo a infeccédo
por CT como idade inferior a 26 anos, baixo nivel socioecondmico, o
uso de contraceptivos orais, idade da primeira relacdo sexual e novos ou
multiplos parceiros sexuais. Na amostra estudada, observou-se que a
frequéncia da infec¢do foi maior em mulheres que relataram dois ou
mais parceiros ao longo da vida quando comparada as mulheres que
tiveram um parceiro (p=0,048). Isso pode ser explicado pelo fato de que,
multiplos parceiros podem aumentar a probabilidade de encontrar um
patégeno sexualmente transmissivel por meio do aumento da chance de
escolher um parceiro que tenha a infec¢do (VRANIC, 2012).

Apesar de ndo ter sido encontrada associagdo estatisticamente
significativa entre a infeccdo pela CT e a idade, observou-se que a
prevaléncia da infeccdo foi maior na faixa etaria de mulheres mais
jovens, com idade inferior ou igual a 24 anos. Uma possivel hipotese é
gue mulheres mais jovens sdo mais predispostas a infec¢do por CT, pois
a CT infecta células colunares do colo do Gtero e, em mulheres mais
jovens, estas células localizam-se principalmente na ectocérvix
(ectopia), local onde aumenta a chance de entrarem em contato com o
sémen que pode estar contaminado com CT. Ao contrario, em mulheres
mais velhas as células colunares estéo localizadas na parte mais elevada
no canal cervical, diminuindo as chances de infec¢cdo (JACOBSON et
al., 2000).

Embora na amostra estudada, ndo foi encontrada associacao
estatisticamente significativa entre o uso de contraceptivos orais e a
infeccdo por CT, estudiosos defendem a hip6tese que o uso de
contraceptivos orais aparentemente também podem aumentar a ectopia
cervical, favorecendo a infeccdo por esta bactéria (JACOBSON et al.,
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2000). As diferencas na prevaléncia da infeccio entre adolescentes e
adultos também sdo frequentemente atribuidas as diferencas nos
comportamentos sexuais desses dois grupos. Essa hipdtese foi
comprovada em estudos de prevaléncia nos Estados Unidos e Canadd,
onde foram observadas as maiores taxas de incidéncia da infeccdo por
CT em adolescentes e adultos jovens (VRANIC, 2012). A prevaléncia
da coinfeccdo HPV/CT foi de 4,6% e observou-se uma associacdo
estatisticamente significativa entre a infecgdo pelo HPV e pela CT.
Barros e colaboradores (2012) observaram uma associacdo significativa
entre a soropositividade para CT e o diagnostico de neoplasias
intraepiteliais cervicais em mulheres positivas para 0 HPV (BARROS et
al., 2012). Outro estudo, que objetivou avaliar a deteccdo do HPV apds
aparente resolucdo da infeccdo com a positividade para CT, observou
gue individuos positivos para CT tinham trés vezes mais chances de ter
HPV detectado novamente do que individuos negativos (SHEW et al.,
2013).

Devido a grande importancia de doengas causadas pela CT e
aos riscos associados a sua infeccdo, 0 CDC e ASHA-EUA preconizam
0 rastreamento de rotina para CT em gestantes e em todas as mulheres
sexualmente ativas entre 15 e 25 anos de idade (CDC 2006). Porém,
ainda poucos paises realizam rotineiramente o rastreamento da infeccdo
por CT. Observa-se que paises que adotaram o rastreio de rotina
obtiveram resultados satisfatorios e demonstram que esse rastreamento
pode ser custo-efetivo, mesmo quando as prevaléncias da infeccdo sdo
baixas (HONEY et al., 2002; NCSSG 2006; AHRQ, 2007; C-
BENITEZA et al., 2013).

No presente estudo, foi encontrada associacdo estatisticamente
significativa entre a presenca da coinfeccdo HPV/CT e a variavel idade
e 0 uso de anticoncepcional oral. Observou-se que a frequéncia de
coinfecgdo foi maior em mulheres com idade inferior ou igual a 30 anos
e em mulheres que fazem uso de anticoncepcional oral, embora nédo
tenha sido possivel estimar uma razdo de chance estatisticamente
significativa entre a coinfeccdo e estas varidveis. Estes achados
corroboram diversos estudos que comprovam que a prevaléncia tanto da
infeccdo pelo HPV quanto da infeccdo pela CT ocorrem mais em
mulheres jovens, com idade inferior a 30 anos no caso do HPV, e
inferior a 25 anos no caso da CT. Para ambas as infecches, estas
diferencas sdo frequentemente atribuidas ao comportamento sexual
desses grupos etarios (TROTTIER; FRANCO, 2006; VRANIC, 2012).
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Para 0 HPV também se postula que mulheres mais jovens sdo mais
predispostas a infeccdo porque durante a puberdade ocorre um processo
denominado de metaplasia escamosa (processo de transformacéo
gradual do epitélio colunar em epitélio escamoso na zona de
transformacédo). Durante esse processo, células do colo uterino estdo em
intenso processo proliferativo e dessa forma, podem favorecer a
replicacdo do HPV, tornando-se suscetiveis as alteracdes induzidas por
esse virus (MOSCICKI, 2005).

A prevaléncia da positividade do HPV apresenta grande
variacdo conforme a regido geogréfica estudada (2,0% a 44,0%)
(FRANCO et al. 1999; FRANCO; STEBEN, 2007; BOSCH et al.,
2008). Isso se deve a varios fatores que incluem: o desenho do estudo, a
sensibilidade do teste empregado para deteccdo viral, os tipos virais
pesquisados e 0s padrdes sexuais socialmente aceitos. Além disso, deve-
se considerar a efetividade dos programas de rastreamento do céancer
cervical no diagnostico e tratamento das mulheres com lesdes HPV
induzidas (CASTLE et al.,, 2005; RAMA et al., 2010), visto que 0s
paises subdesenvolvidos possuem as maiores taxas (BOSCH et al.,
2008). Um estudo de meta-analise sobre a prevaléncia mundial de HPV
mostrou uma taxa de infeccdo global variando de 10,4% a 12,9% para a
América Latina (DE SANJOSE et al., 2007).

No presente estudo, a prevaléncia da positividade para o0 HPV
foi de 24,6% e esta de acordo com estudos brasileiros que demostram
uma ampla faixa de prevaléncia (14,6% a 56,0%) (MAGALHAES et al.,
2008; LIPPMAN et al., 2010). No Rio de Janeiro, a prevaléncia varia de
17,8% a 35,0%, em S&o Paulo varia de 13,8% a 48,0%, (FRANCO et
al., 1999; MOYSES et at., 2008), de 14,6% a 29,1% na Amazonia
(PINTO; FUZII; QUARESMA et al., 2011; ROCHA et al., 2013) de
21% a 38,3% em Florianépolis (FEDRIZZI; SCHLUP; MENEZES,
2008; MARTINS et al., 2012).

De acordo com o esperado, a maior prevaléncia da infeccdo
pelo HPV neste estudo foi em mulheres com menos de 30 anos.
Observou-se que mulheres com idade igual ou inferior a 30 anos tém 1,9
vezes mais chance de ter HPV do que mulheres com idade superior a 30
anos, RC= 1,971 e IC 95% (1,095-3,547), p= 0,024. Entretanto, €
importante destacar que a prevaléncia permaneceu elevada mesmo em
idades mais avancadas, apesar da curva ter um comportamento
decrescente com o aumento da idade. A elevada prevaléncia para o
grupo de mulheres mais jovens pode significar infeccdo transitdria,
entretanto, para as mulheres com mais de 30 anos, a positividade pode
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indicar persisténcia da infeccdo, o que demandaria um segmento mais
minucioso e frequente (RAMA et al., 2008).

A infeccio pelo HPV é mais frequente em mulheres jovens,
sexualmente ativas, com um pico da infec¢cdo em mulheres com idade
inferior a 30 anos. A partir dos 30 anos ocorre uma acentuada
diminuicdo na incidéncia da infeccdo em virtude do tipo de atividade
sexual. Outra hipotese para esse padrdo observado € o desenvolvimento
de uma resposta imune adaptativa pelos individuos infectados, a qual
poderia prevenir a aquisicdo de uma infeccdo futura (TROTTIER;
FRANCO, 2006). Entretanto, sabe-se que a maioria dessas infec¢fes €
transitdria, visto que a prevaléncia do cancer cervical é maior em
mulheres acima dos 35 anos, atingindo o pico de incidéncia na faixa
etaria de 45 a 49 anos, principalmente porque o tempo médio entre a
infeccdo inicial e a manifestacdo do cancer cervical é de pelo menos 15
anos. (MOSCICKI, 2005; CAVALCANTI; CARESTIATO, 2006,
NADAL; MANZIONE, 2006).

Embora o fator central na etiologia para o desenvolvimento do
cancer do colo do Utero seja a infeccdo persistente por tipos de HPV
oncogénicos (ZUR HAUSEN, 2009), outros fatores de risco estdo
relacionados a aquisicdo sexual do HPV, assim como & disfungéo
imunoldgica e a exposicdo a fatores mutagénicos e hormonais. Os mais
notaveis riscos sdo a idade precoce de atividade sexual, multiplos
parceiros sexuais, exposi¢cdo a outras DSTs, uso de anticontraceptivo
oral, além do tabagismo, infeccdo pelo HIV e terapia com agentes
imunossupressores (CHAUHAN et al., 2009; IBEANU, 2011).

Foi encontrada uma associacdo estatisticamente significativa
entre a positividade para o HPV e o inicio precoce da atividade sexual.
Mulheres que tiveram sua primeira relacdo sexual com idade inferior ou
igual al18 anos tém 2,2 vezes mais chance de ter HPV do que mulheres
gue tiveram sua primeira relagdo sexual apds os 18 anos de idade RC=
2,250 e IC 95% (1,0062-4,764), p= 0,034, possivelmente, positividade
causada pelo aumento do tempo de exposicdo ao virus
(CASTELLSAGUE; BOSCH; MUNOZ, 2002; NAUD et al.; 2006;
FEDRIZZI; SCHLUP; MENEZES, 2008).

Embora tenha sido encontrada associacdo estatisticamente
significativa entre a positividade do HPV e o uso de contraceptivos
orais, ndo foi possivel estimar uma razdo de chance estatisticamente
significativa para esse dado. Existem muitas controvérsias entre os
estudiosos em relagdo a associagdo da infeccdo pelo HPV e o uso de
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anticoncepcional. Acredita-se que os esteroides interferem na atividade
viral estimulando a atividade oncogénica do HPV (GELLER et al.,
2008). Castellsagué e Munoz (2003) observaram aumento do risco de
cancer de colo do GUtero com o uso prolongado de anticoncepcionais
orais, ressaltando que este risco é duas vezes maior em mulheres que
fazem uso desses medicamentos por mais de 10 anos. Entretanto, em
outros estudos foi observado o contrario, mulheres que faziam uso de
contraceptivos orais apresentaram menor risco de desenvolver cancer
cervical. Fedrizzi e colaboradores (2008) também ndo observaram
relagdo entre o uso desses medicamentos e o aumento do risco da
infeccdo pelo HPV.

Existem diversos relatos que relacionam o nimero de parceiros
sexuais com 0s riscos da infeccdo pelo HPV (KORNYA et al., 2002;
BASEMAN; KOUTSKY, 2005; KHAN et al., 2005). No presente
estudo, constatou-se que mulheres que se relacionaram com dois ou
mais parceiros ao longo da vida tém 1,7 vezes mais chance de ter HPV
do que mulheres que tiveram somente um parceiro ao longo da vida,
RC= 1,78 e IC 95% (1,0004-3,155), p= 0,048. Dado que talvez se deva
ao prolongamento do tempo de exposic¢do ao virus (CASTELLSAGUE;
BOSCH; MUNOZ, 2002; NAUD et al.; 2006). Um estudo desenvolvido
por Ho e colaboradores (1998) demonstrou que o0 aumento do nimero de
parceiros sexuais esta fortemente relacionado ao risco de infeccdo com
HPVs oncogénicos.

Mesmo que neste estudo ndo tenham sido abordados fatores
socioecondmicos, é importante destacar que 0 escasso acesso a Servicos
de rastreio do cancer do colo do Utero, bem como o ndo cumprimento da
rotina do rastreio para o cancer cervical sdo fatores de risco sociais
relacionados aos baixos niveis socioecondmico e de escolaridade que
sdo frequentemente observados entre afroamericanos, indianos e
mulheres hispanicas quando comparadas as caucasianas norte
americanas (IBEANU, 2011).

Estudos epidemioldgicos sdo de grande valia para determinar os
tipos de HPVs circulantes em diferentes localidades, considerando-se as
diferencas relacionadas ao impacto no manejo clinico que os tipos de
HPVs de alto e baixo risco determinam. Este conhecimento também se
faz importante na tentativa de se prever o impacto da eficicia das
vacinas anti-HPV em uma determinada populacdo (ROCHA et al.,
2013). Neste estudo, foram identificados 31 diferentes genotipos de
HPV, sendo que o 16 foi o mais prevalente, corroborando, desta forma,
com as estatisticas mundiais, nacionais e locais (SCHLUP; MENEZES,
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2008; LIPPIMAN et al., 2010; IBEANU, 2011; FEDRIZZI; MARTINS
etal., 2012).

A maior parte das pesquisas de frequéncia dos tipos de HPV
incluidas as realizadas no Brasil é desenvolvida em popula¢bes com
cancer cervical ou citologia anormal. Estudos de meta-andlises
realizados pelo IARC demonstram que, fora algumas excecfes, 0s
padrdes mundiais correspondem a prevaléncia encontrada neste estudo.
Um estudo de meta-analise de prevaléncia dos tipos de HPV em cancer
cervical e HSIL demonstrou que, na América do Sul, os dez tipos de
HPVs mais comuns em mulheres com céncer cervical foram: 16, 18,
31, 45, 52, 33, 35, 39, 58 e 59, e em mulheres com HSIL foram os tipos
16, 58, 18, 51, 6, 31, 33, 11, 45 e 35 (SMITH et al., 2007). Todos esses
tipos foram encontrados no presente estudo.

Munoz e colaboradores (2004) avaliaram mulheres de 25 paises
com cancer do colo do Utero e encontraram 30 tipos de HPVs diferentes,
dos quais os tipos 16, 18, 31, 45, 33, 35, 52 e 58 foram o0s oito mais
comuns na Europa Central e na América do Sul. O tipo 53, apesar de ser
classificado com oncogénico ou potencialmente oncogénico por
diversos autores (MUNOZ et al., 2004; DE VILLIERS et al., 2004;
BERNARD, et al., 2010), parece nao estar associado ao cancer,
contudo, ¢é encontrado em lesGes intraepitelais de alto e baixo grau
(LSIL e HSIL) (CLIFFORD et al., 2006). O HPV 53 foi classificado
como baixo risco em um estudo realizado em cinco cidades brasileiras e
a deteccdo desse tipo viral foi comum neste estudo e em outros com
amostras de citologia normal (DE SANJOSE et al., 2007; LIPPIMAN et
al., 2010; ARGYRI et al., 2013).

O HPV 16 e 0 18 sdo considerados os tipos mais oncogénicos.
Eles tém sido relatados como os mais prevalentes em mulheres
assintomaticas e sintomaticas e estdo associados a cerca de 50-70% e
20-30%  respectivamente  dos  canceres  cervicais  invasivos
diagnosticados no mundo (IBEANU, 2011). Existem evidéncias de que
0s tipos de HPV 31 e 39 sdo mais prevalentes do que o HPV 18 nas
Américas do Sul e Central do que em outros continentes, diminuindo
assim nestas localidades a fracdo estimada de céncer cervical positivo
para HPV 16 e 18 (MUNOZ et al., 2003; CLIFFORD et al., 2006;
LIPPIMAN et al., 2010). Ainda que diversos estudos comprovem que 0
HPV 18 é o segundo tipo de HPV oncogénico mais prevalente (BOSCH,
de SANJOSE, IBEANU, 2011), no presente estudo, ele foi o décimo
mais prevalente.
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Outros tipos de HPVs, como 31, 39, 53, 56 e 68, estdo entre 0s
mais frequentes no presente estudo, e esses tipos virais tém sido
associados ao desenvolvimento do cancer, porém com menor impacto
(ZUR HAUSEN, 2002; DE VILLIERS et al., 2003; EINSTEIN et al.,
2009; ZUR HAUSEN , 2009; LIZANO; BERUMEM; GARCIA-
CARRANCA, 2009; CHAUHAN et al., 2009). Resultados semelhantes
foram encontrados por Argyri e colaboradores (2013) em um estudo que
utilizou a metodologia de microarray (Papillocheck®), no qual o HPV
16 foi 0 mais prevalente e os tipos 31, 51, 53 e 56 estavam entre 0s mais
frequentes. Mulheres infectadas com tipos de HPV de alto risco tém
maiores taxas de progressao para neoplasias intraepiteliais cervicais em
comparagdo com mulheres infectadas com tipos de HPV de baixo risco
(CASTRO et al., 2011; ROCHA et al., 2013).

No presente trabalho, na curva de prevaléncia de HPVs de alto
risco de acordo com a faixa etdria, observa-se um pico em mulheres com
idade inferior ou igual a 24 anos, e um pico sutilmente maior em
mulheres de 25-34 anos, o qual posteriormente decresce com o0 aumento
da idade. Dados semelhantes foram observados por Argyri e
colaboradores (2013), que encontraram um pico na faixa etéaria de 14-25
anos, corroborando com dados de outros estudos europeus (DE
SANJOSE, 2006; MANHART et al., 2006). Mulheres mais jovens sdo
mais predispostas a desenvolver a infeccdo pelo HPV, pois na zona de
transformacdo do colo do Utero, o epitélio escamoso sofre sucessivas
transformacfes em epitélio glandular e vice-versa, favorecendo a
infeccdo pelo HPV (ETHIER et al., 2003). Estas mulheres também séo
menos propensas a desenvolverem imunidade ao HPV dada a sua
exposicao recente para o virus (ARGYRI et al., 2013).

Em relagdo aos tipos de HPV de baixo risco, os mais
prevalentes neste estudo foram o 44/55, 43, 62, 6, 11 e 89, concordando
com estudos que demostram que 0s tipos virais 6 e 11 estdo entre 0s
mais prevalentes (LIPPIMAN et al., 2010; ARGYRI et a., 2013).

A citologia foi a varidvel que apresentou associagdo mais forte
com o HPV, pois este estudo constatou que mulheres com citologia
normal tém 99,7% menos chances de ter infec¢do pelo HPV do que
mulheres com alteragdes citolégicas como LSIL ou ASCUS, RC= 0,028
e IC 95% (0,003-0,226), p= 0,001. Como esperado, a positividade do
HPV foi em geral maior em anormalidades citoldgicas, 100% para
mulheres com citologia alterada (LSIL e ASCUS) e de 22,2% para
mulheres com citologia normal. A mesma tendéncia foi observada em
um estudo europeu, no qual a prevaléncia aumentou a medida que as
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lesGes progrediram para graus mais elevados, citologia normal (15,7%),
ASCUS (34,0%), LSIL (74,4%) e HSIL (98,2%) (ARGYRI et a., 2013).

Estudos epidemioldgicos indicam que tipos de HPVs que
infectam o trato anogenital sdo observados em pacientes sintomaticos e
assintomaticos e que a maioria das infeccbes resolve-se
espontaneamente. No &mbito clinico, ndo é atipico uma mesma paciente
apresentar infeccdo por mdltiplos tipos de HPV. Infeccdes genitais
maltiplas, simultaneas ou sequenciais podem ocorrer, principalmente em
adolescentes do sexo feminino, sendo, muitas vezes, dificil de distinguir
entre infeccBes persistentes e novas infeccGes por outros tipos virais
(HO et al.; 1998; IBEANU, 2011).

A prevaléncia, neste estudo, das infeccdes maltiplas por HPV
foi de 67,5% e na maioria delas pelo menos dois tipos oncogénicos
estavam presentes. Constatou-se também que em amostras poli-
infectadas, quanto maior o nimero de tipos virais, maior 0 nimero de
tipos oncogénicos, 0 que € consistente com outros estudos
epidemioldgicos (DE SANJOSE et al., 2010; ARGYRI et a., 2013).

Mesmo que uma infeccdo persistente com um tipo de HPV
oncogeénico seja causa necessaria para a carcinogénese, ressalta-se ainda
gue varios outros fatores e eventos moleculares possam contribuir para a
transformacdo de células epiteliais do colo do Utero em células
malignas. Estudos clinicos demonstraram que tais transformacdes estdo
associadas com a integracdo do genoma viral e a instabilidade genética
das células epiteliais que ocorrem ao longo do periodo de infeccdo pelo
HPV. No presente estudo, foi observada uma alta prevaléncia de
infeccBes multiplas por diferentes tipos de HPV, o que pode, em alguns
casos, estar associada a imunossupressdo observada em pessoas vivendo
com HIV/AIDS, ou submetidas a terapias imunossupressoras, que
aumentam a probabilidade de persisténcia de uma infec¢do por HPV
oncogénico e suas sequelas (ACS, 2008; LEHOUX; D’ABRAMO;
ARCHAMBAULT et al., 2009). Entretanto, a coinfeccdo pelo HIV e
outras causas de imunossupressdo ndo foram avaliadas neste estudo.

Na infeccéo pelo HPV, ainda ndo esta totalmente compreendida
a forma como alguns cofatores favorecem a persisténcia do virus no
epitélio e contribuem para o desenvolvimento da doenca (DRAIN et al.,
2002; ALMONTE et al.,, 2008; TAVARES et al., 2012). Estudos
demonstram uma associacdo entre HPV e CT no desenvolvimento do
carcinoma cervical, sugerindo que a infeccdo com esta bactéria é um
fator de predisposicdo para a posterior infeccdo pelo HPV, ou vice-
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versa, devido a forma semelhante de transmissdo sexual (KOSKELA et
al.; 2000; BARROS et al., 2012; SILVA et al., 2013).

A deteccdo do DNA de HPV e CT por PCR somente indica uma
infeccdo aguda ou cronica no caso da CT e uma infecgdo transitoria ou
persistente no caso do HPV. Portanto, neste estudo, ndo foi possivel
determinar qual a primeira infeccdo, se HPV ou CT. Entretanto,
observou-se que em casos positivos para CT existe um aumento do risco
de infeccdo pelo HPV de 2,46 vezes (RC= 2,462 e IC 95% (1,201-
5,046), p= 0,014). Ainda que o intervalo de confianga seja relativamente
grande em relacdo a associacdo HPV/CT, os resultados encontrados
podem sugerir uma possivel interacdo entre os agentes sexualmente
transmissiveis, como ja relatados em outros estudos (KOSKELA et al.;
2000; WALLIN et al., 2002; FELICE et al., 2005; BARROS et al.,
2012; SILVA et al., 2013). Entretanto, no presente trabalho, ndo foram
estudados os mecanismo da interagdo HPV e CT. Diversos estudos
sugerem que a infeccdo por CT estd associada & persisténcia de tipos de
HPV oncogénicos (SAMOFF et al., 2005; SILINS et al., 2005),
entretanto, ndo foi encontrada associacdo estatisticamente significativa
na amostra estudada entre tipos de HPVs de alto risco e a infecgéo por
CT.

A CT pode atuar como um cofator no desenvolvimento das
neoplasias intraepiteliais cervicais, promovendo a penetracdo do HPV e
danos na mucosa e, desta forma, facilitando o progresso de lesbes
cervicais e interferindo na resposta imunolégica (SIMONETT et al.
2012; SAMOFF et al., 2005; SILINS et al., 2005). Além disso, a CT
pode induzir efeitos locais sobre as células cérvico-vaginais, tais como:
hipertrofia, metaplasia e inflamacdo (MARKOWSKA et al., 1999;
SMITH et al., 2000; SILVA et al., 2013); bem como evadir-se do
sistema imune (SIMONETTI et al., 2012; SILVA et al., 2013). Esses
mecanismos podem facilitar a reinfec¢do ou persisténcia da infeccéo
pelo HPV (SILINS et al., 2005). Contudo, ainda nédo esta claro em que
estagio do processo da carcinogénese cervical a CT possa atuar de forma
sinérgica ao HPV (SILVA et al., 2013).

Pesquisadores defendem que a associagdo entre esses dois
agentes parece estar mais relacionada a uma potencializagdo mutua do
gue ao fato de compartilharem uma rota comum de transmissdo
(VERHOEVEN et al.,, 2004, DELUCA et al.,, 2011). Na verdade,
existem informagdes controversas e discordantes sobre essa interacéo
HPV e CT e ainda ndo ha consenso sobre o papel da CT na histéria
natural da infeccéo pelo HPV (DELUCA et al., 2011).
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O presente estudo mostrou elevadas prevaléncias de HPV e CT
em mulheres que buscaram exames para preven¢do de cancer do colo
uterino, e corrobora com 0 argumento de que se deve promover o
rastreio concomitante do HPV e da CT, e, desta forma, influir
diretamente sobre os efeitos tardios dessas duas infec¢bes com medidas
preventivas, curativas e educacionais. Reduzir a incidéncia de CT pelo
rastreio também poderia permitir uma diminuicdo na incidéncia da
infeccdo persistente por HPV (WOODMAN et al., 2001; RONCO et al.;
2010; SILVA et al., 2013).

Em virtude da importancia do acompanhamento ou tratamento
das mulheres infectadas pelo HPV e tratamento das mulheres infectadas
por CT cresce a importancia de métodos diagndsticos sensiveis,
especificos e rapidos. No presente trabalho, foram estudadas técnicas
moleculares de diagnostico e de tipagem no caso do HPV. Dentre essas
técnicas, as infeccbes por HPV e CT foram triadas pela PCR multiplex,
enquanto os tipos virais de HPV foram identificados por PCR-RFLP,
sequenciamento e microarray e neste Ultimo caso, com o objetivo de se
comparar 0 método comercial referéncia com o método in house de
baixo custo.

Os mais importantes avancos no diagndstico e rastreio da
infeccdo pela CT e pelo HPV foi o desenvolvimento de métodos
baseados na amplificacdo dos acidos nucleicos (NAATS). Os NAATS
sd0 mais sensiveis se comparados aos métodos tradicionais de
diagndstico. A possibilidade da utilizacdo de amostras provenientes de
coletas ndo invasivas com swabs vaginais (mulheres), uretrais (homens)
e urina (ambos) se constitui uma das maiores vantagens do uso destas
tecnologias, pois permite sua utilizacdo do rastreio de individuos
assintomaticos bem como uma maior adesdo por parte da populacéo,
visto que a coleta pode ser realizada pelo proprio individuo.

A PCR é uma ferramenta Util para o rastreio das infecgdes
causadas pelo HPV e pela CT, principalmente em individuos
assintomaticos, visto que a mesma é capaz de detectar pequenas
quantidades de &cidos nucleicos suficientes para um diagndstico preciso.
A PCR-multiplex desenvolvida neste estudo mostrou-se Util no rastreio
concomitante do HPV e da CT e corrobora com dados de outros estudos
gue demonstraram que a PCR-multiplex apresenta desempenho igual a
PCR monoplex (LEE et al., 2012; ZAULI, de MENESES; de
OLIVEIRA, 2013).
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Lee e colaboradores (2012) avaliaram o desempenho de uma
PCR-multiplex direcionada a seis diferentes patdgenos causadores de
DSTs, dentre eles, a Chlamydia trachomatis e a Neisseria gonorrhoeae,
em relagdo a PCR monoplex. A concordancia foi de 100% tanto para
sensibilidade quanto para especificidade. Os resultados da PCR-
multiplex para Chlamydia trachomatis e a Neisseria gonorrhoeae
também foram comparados com o BD Probe Tec. e eles foram 99,7%
concordantes para Chlamydia trachomatis e 100% para Neisseria
gonorrhoeae.

A PCR monoplex desenvolvida neste estudo para a deteccdo de
CT demonstrou uma sensibilidade analitica de 48,75 pg/ uL de DNA
plasmidial de CT. Partindo-se do principio que a PCR multiplex tem
desempenho equivalente a PCR monoplex, a PCR multiplex
desenvolvida neste estudo torna-se Gtil no rastreio concomitante do HPV
e CT e com uma sensibilidade analitica consideravel no caso da CT.
Embora néo tenha sido estabelecida a sensibilidade analitica para a PCR
monoplex para o HPV, observou-se que as 80 amostras identificadas
como HPV positivas pela PCR multiplex foram igualmente detectadas
pela PCR monoplex. Os ensaios de PCR multiplex utilizando multiplos
iniciadores em reacGes de PCR sdo inovadores e oferecem beneficios
significativos no custo, tempo e acuracia do diagndstico (ZAULI, de
MENESES; de OLIVEIRA, 2013).

A metodologia de PCR-RFLP para o diagndéstico dos tipos
virais do HPV foi incialmente descrita para uso com os iniciadores
MY0911. Entretanto, analises de bioinformatica sugeriram que o
prototipo descrito por Nobre e colaboradores (2008) também poderia
incorporar o sistema PGMY0911, um sistema que consiste em um
conjunto de cinco oligonucleotideos iniciadores reverse (pool de
primers PGMY11) e um conjunto de 13 oligonucleotideos iniciadores
forward ( pool de primers PGMY09) que se ligam a mesma regido dos
iniciadores MY09 e MY11 respectivamente. Este sistema aumenta a
eficiéncia da amplificagéo de alguns tipos de HPV e demonstra ser mais
sensivel que os iniciadores MY09/11 (COUTLEE et al., 2002;
GIOVANELLI et al., 2004).

No presente estudo, 0 PCR-RFLP identificou uma prevaléncia
de HPV de 26,4% e foi capaz de identificar pelo menos um tipo viral em
70 (87,50%) amostras dentre as 80 positivas. Resultados semelhantes
utilizando a mesma metodologia foram encontrados por Coser e
colaboradores (2011), que obtiveram uma prevaléncia 28,9% em
mulheres do estado do Rio Grande do Sul. Os pesquisadores foram
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capazes de identificar tipos virais em todas as amostras positivas.
Entretanto, quando se avalia os tipos virais identificados, o presente
estudo determinou quase duas vezes mais gendtipos virais (28
gendtipos) do que Coser e colaboradores (18 genotipos).

O Papillocheck® detectou gendtipos de HPV em 72 (90,0%)
amostras das 80 positivas para 0 HPV. Todas as oito amostras negativas
neste ensaio foram genotipadas pelo RFLP e sequenciamento, revelando
genétipos de HPV que o Papillocheck® n&o é capaz de identificar (HPV
61, 74, 83, 84 e 89). Kbnya e colaboradores (2000) encontraram
resultados semelhantes quando avaliaram o desempenho do PCR-RFLP
com 0 ensaio de Captura Hibrida. O PCR-RFLP detectou infecces
individuais com HPV 53 (duas amostras), HPV 58 (duas amostras),
HPV 66 (trés amostras), HPV CP8304, e HPV MM4, posteriormente
confirmadas pelo sequenciamento quando a Captura Hibrida ndo foi
sensivel suficiente para identificar os tipos virais 53 e 58. Os demais
tipos ndo estdo disponiveis no coquetel de sondas da Captura Hibrida
(KONYA et al., 2000).

Em relacdo a infecgBes por mais de um tipo de HPV, o PCR-
RFLP identificou 20 coinfeccbes por dois diferentes tipos virais, e
destas, 45% (9/20) foram infeccBes por dois tipos de HPV de alto risco e
25% (5/20) foram infeccbes por HPV de alto risco e outro
possivelmente carcinogénico, 15% (3/20) HPV de alto risco associado a
outro de baixo risco. Entretanto, 0 sequenciamento identificou uma
coinfeccdo (HPV16/HPV45) e 75 monoinfeccbes nas 80 amostras
analisadas. Neste contexto, o Papillocheck® teve o melhor desempenho,
identificando 50 amostras (62,5%) com mais de um tipo de HPV e 30
(37,5%) com um Gnico tipo.

Diante dos resultados apresentados, pode-se inferir que a
metodologia PCR-RFLP tem um bom desempenho para a identificagdo
concomitante de até dois tipos de HPV em uma mesma amostra. O
sequenciamento mostrou-se uma excelente ferramenta para a
identificagdo de infecgbes por um Unico tipo viral, enquanto o
Papillocheck® foi 0 método de escolha para amostras polinfectadas.

Resultados semelhantes foram observados por Gasperov e
colaboradores (2008) em um estudo que comparou quatro metodologias
diferentes para a deteccédo e genotipagem do HPV por PCR, PCR-RFLP,
hibridizacdo reversa (INNO-LiPA) e sequenciamento. Quando os
pesquisadores compararam 0 PCR-RFLP com o INNO-LiPA, ambos
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mostraram frequéncias bastante semelhantes para a detec¢do da infeccdo
por um Unico tipo viral. Entretanto, o INNO-LIiPA detectou quase duas
vezes mais infec¢des multiplas do que o PCR-RFLP. No presente
estudo, também foi observado que o Papillocheck® detectou 2,5 vezes
mais infeccdes multiplas do que o PCR-RFLP.

Por outro lado, Kaneshima e colaboradores (2001), utilizando-
se do prototipo descrito por Bernard e colaboradores (1994), no qual foi
registrado o uso de sete enzimas de restricdo para a genotipagem do
HPV, encontraram resultados satisfatorios em relacdo a sensibilidade e
reprodutibilidade para a infeccdo concomitante de até quatro tipos de
HPV na mesma amostra.

A genotipagem do HPV por sequenciamento tem seu uso
limitado a infecgdes mdltiplas, uma vez que as sequéncias que
representam os tipos de HPV em menor quantidade podem ndo ser
detectadas e, desta forma, se encorrer no erro de subestimar a
prevaléncia de infecgbes com multiplos gendtipos de HPV em estudos
epidemioldgicos e de acompanhamento (KLETER et al.,1999; MOLIJN
et al., 2005). Gasperov e colaboradores (2008) também demonstraram
gue a metodologia de sequenciamento € um bom método no caso de
monoinfec¢Bes, mas ndo se aplica em casos de infecces maltiplas e
nem na pratica clinica (GASPERQV et al., 2008).

Os achados do presente trabalho corroboram os dados de outros
estudos, que demonstram que a metodologia de PCR-RFLP é menos
eficiente quando varios genotipos do HPV estdopresentes na mesma
amostra (NOBRE et al.; 2008; GASPEROV et al., 2008). No caso de
infeccbes mdaltiplas, os padrfes de PCR-RFLP sdo frequentemente
muito complexos e a interpretacdo dos fragmentos gerados pode néo
permitir a utilizacdo do algoritmo na identificacdo dos gendtipos
envolvidos na infeccdo, mesmo utilizando-se as sete enzimas descritas
por Bernard e colaboradores (1994) (NOBRE et al.; 2008; GASPEROV
et al., 2008).

A eficacia desta metodologia, entretanto, pode ser melhorada
com a incorporagdo de uma estratégia multi-metodolégica. O ensaio de
PCR-RFLP pode ser utilizado como um método de genotipagem de
primeira linha para determinar o genétipo de HPV em infec¢des simples
(ou mesmo discriminar entre infec¢des simples ou multiplas), enquanto
gue a analise por uma metodologia com maior poder discriminatério,
por exemplo, o microarray pode ser utilizado como método
complementar, quando os padrdes de PCR-RFLP ndo permitirem a
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identificac8o do tipo viral presente na infeccdo por HPV (GASPEROV
et al., 2008).

A metodologia PCR-RFLP baseada no polimorfismo dos
fragmentos gerados por quatro enzimas de restricdo (Pstl. Hae 111, Ddel
e Rsal) utilizadas no presente estudo é capaz de discriminar todos os 43
tipos de HPV que infectam a mucosa anogenital em infeccGes por um
Unico tipo viral ou, até mesmo, de detectar as infecgbes multiplas em
alguns casos. Este ensaio fornece informagfes complementares aos
métodos disponiveis no mercado, tais como, 0 observado neste estudo,
ou seja, a deteccdo de oito genodtipos de HPV ndo determinados pelo
Papillocheck®. Informaces essas que podem ser financeiramente
vantajosas, principalmente quando os recursos financeiros sao escassos
(NOBRE et al., 2008).

No total das amostras analisadas, as trés metodologias foram
concordantes em relacdo a genotipagem de pelo menos um tipo de HPV
em 71,25% (57/80) das amostras. A genotipagem de 92,50% (74/80) das
amostras foi concordante em pelo menos duas metodologias e 7,5%
(7/80) foram discordantes nas trés metodologias. Observou-se que uma
amostra (n° 320-Tabela 9) foi positiva para 0 HPV 68 nas metodologias
de PCR-RFLP e sequenciamento, mas positiva somente para HPV 39 no
microarray. Neste caso é possivel que haja infeccdo por dois tipos virais
e 0 microarray pode ndo ter identificado o tipo viral 68, enquanto o
sequenciamento e 0 PCR-RFLP detectaram apenas esse tipo.

Dentre as sete amostras discordantes, duas (n° 57 e 667- Tabela
19) foram inconclusivas no PCR-RFLP, HPV 62 no sequenciamento e
HPV 56 no Papillocheck® duas (n° 387 e 474- Tabela 19) foram
positivas para HPV 61 no sequenciamento. A primeira foi positiva para
HPV 16 e 66 e a segunda foi positiva para HPV 43, 45, 59 e 68 no
Papillocheck®. Estes resultados sdo aceitaveis visto que infecgBes por
mais de um tipo de HPV séo frequentes, e 0s tipos virais detectados pelo
sequenciamento (HPV 61 e 62) néo sdo detectados pelo Papillocheck®.
Postula-se também que o sequenciamento em infec¢Bes por mais de um
tipo viral é capaz de identificar o tipo viral mais predominante na
infeccdo (KLETER et al.,1999; MOLIJN et al., 2005). Por fim, uma
amostra foi inconclusiva no RFLP, HPV 89 no sequenciamento e
negativa no Papillocheck®. Uma possivel explicacdo para o resultado do
PCR-RFLP ter sido inconclusivo é que esta amostra pode conter além
do HPV 89 outros tipos virais ndo detectados pelo Papillocheck®.
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O grau de concordancia interensaio foi calculado pelo teste
Kappa com intervalo de confianca de 95% para os resultados de
genotipagem do HPV pelo PCR-RFLP e sequenciamento, PCR-RFLP e
Papillocheck® e PCR-RFLP e o0s resultados conjuntos do
Sequenciamento e do Papillocheck®. Quando o PCR-RFLP e o
sequenciamento foram avaliados, observou-se concordancia perfeita
para os tipos de HPVs 32, 33, 70, 74, 83 e 84 (K=1), significando que
estes tipos virais foram igualmente detectados em ambos os testes. A
concordancia foi muito boa para os tipos 16 e 51, boa para os tipos
virais 18, 53, 55, 58, 59, 66, 68, 73, 61 e 89, moderada para os tipos 52 e
62, razoavel para os tipos 6, 11, 35, 44 e 45 e pobre para os tipos 31 e
39. A identificacdo do tipo viral de HPV pelo PCR-RFLP demostrou
gue mesmo que 0 PCR-RFLP néo tenha tido um bom desempenho para
0s tipos virais 6, 11, 35, 44, 45, 31 e 39 o desempenho da metodologia
foi bom a muito bom para uma gama de tipos virais relacionados ao
desenvolvimento de lesBes intraepiteliais cervicais e ao cancer, e que
desta forma poderia ser uma ferramenta Gtil no rastreio e
acompanhamento de pacientes infectados por estes tipos virais.

Gasperov e colaboradores (2008) em um estudo semelhante a
este compararam o PCR-RFLP com a metodologia de hibridizacéo
reversa (INNO-LiPA) e obtiveram concordancia perfeita para os tipos
de HPV 16, 18, 34 e 59 (K=1), muito boa para os tipos 53, 56 e 58, boa
para HPV 31 e 33, moderado para os tipos 66 e 73, razodvel para 0s
tipos 39, 45, 52 e 68. No presente estudo, quando avaliamos o
desempenho do PCR-RFLP comparado com a metodologia de
microarray (Papillocheck®) foi observada concordancia perfeita para os
tipos de HPV 33 e 58 (K=1), muito boa para 0 HPV 51 e boa para 0s
tipos virais 16, 18, 53, 59, 66, 68, 70, e 73. Foi encontrada concordancia
moderada para o0s tipos 45 e 52, razoavel para os tipos 6, 11, 35, 44/55 e
pobre para os tipos 31, 39 e 55. Algumas diferengas observadas no
presente estudo podem também ser atribuidas a diferenca na
sensibilidade dos iniciadores utilizados em cada método, gerando
amplicons de tamanhos diferentes, PGMY0911 (450pb) e microarray
(aproximadamente  350pb). Hushajak e colaboradores (2000)
observaram que amplicons de tamanhos menores sd0 mais
eficientemente amplificados.

Né&o foi encontrada concordancia entre as metodologias para 0s
tipos virais 40, 42, 43, 56 e 82, pois estes tipos foram identificados
somente pelo Papillocheck®. Entretanto, essas controvérsias poderiam
ser explicadas pelo fato de 0s tipos virais 42 e 82 serem detectados em
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propor¢fes muito pequenas (1,3%, o que corresponde a uma amostra).
Os tipos 42 e 43 foram encontrados somente em infecgdes multiplas e o
HPV 56 foi encontrado em infec¢Ges multiplas em mais de 70,0% das
infeccBes positivas para este tipo. Assim como no presente estudo,
outros autores demonstraram que a eficiéncia da metodologia de PCR-
RFLP diminui em infecgbes mdltiplas (GASPEROV et al., 2008;
NOBRE et al., 2008).

Assim, pode-se inferir que nenhum ensaio de detec¢do de HPV
¢ perfeito, principalmente porque o PCR-RFLP ndo conseguiu
identificar determinados tipos de HPV identificados pelo Papillocheck®,
e 0 PCR-RFLP identificou tipos virais que o Papillocheck® no é apto
para identificar.

Em virtude da deteccdo de tipos virais pelo PCR-RFLP néo
identificados pelo Papillocheck® e de resultados inconclusivos no PCR-
RFLP, o sequenciamento tornou-se uma ferramenta para a confirmacao
e resolucdo desses casos. Quando foi avaliada a concordéncia entre os
resultados do PCR-RFLP com os resultados conjuntos do Papillocheck®
e sequenciamento, observou-se uma concordancia perfeita para os tipos
de HPVs 32, 33, 70, 74, 83 e 84, muito boa para os tipos 16 e 51, boa
para os tipos virais 18, 55, 59, 66, 68, 73, 61 e 89, moderada para 0s
tipos 45, 52, 53 e 58, razoavel para os tipos 6, 11, 35, 44 e 62 e pobre
para os tipos 31 e 39. Da mesma maneira que na analise de
concordancia entre os métodos PCR-RFLP e Papillocheck®, nio foi
encontrada concordancia entre as metodologias para o0s tipos virais 40,
42, 43, 56 e 82, uma vez que estes tipos ndo foram identificados por
sequenciamento e PCR-RFLP, pelos motivos ja citados anteriormente.
Observou-se uma melhora significativa na concordancia entre o PCR-
RFLP e os resultados conjuntos das metodologias de sequenciamento e
microarray, possivelmente porque o PCR-RFLP e o sequenciamento
detectaram os tipos virais expressos em maior quantidade na infeccéo,
enquanto o microarray ¢ uma metodologia mais sensivel e, portanto
capaz de identificar tipos virais que estdo expressos em menor
guantidade. Outro argumento € que o sequenciamento e 0 PCR-RFLP
identificaram tipos virais (32, 61, 62, 70, 74, 83, 84 e 89) que ndo sdo
identificados pelo Papillocheck®.

Segundo Wild (2005), a sensibilidade e especificidade de um
teste para diagnostico devem ser superiores ou iguais a 80,0%, pois o
teste deve ser capaz de identificar uma subpopulacdo que tenha um risco
associado ao desenvolvimento da doenca. Sensibilidades desejaveis
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foram obtidas para os tipos virais 32, 33, 58, 70, 74, 83, 84 e 18.
Embora a sensibilidade do PCR-RFLP tenha sido inferior ao desejavel
para a maioria dos tipos virais, a especificidade mostrou-se elevada,
apresentando valores entre 98,65% e 100,0% para todos o0s tipos
identificados por esta metodologia. Baixas sensibilidades no PCR-RFLP
ndo significam que o HPV ndo possa ser identificado, pois as amostras
sdo inicialmente rastreadas com a PCR multiplex, que se mostrou uma
ferramenta eficaz no rastreio do HPV e CT. O PCR-RFLP talvez néo
seja capaz de discriminar os tipos virais presentes na infeccdo em
algumas situacdes, principalmente em casos que a banda da PCR
apresenta-se com intensidade fraca ou infecfes multiplas, ou casos em
gue determinados tipos virais sdo expressos em menor intensidade.

Testes de diagndstico com elevado VPN sdo excelentes para o
rastreio, uma vez que se pode confiar em um resultado negativo. O VPN
do PCR-RFLP padronizado no presente estudo mostrou-se elevado para
a grande maioria dos tipos virais, variando de 80,0% a 100,0%. Além do
mais, 0 VPP do PCR-RFLP foi de 100% para uma gama de tipos virais
(6, 16, 31, 32, 33, 35, 44, 45, 51, 53, 55, 58, 59, 61, 62, 66, 68, 70, 73,
74, 83, 84 e 89), demostrando que a probabilidade de um individuo ter
HPV quando detectado na PCR-RFLP é de quase 100% para a maioria
dos tipos virais identificados por esse teste.

A acurécia de um teste diagndstico depende de como este teste
consegue diferenciar, por exemplo, um individuo com determinada
infeccdo daquele sem infeccdo. Neste trabalho, a acuracia foi medida
pela area sobre a curva ROC (Reciever Operating Characteristic) e foi
considerada excelente para os tipos virais 32, 33 e 58, boa para os tipos
virais 16, 18, 51, 58, 61, 53, 59, 66, 73 e 89. Porém foi considerada
regular para os tipos 45, 62, 52, 55 e 35 e ruim para os tipos 31, 39 e 4
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8 CONCLUSOES

A prevaléncia do DNA de HPV foi de 24,6% (80/325) na
amostra estudada. Para CT, a prevaléncia foi de 11,1% (36/325) e de
4,6% (15/325) para coinfeccdo HPV/CT.

A infeccéo por CT foi associada a varidvel nimero de parceiros
ao longo da vida (p=0,048) e foi maior em mulheres com idade inferior
a 24 anos. A coinfeccdo HPV/CT apresentou associagdo com as
variaveis, idade (p=0,06) e uso de anticoncepcional oral (p=0,011).

As prevaléncias das infec¢des pelo HPV e HPVs de alto risco
foram maiores em mulheres com idade igual ou inferior a 24 anos. A
positividade do HPV foi associada as variaveis: citologia (p<0,001),
idade (p=0,001), idade de inicio da atividade sexual (p= 0,008) e 0 uso
de anticoncepcional oral (p=0,048). .

A genotipagem das amostras pelas trés metodologias: PCR-
RFLP sequenciamento e microarray mostrou 32 gendtipos diferentes de
HPV. O HPV 16 foi o mais prevalente (38,8%), seguido pelos tipos 39,
53, 68, 56, 31 e 66, 44/55, 45, 43, 52, 18, 62, 06, 11, 35, 51, 73 e 89.

A PCR-multiplex desenvolvida neste estudo mostrou-se Gtil no
rastreio concomitante do HPV e da CT. A metodologia de PCR-RFLP
teve um bom desempenho para a identificacdo simultanea de até dois
tipos virais em uma mesma amostra. Entretanto, a eficicia desta
metodologia pode ser melhorada com incorporacdo de uma estratégia
com mais de uma metodologia.

A PCR-RFLP pode ser utilizada como um método de rastreio
para determinar o genétipo de HPV em infec¢des simples (ou mesmo
discriminar entre infec¢cdes simples ou mudltiplas), enquanto a andlise
por uma metodologia com maior poder discriminatério pode ser
utilizada como método complementar, principalmente em locais com
poucos recursos financeiros. O sequenciamento mostrou-se uma
excelente ferramenta para a identificacdo de infecgfes por um Unico tipo
viral, enquanto o Papillocheck® foi o melhor método para amostras
polinfectadas.

Embora a sensibilidade do RFLP tenha sido inferior ao
desejavel para a maioria dos tipos virais, a especificidade mostrou-se
elevada (acima de 98,65%). O VPN do PCR-RFLP mostrou-se elevado
(acima de 80,0%) na grande maioria dos tipos virais, demonstrando que
esta metodologia pode ser Gtil no rastreio do HPV, visto que resultados
negativos, metodologias com elevado VPN séo confiaveis.
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9 PERSPECTIVAS

e Estudar fatores de viruléncia na associacdo HPV/CT;

e Fazer estudo de corte com mulheres com menos de 24 anos e
infectadas por, pelo menos, um tipo viral com o objetivo de
acompanhar o clearance viral ou a evolugéo da citologia.
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ANEXO A- Termo de Concentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Deteccdo do HPV e Chlamydia trachomatis em
amostras de cérvice uterina do estado de Santa Catarina

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa. Antes
de decidir se deseja participar, é importante que entenda por que esta
pesquisa sera feita, como suas informacdes serdo usadas, o0 que o estudo
envolve e os possiveis beneficios, riscos e desconfortos envolvidos. Por
favor, leia com atencdo e cuidado as informacdes a seguir e se desejar,
discuta com sua familia e com o seu médico, para que a decisdo sobre a
sua participacdo possa ser uma decisdo bem informada.

QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDO E QUAIS AS
INFORMACOES DISPONIVEIS?

O presente estudo esta sob a coordenacéo da Professora Maria
Luiza Bazzo, tendo como pesquisadora principal, a Farmacéutica
Bioquimica Lisléia Golfetto como parte de seu trabalho de Mestrado em
Farmacia (Andlises Clinicas - CCS) pela Universidade Federal de Santa
Catarina, sob orientacdo da Professora Maria Luiza Bazzo da UFSC. O
objetivo desta pesquisa é estudar a aplicabilidade do método molecular
RFLP para a identificacdo do HPV em isolados clinicos de mulheres do
estado de Santa Catarina e correlacionar a incidéncia do virus com a
coinfeccdo por Chlamydia trachomatis. Evidéncias moleculares e
epidemiolégicas indicam claramente que certos tipos de HPV sdo a
principal causa de cancer cervical. Além do HPV, diversos estudos estdo
considerando a Chlamydia trachomatis como um co-fator no
desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs) e outras
alteracbes celulares significativas em mulheres com histérico de
infeccdo por HPV. A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) sera utilizada para deteccdo do DNA do HPV e do DNA da
Clamydia trachomatis. As amostras positivas para HPV serdo
submetidas a Técnica de Polimorfismo do Tamanho dos Fragmentos de
Restricdo (RFLP) para a tipagem do HPV. Os resultados das técnicas
moleculares serdo associados ao Exame Citolégico (Papanicolau).
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EU TENHO QUE PARTICIPAR?

Cabe a vocé decidir se ird ou ndo participar. Mesmo que vocé
ndo queira participar do estudo, isso ndo acarretard nenhuma
desvantagem, inclusive em relagdo ao tratamento médico e aos cuidados
gue vocé tem direito de receber. Caso decida participar, vocé ira receber
este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para assinar. Mesmo
que decida participar, ainda sera livre para sair do estudo a qualquer
momento, bastando para isso informar a sua desisténcia. 1sso ndo ira
afetar de maneira nenhuma, o padrdo de cuidados que voceé ira receber.
Sua participacdo podera ser interrompida sem 0 seu consentimento caso
voceé se torne inelegivel (ndo ter certas caracteristicas para continuar no
estudo). Ocorrendo esta situacdo, vocé serd imediatamente informado.

O QUE ACONTECERA COMIGO SE EU PARTICIPAR?

O pesquisador podera analisar seu prontuario médico a fim de
obter dados referentes ao seu exame citolégico, o exame preventivo do
cancer do colo do atero. Os dados obtidos serdo armazenados pelo
pesquisador.

QUAIS SAO OS POSSIVEIS DESCONFORTOS QUE POSSO
TER SE PARTICIPAR?

N&do haverd nenhum desconforto, pois vocé ndo necessitara
fazer nenhuma atividade fora de sua rotina. As amostras serdo coletadas
no momento da realizacdo do exame preventivo, onde é realizado
raspado do colo do (tero com espatula de Ayre e escova cervical.
Simultaneamente, serd utilizada a mesma amostra, sendo dividida em
duas partes: esfregaco para o exame preventivo (Papanicolaou) e
suspensdo de células para PCR. Nao havera nenhuma coleta de amostra
adicional aquela j& prevista na rotina do Exame Ginecoldgico.

O QUE ACONTECERA COM AS INFORMAGOES DESTA
PESQUISA E COMO SERAO UTILIZADOS OS DADOS
PESSOAIS DA SENHORA?

Informo que seus dados serdo mantidos sob sigilo absoluto e
privado, de posse somente dos pesquisadores e orientador desta
pesquisa. A divulgacdo dos resultados visard apenas mostrar 0s
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possiveis beneficios obtidos na pesquisa em questdo. A divulgacdo das
informagBes no meio cientifico sera andbnima e em conjunto com as
informacBes de todos os participantes da pesquisa, sendo que vocé
podera solicitar informagbes durante todas as fases da pesquisa,
inclusive ap6s a publicagdo da mesma.

QUE CUSTOS TERAO SE PARTICIPAR?

Por ser voluntaria e sem interesse financeiro, vocé ndo tera
nenhum gasto extra e também néo terd direito a nenhuma remuneracéo.

QUAIS OS POSSIVEIS BENEFICIOS QUE POSSO TER SE
PARTICIPAR?

A senhora estara participando de uma pesquisa que podera
contribuir no diagnéstico precoce do cancer cervical em pacientes
atendidas pelo Servico de Salde Publica, as quais tm pouco acesso a
um diagndstico mais preciso. O diagndstico precoce das lesdes cervicais
juntamente com a identificacdo dos fatores de risco conduz a melhorias
no encaminhamento das pacientes acometidas.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR
DE MAIS INFORMACOES?

Em caso de qualquer duvida relacionada ao estudo, ou sempre
gue vocé quiser saber sobre os resultados parciais do estudo, por favor,
entre em contato com:

Farmacéutica Bioguimica Lisléia Golfetto. Telefone: (48) 37218148 ou
(48) 99189125 Email: licagolfetto@gmail.com

Professora Doutora Maria Luiza Bazzo

Telefone: (48) 3721.8081 ou (48) 99728718

Se tiverem dlvidas sobre seus direitos, o (a) senhor (a) pode entrar em
contato com: Comité de Etica em Pesquisa da UFSC.


mailto:licagolfetto@gmail.com
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ECLARECIDO

Eu,
recebi informagGes sobre o estudo acima, além disso, li e entendi todas
as informacg0es fornecidas sobre minha participacdo nesta pesquisa. Tive
a oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas duvidas
foram esclarecidas satisfatoriamente e eu, voluntariamente, concordo em
participar deste estudo. Ao assinar este termo de consentimento, estou
de pleno acordo com os dados a serem coletados, podendo 0s mesmos
ser utilizados conforme descrito neste termo de consentimento. Entendo
gue receberei uma cdpia assinada deste Termo de Consentimento Livre
e Esclarecida.

Assinatura da pessoa que aplicou este termo

Nome da pessoa que aplicou este termo

Florianépolis, de de 2011.

Assinatura do paciente Nome do paciente
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ANEXO B - Certificado do Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Federal de
Santa Catarina

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Pré-Reitoria de Pesquisa ¢ Exeensio
Comité de Etlea em Pesquisn com Seres Humanos

CERTIFICADO Ne 2155

O Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da Pré-Reitoria de Pesquisa e Extensio da Uni\euidndel
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