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RESUMO

O fato de que a infecgéo pelo HPV é fator causal no desenvolvimento do
cancer cervical fornecem o requisito necessario para a inclusao dos testes de
deteccdo de HPV na rotina ginecologica. A deteccao do virus permite a
deteccdo precoce da infeccdo pelo HPV, possibilitando intervengdes no
desenvolvimento de lesdes precursoras e dessa forma, diminuindo o risco de
progressao para o cancer cervical. Diferengas existentes nas sequéncias de
nucleotideos que determinam as regides precoces e tardias do genoma do
HPV séo responsaveis pela existéncia dos diversos tipos de HPVs conhecidos.
Essas variagdes também s&o responsaveis pelo grau de transformacgéo e
potencial oncogénico do virus. Assim, tais regides podem ser exploradas para
o desenvolvimento de testes moleculares tipo-especificos ou que envolvam o
maior numero possivel de tipos de HPV. Existem dois grupos de métodos
principais para a deteccao de HPV: a hibridizacdo direta (Southern blot, dot
blot, e hibridizagdo in situ) e a amplificacdo génica (técnicas baseadas na
reacao em cadeia da polimerase — PCR). As metodologias baseadas em PCR,
utilizando primers consensuais, permitem a detec¢gdo de um grande numero de
tipos de HPV simultaneamente. Os primers sao desenvolvidos tendo como alvo
regides conservadas do genoma do HPV entre diferentes tipos virais. O
objetivo deste estudo foi avaliar a infeccao pelo HPV em dois grupos de
mulheres, HIV-positivas e HIV-negativas, comparando as trés metodologias de
PCR mais utilizadas na detec¢gdo do HPV atualmente, utilizando os conjuntos
de primers GP5+/GP6+; MY09/11 e PGMY09/11. Utilizando os primers
GP5+/6+, a detecgdo de HPV foi positiva em 27/57 (47%) mulheres HIV-
positivas e em 15/57 (26%) mulheres HIV-negativas. Com os primers MY09/11,
a detecgao foi positiva em 35/57 (61%) mulheres HIV-positivas e em 17/57
(30%) mulheres HIV-negativas. Utilizando os primers PGMY09/11, a deteccéo
de HPV foi positiva em 41/57 (72%) mulheres HIV-positivas e em 21/57 (37%)
HIV-negativas. Para os dois grupos de pacientes o indice de detecg¢ao para o
primer PGMY09/11 foi o maior entre as trés metodologias. A comparagao entre
os resultados obtidos demonstrou concordancia moderada entre os conjuntos
de primers GP5+/GP6+ e MY09/11(k=0.57 e K=0.51) e GP5+/GP6+ e

XV



PGMY09/11(k=0.6 e k=0.52) e concordancia substancial entre os conjuntos de
primers MY09/11 e PGMY09/11 (k=0.61 e k=0.61) para os dois grupos de
pacientes, respectivamente.

Palavras-chave: HPV, cancer cervical, HIV, PCR, primers, PGMY
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Abstract

The well known role of HPV in the development of cervical cancer
represents the required reasons for the improvement of HPV molecular tests in
gynecological routine. HPV detection is important for the earlier diagnosis of
precursor lesions reducing the risks for cervical cancer progression. Sequence
variations in the early and late regions of HPV genome result in the multiple
HPV genotypes. Those variations determine variable, grade transformation and
the oncogenic potential of the virus. Therefore such variable genomic regions
can be exploited for the development of molecular type-specific tests or tests
that can detect multiple HPV types as possible. Two different methods are
available for HPV detection, including direct hybridization (Southern blot, dot
blot and in situ hybridization) and gene amplification (PCR based assays).
Consensus PCR based assays allow the detection of a great number of HPV
types in a single reaction. Primers are designed for highly conserved regions of
different HPV genotypes. The aim of this study was to compare three PCR
based methods commonly used in HPV detection: GP5+/GP6+ general primers
assay, MY09/11 degenerated primers assay and PGMY09/11 consensus
primers assay in 120 cervical scrapes (60 obtained from HIV positive women
and 60 from a control group). HPV detection achieved by PCR methodology,
using the GP5+/GP6+ primers gave a detection rate of 27/57 (47%) in HIV
positive women and 15/57 (26%) in HIV negative women; using MY09/11
primers the detection rate was 35/57 (61%) in HIV positive women and 17/57
(30%) in HIV negative women; and PGMY primers gave 41/57 (72%) e 21/57
(37%) in HIV positive and HIV negative women, respectively. Among the three
methods evaluated in this study, the PGMY09/11 system gave the highest HPV
detecting rates for the two groups of patients. Comparison between results
showed moderate agreement among the GP5+/GP6+ and MY09/11 (k=0.57 e
K=0.51) primers systems and between GP5+/GP6+ and PGMY09/11 (k=0.6 e
k=0.52) primers systems and substantial agreement between MY09/11 and
PGMY09/11 (k=0.61 e k=0.61) primers systems for both group of patients.
Keywords: HPV, cervical cancer, HIV, PCR, primers, PGMY
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| - Introducao

O papilomavirus humano (HPV) € um virus DNA de dupla fita que
pertence a familia dos Papovaviridae,género Papilomavirus, sendo especificos
para células epiteliais, incluindo pele e mucosa do aparelho respiratorio e do
trato genital. Os tipos de HPV que infectam o trato genital sdo classificados de
acordo com seu potencial relativo de malignidade, incluindo os HPV de baixo
risco, HPV de risco intermediario e HPV de alto risco (Janicek et al., 2001). O
HPV é transmitido sexualmente, sendo aceito como o agente etioldégico central
na génese de tumores cervicais, pois mais de 90% desse tipo de cancer
apresenta DNA do HPV (Strickler et al., 2003). As infecgbes por HPV estédo
associadas com lesdes cutaneas e do epitélio mucoso.

Mais de 100 tipos diferentes de HPVs ja foram identificados (Franco &
Harper, 2005) dos quais, cerca de 40 tipos foram detectados em carcinomas
cervicais e suas lesbes precursoras, as denominadas lesdes intraepiteliais
escamosas (SIL: squamous intraepithelial lesion) (Levi et al. 2002 a; Ginocchio
et al., 2008), comumente classificadas como lesdes de baixo grau (LSIL: low
grade squamous intraepithelial lesion) e lesbes de alto grau (HSIL: high grade
squamous intraepithelial lesion).

O HPV é considerado um virus tdo comum, que mais da metade da
populacdo adulta mundial sera infectada pelo HPV em algum momento da vida
e pelo menos 80% das mulheres serao infectadas pelo HPV até a idade dos 50
anos. Tipos oncogénicos do HPV estdo associados com 99,7% de todos os
canceres cervicais, assim como aos diferentes graus de doengas cervicais
(Ault, 2005).

O cancer cervical € o segundo tipo mais frequente de céncer em
mulheres no mundo inteiro (Franco & Harper, 2005; Ginocchio et al., 2008),
superado apenas pelo cancer de mama. No Brasil, estima-se que o cancer
cervical seja o terceiro tipo mais comum de neoplasia maligna e a quarta maior
cause de o6bitos entre as mulheres (Freitas et al., 2007), sendo que em 2008,
foi estimado o surgimento de 18.680 novos casos no Brasil, segundo Instituto
Nacional de Cancer, INCA (Brasil, 2008).



O colo do utero € uma estrutura anatébmica que se estende para dentro
da porcédo superior da vagina contendo o canal endocervical que une a
cavidade uterina a vagina. A porgao superior do canal endocervical, alvo
frequente das infecgdes pelos diversos tipos de HPV é denominada
endocérvice, revestida por uma Unica camada de células secretoras de muco.
Ja a parte inferior do canal endocervical, voltada para a extremidade da vagina
€ mais exposta ao ambiente hostil, € denominada ectocérvice, revestida por
epitélio escamoso espesso, semelhante ao da vagina. A carcinogénese cervical
associada ao HPV afeta a populacdo de células de reserva de uma regido
cervical especifica, a jungdo escamo-colunar (JEC) (Saddi, 2004). A JEC é
uma area de rapida modificacao celular e sitio principal das transformacdes
oncogénicas (Canavan & Doshi, 2000). Histologicamente, os papilomavirus
infectam a populacdo de células precursoras (stem cells) da zona de
transformacao do epitélio cervical. Essas células, que detém a capacidade de
diferenciacdo em células de linhagem escamosa, glandular ou neuroendocrina,
sao responsaveis pela manutengao da integridade do epitélio da cérvice.

Nas células comprometidas com a diferenciacdo escamosa, existe um
programa de maturacdo altamente organizado que mantém a espessura
epitelial, tanto pelos aspectos morfologicos quanto moleculares. No epitélio
escamoso, as unicas células capazes de sofrer divisdo celular sdo as da
camada basal ou parabasal. Em células basais morfologicamente normais, mas
infectadas pelo HPV, a expressdo de genes virais encontra-se inibida, em
niveis reduzidos. A expressao produtiva de genes do HPV é rigorosamente
regulada, sendo permitida somente nas células que iniciaram a maturacéo
escamosa com concomitante perda de capacidade proliferativa (Stoler et al.,
1986; 1989; Dollard et al., 1992).

Na zona suprabasal imediata, a expressdo de genes virais precoces ja
pode ser observada e durante a diferenciacdo celular, tem-se a inducdo de
todos os genes virais, bem como a sintese de DNA viral, levando a montagem
e producédo de virions nas células mais proximas da superficie do epitélio.
Essas alteragcbes moleculares compativeis com a infeccao pelo HPV resultam
em uma série de alteragbes morfolégicas das células infectadas, permitindo a
deteccéo da infeccdo viral e das lesbes precursoras dos carcinomas cervicais

por meio dos exames citologicos de rotina (Saddi, 2004).
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Além dos exames citoldgicos convencionais, a detecgdo do DNA do HPV
em células cervicais permite o diagnéstico precoce da infecgdo pelo HPV,
possibilitando intervengdes durante o desenvolvimento de lesbes precursoras e
dessa forma, diminuindo o risco de progresséo para cancer cervical. Diferencas
nas sequéncias de nucleotideos que determinam as regides precoces e tardias
do genoma do HPV resultam na existéncia dos diversos tipos de HPVs
conhecidos. Essas variagdes também s&o responsaveis pelo grau de
transformacao e potencial oncogénico do virus. Assim, tais regides podem ser
exploradas para o desenvolvimento de testes moleculares tipo-especificos ou
gue envolvam o maior numero possivel de tipos de HPV (Saddi, 2004).

Dois grupos de métodos moleculares principais para a detec¢ao de HPV
encontram-se disponiveis. Aqueles que envolvem a hibridizagdo direta de
sondas com segmentos do genoma viral, incluindo os métodos de Southern
blot, dot blot, e hibridizagao in situ, e aqueles que envolvem a amplificagdo de
fragmentos do genoma viral e que incluem as técnicas baseadas na reacédo em
cadeia da polimerase — PCR. As metodologias baseadas em PCR, utilizando
primers consensuais, permitem a detec¢cdo de um grande numero de tipos de
HPV, simultaneamente. Os primers sdo desenvolvidos tendo como alvo regides
conservadas do genoma do HPV entre diferentes tipos virais.

O objetivo deste estudo foi avaliar a infeccéo pelo HPV em dois grupos
de mulheres, HIV-positivas e HIV-negativas, comparando as trés metodologias
baseadas em PCR mais utilizadas atualmente na deteccédo do HPV e que
utilizam os diferentes conjuntos de primers conhecidos como GP5+/GP6+,
MY09/11 e PGMY09/11. A sensibilidade dos diferentes métodos e a
concordancia entre os resultados obtidos foram investigados em amostras

cervicais obtidas dos dois diferentes grupos de mulheres.

[.1 — O PAPILOMAVIRUS HUMANO

O papilomavirus humano, pertencente a familia Papovaviridae, € um
virus DNA de dupla fita circular, com aproximadamente 8 Kb (Franco et al.,
2001). O genoma do HPV (Figura 1) pode ser dividido em molduras abertas de
leitura (ORFs: open reading frames) que codificam proteinas expressas
precocemente (E1 a E7, E do inglés: early) e tardiamente (L1 e L2, L do inglés:
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late) durante a infeccdo. As regides L1 e L2 codificam duas proteinas do
capsidio viral, enquanto as regidées precoces codificam proteinas que estéo
envolvidas na regulacéo da replicacdo do DNA e na proliferacao celular. O
capsidio ndo envelopado do HPV tem uma simetria icosaédrica contendo 22
capsémeros com um diametro de 52-55nm. Ja a regi&o longa de controle (LCR:
long region control) compreende cerca de 10% do genoma viral e contém
sequéncias importantes pra a regulagdo da replicgdo viral e a transcricdo dos
genes precoces. O segmento central da LCR dos HPVs de alto risco
compreende um acentuador celular epitelial especifico que contém diversos
sitios de ligagdo para fatores de transcricdo viral e celular (Sichero & Villa,
2006). Os mais de 100 tipos diferentes de HPV conhecidos sao caracterizados
com base nas diferengas das sequéncias dos nucleotideos da regido L1 (Dehn
et al., 2006)

Transformagio

Proteina
maior do
capsideo
viral.

Proteina
menor do )
capsideo viral.

Codificagéo das
proteinas
citoplasmaticas
“ tardias.
Replicagdo do DNA e
regulagio da transcrigdo
viral.
LCR: Regido Longa de Controle E1-E6: Genes da regiio precoce
P97: Promotor L1, L2: Genes da regido tardia

Figura 1. Mapa genémico do HPV 16, considerado o protétipo de genoma de todos os
tipos de HPV. (Modificado de Hubard, R.A., 2003).

De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(IARC), os HPVs sao classificados de acordo com o potencial oncogénico,

primariamente com base na freqiéncia de associagcdo com o cancer cervical.
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Os HPVs oncogénicos ou de alto risco para o cancer cervical incluem os tipos
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82. Os HPVs que
apresentam provavel alto risco incluem os tipos 26, 53 e 66 e os HPVs de baixo
risco incluem os tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e CP6108. Os
HPVs de baixo risco podem causar lesbes benignas, subclinicas e clinicas
conhecidas como lesdes planas e condilomas, respectivamente. Os HPVs néao
listados acima s&o considerados como de risco indeterminado (Franco, 2003).

Tanto a incidéncia quanto a mortalidade feminina mundial devidas ao
cancer cervical ficam atras apenas do cancer de mama e, na maioria dos
paises em desenvolvimento, representam a maior causa de morte nas
mulheres em idade reprodutiva. A idade a primeira relacédo sexual, o numero
elevado de parceiros sexuais, a alta paridade, o fumo, e o baixo poder socio-
econdmico surgem como fatores de risco significativos para o surgimento do
cancer cervical, além do fator ligado a infeccao pelo HPV. Infecgbes pelo HPV
constituem as doencgas sexualmente transmissiveis mais comuns dos tempos
atuais. Infec¢des assintomaticas podem ser detectadas em 3-53% das
mulheres sexualmente ativas em idade reprodutiva (de Sanjosé et al., 1992;
Clifford et al., 2005). Na maioria dos casos, a infecgdo genital pelo HPV é
transiente (Franco et al; 2001; Villa & Denny, 2006) e a maioria dos individuos
mostra eliminagdo do virus no periodo de até um ano apds a deteccgéo (de
Jong et al., 2004; Khan et al., 2005). Assim, a grande maioria das SIL regride
espontaneamente e, apenas uma minoria persiste ou progride para o cancer
cervical (Xi et al., 1997; Khan et al., 2005; Vinokurova et al., 2008).

A imunidade do individuo, o tipo infectante de HPV, a carga viral e o
estado de integragcdo do genoma do HPV exercem profundas implicagbes no
prognéstico da infec¢do pelo HPV (Hart et al., 2001; Weissenborn et al., 2003).
O risco para a neoplasia cervical € maior para mulheres que desenvolvem
infeccbes persistentes e de longa duracao, por tipos de HPVs de alto risco
(Franco et al., 1999; Ylitalo et al., 2000; Lo et al., 2002; Franco, 2003; Khan et
al., 2005). Além disso, alguns estudos demonstram uma correlacao significativa
entre uma alta carga viral de HPVs de alto risco e a progressao da infecgao
para lesdes intraepiteliais cervicais e para o cancer cervical (Sun et al., 2002;
Tsai et al., 2005; Castle et al., 2005; Flores-Munguia et al., 2006; Wu et al.,
2006). A prevaléncia dos tipos de HPV de alto risco aumenta de acordo com o
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aumento do grau da lesao (Swan et al. 1999). Entre os fatores de risco de
maior importancia para o desenvolvimento dessas neoplasias tém-se a
imunossupressao, as infecgdes por gendtipos de alto risco, a persisténcia das

infeccbes e a alta carga viral do HPV (Bosch et al., 1995; Liaw et al., 1995).

|.2 — PATOGENESE DA INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO

Os papilomavirus infectam preferencialmente as células epiteliais com
capacidade de proliferacdo. O estado fisico do genoma do HPV no nucleo das
células e o potencial maligno da proliferacao epitelial parecem estar fortemente
associados (Park et al., 1997; Hudelist et al., 2004). Em lesbes de baixo grau, o
DNA viral existe na forma de plasmideos extracromossdémicos. Entretanto, na
maioria dos canceres, o DNA do HPV esta predominantemente integrado aos
cromossomas do hospedeiro (Goémez & Santos, 2007; Vinokurova et al., 2008).

Alguns estudos mostram que a capacidade de integracdo do genoma do
HPV ao genoma da célula hospedeira aumenta de acordo com a progressao da
SIL para o cancer cervical. Essa observagao € importante, porque a integracéo
esta associada com a perda da expressao da proteina E2 do HPV. Em
situagdes normais a proteina E2 se liga aos sitios regulatérios de E2 na regiédo
longa de controle do genoma do HPV, levando a uma represséo da expresséo
de E6 e E7. A base molecular para a oncogenicidade no carcinoma cervical
pode ser bem explicada pela regulagdo e funcdo de E6 e E7. A expresséo
desses dois genes € necessaria para a manutencao do feno6tipo maligno e esta
sob a regulagdo do produto do gene E2. O gene E2 é interrompido durante a
integragcdo do genoma viral ao genoma da célula hospedeira, de forma que a
quebra do gene E2 resulta na subsequente desrepressao de E6 e E7 (Gomez
& Santos, 2007; Vinokurova et al., 2008)

Por se tratar de um virus com DNA circular e de fita dupla, o genoma do
HPV precisa passar por um processo de linearizagéo, a fim de se integrar ao
genoma do hospedeiro. Quando a linearizagdo ocorre, ha uma subsequente
interrupcdo na moldura aberta de leitura na regido do gene E2 e a integracéo
leva entdo a redugdo nos niveis de E2, com perda da repressdo (mediada por
E2) na expressao de E6 e E7. O aumento da expressao de E6 e E7, por sua
vez, pode levar a uma maior instabilidade cromossdmica, pelo aumento da

atividade dessas proteinas, resultando em crescimento celular desordenado.
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Quando o genoma do HPV se integra ao genoma do hospedeiro, a linearizagéo
do genoma viral geralmente ocorre com a interrup¢céo do gene E2, levando a
perda da funcdo de E2, e consequente aumento da expressdo das
oncoproteinas E6 e E7, que contribuem para a instabilidade cromossémica
(Figura 2). Associada aos fatores ambientais, a instabilidade cromossémica

pode levar ao cancer invasivo (Palefsky, 2006).
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Figura 2. Papel da integragio do genoma do HPV e instabilidade cromossémica na
patogénese do cancer invasivo.

As células basais no epitélio escamoso estratificado e as células
metaplasicas da jungdo escamocolunar da cérvice uterina sdo os principais
alvos para o HPV, podendo infectar também o epitélio glandular da
endocérvice, resultando em neoplasmas glandulares, como adenocarcinomas
in situ ou adenocarcinomas invasivos (Figura 3) (Ault, 2005). O HPV precisa ter
acesso as células basais do epitélio a fim de estabelecer uma infecgédo, o que
geralmente ocorre devido as microlaceragdes da mucosa. Os primeiros sinais
de transcricdo das regides precoces (E) do genoma viral podem ser vistos 4
semanas apoOs a infeccdo. Entre as semanas 6 e 8, a replicagao viral, a

transcricdo das regides precoces e tardias (do inglés late) e a proliferacao
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celular atingem um platdé (Schneider, 1993). A infeccédo pelo HPV parece
ocorrer nas células basais e, interacdes entre a infeccdo pelo HPV e demais

fatores ambientais resulta no desenvolvimento de SIL (Palefsky & Holly, 1995).

CONDILOMA GRAU1 GRAU 2 GRAU 3
| DISPLASIA CARCINOMA
. DISPLASIA | szpzps e sit
NORMAL DISPLASIA SUAVE MODERADA st

CARCINOMA MICROINVASIVO

Figura 3. Representacao esquematica de diferentes graus de neoplasia intraepitelial
cervical (Modificado de Palefsky & Holly, 1995).

Os produtos dos dois oncogenes dos HPVs de alto risco, E6 e E7,
alteram o metabolismo da célula do hospedeiro e induzem a instabilidade
genética (Pérez-Plasencia et al., 2007), favorecendo o desenvolvimento
neoplasico. A proteina E6 se liga a proteina p53 da célula hospedeira,
induzindo sua degradacdo. Um dos efeitos dessa degradacao € a inibigao de
apoptose nas células infectadas. A enzima telomerase também € ativada
podendo aumentar ainda mais as chances de oncogenicidade. A proteina E7
tem um efeito similar no metabolismo celular, ligando-se a proteina do
retinoblastoma (pRB) e inibindo sua fung¢do. Isso leva a uma interrup¢do do
ciclo celular da célula hospedeira. Ligando-se a ela e alterando seu estado
fosforilado, E7 inativa funcionalmente pRb que, assim como p53, também atua

no controle do ciclo celular. Especificamente, a proteina pRb normalmente se
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liga ao fator de transcrigdo E2F que atua na progressé&o do ciclo celular da fase
G1 para a fase S. A presenca de E7 resulta entdo em um complexo inativado
E7-pRb, que desfaz a ligacdo da E2F a pRb (Figura 4), permitindo que E2F se
ligue ao DNA e induza o crescimento e a proliferacdo celular (Janicek et al.,
2001; Gomez & Santos, 2007; Hebner et al., 2007).
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l
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——=_"—=| Cancerigena
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Figura 4. Mecanismos moleculares da infecgao por HPVs oncogénicos. (Modificado de
Goémez & Santos, 2007).

O grau de expressao de E6 e E7 esta altamente relacionado com o tipo
da lesé&o cervical, ou seja, em lesdes de baixo grau, E6 e E7 s&o expressas em
baixos niveis nas células basais e em niveis aumentados nas bordas
superiores do epitélio. Neste tipo de lesdo, o HPV se encontra na forma
epissomal. Ja em lesdes de alto grau, E6 e E7 sado expressas em niveis

aumentados por todo o epitélio e o DNA do HPV é mais propenso a se integrar
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no cromossomo da célula hospedeira. A integragdo do DNA do HPV a celula
hospedeira aumenta a proliferacdo celular e a chance de progressédo para a
malignidade (Ault, 2005).

A infecgdo pelo HPV envolve sua entrada nas células epiteliais através
dos limites basais e a producdo de duas categorias gerais de mudangas no
epitélio, sendo estas muito relevantes na hora de se fazer o diagnéstico. A
primeira mudanca esta relacionada com o efeito citopatico viral nas células
maduras, ja diferenciadas, o que inclui as atipias coilociticas. E importante
notar que esse processo ocorre em células maduras, incapazes de se
dividirem. A segunda mudanca € uma anormalidade nas caracteristicas de
crescimento e diferenciacédo do epitélio. As atipias citolégicas séo provenientes
dessas alteragées moleculares associadas com um aumento do DNA celular e
da atividade proliferativa. O grau e a distribuicdo da atipia celular, combinada
com a distribuicao das células que apresentam atividade proliferativa, fornecem
evidéncias de um epitélio infectado por HPV ou de um epitélio normal, o que
traz um beneficio muito grande para o diagnéstico correto (Crum, 2000).

Os HPVs de alto risco iniciam uma série de eventos moleculares que
atuam modificando as fun¢des normais do ciclo celular, alteragées que podem
causar maior susceptibilidade a danos no DNA e desarranjos cromossomais
progressivos. Essas alteracbes sao frequentemente acompanhadas por
integragdo do virus ao genoma do hospedeiro como descrito anteriormente.
Essa integracdo viral garante a expressdo continua dos oncogenes virais
(Crum, 2000).

Assim, os passos que ocorrem desde a infecgdo inicial até o
desenvolvimento do céancer incluem quedas na resisténcia imunoldgica do
hospedeiro, possivel integracdo do DNA do HPV nas células hospedeiras e o
acumulo de mutagdes adicionais nessas células. A infeccdo pelo HPV precisa
ser persistente no epitélio do hospedeiro como primeiro passo para posteriores
mudangas neoplasicas. A forte correlacao entre infeccao por tipos oncogénicos
de HPV e LSIL, HSIL e cancer cervical sugere que os testes para deteccao do
DNA do HPV representam uma ferramenta muito Gtil no gerenciamento de
mulheres com testes de Papanicolaou anormais, especialmente naqueles

casos em que existam resultados equivocados ou duvidosos (Ault, 2005)
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|.3 — FATORES DE RISCO PARA A INFECCAO PELO HPV

Um risco aumentado para aquisicdo de infeccdo pelo HPV e de
desenvolvimento de cancer cervical esta relacionado a uma série de fatores
sexuais, a saber, idade precoce a primeira relagdo sexual, numero elevado de
parceiros ao longo da vida, promiscuidade do parceiro (Schiffman & Brinton,
1995; Dames et al., 2009), histérico de prostituicdo e a irregularidade no uso de
preservativos.

A infecgcédo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) também tem
sido associada a uma alta prevaléncia de HPV, com uma maior incidéncia de
SIL (Palefsky et al.,1999) e aumento do risco de cancer cervical em mulheres
HIV-positivas (Weissenborn et al. 2003). O HIV altera a histéria natural das
infeccbes por HPV (Sun et al. 1997). Dentre as mulheres HIV-negativas
infectadas pelo HPV, apenas uma minoria desenvolve infec¢ao persistente que
progride até SIL ou céncer (Levi, et al, 2002. b). O contato com HPV
geralmente resulta em uma infecgéo transitéria, com a maioria dos individuos
mostrando eliminagao do virus no periodo de até um ano apds a detecgao (de
Jong et al. 2004).

Assim, a condi¢cdo imunolbgica das pacientes é considerada como um
fator crucial nas infecgbes por HPV e pode determinar a persisténcia da
infecgdo primaria, aumentando o risco de desenvolvimento de neoplasia
cervical. Mulheres imunodeprimidas apresentam maior risco para malignidades
ginecoldgicas. Uma vez que o HIV induz profundas alteragcdes na resposta
imune, atengcdo especial tem sido dada ao papel da infecgdo pelo HIV e sua
influéncia na patogénese das doencgas cervicais associadas ao HPV. A
infeccédo pelo HIV pode influenciar a patogénese das doengas cervicais
associadas ao HPV tanto diretamente, por meio de interagcbes moleculares
entre genes virais, quanto indiretamente, por meio de efeitos no funcionamento
da imunidade de individuos HIV-positivos (Braun, 1994; Palefsky, 2006).

Além disso, alta carga viral com tipos oncogénicos de HPV tem sido
considerada por varios autores como um fator de risco para o desenvolvimento
de lesbes de alto grau e para o cancer cervical (Tsai et al., 2005). O alto
numero de particulas virais nas células cervicais parece favorecer a integracéo
do DNA viral no genoma do hospedeiro. A carga viral parece ter uma
correlagdo positiva com risco aumentado de lesdo cervical e pode ser
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considerada um marcador de grande valor na predicdo da doencga cervical.
Mulheres que apresentam altas cargas virais apresentam lesdes de grau mais
avancado e maior risco de progressao para o cancer cervical (Josefsson et al.,
2000; Sun et al., 2002). Estudos de avaliacao de carga viral, utilizando PCR em
tempo real, demonstram que altas cargas virais de HPV estdo associadas com
a presenca de alteragdes citoldgicas cervicais, principalmente quando o HPV16
estiver presente (Moberg et al., 2003), e com maior severidade e maior risco de
progressao para o cancer cervical (Flores-Munguia et al., 2006; Lai et al., 2006;
Ho et al., 2006).

Varios estudos tém sugerido uma relagéo entre o aumento da carga viral
do HPV e o maior risco de SIL em mulheres HIV-positivas. Um desses estudos
demonstra que a carga viral do HPV-16 (tipo de HPV associado a
aproximadamente 50% dos canceres cervicais), por exemplo, aumenta de
acordo com a diminuigcdo da contagem de linfocitos T CD4+ (Lefevre et al.,
2004), o que pode significar que, frente a um quadro de imunossupressao, as
infeccbes por HPV tornam-se mais severas e mais freqlentes (Levi et al.,
2005), com maior carga viral e maior risco de progressao para neoplasia.
Multiplos genétipos de HPV também s&o encontrados em pacientes HIV-
positivas, que apresentam céncer cervical (Lillo et al., 2005). Os tipos mais
prevalentes sdo aqueles de alto risco oncogénico, como HPV-16, -18, -31
(Heard et al., 2000; Strickler et al., 2003; Palefsky & Holly, 2003).

Uma possivel explicacdo para esse quadro considera a ineficiéncia do
sistema imune debilitado em eliminar a infecgdo pelo HPV, fato que aumenta a
persisténcia do virus no organismo. Frente a exposicdo continua, tem-se o
acumulo de diferentes tipos de HPVs, com carga viral aumentada e uma maior
chance de integracdo do genoma viral no genoma das células hospedeiras, um
evento que parece ser crucial para a progressao da infec¢ao pelo HPV para as
lesbes neoplasicas. A interagcéo entre HPV e HIV também parece ocorrer via
proteinas virais, com as proteinas do HIV realgando os efeitos lesivos das
proteinas do HPV (Klaes et al., 1999; Heard et al., 2000).

Alta prevaléncia de infecgbes pelo HPV, maior incidéncia de SIL
(Palefsky et al.,1999) e aumento do risco do cancer cervical sao
frequentemente descritos em mulheres HIV —positivas. Em tais pacientes, as
altas cargas virais de HPV, principalmente com a presenca do HPV16,
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relacionam-se com maior risco de progressao para a malignidade, tanto devido
a grande quantidade de células infectadas pelo HPV, como pela presenca de
doses elevadas de oncoproteinas nas células hospedeiras (Weissenborn et al.,
2003). Estudos utilizando PCR em tempo real tém sugerido uma associagéo
entre o aumento da carga viral do HPV16 e o maior risco de LIS em mulheres
HIV-positivas (Lefevre et al., 2004).

Na regiao central do Brasil, onde se localiza a cidade de Goiania, o
cancer cervical é a segunda causa mais comum de Obito entre as mulheres.
Entretanto, poucos sao os dados disponiveis acerca da prevaléncia e
distribuicdo do HPV nessa regidao (Rabelo-Santos et al., 2003). Na cidade de
Sao Paulo, foi encontrada uma prevaléncia de 98% de HPV em mulheres HIV-
positivas, assim como alta prevaléncia de infeccdo com multiplos gendtipos de
HPV (78,9%) (Levi et al., 2002 b).

1.3.1 - LESOES CERVICAIS INDUZIDAS PELA INFECCAO PELO HPV.

Com relagdo as lesbes cervicais induzidas pela infecgdo com o HPV,
mulheres HIV-positivas costumam ter prevaléncia ainda maior de neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) (Ellerbrock et al, 2000; Faria et al., 2008) quando
comparadas a pacientes HIV-negativas. Nas pacientes HIV-positivas, as
infeccbes pelo HPV sao persistentes e freqientemente envolvem multiplos
genotipos virais (Villa & Denny, 2006), sendo os tipos oncogénicos -16 e -18 os
mais prevalentes (Cappiello et al., 1997; Gongalves et al., 1999; Palefsky et al.,
1999; Ellerbrock et al., 2000; Heard et al., 2000; Weissenborn et al., 2003;
Odida et al.,, 2008). Acredita-se que a prevaléncia da infeccédo pelo HPV
aumenta a medida que ocorre progressao do dano imunologico, associado a
infeccdo pelo HIV. A persisténcia da infeccao pelo HPV é inversamente
proporcional a contagem de linfocitos T CD4+ e diretamente proporcional a
carga viral do HIV (Heard et al.,2000; Weissenborn et al.,2003; Strickler et al.,
2005).

A co-infeccédo HIV e HPV é um fendmeno completamente previsivel.
Multiplos parceiros sexuais, idade precoce da primeira relagdo sexual, baixo
nivel sécio-econdmico e pratica sexual sem protecdo, sao importantes fatores
de risco comuns as duas infecgbes virais, porém existem poucos dados na

literatura que sugerem um papel direto do HIV na patogénese da neoplasia
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associada ao HPV. Sabe-se que o HIV-1 possui varios genes reguladores
como tat, rev e nef que controlam a replicagéo viral quando ativados (Al-Daraiji
& Smith et al., 2009). A proteina reguladora do HIV codificada pelo gene tat-1
pode atuar sobre o gene E2 do HPV levando ao aumento da expresséo das
proteinas do HPV em pacientes co-infectadas (Vernon,1993). Isto proporciona
um mecanismo potencial para explicar a expressao genética intensificada do
HPV em mulheres HIV-positivas. Alta contagem de RNA de HIV e contagem de
linfécitos T-CD4 menor que 200 células por mm?® também estdo associadas
com maior incidéncia e persisténcia da infecgao pelo HPV. Mulheres com HPV
do tipo oncogénico, HIV-positivas e com baixa contagem de CD4 estdo mais
propensas a desenvolver SIL (Ault, 2005).

Mais de um terco das oito milhdes de pessoas infectadas pelo HIV no
mundo s&o mulheres e a AIDS vem se tornando rapidamente uma grande
causa de 6bito entre essas pacientes. Estudos demonstram uma associagéo
significativa entre HPV e SIL entre as mulheres HIV-positivas e negativas.
Mulheres HPV-positivas desenvolvem SIL numa proporgéo 8.1 vezes maior do
que as mulhers HPV-negativas. Mandelblat e col, 1999, sugerem que o HIV
seja um cofator na associacéo entre o HPV e a neoplasia cervical. Embora o
mecanismo biolégico preciso dessa interacdo ainda ndo seja totalmente
conhecido, existem dois mecanismos potenciais: o HIV e seu efeito na fungéo
imune afeta a susceptibilidade e o potencial oncogénico do HPV; ou existe uma
interacdo molecular entre as proteinas do HIV e do HPV. Mecanismos
biolégicos pelos quais a supressdo imunoloégica pode facilitar os efeitos
oncogénicos do HPV incluem o tempo da infecgédo, o aumento da carga viral do
HPV, a replicacdo mais rapida do HPV e a persisténcia ou progresséo da
infecgao (Mandelblat et al., 1999)

Poucos dados sugerem um papel direto do HIV na patogénese das
neoplasias associadas ao HPV, mas o HIV atenua a resposta imune especifica
ao HPV, o que pode permitir maior persisténcia de HSIL e tempo suficiente
para o acumulo de mudangas genéticas importantes para a progressdo do
cancer. Evidéncias recentes sugerem que aproximadamente metade das
infeccbes causadas por HPV em pacientes HIV-positivas foram adquiridas em
relacbes sexuais recentes, enquanto a outra metade representa a reativacao

de infecgbes pré-existentes (Strickler et al., 2005). Imunossupressao mais
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avancada parece estar associada com o aumento de replicacdo do HPV,
aumentando a probabilidade de um determinado tipo de HPV ser detectado
(Palefsky, 2006). Displasia cervical em mulheres HIV -positivas esta associada
a um quadro de lesbes multifocais, maior incidéncia, progressao mais
acelerada e maiores indices de recidiva quando comparadas com mulheres
HIV-negativas. Ainda, mulheres HIV-positivas com cancer cervical invasivo
tendem a ter doencas diagnosticadas em estados mais avancados, resisténcia
a terapia e sobrevida diminuida (Janicek et al., 2001). Pacientes HIV-positivas
que apresentam cancer cervical, também apresentam uma caracteristica
metastasica incomum e estdo relacionadas a um pior prognéstico do que

pacientes HIV-negativas (Paulo et al., 2007).

|.4 — METODOS DE DETECCAO DO DNA DO HPV

O fato da infeccéo pelo HPV ser o fator causal do desenvolvimento de
cancer cervical representa o requisito necessario para a inclusao dos testes de
deteccédo de HPV na rotina ginecologica. A deteccao do virus pode ajudar na
identificacdo precoce de lesdes precursoras e dessa forma, diminuir o risco de
progressdo para o cancer cervical (Farthing et al., 1994), além de tornar
possivel o rastreamento de um numero maior de mulheres pré-dispostas ao
cancer cervical (Riethmuller et al., 2008). Antes, porém, de se adotar tais testes
como rotina em laboratérios, os métodos precisam ser validados e estimativas
precisas da prevaléncia dos tipos de HPV entre as diferentes populagdes
mundiais devem ser bem estabelecidas (Schiffman et al., 1991). Os testes
envolvendo biologia molecular se tornaram disponiveis por volta dos anos 80,
mas nao comegaram a ser utilizados em larga escala mundialmente, devido
principalmente ao fato de que tais testes pareciam nao detectar todos os tipos
oncogénicos do HPV. O nivel de sensibilidade de uma metodologia é
usualmente definido como o limite de detecgdo ou como a menor quantidade
de DNA disponivel necessaria para ser detectada. Ja a especificidade
determina o nivel de precisdo de uma metodologia. Para que uma metodologia
seja precisa e confiavel, o ideal é que, através dela, se obtenha o minimo
possivel de resultados falso-negativos e falso-positivos (Hubbard, 2003).

Diferencas existentes nas regides precoces e tardias do genoma do HPV
implicam na existéncia dos diversos tipos de HPVs conhecidos. Essas
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variagdes determinam o grau de transformag&o e o potencial oncogénico do
virus. Assim, essas regides podem ser exploradas para o desenvolvimento de
testes moleculares tipo-especificos ou que abranjam o maior numero possivel
de tipos de HPV. O HPV é detectado pela presenca do seu DNA na amostra
(Farthing et al., 1994). A relacéo entre o alto numero de copias do DNA do HPV
e o aumento do risco de desenvolvimento do céncer cervical e suas lesbes
precursoras ja foi exaustivamente discutida (Josefsson et al., 2000; Zerbini et
al., 2001; Hart et al., 2001; De Marco et al., 2001; Peitsaro et al., 2002; Sun et
al., 2002; Bory et al., 2002; Sherman et al., 2003; Fontaine et al., 2005; Castle
et al., 2005). Inumeras investigacbes foram conduzidas no sentido de
estabelecer e validar um método eficiente para deteccdo e quantificacdo do
HPV em células cervicais (Flores-Munguia et al., 2004; Hesselink et al., 2005).
Uma variedade de métodos moleculares encontra-se disponivel para deteccao
e genotipagem do HPV em amostras biologicas (Cubie et al., 2000).

Tecnologias de hibridizacdo do DNA viral utilizando sondas
luminescentes (captura hibrida, Southern Blot, hibridizagcéo in situ, dot blot) e
métodos baseados na amplificagdo do genoma viral com o uso de primers ou
sondas fluorescentes (PCR em tempo real) representam as principais € mais
modernas opg¢des disponiveis para deteccdo do genoma viral. Os testes de
biologia molecular apresentam um alto valor diagnéstico em programas de
prevencdo de cancer cervical, a fim de selecionar mulheres com lesdes
histol6gicas suscetiveis a progressao para lesdes de alto grau e carcinomas.
Infecgbes persistentes com HPVs de alto risco sdo imprescindiveis para o
desenvolvimento de lesGes pré-cancerosas e de cancer. A estimativa da
prevaléncia do HPV depende da técnica utilizada para detecgao do genoma
viral do HPV, sendo que a analise por PCR tem-se mostrado como o método
de detecgédo mais sensivel (Ault, 2005).

Um diagndstico correto pode ajudar na redugéo da incidéncia do cancer
cervical e suas complicagdes. O uso de métodos moleculares determina o
status real da infeccao e permite a distincado entre linhagens para uma melhor
definicdo das estratégias de tratamento a serem utilizadas. Dentre as técnicas
utilizadas para a deteccao de HPV, somente a técnica de captura hibrida foi
aprovada pela FDA (Food and Drugs Administration, agéncia governamental

norte-americana, responsavel pela regulamentacdo do desenvolvimento e
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propaganda de drogas, artigos médicos, bioldgicos, alimentos, cosméticos,
produtos eletrénicos emissores de radiacdo e produtos veterinarios (Howland,
RH. 2008), garantindo qualidade, eficacia e eficiéncia dos produtos produzidos)
como técnica mais adequada para triagem a de mulheres juntamente com a
citologia (Chacon et al., 2007).

O método da hibridizacéo direta baseia-se no pareamento complementar
de uma sonda marcada para antigenos de HPV ou para os acidos nucléicos do
virus. Sondas biotiniladas podem ser detectadas com substratos cromogénicos
de rotina e 0 método pode ser automatizado para uso clinico. Melhoras na
sensibilidade da técnica tém sido feitas por amplificacdo do sinal, uso de
sondas flourescentes, protocolos mais rigorosos, uso de nanosondas e
combinagdes de técnicas diferentes. Uma vantagem da hibridizagcédo direta é
que a infecgao pelo HPV pode ser identificada em células especificas (células
tumorais versus células normais) e o seu estado fisico (episomal ou integrado)
também pode ser determinado. Se o método for suficientemente sensivel, o
numero de cépias do HPV integrado também pode ser estimado (Dehn et al.,
2006).

A hibridizagdo in situ (ISH) &€ uma técnica pela qual sequéncias
nucleotidicas especificas séo identificadas em células ou cortes de tecidos com
morfologia conservada tendo como vantagem o fato de poder ser aplicada a
amostras ja fixadas e processadas e envolve a marcagdo do DNA com sondas
e sua posterior visualizagdo em microscépio de fluorescéncia. Uma
desvantagem do método é a ocorréncia de erros na tipagem do HPV devido a
hibridizagdes cruzadas entre as sondas utilizadas. A técnica de Southern blot
para analise do genoma do HPV & um bom procedimento, sendo capaz de
detectar HPV numa taxa de 5000 coépias por amostra. Entretanto, sua aplicagéo
mundial é limitada porque envolve alto gasto de tempo, pode ser tecnicamente
dificil de ser realizada e requer grande quantidade de DNA em bom estado,
nao podendo ser utilizada para qualquer tipo de amostra (Villa & Denny, 2006).
Além disso, a técnica faz uso de sondas radioativas cuja visualizagado é
dependente de interpretacdes subjetivas do técnico responsavel. As técnicas
de dot blot também mostraram ser eficientes na detecgcédo, porém também

fazem o uso de sondas radioativas (Farthing et al., 1994).

33



Os testes envolvendo amplificacdo de segmentos génicos por meio de
PCR permitem multiplicac&o in vitro de regides unicas do DNA, permitindo sua
deteccdo mesmo na presenca de contaminantes. Esse tipo de método é
considerado o mais flexivel e sensivel entre todos os utilizados para detecgéo
do DNA do HPV, podendo ser utilizado, ndo s6 para detecgdo, como também
quantificacdo de carga viral, sequenciamento de DNA e analise de mutagdes. A
regido L1 é a mais frequentemente utilizada para desenvolvimento de
metodologias baseadas em PCR, uma vez que essa regidao apresenta-se
altamente conservada entre diversos tipos de HPV, o que facilita a deteccao de
uma maior quantidade de tipos virais em uma unica reagao. Por sua natureza,
a PCR esta muito sujeita a contaminagbes porque sequéncias previamente
amplificadas podem contaminar amostras negativas e ocasionar a obtencao de
resultados falso-positivos (Hubbard, 2003), sendo essa uma das principais

desvantagens da técnica.

1.4.1 - Testes de Captura Hibrida Il (HC)

Métodos de captura hibrida sdo comumente utilizados para a detecgao
do DNA do HPV e consistem de hibridizagdo em meio liquido, n&o radioativos,
relativamente rapidos e desenhados para detectar diferentes tipos de HPVs,
classificados em dois grupos, os HPVs de alto risco e os HPVs de baixo risco
(Clavel et al., 1998; Abdel Aziz et al., 2006). Os testes de captura hibrida,
denominados “testes de segunda geracao” (HC2), permitem uma avaliagcéo
semiquantitativa da carga viral do HPV. Os testes HC2 utilizam um coquetel de
sondas de RNA, capazes de formar hibridos com o DNA de varios tipos virais
(13 tipos de HPV de alto risco e 5 tipos de HPV da baixo risco). Esses hibridos
sdo capturados por anticorpos fixados as paredes das cavidades de
microplacas de titulagdo. Os hibridos capturados pelos anticorpos sé&o
imobilizados nas placas e detectados apds uma série de reacgdes (Figura 5),
que resultam na emissao de produtos luminescentes, que podem entdo ser
quantificados em um luminémetro. A intensidade da luz emitida, expressa em
unidades relativas de luz (URL), € proporcional a quantidade de DNA viral
presente na amostra, fornecendo uma medida semiquantitativa da carga viral

(Villa & Denny, 2006) e indicando a presenga ou a auséncia do DNA do virus.
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Figura 5. Esquema representativo da técnica de captura hibrida. (Disponivel em:
http://lwww.ipog.com.br/captura.htm).

Estudos usando testes HC2 demonstram que altas cargas virais de HPV
estdo associadas com a presenca de alteragdes citoldgicas cervicais (Carvalho
et al., 2003; Gravitt et al., 2003; Tsai et al., 2005; Abdel Aziz et al., 2006) e com
a severidade de tais alteracdes, ou seja, as mulheres que apresentam altas
cargas virais, detectadas por HC2, apresentam lesbes de grau mais avancado
e maior risco de progresséo para o cancer cervical (Sun et al., 2002; Josefsson
et al., 2000). Entretanto, nem todos os estudos que utilizaram os testes HC2
foram capazes de demonstrar essas correlagdes (Sherman et al., 2003).
Quando analisados em conjunto, os resultados apresentados ainda ndo sao
capazes de demonstrar claramente o papel da carga viral do HPV na
carcinogénese cervical.

As limitagbes do método, incluindo a falta de ajuste dos resultados
quanto ao numero de células presentes na amostra analisada, associadas com
a incapacidade de identificagdo do tipo viral, resultam em avaliacdes
imprecisas da carga viral, dificultando a interpretacdo dos resultados.
Entretanto, esse método vem sendo amplamente utilizado na clinica (Novaes et
al., 2006). A recomendacéo clinica classica para a investigagcdo do HPV por
captura hibrida é o achado de células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASC — US) em testes de Papanicolaou. Os testes de captura

hibrida detectam tipos oncogénicos de HPV na maioria das lesbes cervicais

35



displasicas. Quanto maior o grau da lesdo, mais provavel é de se encontrar
HPV na amostra. A metodologia é simples e pode ser utilizada em larga escala,
nao apresenta grandes riscos de contaminacdo, uma vez que nao envolve
amplificagdo, o que diminui os resultados falso-positivos (Farthing et al., 1994).

A deteccao de HPV de alto risco por um teste de biologia molecular pode
facilitar o diagnéstico, evitando risco de evolugao patolégica e a necessidade
de exames sequenciais de Papanicolaou. Sempre que os resultados da
citologia e da captura hibrida forem discordantes, a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) pode esclarecer a questao.

1.4.2 - Testes Baseados em Amplificagdo por PCR

A PCR é um método que permite a amplificacdo in vitro de regides
especificas do DNA utilizando atividade enzimatica. O emprego da PCR nos
estudos de deteccdo de HPV em amostras cervicais foi crucial para o
estabelecimento da estreita correlacdo entre a presenca do genoma viral e o
cancer cervical. A PCR torna possivel tanto a deteccdo como a determinacéo
do tipo viral do HPV em amostras bioldgicas (Flores-Munguia et al., 2004).

Esse método permite o uso de pequenas quantidades de DNA, uma vez
que uma seqiéncia pode ser amplificada milhées de vezes em algumas horas.
Para isso, s&o desenvolvidos primers complementares a uma regido alvo do
DNA que se pretende amplificar, e adicionados a uma mistura que contém
nucleotideos livres, cloreto de magnésio e a enzima Tagq DNA-Polimerase.
Apds alguns ciclos de reagdes que envolvem desnaturacdo da molécula de
DNA, anelamento dos primers a sequéncia complementar e extensdo da
cadeia amplificada pela acdo da enzima termoestavel Tag DNA-Polimerase,
sdo formadas milhdes de coépias idénticas a sequéncia alvo (Figura 6). O DNA
do HPV pode ser amplificado seletivamente por uma série de reacbes que
levam a um aumento exponencial e reproduzivel das sequéncias virais
presentes nos espécimens bioldgicos. A analise do produto amplificado pode
ser feita de diferentes maneiras incluindo eletroforese em gel, dot blot ou
hibridizagdo em fita. Nos ultimos anos, uma variagdo do método de PCR,
resultou no desenvolvimento de uma técnica baseada em amplificacdo de
sequéncias especificas de DNA com concomitante quantificagdo do produto
formado (lftner & Villa, 2003).
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Os sistemas usados na PCR em tempo real sdo baseados na deteccéo
e quantificacdo de um sinal fluorescente, que aumenta na proporcgéo direta da
quantidade de produto formado em cada ciclo de uma reacédo. A PCR em
tempo real mede a quantidade de produto amplificado por PCR na medida em
que ele é formado, ou seja, em tempo real. O método é capaz de medir a
quantidade de produto ainda na fase exponencial da reacdo de PCR. Como
nesta fase a quantidade de produto formada traduz de maneira eficiente a
concentracéo inicial de moléculas moldes amplificadas, é possivel inferir sobre
a quantidade de uma sequéncia especifica numa determinada amostra. A
geracdo de um sinal fluorescente continuo durante a reagdo é obtida pela
utilizacdo de compostos quimicos (fluorocromos) desenvolvidos para este fim.
As reagbes de PCR em tempo real sdo feitas em placas de 96 pocgos e
dispensam a analise dos produtos de amplificagdo em géis, o que torna a
técnica bastante atraente para a analise de um grande numero de amostras
(Iftner & Villa, 2003).

Amplificacdo da Sequéncia Alvo
DNA fita dupla

{a)
== Separacado das fitas
— e anelamento dos

primers
Primer2 5 3
) e g Primer 1
3 e = = 5
Extensédo
{(c) 5 : 3
Complementar ao Complementar ao
|primer 2 primer 1

S AV AT AV AT AT AWV oV

Separacdo das fitas e

anelamento dos primers
PAVAVA VAV V VLV VR '
3 -~ 5 Novos

(d) primers

5§ == WV WV VWV 3

Repeticido dos passos
anteriores até o fim dos
ciclos.

Figura 6. Esquema representativo da técnica de PCR. (Disponivel em:
http://www.mun.ca/biology/scarr/Gr12-26.html).
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Combinando a PCR em tempo real com o uso de controles internos para
a deteccdo de inibidores de PCR e quantificagdo do numero de células
presentes na amostra biolégica, uma série de estudos recentes foi capaz de
demonstrar que altas cargas de HPV esté&o significativamente associadas com
o risco de desenvolvimento de lesdes cervicais e com progressao das lesdes
cervicais para o cancer (Liaw et al., 1999; Zerbini et al., 2001; Peitsaro et al.,
2002; Moberg et al., 2003). Trata-se, porém, de um método dispendioso, o que
dificulta seu uso em massa nos laboratérios de analises clinicas e nos testes

de triagem, principalmente em paises em desenvolvimento como o Brasil

5 — PRIMERS USADOS NA DETECCAO DO HPV POR PCR
CONVENCIONAL

A sensibilidade e a especificidade dos métodos baseados em PCR
podem variar, dependendo principalmente do conjunto de primers utilizados na
reacao, do tamanho do fragmento amplificado, das condi¢bes da reacdo, do
desempenho da DNA polimerase utilizada, do espectro do DNA amplificado e
da habilidade em detectar multiplos tipos de virus. Os protocolos mais
utilizados atualmente fazem uso de primers consensuais que apresentam como
alvos regibes extremamente conservadas do gene L1 de diversos tipos de
HPVs e sédo potencialmente capazes de detectar todos os tipos mucosos do
virus. Entre esses primers, destaca-se um par de primers consensuais,
denominados GP5/GP6 e a versdo extendida dos mesmos, denominados
primers GP5+/GP6+, além dos primers degenerados MY09/11 e sua versao
modificada PGMY09/11 (Villa & Denny, 2006). Sistemas de PCR usando
multiplos primers como o PGMY09/11, por exemplo, tem-se mostrado mais
eficientes na deteccéo de infec¢gdes multiplas do que sistemas que utilizam
primers consensuais simples, como o GP5+/GP6+ (Iftner & Villa, 2003).

Com base no tipo de primer utilizado, dois tipos de testes baseados em
PCR sao descritos, os denominados primers tipo-especificos e os primers
consensuais. Os protocolos tipo-especificos sdo desenvolvidos com o objetivo
de se obter a amplificagdo do genoma de um unico tipo de HPV (Dehn et al.,
2006), sendo mais utilizados para genotipagem do virus. Porém, é necessaria a
realizacédo em separado de multiplas reagcdes de PCR, culminando no aumento
do tempo gasto e no maior custo para cada grupo de amostras a ser analisado.
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As metodologias baseadas em PCR com primers consensuais permitem
a detecgcdo de um grande numero de tipos de HPV simultaneamente. Os
primers sao desenvolvidos tendo como alvo regides conservadas do genoma
do HPV entre diferentes tipos. A regido L1, além de ser altamente conservada,
€ utilizada para fins de classificagdo dos gendtipos do HPV, sendo
frequentemente usada como a regiao alvo para o desenvolvimento de primers
para detec¢cdo do DNA do HPV (Iftner & Villa, 2003).

1.5.1 PRIMERS GENERICOS GP5/GP6

Como a PCR vem sendo amplamente utilizada para a detecgédo de HPV
em amostras cervicais e espécimes de bidpsia, varias modificacbes foram
feitas na técnica, com o objetivo de se detectar multiplos gendtipos numa
mesma reacao. Isso requer a selegdo de primers complementares as regides
conservadas de um grande numero de gendétipos do HPV. Até meados dos
anos 90, apenas nove gendtipos do HPV tinham sido completamente
sequenciados, assim a extens&do da conservagao da sequencia de um primer
selecionado teria que ser determinada experimentalmente. Snijders e
colaboradores (1990) desenharam duas sequéncias de primers genéricos para
a regido L1 do HPV-11 e que néao diferiam em mais de duas bases nas
sequéncias dos HPVs tipo 6b, 16, 18, 31 e 33. Esses primers foram
considerados primers genéricos para HPVs infectantes do trato genital. Nesse
mesmo estudo, foi demonstrado que os primers GP5/GP6 também poderiam
ser usados na amplificacédo de genomas virais obtidos de amostras cervicais,
biopsias de laringe e linhagens celulares relacionadas ao céncer cervical
(Snijders et al., 1990), sendo capazes de detectar até 27 tipos mucosotropicos
de HPV sob condi¢des capazes de permitir diferencas de até 3 pares de bases

entre os diferentes tipos (de Roda Husman et al., 1995).

1.5.2 — PRIMERS GENERICOS GP5+/GP6+

Observando alguns estudos que utilizaram os primers GP5/GP6 na
rotina, de Roda Husman e col.(1995) perceberam que algumas amostras
apresentavam resultados ambiguos, refletidos por sinais fracos na analise dos
produtos da reagdo de PCR e com co-amplificacdo de DNA celular. Esses
achados eram considerados como resultado de reagcées com baixo rigor nas
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condigbes de anelamento do primer, o que poderia comprometer a
interpretacdo dos resultados. Numa tentativa de solucionar esses problemas
foram feitas algumas modifica¢des visando o aperfeicoamento da sensibilidade
do método e, simultaneamente, reducédo da amplificagdo inespecifica. Um
aumento no tamanho dos primers contribuiu para uma amplificagdo mais
eficiente do complexo primer — sequéncia alvo (Mack & Sninsky, 1988) e a
presenca de dois ou trés nucleotideos perfeitamente pareaveis na posicéo 3’
dos primers resultou em um maior sucesso de amplificagcdo. Utilizando-se
dessas informagdes, de Roda Husman e col. (1995) investigaram se o
alongamento do conjunto de primers GP5/GP6 na posicao 3’, utilizando
sequéncias altamente conservadas, resultaria numa melhora na eficiéncia da
PCR.

GP5/GP6
TIPO DE HPV

6 11 1316 18 30 31 3233 35 3940 43 45 51 52 54 55 56 58 59 66

150 bp

GP5+/GP6+ TIP0 DE HRV

6 11 1316 18 30 31 3233 35 39 40 43 45 51 52 54 55 56 58 59 66

~150 bp

Figura 7. Comparagdao dos produtos de PCR apds eletroforese em gel utilizando os
primers GP5/GP6 e GP5+/GP6+, respectivamente. Os amplicons formados com 150pb
estdo indicados a direita. (Modificado de de Roda Husman et al., 1995).
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Para a modificagdo do primer GPS5, um residuo de timina (terceira
posicao do nucleotideo do primeiro cddon da treonina correspondente ao HPV-
16) e os dois nucleotideos (CA) codificantes para a segunda treonina foram
adicionados ao final 3’ do primer, que passou a ser denominado GP5+. Para a
modificagao do primer GP6, cinco nucleotideos foram adicionados na regiéo 3’,
sendo que esse primer passou a ser denominado GP6+. A sequéncia dos
primers GP5+/GP6+ foi capaz de alinhar com as sequéncias correspondentes
da regido L1 de 23 diferentes gendtipos de HPVs mucosotropicos. Os
amplicons formados com a utilizacdo desses primers apresentam
aproximadamente 150 pares de base, assim como aquele amplificado com os
primers GP5/GP6. Entretanto, com essas modificacdes, a reacdo de PCR
passou a apresentar menos co-amplificagdo de DNA celular (Figura 7),
ganhando um aumento de especificidade (de Roda Husman et al., 1995) e,

consequentemente, aumento dos niveis de detec¢ao do HPV.

[.5.3 - PRIMERS DEGENERADOS MY09/11

Quando esse sistema de primers foi desenvolvido, apenas 5 das mais de
20 sequéncias dos genotipos de HPVs genitais tinham sido documentadas. Os
primers foram entdo desenhados a partir da regido L1 conservada dos tipos de
HPV-6, -11, - 16, -18 e -33, com a intencdo de amplificar esses 5 gendtipos e
demais tipos de HPVs com sequéncias homologas. As regides escolhidas néo
eram completamente homoélogas nem mesmo entre os cinco tipos de HPVs
originais e as posigdes dos nucleotideos heterogéneos foram completadas pela
incluséo de bases degeneradas, nas quais ndo havia uma homologia completa,
nem um pareamento rigoroso, o que poderia resultar numa menor sensibilidade
da técnica.

Primers degenerados s&o sintetizados levando-se em conta a adigdo
randomizada de um, dois ou mais nucleotideos nas posi¢cbes de degeneracao.
A insercédo de bases nessas posi¢cdes ndo € um processo controlado, de forma
que nao se pode garantir uma proporgcao igual de cada combinacdo da
sequéncia (Depuydt et al., 2007) e nenhum método analitico disponivel é capaz
de verificar as proporgdes entre as sequéncias. Assim, os primers designados

MY09/11 compreendem uma mistura de 24 sequéncias unicas de nucleotideos,

41



capazes de detectar em torno de 30 tipos de HPVs genitais, com niveis
variados de sensibilidade.

Os amplicons formados apresentam aproximadamente 450 pares de
bases. Uma vez que a PCR é um método de amplificacdo que depende de uma
sequéncia alvo de DNA para ocorrer, esse tamanho do amplicon pode levar a
uma diminuicdo da eficiéncia da PCR caso a amostra a ser analisada tenha
passado por processos capazes de degradar o DNA a ser amplificado e,
consequentemente, resultar em uma elevacéo dos casos de resultados falso-
negativos. Estudos realizados com os primers MY09/11 mostraram que a
eficiéncia da amplificacdo varia sistematicamente entre os gendtipos
analisados. A eficiéncia da amplificacdo estaria relacionada ao numero,

posicao e estabilidade do mau-pareamento (Gravitt et al., 2000).

[.5.4 — PRIMERS CONSENSUAIS PGMY09/11

Numa tentativa de melhorar a eficiéncia, a sensibilidade, a
reproducibilidade e de acabar com as regides degeneradas dos primers
MY09/11 e dos demais primers consensuais, Gravitt e col., 2000,
desenvolveram um conjunto de primers designados PGMY09/11, baseados nas
mesmas regides de anelamento usadas para os primers MY09/11. Evitando o
método de bases degeneradas, foram agrupados diversos tipos virais com
base na homologia sequiencial existente em cada uma das regibes de
anelamento dos dois primers. Com base nesse agrupamento, foi desenhado
um conjunto de cinco oligonucleotideos com anelamento a montante, que
foram denominados, em conjunto, PGMY11, e um conjunto de treze
oligonucleotideos com anelamento a jusante, denominados em conjunto,
PGMYQ09. Cada primer integrante do sistema PGMY09/11 é sintetizado
independentemente, permitindo a verificacdo da seqiéncia e da concentracéo
de cada um. As condi¢gdes de amplificacdo e controle para anelamento com
sequéncias de DNA enddgeno seguiram as mesmas caracteristicas dos
primers MY09/11, havendo co-amplificacdo do gene da 3-globina.

O fragmento amplificado apds a reacao de PCR também € formado por
450 pares de bases, porém, devido ao fato de nao possuirem mais as regides
de degeneracado, os primers apresentam maior complementariedade com as

sequéncias alvo, sendo capazes de detectar e genotipar de forma mais
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sensivel diversos tipos comuns de HPVs genitais, incluindo amostras com
multiplos gendtipos. Estudos que utilizam os primers PGMY09/11 apresentam o
potencial de reportar taxas maiores de deteccéo de infec¢des relacionadas ao
HPV, ndo apenas quando da presenga de novos tipos de HPVs, mas também
para tipos de HPVs ja bem conhecidos. (Coutlée et al., 2002). A mudanca
efetivada no conjunto de primers PGMY09/11 proporcionou aumento na
sensibilidade da técnica, maior efeciéncia para avaliagcdo da carga viral e
melhoria na deteccao de tipos-especificos do HPV.

Apesar da grande variedade de métodos disponiveis para a detecgéo do
DNA do HPV, o método de PCR tem-se mostrado como o mais sensivel e
confiavel. Os conjuntos de primers consensuais que se ligam as regides
altamente conservadas do genoma do HPV tém sido usados na deteccao de
varios tipos conhecidos de HPV numa unica reacao (Dehn et al., 2006) e todos
se mostram efetivos na detecgéo, tanto de infecgbes por multiplos tipos, quanto

de infec¢des por tipo unico de HPV.
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lI- Justificativas

O presente trabalho se justificou por:

a) Uma vez que o HPV desempenha um papel central na génese dos
tumores cervicais, o estudo de metodologias capazes de detectar o DNA do
HPV em estagios precoces da infeccao representa uma estratégia importante
para prevenir a progressao das lesdes precursoras para cancer cervical.

b) Apenas a metodologia de Captura Hibrida 2 foi aprovada pela FDA para
utilizacdo em rotina. Assim, existe a necessidade de desenvolvimento de novas
metodologias de deteccéao, principalmente as baseadas em PCR, para uso em
laboratorios clinicos, a fim de tornar a detecgdo mais rapida, eficiente e com
maiores beneficios para as pacientes;

c) Os estudos que comparam a detecgcdo do HPV em pacientes HIV-
posititvas e HIV-negativas ainda sdo de extrema importancia, a fim de melhor
compreender a biologia da interacdo entre a infecgdo pelo HPV e a
imunossupressao causada pelo HIV. Nenhum estudo de comparacgao entre os
trés principais e mais utilizados protocolos para deteccdo do DNA do HPV
baseados na metodologia da PCR (utilizando os diferentes conjuntos de
primers GP5+/GP6+, MY09/11 e PGMY09/11) foi encontrado na literatura
brasileira;

d) Uma vez que nos ultimos anos, houve consideravel aumento no numero
de mulheres infectadas pelo HIV e que a interacéo entre o HIV e o HPV ainda é
incerta, maiores informacgdes acerca desse assunto devem ser pesquisadas,
possibilitando o desenvolvimento de formas mais seguras e eficientes de
tratamento e prevencéo para essas pacientes;

e) Com o inicio da era HAART (das terapias antiretrovirais - Highly active
antiretroviral therapy), a frequéncia de alguns tumores relacionados ao HIV tem
diminuido. Porém, a incidéncia do carcinoma cervical n&do mostrou ainda
tendéncias de reducdo. Como a infecgdo pelo HPV parece estar aumentada
em mulheres HIV-positivas, e esse aumento esta relacionado a presenca das
lesdes cervicais e do cancer cervical, a infeccdo pelo virus HPV e
imunossupressdo causada pelo HIV devem ser melhor investigadas,

justificando-se assim, a realizagao desse estudo.
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lll- Objetivos

[11.1 — OBJETIVO GERAL:

Comparar a eficiéncia de trés diferentes conjuntos de primers
(GP5+/GP6+, MY09/11 e PGMY09/11) usados em ensaios de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para detec¢cdo do DNA do HPV em mulheres HIV-
positivas, atendidas pelo Centro de Apoio ao Doente com AIDS (CADA), e em
mulheres HIV-negativas, atendidas pela Santa Casa de Misericordia em

Goiania, Brasil.

1.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Detectar o genoma do HPV em 120 amostras cérvico-vaginais,
obtidas de 60 mulheres HIV-positivas e 60 mulheres HIV-negativas, utilizando a
reacdo em cadeia da polimerase e trés conjuntos de primers genéricos:
GP5+/GP6+, MY09/11 e PGMY09/11;

b) Comparar a prevaléncia do HPV nos dois grupos de mulheres, HIV-
positivas e HIV-negativas;

c) Comparar os resultados das alteragbes citologicas cervicais
diagnosticadas com a detecc¢ao do genoma viral pela técnica de PCR,;

d) Avaliar o indice de concordancia entre os resultados obtidos com os

trés conjuntos de primers utilizados;
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IV - Metodologia

IV.1 — SELECAO DE PACIENTES

O estudo, aprovado pelo COEP — Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Catolica de Goias (Anexo 1), incluiu 120 amostras cérvico-
vaginais coletadas por médicos ginecologistas colaboradores do trabalho,
sendo que destas amostras, 60 foram obtidas de mulheres HIV-positivas,
assistidas pelo Centro de Apoio ao Doente com AIDS; e 60 amostras obtidas
do grupo controle, composto por mulheres HIV-negativas. Todas as pacientes
foram informadas sobre os objetivos do projeto e receberam uma cépia do
resumo do projeto de pesquisa, contendo os objetivos do estudo e os métodos
de coleta. Os possiveis riscos, o destino do material coletado e a importancia
do projeto foram explicados as pacientes. Somente as pacientes que
concordaram em participar voluntariamente do projeto e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 2) foram incluidas na
pesquisa. Apds assinatura do TCLE, as pacientes responderam a um
questionario (ANEXO 3) contendo dados soécio-demograficos e
comportamentais, sendo entdo encaminhadas para coleta de material
ginecologico. A coleta triplice vaginal foi realizada para cada paciente, sendo
confeccionada uma lamina para a analise citolégica, feita pela Dra. Silvia
Helena Rabelo, citopatologista colaboradora do trabalho e o restante do
material armazenado em meio liquido de preservacdo (Universal Collection
Medium — DIGENE), para posterior analise molecular utilizando a técnica de
PCR. As amostras foram armazenadas em freezer a — 20 °C até a extragéo de
DNA.

IV.2 - DETECGAO DO GENOMA DO HPV NOS ESPECIMES
ENDOCERVICAIS UTILIZANDO ENSAIOS DE PCR:

IV.2.1 — Desenho do Experimento:

Dentre as 120 amostras obtidas, somente 114 amostras (57 HIV-
positivas e 57 HIV-negativas) forneceram DNA passivel de amplificacdo por
PCR. Assim, 114 amostras foram testadas para a presenca do HPV por meio
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de PCR, utilizando-se os primers consensuais GP5+/GP6+, MY09/11 e
PGMY09/11. Cada amostra foi testada pelo menos trés vezes com cada
conjunto de primer para detecgdo de HPV a fim de que os resultados fossem
confirmados e para evitar resultados falso-positivos e/ou falso-negativos devido
a contaminacgdes ou problemas ocorridos durante as reagdes de PCR.

IV.2.2 — Extracdo de DNA das amostras coletadas:

O material preservado em meio proprio (Universal Collection Medium -
DIGENE) foi processado para extracdo de DNA. A extracéo foi feita utilizando-
se o Kit de extragdo Wizard (Wizard Genomic DNA Purifications Kit - Promega -
USA) e seguindo o protocolo do fabricante. Antes de iniciar a extracdo, as
amostras foram centrifugadas para sedimentar o pellet de células e evitar a
perda de material. Em torno de 200 yL de amostra foram incubados juntamente
com 200 uL de solucao de lise (Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM e proteinase K
200ug/ml) a uma temperatura de 65 °C, por um periodo de 1 hora ou até a
completa lise celular. Apds a lise, foi feito o tratamento com RNAse, e em
seguida, foram adicionados 33ul de solugcdo de precipitacdo de proteinas. As
amostras foram colocadas no freezer por 15 minutos e, apds esse periodo,
foram centrifugadas por 5 minutos. O pellet formado permanecia no fundo do
tubo, enquanto o sobrenadante era transferido para um novo microtubo ao qual
foram adicionados 100yl de isopropanol gelado, misturados por inversédo 50
vezes. Apds centrifugacédo por 10 minutos, o sobrenadante era descartado e o
pellet de DNA lavado com 100ul de etanol 70%. Ap6s o descarte do etanol, o
pellet era entdo secado em estufa (40°C) por alguns minutos. Em seguida, o
pellet era ressuspendido em cerca de 20ul de solugéo de hidratagéo. Os tubos
eram entdo deixados a temperatura ambiente por cerca de 8 horas para re-
hidratacdo do DNA e em seguida, armazenados em freezer a -8 °C até a

preparagao das reagdes de PCR.

IV.2.3 — Analise da qualidade do DNA extraido por meio de amplificacao
de um segmento do gene GAPDH:

A fim de verificar a qualidade do DNA extraido e a auséncia de
inibidores da PCR, um fragmento do DNA gendmico de cerca de 90pb,
contendo parte do gene GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase),
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considerado um gene constitutivo humano, foi amplificado para cada amostra
de DNA extraido. As reagdes de PCR mediadas por primers especificos para
GAPDH foram realizadas num volume final de 25 upl, utilizando um
termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc.). Os reagentes utilizados para as
reagbes encontram-se descritos na tabela 1 e as condigdes de ciclagem
encontram-se descritas na tabela 2.

Apb6s o término da reacao, as amostras foram analisadas em gel de
poliacrilamida 8% (Anexo 4) corado com nitrato de prata (Anexo 4), para
verificagcdo de uma banda de aproximadamente 90 pb correspondente ao
fragmento do gene GAPDH. As amostras positivas para a amplificacdo de
GAPDH foram submetidas a reacbes de PCR para a deteccdo do DNA do
HPV, utilizando trés conjuntos de primers consensuais diferentes: GP5+/6+,
MY09/11 e PGMY09/11. As amostras negativas para o gene GAPDH tiveram o
DNA re-extraido e foram novamente testadas para esse gene. Por se tratar de
uma técnica sensivel. A extracdo de DNA é feita repetidas vezes até que se
consiga produto suficiente e de qualidade para realizacdo da PCR. Somente as
amostras positivas para o GAPDH foram utilizadas para detecgéo, restando um
total de 57 amostras das pacientes HIV-positivas e 57 amostras obtidas de

pacientes HIV-negativas.

Tabela 1. Descrigdo dos reagentes e respectivas concentragées ( []) utilizados na
amplificagdo de um segmento do gene GAPDH.

Reagente [ ] inicial [ ]final
Tampéo 10x 1x

MgCl, (50mM) 1,0 mM
dNTPs (2mM) 0,2 mM
Taq polimerase (5 U/uL) 0,5U

P1F1 (2,5 uM) 0,1 uM
P2F2 (2,5 uM) 0,1 uM
Amostra (DNA) (100 ng) 1,0 ng

H,O milli-Q (qg.s.p 50 uL) g.s.p. 25uL
Total 25 uL
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IV.2.4 - Detecgdo do genoma viral utilizando os primers genéricos
GP5+/6+:

Utilizando os primers consensuais GP5+/GP6+, verifica-se que a
presenca do genoma viral & definida pelo aparecimento de uma banda com
cerca de 150 pares de bases, correspondente a regiao L1 de varios tipos de
HPVs (Tabela 3).

Tabela 2. Protocolo de Ciclagem da amplificacdo de GAPDH.

Temperatura Tempo
95°C 5 min.
95°C 30 seg.”
59°C 1 min.*
72°C 1 min.*
72°C 7 min.
4°C o0

* Repeticdo em 35 ciclos.

As concentracdes dos reagentes utilizados nesta reagdo encontram-se
descritos na tabela 4 e o protocolo de ciclagem encontra-se descrito na tabela
5. Em cada experimento foram usados controles negativos, contendo todos os
componentes necessarios a reagao de PCR, com excec¢ao do DNA, e controles
positivos, provenientes de amostras comprovadamente positivas para a
presenca do HPV. Os testes dos controles positivos e negativos produziram os
resultados esperados. Quando os controles ndo funcionavam, a reagao era
refeita para garantir a confiabilidade dos resultados. Apds o término da PCR, os
produtos foram analisados em gel de poliacrilamida 8%, corado com nitrato de
prata. Todas as amostras foram testadas até trés vezes para confirmag¢ao dos
resultados.

Tabela 3. Sequéncias dos primers GP5/GP6 e sua versao extendida GP5+/GP6+.

Nome do Primer Sequéncia

GP5/GP6 -TTTGTTACTGTGGTAGATAC- 3

3’ -ACTAAATGTCAAATAAAAAG- 5
GP5+/GP6+ 5 -TTTGTTACTGTGGTAGATAC TAC- 3’

3’ -CTTAT ACTAAATGTCAAATAAAAAG- 5’

a
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Tabela 4: Reagentes utilizados nos trés métodos de PCR analisados no estudo

Reagente Concentrac¢do Final
Primer GP5+/GP6+ MY09/11 PGMY
0,2uM 50pM 10pM
Tampao 1x 1x 1x
MgCl: 3,5mM 2,5mM 4mM
dNTPs 200puM 200uM 200uM
Taq Pol. 1U 1U 1U
Amostra 6ng/pL 2ng/pL 1ng/pL
H,O g.s.p. 25uL g.s.p- 25uL g.s.p. 25uL
Total 25uL 25uL 25uL

Tabela 5: Protocolos de ciclagem utilizados para os trés métodos de PCR presentes no

estudo.
Primer GP5+/GP6+ MY09/11 PGMY09/11
40 ciclos 40 ciclos 40 ciclos
Temperatura Tempo  Temperatura Tempo  Temperatura Tempo
Desnaturacao 94 °C 4 min. 95°C 9 min. 95°C 9 min.
94 °C 1 min. 95°C 1 min. 95°C 1 min.
Anelamento 40 °C 2 min. 50 °C 1 min. 55°C 1 min.
72°C 1 min. 72°C 1 min. 72°C 1 min.
Extensao 72°C 7 min. 72°C 5 min. 72°C 5 min.
Fim 4°C 0 4°C o0 4°C o0
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IV.2.5 — Detecgdo do genoma viral utilizando os primers degenerados
MY09/11:

O segundo método usado para a deteccdo do DNA do HPV nas
amostras cervicais utilizou os primers degenerados MY09/MY11, cujo produto é
visualizado pela presenca de uma banda de aproximadamente 450 pb. A
sequéncia dos primers MY09/11 encontra-se na tabela 6, as concentracdes dos
reagentes utilizados nesta reagcdo encontram-se descritos na tabela 4, e o
protocolo de ciclagem encontra-se descrito na tabela 5 . Em cada experimento
também foram usados controles negativos e controles positivos apropriados,
sendo que todos os controles produziram os resultados esperados. Os
produtos da PCR foram analisados em gel de poliacrilamida 8%, corado com
nitrato de prata. Todas as amostras foram testadas até trés vezes para
confirmacgé&o dos resultados.

IV.2.6 — Deteccao do Genoma viral utilizando os primers consensuais
PGMY09/11:

Uma vez que o trabalho consistiu na comparagao dos trés principais
métodos de PCR para deteccao do DNA do HPV, o terceiro método empregou
os primers consensuais PGMY09/11, cujo produto € visualizado pela presenca
de uma banda de aproximadamente 450 pb. As sequéncias dos primers
PGMYQ09/11, encontram-se na tabela 7. As concentragbes dos reagentes
utilizados nesta reacdo encontram-se descritos na tabela 4, e o protocolo de
ciclagem encontra-se descrito na tabela 5. Cada experimento de amplificacédo
utilizou controles positivos e negativos para garantir a confiabilidade da reacéo.
Os produtos da PCR foram analisados em gel de poliacrilamida 8%, corado
com nitrato de prata. Todas as amostras foram testadas até trés vezes para

confirmacéao dos resultados.

51



Tabela 6. Sequéncia de alinhamento dos primers MY09/11.

Nome da sequéncia

e tipo de HPV Sequéncia (5’- 3’)
MYO09 ..., CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC
HPV-6...oooiiieees o .
HPV-11.iiees o e
HPV-16...coiiiiiiiiieiieeees o B
HPV-18.eees o O
HPV-26......ciiiiiiiiieeen .c .. .. T ... ..T
HPV-31.iiees A L. LT
HPV-33. e o e e
HPV-35. e .G ... ..C Lo L.
HPV-39. e o B € S |
HPV-40.....cciiiiiieies o .. T LT .T
HPV-42.. . . TA LT LT
HPV-45. . AL, .T
HPV-52..ie, .TA ..T
HPV-53.. e, TG s e e
HPV-55. i, B R |
HPV-56.....oiiiiieiieieenen, TA L. L.T ... LT
HPV-58. e o .
HPV-59...iieieeies o .

MY11 ., GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG
HPV-6...oooriiiieiieeees o .
HPV-11.iies T o o
HPV-16...coiiiiiiiiiieeees o . ... ..C ..C
HPV-18.ieees o .
HPV-26......oooiiiiiieiieieeees o e e e
HPV-31.iies Tooe. oL L.C
HPV-33 e o s . ..A L.
HPV-35. e o s . ..S ..C ..
HPV-30.. s o . ... ..C ..C
HPV-40.....ccoooiiiiiiiieenes o s e el L.C oL
HPV-42. s o . ..A ... ..C
HPV-45. . e o s e el L.C oL
HPV-52. e .G ... ..C ..C
HPV-53. e o s e ..
HPV-55. e .G ... ..C ..C
HPV-56.....oiiiiiiiiieieeines o s . ..A ..C
HPV-58..iieeeeeeeees o s . ..A L.

HPV-59. i Toooo oo TTA L.




Tabela 7. Sequéncia dos primers PGMY09/11.

Nome do primer Sequéncia do primer (5°-3")
1:7€)Y/0 ' B BN GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG
PGMY11-B..ooivieeeceeeeen. GCG CAG GGC CAC AAT AAT GG
PGMY11-C oo, GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
1:7€).Y/0'6 05 5 JO GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
PGMY11-E..cooovvvrrerrerrnaan.. GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG
PGMYO09-F.....cooovvrvrrrrreeran, CGT CCC AAA GGA AAC TGA TC
PGMYO09-G...co.oovvoeeeeeernen CGA CCT AAA GGA AAC TGA TC
PGMYO09-H.......cooovveerrerernann. CGT CCA AAA GGA AAC TGA TC
PGMYO09-I ....ooooverrrrran G CCA AGG GGA AAC TGA TC
PGMYO09-T...oovovoereeererrerane. CGT CCC AAA GGA TAC TGA TC
PGMYO09-K ....ooovoroererennn. CGT CCA AGG GGA TAC TGA TC
PGMYO09-L.......cooorvomrrarrrraane. CGA CCT AAA GGG AAT TGA TC
PGMYO09-M......coooovrerrerrrnannn. CGA CCT AGT GGA AAT TGA TC
PGMYO09-N ..o, CGA CCA AGG GGA TAT TGA TC
PGMYO09-P ... G CCC AAC GGA AAC TGA TC
PGMY09-Q....oooorverrerreriren. CGA CCC AAG GGA AAC TGG TC
PGMYO09-R ....oooorvorrrrirran, CGT CCT AAA GGA AAC TGG TC
HMBOT oo GCG ACC CAA TGC AAA TTG GT

IV.3 — Anadlise estatistica dos resultados comparativos entre as

metodologias

Os resultados obtidos pela deteccdgo do DNA do HPV foram
categorizados em positivos para o DNA do HPV ou negativos para o DNA do
HPV, para cada teste realizado. Nesse estudo a analise estatistica comparativa
foi feita pelo teste kappa (k) ponderado, para avaliar a proporgdo de
concordancia entre os métodos além da chance esperada pelo acaso (Castle et
al., 2002; Fontaine et al., 2007). A concordancia medida pelo kappa seguiu a
orientacao da literatura especializada: kappa =0 pobre; de 0 a 0.20 ligeira; de
0.21 a 0.4 consideravel; de 0.41 a 0.6 moderada; de 0,61 a 0,8 substancial e de
0.81 a 1 excelente (McNabb, 2004). Porém, cabe destacar que, em geral,
recomenda-se maior énfase ao valor numérico propriamente, uma vez que tais
escalas podem variar entre os autores. O teste Q de Cochrane foi o teste nao-
paramétrico de escolha para avaliar a diferenca entre as trés amostras
relacionadas (McNabb, 2004). Este teste foi escolhido pois permite investigar
quando um conjunto de “n” (sendo que “n” deve ser maior ou igual a trés)
propor¢des relacionadas difere significativamente, utilizando dados nominais.

As analises foram feitas através do programa SPSS 11.0 for Windows.
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V- Resultados

V.1- GRUPO AMOSTRAL

Para esse trabalho foram selecionadas 60 pacientes HIV-positivas e 60
pacientes HIV-negativas, que concordaram em participar do estudo e
assinaram o Termo de Consentimento. As pacientes passaram por uma
entrevista visando esclarecimentos sobre a pesquisa e preenchimento de ficha
contendo dados socio-demograficos e comportamentais. Apds o0s
esclarecimentos, as pacientes foram encaminhadas para coleta citoldégica, com
coleta de material endocervical para ser testado por biologia molecular e a
confecgdo de lamina para posterior citologia. Todas as pacientes que fizeram a
coleta ginecologica foram incluidas no estudo, resultando num total de 120
amostras cérvico-vaginais (60 HIV-positivas e 60 HIV-negativas).

As amostras coletadas foram entdo submetidas a extracdo de DNA,
conforme descrito anteriormente. O material proveniente da extragéo foi
testado para um fragmento do gene GAPDH, considerado um gene constitutivo
humano. Apds varias tentativas de extracao, apenas 57 amostras do grupo das
pacientes HIV-positivas e 57 amostras do grupo das pacientes HIV-negativas
tiveram amplificagdo do fragmento de aproximadamente 90pb do gene
GAPDH. Assim, seis amostras (3 HIV-positivas e 3 HIV-negativas) foram
excluidas do estudo por falta de material suficiente para analise, reduzindo
para 114 o grupo amostral. Por se tratar de uma técnica sensivel, alguns
fatores externos podem ter influenciado os resultados da PCR, a saber: baixa
quantidade de células presentes no material analisado, o método de extragéo
de DNA utilizado, amplificacado inespecifica, possiveis inibidores da reacéo de
PCR (Gravitt et al., 2000), degradacao do DNA, o meio de coleta do material,
uma vez que alguns estudos mostraram que espécimes coletados em
determinados meios liquidos apresentam um maior nivel de detecgao
inespecifica do que amostras coletadas em outros meios (Dehn et al., 2006),
entre outras, explicando a falha na extracdo das 6 amostras excluidas do

trabalho e, consequente falta de amplificacdo pela PCR.
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V.2 — EPIDEMIOLOGIA

Foram analisadas 114 amostras cervicais, provenientes de 57 pacientes
HIV-positivas e 57 pacientes HIV-negativas. As caracteristicas soécio-
demograficas e comportamentais do grupo amostral encontram-se descritas na
tabela 8. A média de idade das pacientes foi de 38 anos (intervalo entre 18 e
68 anos). Uma vez que a progressao das lesdes por HPV para cancer uterino
depende de alguns outros fatores, como paridade, idade a primeira relagéo

sexual e numero de parceiros, esses dados também foram analisados.

Tabela 8 - Caracteristicas s6cio-demograficas e comportamentais das
mulheres HIV-positivas e HIV-negativas estudadas

Variavel N %
Média de Idade 38 anos (18 - 68)
Estado Civil

Solteira 50 43,9
Casada 36 31,6
Outros 28 24,6
Renda Familiar

menor que 1 salario 79 69,3
1 a 3 salarios 30 26,3
acima de 3 salarios 5 4.4
Escolaridade

Ensino fundamental incompleto 58 50,9
Ensino fundamental completo 11 9,6
Ensino médio completo ou acima 45 39,5
ndo informado 0 0,0
Paridade 2(0-10)

1?2 relagdo sexual 17 (12 - 31)

N. de parceiros

1a3 59 51,75
4a10 42 36,84
mais de 10 13 11,40
Historia de prostituicao

Sim 11 9,65
Nao 103 90,35
Tabagismo

Sim 29 25,44
Nao 85 74,56
Etilismo

Sim 33 28,95

Nao 81 71,05
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As pacientes envolvidas no estudo mostraram uma média de duas
gestacbes, com intervalo entre zero a 10 filhos, sendo que a idade média a

primeira relagao sexual foi de 17 anos, variando entre 12 e 31 anos.

V.3- CITOLOGIA ONCOTICA CERVICAL

Todas as mulheres participantes do estudo passaram por inspecgao
cervical com coleta de material citologico para realizacdo do teste de
Papanicolaou, para verificagdo de possiveis lesbes cervicais. Dentre as 57
amostras obtidas de mulheres HIV-positivas, 17 (30%) apresentaram algum
tipo de alteracéo citologica cervical, a saber, cinco amostras com ASC-US, seis
com lesbes de grau 1 e seis com lesdes de grau 2/3. A detecgdo do genoma do
HPV pelo método de PCR revelou a presenca do virus em 94% (16/17) das
amostras com alteracdes citolégicas, sendo esta detecgéo observada com pelo
menos uma das metodologias de PCR empregadas (tabela 9).

Dentre as cinco amostras diagnosticadas com ASC-US, uma delas nao
apresentou o genoma do HPV com nenhuma das metodologias utilizadas.
Assim, apenas 5% das amostras diagnosticadas com alteragcbes citologicas
nao apresentaram o genoma do HPV, utilizando o método da PCR. Por outro
lado, 55% (26/57) das amostras obtidas das mulheres HIV-positivas
apresentaram o genoma do HPV detectado pelos testes de PCR, mas nao
apresentaram nenhuma alteragao citolégica pelo teste de Papanicolaou.

Dentre as amostras obtidas de mulheres HIV-negativas, trés (5%)
apresentaram anormalidades citologicas cervicais, a saber, duas amostras com
ASC-US e uma com lesédo de grau 2/3. Neste grupo de amostras obtidas de
mulheres HIV-negativas, 66% (2/3) apresentaram o genoma do HPV detectado
por pelo menos uma das metodologias de PCR empregadas (Tabela 10).
Dentre as trés amostras com alteragcdes citoldégicas, uma delas (33%),
portadora de ASC-US, teve o DNA do HPV detectado apenas com a utilizagao
dos primers GP5+/GP6+. A amostra diagnosticada com leséo de grau 2/3 teve
o DNA do HPV detectado com os trés métodos de PCR utilizados e uma das
amostras diagnosticada com ASC-US nado teve o DNA viral detectado por
nenhuma das metodologias.
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Tabela 9: Comparagdo entre citologia e detecgao de HPV nas pacientes HIV-positivas,

com os trés conjuntos de primers utilizados.
Resultados Detecgcao de HPV
da Citologia

GP5+/GP6+ MY09/11 PGMY09/11

+ - + - + -

Normal 15 25 23 17 25 15
ASC-US 2 3 2 3 4 1
NIC —I 4 2 4 2 6 0
NIC 11/111 6 0 6 0 6 0
Total 27 30 35 22 41 16

Tabela 10: Comparagao entre citologia e deteccao de HPV nas pacientes HIV-negativas,

com os trés conjuntos de primers utilizados.
Resultados Detecgao de HPV
da citologia
GP5+/GP6+ MY09/11 PGMY09/11
+ - + - + -
Normal 13 41 16 38 20 34
ASC-US 1 1 1 1 1 1
NIC —I 0 0 0 0 0
NIC I/l 1 0 0 1 0 1
Total 15 42 17 40 21 36

V.4 — DETECCAO DO GENOMA DO HPV NAS AMOSTRAS CERVICAIS
UTILIZANDO OS PRIMERS GP5+/GP6+, MY09/11, PGMY09/11:

Utilizando os primers GP5+/GP6+, nosso estudo demonstrou o genoma
do HPV em 27/57 (47,3%) das amostras provenientes das pacientes HIV-
positivas e em 15/57 (26,3%) das amostras das pacientes HIV-negativas. A
figura 8 mostra os resultados das reagcbes de PCR usadas na detecgdo do

genoma viral, utilizando os primers GP5+/GP6+.
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Figura 8- Gel de poliacrilamida, corado por nitrato de prata. Visualizagdo da banda de
aproximadamente 150pb proveniente da amplificagdo do DNA do HPV pelo metodo de PCR
utilizando os primers GP5+/GP&+. Em 1, temos controle negativo; em 2; 3:4; 5.6, 7 e 8
amostras positivas para o DMNA do HPV; em 9: amostra negativa para o DMNA do HPV e em
10: controle positive para o DNA do HPV.

Os primers designados MY09/11 compreendem uma mistura de 24
sequéncias unicas de nucleotideos, capazes de detectar em torno de 30 tipos
genitais de HPV, com niveis variados de sensibilidade. Nosso estudo
demonstrou o genoma do HPV, utilizando os primers MY09/11, em 35/57
(61,4%) das amostras das pacientes HIV-positivas e em 17/57 (29,8%) das
amostras obtidas das pacientes HIV-negativas. Os resultados das reagdes de
PCR utilizando os primers MY09/11 estao representados na figura 9.

Utilizando os primers PGMY09/11, nosso estudo detectou o genoma do
HPV em 41/57 (71,9%) das amostras provenientes das pacientes HIV-positivas
e em 21/57 (36,8%) das amostras das pacientes HIV-negativas. A figura 10
mostra os resultados das reacbes de PCR usadas na deteccdo do genoma

viral.
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Figura 9 — Gel de poliacrilamida 8%. corado por nitrato de prata. Visualizagao da banda de
aproximadamente 450pb proveniente da amplificagao do DNA do HPV por PCR utilizando
os primers MY09{11. Em 1: controle negativo para o DNA do HPV; em 2; 3 e 4: amostras
positivas pﬁo DNA do HPV e em &: controle positivo para ¢ DNA do HPV.
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Figura 10 —Gel de poliacrilamida 8% , corado por nitrato de prata. Visualizagao da banda de
aproximadamente 450pb proveniente da amplificagao do DNA do HPV por PCR utilizando
os primers PGMY09/11. Em 1: controle positivo para o DNA do HPV: em 2: 3: 4. amostras
positivas para o DNA do HPV e em 5: controle positive para o DNA do HPV.

V.5 — COMPARACAO DOS RESULTADOS DA DETECCAO DO DNA DO HPV
UTILIZANDO OS PRIMERS GP5+/GP6+, MY09/11 E PGMY09/11 PARA O
GRUPO DAS PACIENTES HIV-POSITIVAS E HIV-NEGATIVAS.

Um resumo geral dos resultados obtidos pela comparacao entre as trés
metodologias para o grupo das pacientes HIV-positivas é apresentado na

tabela 11. As 57 amostras obtidas das pacientes HIV-positivas foram avaliadas
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para a presenca do DNA do HPV com uso dos trés métodos. A detecgao de
HPV com o sistema PGMY09/11 apresentou maior prevaléncia do genoma viral
quando comparada com MY09/11 e com GP5+/GP6+ (71.9%, 61.4% e 47.3%,
respectivamente). Dentre as 57 amostras analisadas, 38 (67%) apresentaram
concordancia entre os trés métodos, sendo que 24 (24/38 = 63%) delas
apresentaram resultados positivos para o HPV e 14 (14/38 = 37%) foram
negativas para o HPV. Dentre as 19 amostras (33,3%) com resultados
discordantes para as metodologias, 12 foram positivas por duas metodologias
(9 por MY09/11 e PGMY09/11 e 3 por GP5+/GP6+ e PGMY) e 7 (7/19 = 37%)
foram positivas por apenas uma das metodologias (5 por PGMY09/11 e 2 por
MY09/11).

Para avaliar se a concordancia entre as metodologias foi significativa,
usando os trés conjuntos de primers, fizemos a opg¢éo pelo uso do teste Q de
Cochrane, usado para amostras relacionadas para testar a diferenca entre trés
ou mais grupos de freqUéncias ou proporcdes. Esse teste é considerado uma
extensdo do teste de McNemar, muito citado em estudos semelhantes aos
nossos, mas que comparam até dois métodos (Gravitt et al., 2000). O valor
obtido no teste de Cochrane (Q: 15,57 e p: 0,0004) mostrou que no grupo das
pacientes HIV-positivas, houve diferenca estatistica significativa entre os

resultados dependendo do tipo de primer utilizado.

Tabela 11. Frequéncia das categorias por metodologias: pacientes HIV-positivas.

Categorias Metodologia
GP5+/GP6+ MY09/11 PGMY09/11
HPV + 27 (47%) 35 (61%) 41 (72%)
HPV - 30 (52%) 22 (38%) 16 (28%)
Total 57 57 57

Percentual de Concordéancia = 67%; Cochran = 15,57 (P= 0,0004)
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Os resultados obtidos pela comparagao entre as trés metodologias para
o grupo das pacientes HIV-negativas € apresentado na tabela 12. As 57
amostras obtidas das pacientes HIV-negativas foram avaliadas para a
presenga do DNA do HPV através dos trés métodos. A detecgao de HPV com o
sistema PGMY09/11 apresentou maior prevaléncia do genoma viral quando
comparado com MY09/11 e deste com GP5+/GP6+ (37%, 30% e 26%,
respectivamente). Dentre as 57 amostras analisadas, 42 (73%) apresentaram
concordancia entre os trés métodos, sendo que 11 (11/42 = 26%) delas
apresentaram resultados positivos para o HPV e 31 (31/42 = 74%) foram
negativas para o HPV. Dentre as 15 (28%) amostras com resultados
discordantes para as metodologias, 5 foram positivas por duas metodologias (3
por MY09/11 e PGMY09/11 e 2 por GP5+/GP6+ e PGMY) e 10 (10/15 = 67%)
foram positivas por apenas uma das metodologias (5 por PGMY09/11, 3 por
MY09/11 e 2 por GP5+/GP6+).

Para avaliar se a concordancia entre as metodologias foi significativa, o
teste Q de Cochrane também foi utilizado (Q: 3,73 e P = 0,154) e mostrou que
no grupo das pacientes HIV-negativas ndo houve diferenca estatistica
significativa para a deteccao do genoma viral dependendo do tipo de primer

utilizado.

Tabela 12. Frequéncia das categorias por metodologias: pacientes HIV-negativas.

Categorias Metodologia
GP5+/GP6+ MY09/11 PGMY09/11
HPV + 15 (26%) 17 (30%) 21 (36)
HPV - 42 (73%) 40 (70%) 36 (63%)
Total 57 57 57

Percentual de Concordéancia = 73%; Cochrane = 3,73 (P = 0,154)
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V.6 — COMPARACAO DOS RESULTADOS DA DETECCAO DO DNA DO HPV
ENTRE OS DOIS GRUPOS DE PACIENTES.

Quando os dois grupos de pacientes (HIV-positivas e o grupo controle)
foram analisados utilizando os primers genéricos GP5+/GP6+, o DNA do HPV
foi encontrado em 27/57 (47%) amostras HIV-positivas e em 15/57 (26%)
amostras HIV-negativas. Assim, utilizando-se os primers GP5+/GP6+ o indice
de deteccdo foi maior no grupo das HIV-positivas. Utilizando-se os primers
MY09/11, a deteccgéo para o grupo das pacientes HIV-positivas foi de 35 (61%)
amostras, ja no grupo das pacientes HIV-negativas, a deteccao caiu para 17
(29%) amostras, sendo que para esse conjunto de primers, o indice de
deteccédo também foi maior para o grupo das pacientes HIV-positivas. Com o
terceiro grupo de primers, PGMY09/11, a diferenca entre os dois grupos foi
ainda mais acentuada, com 41/57 (72%) amostras detectadas no grupo das
pacientes HIV-positivas e apenas 21/57 (37%) amostras no grupo das
pacientes HIV-negativas (Tabela 13). Observando-se o total geral de deteccéo,
desconsiderando-se o tipo de método utilizado, o total de detecgéo do genoma
do HPV para o grupo das HIV-positivas foi de 75% (43/57), enquanto o grupo
das pacientes HIV-negativas apresentou 45% (26/57) de detec¢cado do DNA do
HPV.

Tabela 13. Tabela descritiva da detecgdo do DNA do HPV utilizando-se as trés
metodologias de PCR abordadas no estudo entre os dois grupos de pacientes.

Método HIV + (n=57) HIV- (n=57)

HPV+ HPV- HPV+ HPV-
GP5+/GP6+ 27 (47%) 30 (52%) 15 (26%) 42 (73%)
MY09/11 35 (61%) 22 (38%) 17 (30%) 40 (70%)
PGMY09/11 41 (72%) 16 (28%) 21(37%) 36 (63%)
Indiferente 43 (75%) 14 (25%) 26 (45%) 31 (55%)
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V.7 - COMPARACAO DOS PRIMERS GP5+/GP6+ e MY09/11; GP5+/GP6+ e
PGMY09/11 e MY09/11 e PGMY09/11 PARA DETECGCAO DO HPV EM
PACIENTES HIV-POSITIVAS.

A comparacéao dos resultados da detec¢cao do DNA do HPV com as trés
metodologias e seu significado estatistico foi realizada com o uso do teste Q. A
avaliacdo da concordancia entre os diferentes sistemas de primers (dois
observadores diferentes de um mesmo evento) utilizou o indice kappa,
reunindo as metodologias duas a duas. Quando comparados os resultados da
deteccdo do DNA do HPV com os conjuntos de primers GP5+/GP6+ e
MYQ09/11, percebeu-se um aumento na deteccdo do genoma viral com a
utilizacao dos primers MY09/11 em relacao ao primer GP5+/GP6+ (61% e 47%,
respectivamente), resultando num percentual de concordancia de 75,4% entre
os dois métodos. O célculo do indice kappa (k) para verificar a associagéo
entre os dois métodos (Tabela 14) revelou uma concordancia moderada (k = 0,
51; p = 0,000).

Tabela 14. Concordancia geral entre os primers GP5+/GP6+
e MY09/11 para o grupo das pacientes HIV-positivas.

GP5+/GP6+ MY09/11

HPV- HPV+ Total
HPV- 19 11 30
HPV+ 3 24 27
Total 22 35 57

Percentual de concordancia: 75,4% Kappa: 0,51 (p=0,000)

A comparagao dos resultados da detecgdo do HPV com os primers
GP5+/GP6+ e PGMY09/11, cujo percentual geral de concordancia foi de
75,4%, revelou uma maior prevaléncia (47% e 72%, respectivamente) com o
emprego dos primers PGMY09/11 (Tabela 15). O calculo do indice kappa para
verificar a concordancia entre esses dois métodos revelou uma associagéo

moderada entre os primers (k= 0,52 e p = 0,000).
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Tabela 15. Concordancia geral entre os primers GP5+/GP6+
e PMY09/11 para o grupo das pacientes HIV-positivas.

GP5+/GP6+ PGMY09/11
HPV- HPV+ Total
HPV- 16 14 30
HPV+ 0 27 27
Total 16 41 57

Percentual de Concordancia: 75,4 Kappa: 0,52 (p=0,000)

Por ultimo, a analise da concordéancia entre os primers MY09/11 e
PGMY09/11(82,4%), revelou os indices de deteccédo (61% e 72%) mais
elevados dentre os trés conjuntos de primers, porém mostrando maior
prevaléncia quando a detecgdo do DNA do HPV foi realizada com os primers
PGMYQ09/11. Calculando o indice kappa (k = 0,61 e p = 0,000), verificou-se
uma associagéo substancial entre esses dois métodos (Tabela 16).

Tabela 16. Concordéancia geral entre os primers MY09/11
e PGMY09/11 para o grupo das pacientes HIV-positivas.

MY09/11 PGMY09/11

HPV- HPV+ Total
HPV- 14 8 22
HPV+ 2 33 35
Total 16 41 57

Percentual de Concordéancia: 82,4% Kappa: 0,61 (p=0,000)

V.8 — COMPARAGCAO DOS PRIMERS GP5+/GP6+ e MY09/11; GP5+/GP6+ e
PGMY09/11 e MY09/11 e PGMY09/11 PARA DETECCAO DO HPV EM
PACIENTES HIV-NEGATIVAS.

A comparacgdo entre os resultados da deteccdo do DNA do HPV com
todas as metodologias e a avaliacdo de seu significado estatistico foram
relizadas com o uso do teste Q de Cochrane (Q = 3,73). Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi observada para as trés metodologias
empregadas na analise das amostras obtidas de pacientes HIV-negativas. Para
a avaliacdo da concordancia entre os primers, utilizando o indice kappa, as

metodologias foram reunidas duas a duas. Quando comparados os resultados
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da detecgdo do DNA do HPV entre os conjuntos de primers GP5+/GP6+ e
MYO09/11, observou-se um aumento na deteccdo com uso dos primers
MY09/11 em relagéo aos primers GP5+/GP6+ (30% e 26%, respectivamente),
com uma concordancia geral de 82%. Quando o indice kappa (k) foi calculado
para verificar a associagao entre os dois métodos (Tabela 17) verificou-se uma

concordancia moderada (k = 0, 5; p = 0,000) entre os mesmos.

Tabela 17. Concordancia geral entre os primers GP5+/GP6+
e MY09/11 para o grupo das pacientes HIV-negativas.

GP5+/GP6+ MY09/11

HPV- HPV+ Total
HPV- 36 6 42
HPV+ 4 11 15
Total 40 17 57

Percentual de Concordancia: 82% Kappa: 0,57 (p=0,000)

A comparacao dos resultados da detecgdo do HPV com uso dos primers
GP5+/GP6+ e PGMY09/11, revelou uma maior prevaléncia (26% e 37%,
respectivamente) com o uso dos primers PGMY09/11 (Tabela 18). O
percentual geral de concordéncia entre os dois métodos foi de 82,4%. O
calculo do indice kappa para verificar a associagédo entre esses dois métodos
revelou uma associagdo moderada entre os primers (k= 0,60 e p = 0,000).
Finalmente, a concordéncia entre os primers MY09/11 e PGMY09/11 (82,4%),
demonstrou os indices (30% e 37%) mais elevados entre os trés conjuntos de
primers, porém mostrando maior prevaléncia quando a detec¢cdo do DNA do
HPV foi realizada com os primers PGMY09/11. Calculando o indice kappa (k =
0,61 e p = 0,000) verificou-se uma associagao substancial entre esses dois

métodos (Tabela 19), assim como no grupo das pacientes HIV-positivas.
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Tabela 18. Concordancia geral entre os primers GP5+/GP6+

e PGMY09/11 para o grupo das pacientes HIV-negativas.

GP5+/GP6+ PGMY09/11
HPV- HPV+ Total
HPV- 34 8 42
HPV+ 2 13 15
Total 36 21 57

Percentual de Concordéncia: 82,4% Kappa: 0,60 (p=0,000)

Tabela 19. Concordéancia geral entre os primers MY09/11
e PGMY09/11 para o grupo das pacientes HIV-negativas.

MY09/11 PGMY09/11

HPV- HPV+ Total
HPV- 33 7 40
HPV+ 3 14 17
Total 36 21 57

Percentual de Concordéncia: 82,4% Kappa: 0,61 (p=0,000)
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VI - Discussao

A infecgdo por tipos de HPV de alto risco, apesar de ser um fator
necessario (Bosch et al., 2006; Vaccarella et al., 2006; Tiro et al., 2007), ndo &
suficiente para o desenvolvimento de cancer cervical (Gémez & Santos, 2007),
e depende de uma gama de fatores adicionais agindo em consonancia com os
diferentes gendtipos virais considerados de alto risco. A prevaléncia do DNA do
HPV em espécimes cervicais varia consideravelmente de acordo com o sujeito
do estudo e os testes usados para a deteccdo do genoma viral. Os
determinantes para a infeccéo pelo HPV em mulheres incluem o niamero de
parceiros sexuais, o0 ano em que a mulher iniciou sua vida sexual, os habitos
sexuais de seu parceiro, que pode ser o portador (Bosch et al., 2006), e de
outros fatores comportamentais, tais como fumo, etilismo e co-infecgdo pelo
HIV. As pacientes que aceitaram participar deste estudo passaram por uma
entrevista para, além de esclarecimentos sobre o método usado no estudo e
coletas de dados epidemiolégicos e comportamentais como paridade, idade a
primeira relacdo sexual, numero de parceiros, uso de drogas ilicitas, etilismo,
tabagismo, dentre outros (Anexo 2).

Os dados epidemiolégicos foram tabulados (Tabela 8) e analisados
juntamente com a detecgado do DNA do HPV para os dois grupos de pacientes.
Nossos resultados mostraram que no grupo das pacientes HIV-positivas, a
idade variou entre 18 e 68 anos, com idade média de 38 anos, compreendendo
mulheres em plena atividade sexual. A idade a primeira relagao sexual foi, em
média 17 anos (intervalo entre 12 e 31), mostrando um inicio precoce das
atividades sexuais, o que pode ser um fator de risco para a infec¢ao pelo HPV,
principalmente se relacionado a um alto numero de parceiros sexuais. No
presente estudo, encontramos 13 mulheres que relataram mais de 10
parceiros; 42 mulheres com 4 a 10 parceiros e 59 mulheres com um a trés
parceiros. Analisando separadamente esses dados, entre as 57 pacientes HIV-
positivas, 11 delas relataram ter tido mais de 10 parceiros durantes sua vida
sexual, contra apenas duas mulheres no grupo das HIV-negativas. Quanto a
paridade, a média entre os dois grupos se assemelha, com 2,0 filhos em média
por paciente HIV-negativa e 2,5 filhos, em média, para cada paciente HIV-

67



positiva. O intervalo de idade a primeira relacdo sexual é de 12 a 22 anos para
0 grupo das pacientes HIV-positivas e de 13 a 31 anos para as pacientes HIV-
negativas. Assim, mesmo que de uma forma discreta, as pacientes inseridas no
grupo positivo para o HIV estdo mais expostas aos fatores de risco para a
infeccédo pelo HPV e o céancer de colo de utero. Além disso, a propria condicéo
imunoldgica da paciente HIV-positiva ja é por si s6, um grande fator de risco
para a progressao a malignidade das lesbes cervicais. Nossos resultados
gerais de deteccdo do DNA do HPV apdiam esses dados, uma vez que o
indice geral de detecgdo do genoma do HPV no grupo das pacientes HIV-
positivas foi de 75% e das pacientes HIV-negativas foi de 45%.

Juntamente com os dados sécio-demograficos e comportamentais, as
pacientes passaram por um exame citoldégico da cérvice uterina, com coleta da
material para analise citolégica pelo método de Papanicolaou. Comparando-se
os dados da citologia com os dados da deteccdo do DNA do HPV pelas trés
metodologias, no grupo das pacientes HIV-positivas, apenas uma das 17
mulheres diagnosticadas com alteragdes citoldgicas cervicais nao foi
identificada pelo método da PCR. Por outro lado, dentre as 43 pacientes
detectadas como HPV-positivas pelo método de PCR, 63% (26/43) nao
apresentaram anormalidades citologicas pelo teste de Papanicolaou. No grupo
das pacientes HIV-negativas, apenas trés mulheres foram diagnosticadas com
alteracdes citologicas. Dentre essas mulheres, uma néo foi identificada por
nenhum dos métodos de PCR utilizados no estudo. Por outro lado, dentre as
26 pacientes positivas para o HPV pelo método de PCR, 88% (23/26) nao
apresentaram anormalidades citoloégicas detectadas pelo teste de
Papanicolaou.

Duas pacientes diagnosticadas com ASC-US (uma do grupo das
pacientes HIV-positivas e uma do grupo das pacientes HIV-negativas) néo
tiveram o genoma viral detectado pelo teste de biologia molecular. Alteragbes
citologicas de significado indeterminado podem ser encontradas por
consequUéncia de quadro inflamatério moderado e irritacdes da cérvice (uso de
tampdes vaginais, relagcdes sexuais recentes, entre outros), o que faz com que
as células possam ter aparéncia anormal, mas ndo anormal o suficiente para
significarem sinais de cancer ou mesmo da presenga de infeccdo por HPV de
tipos oncogénicos. Mulheres diagnosticadas com ASC-US podem ou n&o ser

68



positivas para a presenca de HPV e, para cada um dos casos, medidas
diferentes devem ser tomadas (Russomano et al., 2008). Testes moleculares
para deteccdo do HPV apresentam algumas vantagens como testes de triagem
comparados a citologia e a inspecéo visual da cérvice. A primeira vantagem é a
maior sensibilidade, o que é importante nos casos em que a mulher sera
avaliada uma ou duas vezes na vida. A segunda € que o teste molecular ndo
s6 identifica mulheres com doencgas cervicais, como também aquelas que estéo
em risco para o desenvolvimento de neoplasia cervical pelos proximos 3 a 10
anos. A vantagem final esta no fato de que a interpretacdo do resultado é
objetiva e nédo esta sujeita a métodos visuais, nem a subjetividade do
responsavel pela realizagcado do exame (Villa & Denny, 2006).

Os testes moleculares para deteccdo do HPV podem ser usados em
uma grande variedade clinica, incluindo triagem primaria de mulheres com
mais de 30 anos, como um auxiliar para os testes citoldgicos, na triagem de
mulheres cujos resultados citologicos foram equivocados ou ainda no
tratamento pos- cancer cervical (Bhatla & Moda, 2009). O entendimento da
importancia da infec¢cao pelo HPV no desenvolvimento do cancer cervical tem
sido acompanhado por um numero crescente de estudos que tentam alertar
para a importancia na melhoria dos testes moleculares de detecgdo do HPV.
Estes testes para deteccdo do DNA do HPV requerem o desenvolvimento de
um método sensivel, especifico e cujo custo ndo impeca sua utilizagdo em
massa.

O objetivo maior do nosso estudo foi avaliar trés metodologias baseadas
em PCR comumente utilizadas em laboratorios de pesquisa para a detecgéo
dos diferentes gendtipos de HPV. A escolha das trés metodologias foi baseada
na quantidade crescente de trabalhos e estudos envolvendo a detecc&o do
HPV por esse tipo de técnica (tabela 20). Para que um teste seja validado e
seu uso possa passar dos laboratérios de pesquisa para a clinica médica ele
precisa ser testado exaustivamente e sua eficiéncia precisa ser comprovada.
Com os estudos atuais sabemos que, mesmo o teste de Captura Hibrida sendo
0 Unico aprovado pela FDA, ele possui algumas desvantagens na detecc¢ao do
DNA do HPV. Esta metodologia mesmo sendo capaz de detectar 13 tipos de
HPVs de alto risco ndo é, por exemplo, capaz de distinguir se as amostras
pesquisadas contém um unico tipo ou multiplos tipos de HPV, fato que é
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conhecidamente comprovado como sendo um dos fatores de risco para
persisténcia da lesdo desencadeada pelo HPV e sua provavel transformacéo
em lesdes de alto grau e cancer cervical. Os primers consensuais desenhados
a partir da regido L1 do HPV tém sido mundialmente usados para o estudo da
histéria natural do HPV e seu papel no desenvolvimento do cancer genital,
particularmente, da cérvice uterina. As metodologias envolvendo os primers
consensuais (GP5+/GP6+, MY09/11 e PGMY09/11) foram utilizadas e
avaliadas em um grande numero de estudos importantes e que foram capazes
de mostrar o risco da infec¢cado pelo HPV e sua associagdo com o céancer
cervical (Gravitt et al., 2000).

Para verificar os resultados obtidos com a detec¢do do DNA do HPV por
metodologias distintas, conduzimos uma comparagao paralela entre trés
sistemas de deteccdo por PCR: GP5+/GP6+, MY09/11 e PGMY09/11. Das 120
amostras cervicais coletadas (60 HIV-positivas e 60 HIV-negativas), um total de
6 amostras (trés HIV-positivas e trés HIV-negativas) foram excluidas do estudo
por ndo apresentarem positividade quando testadas por PCR usando primers
especificos para o gene constitutivo GAPDH, indicando auséncia de DNA
compativel com a reagdo de PCR envolvendo os primers utilizados. As trés
amostras HIV-positivas e as trés HIV-negativas que nao apresentaram DNA
foram re-extraidas e novamente testadas para GAPDH. Como nao obtivemos
resultado positivo tentamos a re-extracdo de DNA por uma técnica caseira a
base de fenol-cloroférmio. Como ndo encontramos positividade, as amostras
foram excluidas do trabalho. Alguns fatores podem ter contribuido para a nao
obtencao de material satisfatério dessas amostras, incluindo a degradagéo e/ou
contaminagdo do DNA, a insuficiéncia de material coletado, presenca de
inibidaores da reacdo de PCR, problemas na conservagdo do material ou
devido a baixa sensibilidade da técnica de extracdo utilizada. Assim, 57
amostras HIV-positivas e 57 amostras HIV-negativas foram analisadas no
estudo e testadas pelos trés conjuntos de primers para detecgdo do genoma do
HPV pela técnica da PCR.

A porcentagem geral de concordancia entre os trés métodos para o
grupo das HIV-positivas foi de 75% (Q = 15,57 e p = 0,0004). Houve um
aumento na deteccdo de HPV com o sistema PGMY09/11, quando comparado
com MY09/11, e deste com GP5+/GP6+ (72%, 61% e 47%, respectivamente).
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Entre as 57 amostras, 38 (67%) apresentaram concordéncia entre os trés
métodos, sendo que 24 (24/38 = 63%) delas apresentaram resultados positivos
para o HPV e 14 (14/38 = 37%) foram negativas para o HPV. Das 19 (33,3%)
amostras discordantes entre as metodologias, todas foram positivas para o
HPV por, no minimo, uma metodologia, a saber, 12 (12/19 = 63%) foram
positivas por duas metodologias (9 por MY09/11 e PGMY09/11 e 3 por
GP5+/GP6+ e PGMY) e 7 (7/19 = 37%) foram positivas por apenas uma das
metodologias (5 por PGMY09/11 e 2 por MY09/11).

Entre o grupo das pacientes HIV-negativas, a porcentagem geral de
concordancia entre os trés métodos foi de 45% (Q = 3,73 e P = 0,154). Mesmo
observando que a porcentagem de concordancia geral para esse grupo foi
menor, também houve um aumento na deteccdo do HPV com o sistema
PGMY09/11 quando comparado com MY09/11 e deste com GP5+/GP6+ (37 %,
30% e 26%, respectivamente). Dentre as 57 amostras, 42 (74%) apresentaram
concordancia entre os trés métodos avaliados, sendo que 11 (11/42 = 26%)
delas apresentaram resultados positivos para o HPV e 31 (31/42 = 74%) foram
negativas para o HPV. Das 15 amostras discordantes entre as metodologias,
todas foram positivas para o HPV por, no minimo, uma metodologia, a saber, 5
(6/15 = 33%) foram positivas por duas metodologias (3 por MY09/11 e
PGMY09/11 e 2 por GP5+/GP6+ e PGMY09/11) e 10 (10/15 =67%) foram
positivas por uma metodologia apenas (2 por GP5+/GP6+, 3 por MY09/11 e 5
por PGMY09/11).

O sistema de primers consensuais PGMY09/11, no grupo das pacientes
HIV-positivas, conseguiu detectar em nosso estudo 6 (10%) amostras a mais
quando comparado com o sistema MY09/11 e 14 (24%) amostras a mais
quando comparado ao sistema GP5+/GP6+. Em um de seus estudos, Villa e
col. apresentam um resumo acerca das metodologias usadas para detecg¢ao do
HPV e afirmam que nas comparagdes preliminares do sistema PGMY09/11
com o sistema MY09/11, em geral, existe uma concordancia de 91.5% entre os
dois sistemas. Entretanto, o sistema PGMY09/11 capta significativamente mais
resultados HPV positivos (Iftner & Villa, 2003).

Gravitt e col., 2000, conduziram uma comparagédo paralela entre os
sistemas MY09/11 e PGMY09/11 em 262 amostras cervicais. A porcentagem

geral de concordéancia entre os dois métodos foi de 91,5%, com um valor de
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kappa de 0.83, indicando excelente concordancia entre os métodos. Porém,
houve um aumento na prevaléncia geral de HPV com o sistema PGMY09/11
relativo ao MY09/11 (62,8% e 55.1%). O estudo de Gravitt aponta que o
sistema MY09/11 foi melhorado tanto em termos de eliminacdo das bases
degeneradas quanto em funcionalidade, mostrada pelo aumento da sua
sensibilidade. Cada oligonucleotideo compreendido no pool do PGMY09/11 é
sintetizado independentemente, sendo possivel uma verificacdo da sequéncia
de cada primer. A sensibilidade da amplificagéo tipo-especifica, particularmente
por amostras infectadas por multiplos tipos de HPV, também aumentou
substancialmente. Gravitt et al.,, afirma ainda que o grau do efeito com os
primers PGMY09/11 é proporcional a quantidade de virus na amostra. Esses
dados também sdo concordantes com nosso estudo, uma vez que mesmo a
associagao entre os dois conjuntos de primers ter sido substancial (k = 0.61), o
sistema PGMY09/11 também foi capaz de detectar mais amostras positivas
para o DNA do HPV nos dois grupos de pacientes. No grupo das pacientes
HIV-positivas a detecgédo foi ainda maior, fato provavelmente explicado pela
presenga de multiplos tipos de HPV nas amostras de pacientes soropositivas,
em relacao as pacientes HIV-negativas.

Ja no estudo de Freitas, 2007, é feita uma comparacao entre os primers
GP5+/GP6+ e os primers MY09/11, sendo que a maior taxa de deteccao foi
observada quando os primers GP5+/GP6+ foram utilizados. Freitas afirma que
quando se faz o uso de mais de um tipo de primers consensuais, ha um
aumento na taxa de detecgdo do HPV em amostras cervicais, sendo provavel
que a amplificacdo de um fragmento gendmico menor obtido pelos primers
GP5+/GP6+ (150 pb) possa ser mais eficiente quando comparado com o
fragmento consideravelmente maior amplificado pelos primers MY09/11 (450
pb), melhorando a sensibilidade (Freitas, 2007) e explicando o resultado obtido
nesse trabalho. Nossos resultados discordam desse trabalho, uma vez que o
indice de deteccédo entre os primers GP5+/GP6+ foi menor do que o detectado
pelos primers MY09/11 para os dois grupos de pacientes (um total de 42
amostras HPV positivas pelos primers GP5+/GP6+ e 52 amostras por
MY09/11). Uma provavel explicacdo para esse fato seria a boa qualidade do

DNA obtido pela extracdo. Se o DNA ndo é degradado, o tamanho do
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fragmento amplificado nado influencia no momento da reagdo de PCR,
permitindo melhor deteccéao pelo sistema MY09/11.

Nos estudos desenvolvidos por Qu e col. 1997, a comparacao feita entre
os primers GP5+/GP6+ e os primers MY09/11 em um grupo de amostras
cervico-vaginais obtidas de mulheres diversas, mostrou falha na detecgéo de
multiplos tipos de HPV pelo sistema GP5+/GP6+ em aproximadamente metade
das amostras detectadas por MY09/11, também discordando do trabalho de
Freitas, 2007. Para Qu e col., a prevaléncia geral do DNA do HPV em qualquer
grupo de amostras clinicas é subestimada se apenas um método de detecgao
€ usado (Karlsen et al., 1996), uma vez que os dois tipos de primers utilizados
nao detectam igualmente todos os tipos de HPV. Tanto MY09/11 quanto
GP5+/GP6+ amplificaram um variado espectro de gendtipos do HPV em
amostras cérvico-vaginais. Entretanto, o MY09/11 & descrita como mais
eficiente na amplificacdo de multiplos tipos de HPV em uma determinada
amostra (Iftner & Villa, 2003). Em nosso estudo, este achado é apoiado pelo
maior numero de detecgdo de DNA do HPV nas amostras provenientes das
pacientes HIV-positivas, grupo conhecidamente mais propenso as infec¢des
por multiplos tipos de HPV (Chin-Hong & Palefsky, 2005).

A diferenca na deteccdo de multiplos tipos pode ser resultado do
desenho dos primers. O sistema MY09/11 é degenerado, com 8 a 16 primers
complementares variantes em cada fita, por esse motivo detecta maior numero
de tipos de HPV. Ja o GP5+/GP6+ € um primer genérico com apenas uma
cadeia complementar para cada fita do DNA do HPV. A limitacao em identificar
varios tipos pode ser um reflexo do tamanho reduzido (150pb) do produto de
PCR gerado por GP5+/GP6+. Para Depuydt e col., 2007, a insergdo de bases
nucleotidicas nas posi¢cdes de degeneragdo € um processo randémico e,
consequentemente, ndo garante uma representacdo equivalente de todos os
primers. A falha na deteccdo por MY09/11 pode ser causada pelo mau-
pareamento entre os primers e a regido L1 dos HPVs.

Para o sistema PGMY09/11, os membros do pool de primers foram
escolhidos usando alinhamento de sequéncias de todos os tipos conhecidos de
HPVs genitais, minimizando qualquer mau-pareamento potencial e
simultaneamente minimizando o numero de nucleotideos em cada pooal,

resultando em uma melhora dos primers MY09/11, que continham bases
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degeneradas (lftner & Villa, 2003) e numa melhoria na deteccédo do DNA do
HPV em amostras contendo multiplos tipos virais. O uso do sistema PGMY
pode oferecer uma mudancga relativamente simples na tecnologia dos primers
consensuais desenhados a partir da regidao L1 dos HPVs de alto-risco, o que
pode ajudar a minimizar as detecgdes inespecificas, incapazes de diferenciar
os tipos de HPV presentes na amostra, fato conhecido por afetar a aceitacao e
a validacao desse tipo de teste molecular.

Quando analisamos os resultados obtidos na literatura (Tabela 20)
percebemos que a quantidade de trabalhos de comparacéo entre os primers
mais comumente utilizados para a deteccdo molecular do HPV ainda é
reduzida, porém, existem diversos trabalhos que utilizaram a PCR para
deteccédo do HPV, cada um com um tipo diferente de primer. Quando fazemos
a média da porcentagem de deteccao obtida por esses estudos, a detec¢ao do
DNA do HPV é maior quando se utiliza os primers PGMY09/11 (61%), seguidos
pelos primers GP5+/GP6+ (52%) e, por ultimo, os primers MY09/11(49%).
Percebemos ainda que os resultados de deteccé&o variam consideravelmente.
Essa variagdo nos indices de deteccédo pode estar relacionada as diferencas
envolvendo o tipo e o tamanho amostral utilizado no estudo, ao grupo de
pacientes escolhidas e a presencga ou auséncia de infecgdes por multiplos tipos
de HPV.

Nossos resultados diferem desse achado, uma vez que nossa deteccao
foi maior quando utilizamos os primers PGMY09/11, seguidos pelos primers
MY09/11 e, por ultimo, os primers GP5+/GP6+. Isso provavelmente se deve ao
fato de que, comparativamente, ou seja, em um mesmo grupo amostral, com
as mesmas condi¢cdes, o sistema PGMY09/11 seja capaz de detectar um
numero maior de casos positivos e, o MY09/11 por ser uma metodologia
semelhante, com algumas mudancas apenas, detecte menos casos que o
PGMY09/11, sua versdo melhorada. Porém ambos s&o capazes de detectar
mais casos positivos do que os primers GP5+/GP6+. Se compararmos os
estudos que simplesmente utilizaram esses primers, sem compara-los, os
resultados entdo vao depender dos fatores citados anteriormente, baseando-se
principalmente nas diferencas entre os trés conjuntos de primers em questéao.

Os artigos de comparagao de primers ja citados em nosso estudo
(principalmente Gravitt et al., 2000, Coutlée et al., 2002, Qu et al., 1997 e
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Karlsen et al., 1996) sdo artigos de comparacao entre duas metodologias
apenas, diferindo do nosso estudo que compara trés métodos. O uso do teste
kappa para a avaliagdo da concordancia entre os métodos nesses estudos,
mostra correlagdo excelente entre os primers PGMY09/11 e MY09/11 (Grauvitt
et al., 2000) e boa correlagao entre os primers GP5+/GP6+ e MY09/11 (Qu et
al., 1997; Karlsen et al., 1996).

Nosso estudo mostrou concordancia moderada entre os primers
GP5+/GP6+ e MY09/11, e entre GP5+/GP6+ e PGMY09/11, e concordancia
substancial entre MY09/11 e PGMY09/11, para os dois grupos de pacientes.
Porém ao compararmos o significado estatistico de nosso estudo através do
teste de Cochrane para o grupo das pacientes HIV-positivas (Q = 15,57),
observamos que existe diferenga estatistica significativa de acordo com a
escolha dos primers, sendo que no nosso caso, o sistema PGMY09/11 foi o
que forneceu um melhor resultado. O mesmo nao aconteceu no grupo das
pacientes HIV-negativas (Q = 3,73), cuja diferenca estatistica de acordo com o
método utilizado n&o foi significativa. De acordo com o que ja foi discutido
anteriormente, esse fato pode ser explicado pela diferenca entre os dois grupos
amostrais, sendo que o grupo das pacientes HIV-positivas €, geralmente, tido
como mais propenso a infecgdes por multiplos tipos de HPV e sujeito a uma
maior carga viral do HPV quando comparado ao grupo controle.

Se observarmos as diferengas estruturais entre os primers e as
semelhancas entre eles, podemos ver que, realmente, a maior concordancia
esta entre os primers mais parecidos (PGMY09/11 e MY09/11). Se levarmos
em consideracgéo os valores de kappa encontrados em nosso estudo, podemos
afirmar que entre os trés sistemas analisados, a pior concordancia foi entre os
sistemas GP5+/GP6+ e MY09/11, e entre GP5+/GP6+ e PGMY09/11, primers
estruturalmente muito diferentes e cujas finalidades de deteccdo variam
consideravelmente. Comparando os sistemas PGMY09/11 e MY09/11, a boa
concordancia observada mostra que ambos representam uma boa escolha
para deteccdo de DNA de HPV em amostras colhidas a fresco (devido ao
grande tamanho do fragmento amplificado). Porém, o sistema PGMY09/11
fornece um indice de deteccao mais alto, sendo este um sistema mais propicio
para a detecgdo do HPV em amostras obtidas de pacientes cuja possibilidade
de se encontrar multiplos tipos do HPV e uma elevada carga viral seja maior.

75



Nosso estudo fez uma comparacgéo entre os trés sistemas de primers em
um grupo de risco para a infecgdo pelo HPV, ou seja, as pacientes HIV-
positivas, que apresentam o patencial agravante de uma elevada carga viral e
a presenca de multiplos gendtipos do virus. Assim, nossos resultados apontam
para uma diferenca mais significativa para esse grupo de pacientes. Os
primers PGMY09/11 conseguiram detectar um numero maior de casos
positivos para o HPV, reforcando a idéia de que seu uso seja mais adequado
em estudos semelhantes ao nosso e confirmando os resultados obtidos pela
literatura especializada. Assim, para a escolha do conjunto de primers a ser
usado, deve-se observar a fonte de material biolégico, o tamanho do produto
da PCR, o espectro de tipos de HPVs amplificados (Qu et al., 1997), as
caracteristicas do grupo amostral e as limitagées de cada tipo de primer a ser
testado.
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Tabela 20. Estudos encontrados na literatura envolvendo detecgdo do DNA do HPV por
diferentes metodologias baseadas em PCR.

Referéncia (1° Autor)/Ano Amostras Primers Status do HIV ~ HPV + (%) Média
(Intervalo)

Coutlée, F., 2002 299 PGMY09/11 HIV - 176/299 (59) 61

Gravitt, P.E., 2000 247 PGMY09/11 HIV - 155/247 (63) (59-63)

Cope, J.U., 1997 596 MY09/11 HIV - 189/596 (32)

Szostek, S., 2006 125 MY09/11 HIV - 90/125 (72)

Coutlée, F., 2002 299 MY09/11 HIV - 158/299 (53)

Gravitt, P.E., 2000 247 MY09/11 HIV - 136/247 (55)

Qu, W., 1997 208 MY09/11 HIV - 94/208 (45)

Depuydt, C.E., 2007 15774 MY09/11 HIV - 9737/15774 (62)

Karlsen, F., 1996 171 MY09/11 HIV - 142/171 (83) 49

Schiffman, M.H., 1991 120 MY09/11 HIV - 56/120 (47) (15-83)

Zerbini, M., 2001 176 MY09/11 HIV - 106/176 (60)

Nonnenmacher, B., 2002 975 MY09/11 HIV - 156/975 (16)

Sherman, M.E., 2003 20810 MY09/11 HIV - 2979/20810 (15)

Tsai, H.T., 2005 266 MY09/11 HIV - 107/266 (40)

Levi, G., 2005 17 MY09/11 HIV - 8/17 (46)

Moscicki, A.B., 2000 55 MY09/11 HIV - 30/55 (55)

Qu, W., 1997. 208 GP5+/6+ HIV - 89/208 (43)

Clavel, C., 1998 42 GP5+/6+ HIV - 34/42 (81)

Kulmala, S.M., 2004 1511 GP5+/6+ HIV - 553/1511 (37)

Speich, N., 2004 2916 GP5+/6+ HIV - 948/2916 (33) 52

Karlsen, F., 1996 171 GP5+/6+ HIV - 133/171 (78) (33-81)

de Roda Husman, A.M., 264 GP5+/6+ HIV - 114/264 (43)

1995

de Roda Husman, A.M., 264 GP5/6 HIV - 102/264 (38) 38

1995

Strickler, H.D., 2003 1816 MY09/11 HIV + 1162/1816 (64)

Levi, G. 2005 84 MY09/11 HIV + 45/84 (53)

Hankins, C., 1999 375 MY09/11 HIV + 252/375 (67) 61

Moscicki, A.B., 2000 133 MY09/11 HIV + 103/133 (77) (43-77)

Cerqueira, D.M. 150 MY09/11 HIV + 64/150 (43)

Paulo, M., 2007 27 PGMY09/11 HIV + 8/27 (30) 30
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que:

VIl - Conclusoes

Considerando os dados obtidos em nossos estudos, podemos concluir

a)

c)

d)

Diferencas significativas foram observadas na deteccdo de HPV
utilizando os diferentes conjuntos de primers escolhidos para o
estudo.

O indice de deteccao do DNA do HPV no grupo das pacientes HIV-
positivas foi maior quando utilizados os primers PGMY09/11,
comparados com os primers MY09/11 e GP5+/GP6+.

A prevaléncia do DNA do HPV foi significativamente maior no grupo
de pacientes HIV-positivas (43 amostras), ou seja, 75%, comparada
a 45% no grupo de pacientes HIV-negativas.

No grupo das pacientes HIV-positivas, apenas uma das 17 mulheres
diagnosticadas com alteragbes cervicais nédo teve o DNA do HPV
detectado pelo método da PCR, enquanto dentre as 43 pacientes
detectadas como HPV-positivas, 63% (26/43) n&o apresentaram
anormalidades citologicas pelo teste de Papanicolaou.

No grupo das pacientes HIV-negativas, apenas trés mulheres foram
diagnosticadas com alteragbes citoldgicas. Dentre essas mulheres,
uma nao teve o DNA do HPV detectado por nenhum dos métodos de
PCR utilizados no estudo, enquanto entre as 26 pacientes positivas
para o HPV, 23 ndo apresentaram anormalidades citolégicas pelo
teste de Papanicolaou.

Para o grupo das pacientes HIV-positivas, os primers GP5+/GP6+ e
MY09/11(k=0.57), e GP5+/GP6+ e PGMY09/11 (k=0.60)
apresentaram concordancia moderada. Ja os conjuntos de primers
MY09/11 e PGMY09/11 (k=0.61), apresentaram concordancia
substancial.

Para o grupo das pacientes HIV-negativas, obtivemos o mesmo
resultado, com os sistemas GP5+/GP6+ e MY09/11; GP5+/GP6+ e
PGMY09/11 e MY09/11 e PGMY09/11, apresentando,

respectivamente, concordancia moderada, moderada e substancial.
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ANEXO 2

Universidade Catodlica de Goias
Pro-Reitoria de Pos-Graduacgao e Pesquisa

Departamento de Biologia — Mestrado em Genética

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apds ser
esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste
documento, que esta em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de
recusa vocé ndo sera penalizado(a) de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar o Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Catdlica de Goias pelo telefone (62) 3946-1071.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:
Titulo do Projeto: Comparacéo de diferentes conjuntos de primers para detecgado de HPV em mulheres HIV-
positivas e HIV-negativas.

Pesquisador Responsavel : Vera Aparecida Saddi (CPF: 170090061-72)
Telefone para contato (inclusive ligagdes a cobrar): 8111-9467

Pesquisadores participantes: Fernanda Cristina de Lima (CPF: 003356891-08)
Luciana Pinheiro Vaz (CPF: 776530091-15)
Silvia Helena Rabelo-Santos (CPF: 375166551-04)
Marcos Vinicius Milki (CPF: 382654271-15)
Rosane Ribeiro F. Alves (CPF: 288378516-34)

Telefones para contato: (62) 3275 2603 (Fernanda Cristina de Lima)

Descricao da Pesquisa:

O fato de que a infeccéo pelo HPV é fator causal no desenvolvimento do cancer
cervical fornecem o requisito necessario para a inclusdo dos testes de detec¢cao de HPV
na rotina ginecolodgica. A detecgéo do virus permite a detecgédo precoce da infecgcéo pelo
HPV, possibilitando intervengbes no desenvolvimento de lesdes precursoras e dessa
forma, diminuindo o risco de progressao para o cancer cervical. Diferengas existentes nas
sequéncias de nucleotideos que determinam as regides precoces e tardias do genoma do
HPV sao responsaveis pela existéncia dos diversos tipos de HPVs conhecidos.

Essas variagdes também sao responsaveis pelo grau de transformacao e potencial
oncogénico do virus. Assim, tais regides podem ser exploradas para o desenvolvimento
de testes moleculares tipo-especificos ou que envolvam o maior numero possivel de tipos
de HPV. Existem dois grupos de métodos principais para a deteccao de HPV: a
hibridizacao direta (Southern blot, dot blot, e hibridizacéo in situ) e a amplificacdo génica
(técnicas baseadas na reacdo em cadeia da polimerase — PCR).

As metodologias baseadas em PCR, utilizando primers consensuais, permitem a
deteccdo de um grande numero de tipos de HPV simultaneamente. Os primers sao
desenvolvidos tendo como alvo regides conservadas do genoma do HPV entre diferentes
tipos virais.
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ANEXO 2

Objetivo: avaliar a infec¢ao pelo HPV em dois grupos de mulheres, HIV-positivas e HIV-
negativas, comparando as trés metodologias de PCR mais utilizadas na detec¢ado do HPV
atualmente, utilizando os conjuntos de primers GP5+/GP6+; MY09/11 e PGMY09/11.

Metodologia: Apbés concordarem em participar do projeto as pacientes deverdo assinar
este termo. SO entdo serdo encaminhadas para coleta de material cérvico-vaginal para
exame citologico e detecgdo do DNA do HPV por PCR.

Coleta de espécimes cérvico-vaginais: Com uma cérvix brush e escova de cytobrush
serdo coletados material da ectocérvice e endocérvice para exame citopatoldgico. O
material sera também submetido aos testes de biologia molecular (PCR). Ap6s o
diagnéstico as pacientes poderao ser atendidas no ambulatério de ginecologia da Santa
Casa de Misericordia, com seguimento apropriado e/ou tratamento.

A paciente que, voluntariamente, concordar em participar e assinar este termo passara
pela coleta cervical realizada por uma ginecologista habilitada, procedimento que nao
devera fornecer nenhum risco a paciente.

Os dados pessoais de cada paciente serdo mantidos em absoluto sigilo e os resultados
obtidos seréao utilizados apenas para fins cientificos, podendo ser publicados em revistas
e jornais especializados.

O projeto tem duracao de 24 meses, podendo ser prorrogado, devendo ser concluido até
mar¢co de 2009. A paciente tem garantia expressa de liberdade para retirar o
consentimento escrito e se desligar da pesquisa em qualquer fase que julgar necessaria.

Vera Aparecida Saddi

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG/ CPF/ n.° de prontuario/ n.° de matricula
, abaixo assinado, concordo em participar do estudo
, como sujeito. Fui devidamente informado e
esclarecido pelo pesquisador sobre a pesquisa, os procedimentos
nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagcdo. Foi-me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade ou interrupgdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:
Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do sujeito
em participar

Testemunhas (ndo ligada a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:
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ANEXO 3

Universidade Catélica de Goias
Projeto: Comparacgao de diferentes conjuntos de primers para detec¢cao do HPV em mulheres HIV-
positivas e HIV-negativas.

Nome:
Data de Nascimento:__/ /  Enderego:
Telefone
Naturalidade: Procedéncia:
Estado Civil: () —solteiro ( )-casado ( )-Outro
Profiss&o: Renda familiar mensal:
Escolaridade: Racga/Cor:
Paridade: G:__ /P: /A; Idade a primeira relagédo sexual:
Numero de parceiros: Histéria de prostituicdo: () —Sim ( )—Nao
Contato homossexual: ( )—Sim ( )—Nao
Tabagismo: ( ) —Sim ( )—Nao Etilismo: ( ) — Sim ( )—Nao
Ja foi tratado(a) para algum tipo de DST? ( )—Sim ( )—Nao
Qual?

Uso de preservativos:( ) — Freqientemente () — Ocasionalmente ( ) - Raramente

Data do ultimo exame ginecoldgico / / Local :

Dados sobre HIV/AIDS:

Contagem linfécitos TCD4: Data:

Carga Viral do HIV: Data:

Faz uso de algum tipo de medicamento? ( ) Sim () Nao
Qual?

Os dados desta ficha foram coletador por

Em / /

99



ANEXO 4

Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% do material proveniente das reacées de PCR

realizadas.

Para visualizagdo dos fragmentos liberados por cada conjunto de primer utilizado, o
material proveniente das reacdes de PCR foi analisado em gel de poliacrilamida 8%,
posteriormente corado por nitrato de prata. Para o preparo de um gel com volume de 50ml,
utilizamos 34 ml de agua deionizada e acrescentamos 10 ml de acrilamida 40%, 5ml de tris-borato
EDTA (TBE) 10x, 500 yL de persulfato de amdnia (APS)10x e 50 yL de TEMED. A solugao foi
entdo acondicionada em placas de vidros até total polimerizagdo. As canaletas formadas eram
limpas com TBE 1x para posterior aplicagdo das amostras. Apenas 10 uL de cada amostra era
aplicado no gel, juntamente com 3 yL de tampao de corrida 10x (composto por EDTA, glicerol e
azul de bromofenol). Para cada gel era também aplicado um controle negativo (reagentes da
reacdo de PCR sem o DNA), um controle positivo (material contendo amostra comprovadamente
positiva para o HPV) e um marcador de 50 pb para confer~encia do tamanho do fragmento obtido.
A corrida eletroforética tinha duracdo de 2 horas para GAPDH e GP5+/GP6+ e de 4 horas para
MY09/11 e PGMY09/11. A fonte era configurada a 200 Volts, 150 Amperes e 100 Watts,
independente do tipo de primer utilizado.

Apbs o término da eletroforese, o gel era corado pelo método de Nitrato de Prata. Para a
coloragao utilizamos as seguintes solugdes de uso:

a) Solugédo de Fixagédo: 50 mL de etanol P.A.; 2 mL de acido acético; 248 mL de agua
deionizada.

b) Solugéo de Coloragdo (AgNO;) 15%: 15g de nitrato de prata (AgNO;); 100 mL de agua
deionizada.

c) Solugédo de Revelagdo NaOH 2,5%: 4,5g de hidréxido de sédio (NaOH); 3 mL de
formaldeido 37%; 200 mL de agua deionizada.
O gel era entdo depositado em um recipiente de plastico limpo, adicionando-se a ele 150 mL de
solugéo de fixagdo. Logo ap6s era adicionado 2 mL de solugéo de coloragdo 15% agitando por 5
minutos. A solucado era desprezada e o gel lavado com agua deionizada por 15 segundos, por 3
vezes. Em seguida era adicionada a solugéo de revelagéo e 2 mL de formaldeido (no momento do
uso) a 37% na parede do recipiente sob homogeneizagdo continua, até o surgimento das
bandas.Quando as bandas eram visualizadas, a solugdo de revelagcdo era desprezada e o
restante da solucao de fixagdo (150 mL) era adicionado ao gel. As bandas formadas eram entéo
analisadas, comparando-as com o marcador utilizado e o controle positivo. O gel era entédo

prensado a vacuo para sua secagem e armazenamento.
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