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Jodo Paulo Castello Branco Vidal

O cancer do colo do utero é o quarto tipo de cancer mais comum entre as mulheres no mundo.
Sua incidéncia é cerca de duas vezes maior em paises menos desenvolvidos em relagdo aos mais
desenvolvidos. Dentre outros cofatores, a infeccao pelo papilomavirus humano (HPV) tem sido bem
documentada como fator necessario ao desenvolvimento deste tipo de cancer, sendo os tipos HPV16 e
HPV18 responsaveis por aproximadamente 70-80% dos casos. A caracterizagdo dos tipos virais mais
frequentemente associados ao cancer cervical, permitiu o desenvolvimento de vacinas comerciais,
atualmente disponibilizadas ou em fase de testes. Além disso, o interesse em variantes intratipo dos
HPVs mais prevalentes estd crescendo rapidamente, visto que evidéncias sugerem que essas variantes
podem diferir biologicamente e etiologicamente no desenvolvimento e comportamento do tumor. Tendo
em vista a relevancia do cancer de colo de Utero, a sua associagdo com diferentes tipos de HPVs, o
desenvolvimento de vacinas, e o limitado nimero de estudos sobre a prevaléncia de diferentes tipos e
subtipos desse cancer no Brasil, o presente projeto teve por objetivos: (1) Identificar a prevaléncia dos
tipos de HPV identificados a partir de amostras de cancer cervical invasivo de 594 mulheres matriculadas
no hospital do cancer Il do Instituto Nacional do Cancer. (2) Levantar as caracteristicas socioeconOmicas
desta coorte de pacientes. (3) Identificar a prevaléncia das variantes intratipo do HPV 16 e HPV 18. A
detecgéo e genotipagem do HPV foram realizadas a partir da PCR e sequenciamento direto utilizando os
iniciadores PGMY/GP, sendo identificados 370 amostras HPV 16; 77 amostras HPV 18; 33 amostras HPV
45; 12 amostras HPV 35; 11 amostras HPV 58; 8 amostras HPV 73 e HPV52, respectivamente; 7
amostras HPV31 e HPV33, respectivamente; 6 amostras HPV 59 e HPV 39, respectivamente; duas
amostras HPV 26, HPV 51, HPV 56 e HPV 68, respectivamente e, por fim, 1 amostra HPV 83. Em 20
amostras, foram observadas multiplas infecgbes, em 16 amostras nao foi possivel a identificagdo do tipo
de HPV presente e em 4 amostras nao foi identificado o DNA viral pelo método empregado. Para a
identificagdo das variantes do HPV 16 e HPV18, as amostras foram submetidas a amplificagdo por PCR e
sequenciamento com primers tipo especifico das regides LCR e E6, seguida a identificacdo dos
haplétipos compartilhados, analise filogenética e identificacdo de polimorfismos especificos (SNVs) para
cada variante. Para o HPV16, em 334 amostras obtivemos sequéncias integras, onde foram identificados
125 hapldétipos. Destes, 216 amostras foram classificadas como pertencentes a linhagem A, 10 amostras
para a linhagem B, 10 amostras para linhagem C e 97 amostras para a linhagem D. Para o HPV18, 71
foram amostras analisadas e 33 haploétipos identificados. Destes, 55 amostras foram classificadas como
pertencentes a linhagem A e 16 amostras a linhagem B. Nenhuma amostra foi classificada como
pertencente a linhagem C. Em conjunto, nossos achados corroboram com a prevaléncia dos fatores de
risco descritos para o HPV, demonstram uma alta diversidade dos tipos de HPV quando comparado a
outros estudos desenvolvidos no Brasil, e por fim, apontam uma maior frequéncia de variantes, tanto para
HPV 16 quanto HPV 18, das linhagens mais prevalentes em populagbes Européias e Norte Americanas. A
diversidade genética de HPV 16 indicou uma recente expansdo de variantes especificas ou uma
vantagem seletivas associada ao desenvolvimento de cancer cervical. Para o HPV 18, este padrado nao foi
observado.
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Abstract

Cervical cancer is the forth most common cancer among women worldwide. The incidence is
approximately two times higher in less developed countries than in the more developed. Among other
cofactors, infection with human papillomavirus (HPV) has been well documented as a necessary factor for
the development of this cancer, and the HPV16 and HPV18 types account for approximately 70-80% of
cases. The characterization of the virus types most commonly associated with cervical cancer has enabled
the development of commercial vaccines currently available or being tested. Moreover, the interest in
variants of the most prevalent HPV is rapidly growing, since evidence suggests that these variants may
differ biologically and epidemiologically in the development and tumor behavior. Considering the
importance of cervical cancer, its association with different types of HPV, vaccine development, and the
limited number of studies on the prevalence of different types and subtypes of cervical cancer in Brazil, this
study aimed to: (1) identify the prevalence of HPV types identified from invasive cervical cancer samples
from 594 women enrolled in the cancer hospital I of the National Cancer Institute. (2) Collect
socioeconomic data of this cohort of patients. (3) Identify the prevalence of variants of HPV 16 and HPV
18. The detection and genotyping of HPV have been performed by PCR and direct sequencing using the
PGMY / GP primers. We identified 370 samples positive for HPV 16; 77 for HPV 18; 33 for HPV 45; 12 for
HPV 35; 11 for HPV 58; 8 for HPV 73 and HPV52, respectively; 7 for HPV31 and HPV33, respectively; 6
for HPV 59 and HPV 39 respectively; Two for HPV 26, HPV 51, HPV 56 and HPV 68 respectively and,
finally, 1 for HPV 83. Multiple infections were observed in 20 samples; it was not possible to identify the
type of HPV present in 16 samples and it was not possible to detect viral DNA by the method employed in
4 samples. For the identification of variants of the HPV 16 and HPV 18, samples were subjected to PCR
amplification and sequencing with type specific primers for LCR and EG6 region, followed by the
identification of shared haplotypes, phylogenetic analysis and identification of specific polymorphisms
(SNVs) for each variant. For HPV16, we obtained 334 satisfactory sequences being identified 125
haplotypes. Of these, 216 samples were classified as belonging to the lineage A, 10 samples belonging to
the lineage B, 10 samples to line C and 97 samples for the lineage D. For HPV18, we obtained 71
satisfactory sequences being identified 33 haplotypes. Of these, 55 samples were classified as belonging
to the lineage A and 16 samples to lineage B. No sample was classified as belonging to lineage C.
Together, our findings corroborate the prevalence of the risk factors described for HPV, demonstrate a
high diversity of HPV types when compared to other studies conducted in Brazil, and finally, show a higher
frequency of variants A for both HPV 16 as HPV 18, the most prevalent in European and North American
populations. The genetic diversity of HPV 16 indicated a recent expansion of specific variants or selective
advantage associated with the development of cervical cancer. For HPV 18, this pattern was not observed.
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1. Introducao

1.1. Epidemiologia do Cancer Cervical no Brasil e no Mundo

O cancer do colo do utero (CCU) é o quarto tipo de cancer mais
comum entre as mulheres no mundo com aproximadamente 530 mil casos novos
por ano, sendo responsavel pelo 6bito de 265 mil mulheres por ano (Globocan,
2012). Estudos demonstram que mais de 80% dos coeficientes mundiais de
incidéncia e 86% de mortalidade ocorrem nos paises em desenvolvimento (Ferlay et
al., 2010), o que sugere que este tipo de céancer possui um comportamento
epidemioldgico intimamente relacionado ao Indice de Desenvolvimento Humano
(IDH). As regides com os maiores indices incluem a Africa Oriental e Ocidental, (>
30 por 100.000), Africa do Sul (26,8 por 100.000), Centro-Sul da Asia (24,6 por
100.000), Africa Central e América do Sul (23,9 e 23,0 por 100.000
respectivamente). Os indices sdo menores na Asia Ocidental, América do Norte e
Australia / Nova Zelandia (< 6 por 100.000). Comparativamente os paises do
continente europeu, Estados Unidos, Canada, Japado e Australia apresentam as
menores taxas observadas, enquanto que paises da América Latina e,
principalmente, de regides mais pobres da Africa, apresentam indices extremamente
elevados. Como exemplo, enquanto na Finlandia as taxas de incidéncia e de
mortalidade por cancer do colo do utero foram 3,7 e 0,9 por 100 mil mulheres,
respectivamente, na Tanzéania atingiram valores de 50,9 e 37,5 (dados de 2007,
WHO, 2008b).

Ja na populagao brasileira, o cancer de colo de utero é o terceiro mais
incidente entre as mulheres (excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma),
e para o ano de 2016 a estimativa de novos casos € de 16.340, com um risco
estimado de 16,34 casos a cada 100 mil mulheres. Estas taxas sdo somente
superadas pela incidéncia do cancer de mama, com estimativa de 57.960 mil novos
casos, com uma incidéncia de 57,09 casos novos para cada 100 mil mulheres e o
cancer de célon e reto, com 17,62 novos casos a cada 100 mil mulheres (INCA,
Estimativa 2016) (Figura 1.1.1). No Brasil o cancer do colo do utero apresenta, em
relagdo as taxas de incidéncia, valores relativamente equiparados a indices de
outros paises em desenvolvimento. Contudo, quando comparados aos paises
desenvolvidos, com programas de detecgdo precoce e politicas de prevencéo

melhor estruturadas, estas taxas apresentam valores bastante superiores.
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Localizacdo Primaria Casos Novos %

Mama feminina 57.960 28,1%
Célon e Reto 17.620 8,6%
Colo do utero 16.340 7,9%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 10.890 5,3
Estdbmago 7.600 3,7%
Corpo do utero 6.950 3,4°
Ovario 6.150 3,0
Glandula Tireoide 5.870 2,9°
Linfoma nao Hodgkin 5.030 2,49
Sistema Nervoso Central 4.830 2,39
Leucemias 4.530 2,2%
Cavidade Oral 4.350 2,1%
Esoéfago 2.860 1,4%
Pele Melanoma 2.670 1,3%
Bexiga 2.470 1,2%
Linfoma de Hodgkin 1.010 0,5%
Laringe 990 0,5%
Todas as Neoplasias sem pele* 205.960

Todas as Neoplasias 300.870

Figura 1.1.1 - Tipos mais incidentes de cancer na populagdo feminina brasileira, segundo as

estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA), para o ano de 2016. Excluiu-se a incidéncia do
cancer de pele ndo melanoma.
(Estimativa 2016 — Incidéncia de cancer no Brasil, INCA 2015).

Quanto a incidéncia entre os estados e regides brasileiras, os numeros de
casos de <cancer do colo de utero apresentam grande variabilidade.
Desconsiderando os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de colo uterino é o
mais incidente na Regido Norte (24/100.000) e o segundo mais frequente nas
regides Nordeste (19/100.000) e Centro-Oeste (21/100.000). Na regidao Sudeste
(11/100.000) as estimativas apontam a terceira posi¢cado, enquanto a regido Sul a
quarta posigao (15 /100.000) (Quadro 1.1.1). Esta grande variagao na incidéncia de
cancer cervical observada entre as regides brasileiras ou até dentro do proprio
estado pode ser explicada pela grande extensdo territorial do pais e pelas
desigualdades séciais entre as diferentes areas. Diversos estudos, no decorrer dos
anos, apontaram o cancer cervical como uma doenca multifatorial associado a
infecgdes virais, fatores comportamentais, demograficos e socioeconémicos. Diante
desse panorama torna-se evidente a necessidade de programas e estudos
destinados ao controle do cancer em diferentes niveis de atuacdo, como na

promogao da saude, na prevencao da doenga, na detecgao de lesbes precursoras
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ou de tumores em estagios iniciais, na assisténcia aos pacientes e na pesquisa

basica

30

Brasil Regido Regido Regido Regido Regido
Norte Nordeste Centro-Oeste Sudeste Sul
10 Mama feminina Colo do Gtero Mama feminina Mama feminina Mama feminina Mama feminina
(56,20) (23,97) (38,74) (55,87) (68,08) (74,30)
20 Célon e Reto Mama feminina Colo do utero Colo do atero Célon e Reto Coélon e Reto
(17,10) (22,26) (19,49) (20,72) (22,66) (23,27)
Colo do utero Coélon e Reto Célon e Reto Célon e Reto Colo do atero

(15,85) (11,30)

Quadro 1.1.1 - Representagdo espacial das taxas brutas de incidéncia de neoplasia cervical por 100
mil mulheres nas diferentes regides do Brasil. Figura retirada da publicagao bienal das estimativas do
INCA para 2016.(Estimativa 2016 — Incidéncia de cancer no Brasil, INCA 2015)

1.2. Histérico HPV e Cancer Cervical

Em 1888 Eugene Garfield, no seu artigo All sorts of warts - Separating fact
from fiction (Garfield et al., 1988) descreveu o histérico sobre os primeiros trabalhos
acerca do papel infeccioso no processo de formacédo de verrugas (Payne, 1891;
Licht C deF, 1894; Variot G, 1894 apud Garfield,1988), a posterior suspeita de que
um virus fosse o agente causador (G. Ciuffo, 1907 apud Garfield,1988), o carater
transmissivo do papiloma virus em experimento realizados em coelhos (Shope R,
1933 apud Garfield,1988) e finalmente, o potencial de transformagdo maligna das
lesdes em coelhos (Rous e Beard, 1935 apud Garfield,1988; zur Hausen, 2008).
Com a evolugédo da microscopia eletronica a partir da década de 1930 e do cultivo
de células na década de 1940, a virologia passou por grandes avangos. Em 1949,
Maurice Strauss e outros pesquisadores da Escola de Medicina da Universidade de
Yale, New Haven, Connecticut, usando um microscépio eletrénico, observaram
particulas em amostras retiradas de papilomas da pele. Um ano mais tarde, Strauss
e colaboradores identificaram o papilomavirus humano como o agente etioldgico das

verrugas (apud Garfield, 1988).
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Apesar do conhecimento de que outros membros do grupo dos papilomavirus
eram carcinogénicos em coelhos e também capazes de transformar alguns tipos de
células de roedores (zur Hausen & De Villiers, 1994), ndo havia sido estabelecida
até a década de 1970, uma correlagao entre o HPV e o carcinoma cervical humano.
Mas, em meados da década de 70, alguns trabalhos, caracterizaram a presenca de
segmentos de DNA viral em carcinomas de colo uterino, sendo estabelecida a
relacdo causal entre o carcinoma cervical e o HPV (zur Hausen et al., 1976; Orth et
al., 1981; Gissmann et al., 1976;). Na década de 80 o isolamento de diversos tipos
de HPV em varias lesdes de pele e de mucosa (verrugas, displasias epiteliais, e
carcinoma da cérvix uterina e de pénis) abriu caminho para estudos detalhando o

papel desse virus nos canceres genitais (zur Hausen , 2009).

1.3.0 HPV e o cancer do colo de utero

Para o desenvolvimento das lesdes pré-neoplasicas intraepiteliais e do cancer
cervical invasivo, sabe-se hoje que a infeccdo persistente pelo Papilomavirus
Humano (HPV) é condi¢cao necessaria. Entretanto, foi demonstrado que, por si s6, o
HPV nao é causa suficiente, sendo necessaria a associacao a outros co-fatores para
o desenvolvimento, manutencédo e progressao das lesdes intraepiteliais (Bosch et
al., 1995; Ferenczy et al., 2003; Rosa et al., 2009)

Dentre os principais co-fatores, destacam-se aqueles envolvendo o
comportamento sexual e os habitos de vida, como tabagismo, uso prolongado de
contraceptivos orais, inicio precoce da atividade sexual, multiplicidade de parceiros
sexuais, multiparidade e histérico de doengas sexualmente transmissiveis (DSTs)
incluindo infecgdo por Chlamydia trachomatis, herpes simplex tipo 2 e HIV. Além
desses, outros fatores como imunossupressao e fatores genéticos estdo também
supostamente envolvidos no desenvolvimento do cancer cervical (Shiffman et al.,
2003; Daling Jr et al., 1996; Lima Ca et al., 2006; Guven S et al., 2007).

1.4.Estrutura do virion e genoma do HPV

O papilomavirus (figura 1.4.1) € um grupo diverso de virus, encontrados em
diversas espécies de mamiferos, bem como aves e répteis. O papilomavirus
humano (HPV) s&o virus ndao envelopados, de formato icosaedro e medem

aproximadamente 55nm (Fauquet et al., 2005)
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Figura 1.4.1- Micrografia eletronica de particulas de papiloma virus.
Fonte: Stannard(1995)

O genoma do HPV é constituido de um DNA dupla fita circular, contendo
cerca de 7.900 pares de base (Figura 1.4.2). Possui 8 fases abertas de leitura (ORF,
do inglés Open Reading Frames) e uma regido nao codificadora chamada LCR (do
inglés Long Control Region) ou URR (do inglés “Upstream Regulation Region”), que
contem elementos de regulagao da replicagao viral e expressédo génica (zur Hausen
et al., 1994; Bernard et al., 2006).

A estrutura do genoma viral pode ser dividida em 3 partes: A regido
contendo os genes de expressao precoce (E, do inglés “early”), a regidao contendo os
genes de expresséo tardia (L, do inglés “late”) e a regido reguladora LCR. A regido E
contem 6 genes (E1, E2, E4, E5, E6, E7) e a regiao L dois genes (L1 e L2) (Doorbar
J et al. 2006).
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Figura 1.4.2- Representacdo esquematica do genoma do HPV. Observam-se na figura, em azul, a
regido precoce, responsavel pela sintese das proteinas nao estruturais E1, E2, E4, E5, E6 e E7, em
vermelho, a regido tardia, que codifica as proteinas estruturais L1 e L2, e, em lilas, a regido LCR. As
setas, ao final de cada gene, indicam a diregdo Unica em que ocorre a transcrigdo dos genes do HPV.
Na parte interna da figura estédo indicadas as posi¢des nucleotidicas no genoma viral a cada 1000pb.
Fonte: Modificado de Burk et al. (1999).

1.5. As proteinas virais

As proteinas codificadas por genes de expressdo tardia (L) séo
proteinas estruturais que compde o capsideo viral. A proteina L1 compde a maior
parte do capsideo viral, possuindo a capacidade de organizar-se em uma estrutura
altamente imunogénica (Kirnbauer et al., 1992), fato que levou inclusive ao
desenvolvimento das vacinas atualmente disponiveis. Outra funcdo importante da
proteina L1 é a capacidade de, durante o ciclo de vida viral, submeter-se a uma
série de mudangas estruturais que permitem, por exemplo, o encapsulamento do
DNA de 7.900 pares de base e a maturagcédo para um estado mais estavel a fim de
sobreviver a transmisséo entre dois hospedeiros (Bachmann et al., 1993; Burk et al.,
2013). Ja a proteina L2, apesar de representar uma pequena porgaéo do capsideo
viral, possui um importante papel no processo de encapsulamento do virus
promovido por L1 para a formagcdo de um novo virion, como também no processo
infeccioso (Day et al., 1998; Florin et al., 2002; Wang et al., 2011).

As proteinas codificadas por genes de expressao precoce (E) possuem

papéis distintos no ciclo de vida viral, relacionados a regulagéo do ciclo, controlando
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a replicagdo do DNA viral, transcricdo do RNA viral e do ciclo celular da célula do
hospedeiro. A proteina E1 é essencial durante todo o ciclo replicativo viral, pois
promove a replicagdo e amplificagdo do DNA epissomal do virus no nucleo das
células infectadas, permitindo que o virus utilize os mecanismos da célula
hospedeira para replicar o seu genoma (Bergvall et al. 2013). A proteina E2 é o
principal regulador transcricional dos papilomavirus (Macbride et al., 2013), sendo
expresso em estagios iniciais e intermediarios do ciclo de vida viral. Essa proteina
esta envolvida em muitos processos através da regulagdo direta dos oncogenes
virais E6 e E7 (Bernard et al., 1989; Nishimura et al., 2000; Thierry & Yaniv, 1987).
A proteina E4 tem a sua ORF (quadro aberto de leitura) sobrepondo-se ao gene E2,
variando consideravelmente em tamanho entre os tipos de papilomavirus (Doorbar
et al.,, 1996; 2013). Sua funcédo ainda néao foi claramente elucidada, porém alguns
estudos sugerem que E4 se acumula na célula no momento da amplificag&o viral,
contribuindo para o sucesso da amplificagdo gendmica viral, além de fungdes
adicionais na liberagdo e/ou de transmissao do virus (Doorbar J 2013). A proteina
E5 é capaz de estimular a proliferagdo celular formando complexos com o receptor
de fator de crescimento epidermal (EGFR), receptor de fator de crescimento-8
derivado de plaquetas (PDGFBR) e o receptor de fator de estimulagdo de coldnia
(CSF1R) (Dimaio et al., 2013). Mais recentemente, também foi descrita a
capacidade de E5 em prevenir a apoptose através da via de fosfatidilinositol-3-
cinase (PI3K/Akt) e da proteina quinase ativada por mitégenos ERK1/2 (ERK1/2
MAPK), componentes de vias de sinalizagdo de sobrevivéncia em resposta ao stress
(Zhang et al., 2002). As proteinas E6 e E7 sao as principais responsaveis pela
transformacgéo maligna da célula do hospedeiro, através da interagdo com um vasto
repertério de proteinas, promovendo o bloqueio da apoptose, proliferacao celular e
levando a instabilidade cromossdmica. A proteina E6, com participagao da proteina
associada a E6 (E6-AP) promove degradagdo de P53, um sistema de reparo que
estimula a expressao de genes envolvidos na apoptose e na parada do ciclo celular
(Werness et al. 1990; Vandepol et al. 2013). Além deste papel, E6 é capaz de
degradar a proteina pro-apoptética BAK (Jackson et al., 2000) e ativar a enzima
telomerase (Veldman et al., 2001). A proteina E7 interage com a proteina
retinoblastoma (PRb) liberando o fator de transcrigdo E2F, que ativa genes
envolvidos com a sintese de DNA e progressao do ciclo celular (Dyson et al., 1992).
E7 também pode promover a proliferacao celular através da interacdo com fatores

de transcricdo AP-1 (Nead et al., 1998) e expressao de ciclina A e ciclina E (Zerfass
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et al.,, 1995; Roman et al., 2013). O papel das oncoproteinas E6 e E7 na
carcinogénese cervical sera detalhado posteriormente.

1.6. Taxonomia Viral

Os papilomavirus humanos sao classificados em cinco géneros (figura
1.6.1): alfa- papilomavirus, beta- papilomavirus, gama- papilomavirus, mu-
papilomavirus e nu-papilomavirus (Bernard et al., 2006). Os HPV do género alfa-
papilomavirus estdo associados as lesbes em mucosas, incluindo a regido
anogenital, e os demais infectam principalmente regides cutaneas. (de Villiers et al.,
2013).

alpha-
papillomavirus

e,

O, S, ke
nu- "> ~ ‘ﬂ‘) )
papu'r‘omaw(us& ?2;:"
my-  — ;,’"'h',

papillomavirus

beta-
papillomavirus

Figura 1.6.1- Arvore filogenética contendo a sequéncia de 170 tipos de papilomavirus, baseados na
analise da sequéncia de L71. Os semicirculos externos identificam os géneros e os semicirculos
internos, as espécies. (Fonte: E.-M. de Villiers et al. 2013).

A classificacdo dos HPVs baseia-se na diversidade genbmica da

sequéncia completa do gene L1, que é a regiao gendmica mais conservada entre os
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diferentes tipos virais. A familia Papillomaviridae abrange 16 géneros que, entre si,
apresentam uma diferenga maior que 40% na sequéncia de nucleotideos em L1,
enquanto as espécies apresentam diferengca entre 30% e 40%. Além da
classificagdo em familia, género e espécie, os papilomavirus sado classificados em
tipos, subtipos e variantes. Um tipo de HPV difere de outro quando apresenta ao
menos 10% de divergéncia na sequéncia do gene L1. As variantes de tipos de HPV
diferem em menos de 2% na sequéncia de nucleotideos de L7, e em até 5% na LCR
(Ho et al., 1993; de Villiers et al., 2004). Até o momento, mais de 200 tipos de HPV
foram identificados, sendo nomeados pela sigla HPV seguida de um numero que é
dado, a medida que sao caracterizados (International Human Papillomavirus
Reference Center: http://www.hpvcenter.se/html/refclones.html). Os tipos de HPV
podem ser divididos ainda em cutaneos e mucosotropicos, dependendo do tropismo
pelo tecido infectado. Os tipos cutdneos sdo aqueles que infectam a pele e os
mucosotrépicos sdo os que infectam as mucosas urogenitais, anais e oro-
respiratérias. Estes ultimos podem também ser divididos em baixo ou alto risco
oncogénico, de acordo com o potencial de risco a progressao ao cancer (Munoz et
al., 2003). Os HPV de alto risco oncogénico estdo mais frequentemente associados
ao risco de desenvolvimento de céancer cervical, sendo considerados os principais
causadores de neoplasias cervicais em todo o mundo. Infecgcdes em mucosas pelos
tipos oncogénicos de HPV representam entre 50% a 75% de todas as infec¢des por
estes virus (Mufoz et al., 2003, Clifford et al., 2005). Os tipos de HPV considerados
de alto risco pertencem ao género Alphapapillomavirus e os tipos de alto risco mais
prevalentes em canceres cervicais, HPV 16 e HPV 18, pertencem a duas espécies
distintas: espécie 9 (HPV 16) e espécie 7 (HPV 18) (de Villiers et al., 2004; Fauquet
et al., 2005).

1.7. Associacao dos tipos virais com lesdes e cancer cervical

Como dito anteriormente, do ponto de vista epidemioldgico, os tipos de HPV
sao classificados de acordo com o potencial carcinogénico e podem ser detectados
em lesdes-malignas e benignas (quadro 1.7.1). Os HPVs considerados de alto risco
sdo comumente encontrados em lesdes de alto grau e carcinomas invasivos. Ha
também os de baixo risco, mais frequentemente associados a condilomas e outras
lesbes benignas. Além destes, existem também os tipos que s&o classificados como

de risco indeterminado, pois ainda ndo existem dados suficientes para uma
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classificacdo definitiva. Apesar desta classificacdo estar bem definida, ela ndo é
absoluta. Em alguns estudos foram observadas a associagao entre o cancer cervical
e presenca de DNA de HPVs de baixo risco, como HPV 6, 11 (Bosch et al., 2008;
Matsukura et al., 2008; Guimera et al., 2013)

Risco relativo ao Cancer Tipos Observacgoes

Verrugas genitais
HPVs tipos 6, 11, 40, |(condiloma acuminado)

42,43 e 44 e lesdes benignas do
colo uterino

Tipos de baixo risco (LR)

HPVs tipos 16, 18, 31,
Tipos de alto risco (HR) 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, e 68

LesOes de alto grau e
carcinoma invasor

Tipos raros, com
potencial oncogénico
indeterminado

26, 34, 53, 54, 55, 61,

Tipos de risco indeterminado 62, 66, 73, 82, 83

Quadro 1.7.1- Os tipos de HPV, classificados segundo o risco que conferem ao desenvolvimento de
lesbes neopléasicas do colo uterino (Gravitt et al., 1998; Gravitt et al., 2000; Peyton et al., 2001; Munoz
et al., 2003)

A infeccao pelo HPV pode estar presente no epitélio normal, em lesdes
pré-cancerosas em diferentes estagios (NIC 1, NIC 2 e NIC 3) e no cancer invasivo
(figura 1.7.1). Considerando dados do mundo em conjunto, o HPV 16 € o HPV 18
estédo associados a 70% dos casos de cancer do colo do utero, entre 41% -67 % das
lesdes cervicais de alto grau (NIC 3) e 16-32 % das lesdes cervicais de baixo grau
(NIC 1 e NIC 2). Excluindo os HPV 16/18 , os tipos 31, 33, 35, 45, 52 e 58 sdo os
mais comuns, porém observados com grandes variagdes nas frequéncias (Ferlay et
al., 2011). Por exemplo, entre os paises desenvolvidos, os tipos de HPV 58, HPV 33
e HPV 45 figuram em 3° 4° e 5° mais prevalentes respectivamente, em casos de
cancer. Ja entre os paises subdesenvolvidos, os tipos HPV 33, HPV 31 e HPV 45
ocupam estas respectivas posigcdes. Os demais tipos sdo mais raros, sendo
detectados em menos de 1% dos casos (WHO/ICO — Centro de Informagéo de HPV
e Cancer Cervical ,2010; Clifford et al., 2005) .
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Figura 1.7

.1- Frequéncias mundiais de HPV encontrados diferentes estagios de evolugédo da lesao

cervical. A) Cancer Invasivo; B) Lesdo de alto grau C) Lesdes de baixo grau; D) Citologia normal
Fonte: Adaptado de IARC, 2004; Li et al., 2011
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1.8. Tipos histolégicos de tumores do colo uterino

O colo uterino € definido como a regidao anatémica do utero que se
estende do 6stio interno até a sua porgao final no éstio externo no interior da vagina.
Seu tamanho em relagdo ao corpo uterino total varia de acordo com a idade,
paridade e fatores hormonais da mulher (Bartoli et al., 1991). O colo uterino (figura
1.8.1) pode ser dividido em ectocervix, por¢gdo encontrada na parte externa do
orificio cervical, recoberto por epitélio escamoso e de facil visualizagdo em um
exame laboratorial e a endocervix, porcdo proximal ao orificio cervical externo,
recoberto por epitélio colunar. Esses dois tipos de epitélio encontram-se na jungao
escamocolunar (JEC) (Marsh et al., 1956; IARC, 2004; Herfs, 2012).

A /B

Ectocervix

Endocervix

\
7

Endocervix S g
S

Ectocervix

jungao
escamocolunar

Figura 1.8.1- Representacao esquematica do colo do utero humano. (B) Corte histolégico do colo,
Fonte: Adaptados de Herfs M et al., 2012.

A JEC é uma regido que se apresenta como uma margem bem
definida devido a diferenga de altura dos epitélios escamoso e colunar. Sua
localizagdo anatbmica é variavel durante a vida da mulher e depende de fatores
como idade, estado hormonal, uso de anticoncepcionais orais e determinadas
condigdes fisiolégicas como gravidez. Ao longo da vida da mulher, devido aos
processos fisiolégicos normais e acidez vaginal, as células do epitélio colunar séo
repetidamente destruidas. A substituicdo fisiolégica do epitélio colunar por um
epitélio escamoso recém-formado é denominada de metaplasia escamosa (Richart,
1973; Marsh et al., 1956 aput Herfs, 2012). A regido do colo uterino onde o epitélio
colunar é substituido pelo novo epitélio escamoso metaplasico € denominada de
zona de transformacdo. Nas mulheres em idade reprodutiva, esta zona esta

localizada na ectocérvix. Depois da menopausa e com o0 avango da idade, o colo
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uterino reduz-se de tamanho em decorréncia da diminuigdo do horménio estrogénio.
A identificacdo do sitio anatdbmico da zona de transformacdo € de grande
importancia em exames clinicos, visto que quase todas as manifestacbes da
carcinogénese cervical ocorrem nessa zona (Herfs et al., 2012). A zona de
transformacéao é descrita como normal quando é composta de metaplasia escamosa
imatura e/ou madura juntamente com as areas de epitélio colunar interpostas. Ja
quando ha evidéncia de carcinogénese cervical, como a alteragdo displasica na
zona de transformacgao, € denominada de zona de transformag&o anormal ou atipica
(IARC, 2004; Herfs et al., 2012).

Os tumores cervicais originam-se das células do epitélio da zona de
transformacgao, sendo assim podem apresentar caracteristicas de células escamosa,
glandular ou um padrao misto. Portanto, existem dois tipos principais de cancer de
colo do utero: os carcinomas de células escamosas e os adenocarcinomas (Marsh,
1956; Herfs et al.,, 2012). Os carcinomas de células escamosas possuem células
neoplasicas com estroma sobreposto, com grande variagdo no padrdao de
crescimento e tipo celular. Os tumores produzidos possuem diferentes graus de
diferenciagdo e aproximadamente 50% a 60% sao considerados neoplasias
moderadamente diferenciadas e o restante estao distribuidos de forma igualitaria em
bem e mal diferenciados. As células neoplasicas sao subdivididas em dois tipos,
queratinizadas e nao-queratinizadas. As células do tipo queratinizada s&o
compostas de células epidermdides, contendo aglomerados de queratinas, com
nucleo grande e hipercromatico. O carcinoma escamoso ndo-queratinizado sao
formados por células poligonais inchadas irregulares, que invadem o estroma
cervical. Ja os adenocarcinomas em geral, originam-se no canal endocervical no
epitélio glandular, formando tumores diferenciados a moderadamente diferenciados
(IARC, 2004).

Do ponto de vista epidemioldgico, atualmente o carcinoma de células
escamosas responde por cerca de 75% a 80% dos casos, enquanto o
adenocarcinoma esta presente em 20 a 25%. Esta frequéncia vem sendo modificada
ao longo do tempo, visto que nos ultimos 30 anos a incidéncia de adenocarcinoma
subiu de 5% para 20% (Cubie, 2013), sendo esta mudanga acompanhada por um
aumento significativo de casos em mulheres mais jovens, além do declinio nos
casos associados ao carcinoma escamoso. Alguns estudos atribuem isso ao fato de
que, com a introdugdo do exame Papanicolau (Traut and Papanicolau, 1943), houve

um aumento no diagndstico precoce nas lesdes presentes na ectocervix,
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precursoras do carcinoma de células escamosas. Ja na deteccdao de lesdes
precursoras dos adenocarcinomas, que surgem a partir de glandulas endocervicais,
0 exame nao obteve o mesmo impacto (Eifel et al., 1995; Vizcaino et al., 1998;
Smith et al., 2000).

Com respeito ao prognéstico comparativo entre o adenocarcinoma do colo
uterino em relagdo ao carcinoma de células escamosas, existem controvérsias.
Alguns estudos sugerem que adenocarcinoma de colo uterino em estadios iniciais
tem um pior prognéstico, comparado ao carcinoma escamoso [Hopkins et al., 1991;
Eifel et al., 1995], porem outros trabalhos ndo tem evidenciado esta diferenga (Lee et
al., 2006). Estudos sugerem que, pelo fato de os adenocarcinomas surgirem das
células glandulares endocervicais, que sao anatomicamente menos visiveis, é
plausivel que o progndstico seja pior, visto que as pacientes sdo normalmente

diagnosticadas mais tardiamente, com a doenga mais avangada (Smith et al., 2000).

1.9. Estadiamento tumoral de acordo com a classificagdo FIGO

Existem atualmente diversos fatores prognodsticos que caracterizam a
evolucdo tumoral como: o tamanho do tumor, a profundidade da invasao, o status
dos linfonodos, o grau de diferenciacdo, os achados histopatolégicos e o
estadiamento clinico. Sdo esses fatores que determinam o procedimento ideal para
tratamento da doenca (Bidus et al., 2007). Apesar de ja bem descritos, ainda sao
reportadas altas taxas de erros decorrentes principalmente da subjetividade, entre

os clinicos, no diagndstico desses fatores (Bidus et al., 2007).

O principal fator progndstico empregado na clinica, € o estadiamento baseado
na classificagdo da FIGO (Federagao Internacional de Ginecologia e Obstetricia).
Segundo a FIGO, o estagio tumoral é dividido em: | (la, la1, 1a2, Ib, Ib1 e 1b2)
quando o tumor limita-se ao colo uterino; Il (lla e IIb) tumor invadindo a vagina e/ou
os paramétricos; Il (llla e IlIb) tumor invadindo a vagina e/ou os paramétricos distais

e; IV (IVa e IVb) tumor invadindo estruturas extra-uterinas (Bidus et al., 2007).

1.10. Mecanismo da infecgao

Como descrito anteriormente, a infecgdo pelo virus HPV é causa

necessaria para o desenvolvimento do cancer de colo uterino. O virus é capaz de
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infectar as camadas mais basais do epitélio através de microlesdes no tecido
epitelial do colo uterino que podem ocorrer durante o ato sexual, especialmente na
juncao escamocolunar (figura 1.10.1). O ciclo de vida do virus HPV esta intimamente
relacionado com o estado de diferenciagéo das células do epitélio cervical (Doorbar
et al., 2006). As proteinas de expresséao precoce E5, E6, E7, E1 e E2 sdo expressas
nas camadas basais e intermediarias. Em queratinécitos em estagio mais avangado
de diferenciacdo, ocorre a expressdao de E4 e das proteinas tardias L1 e L2,
ocorrendo entdo formagédo das particulas virais. A liberagdo das particulas virais
ocorre com a descamacao natural dos queratindcitos mais superficiais. O ciclo
produtivo da infecgdo ocorre quando o genoma do HPV encontra-se sob a forma
epissomal, que permanece incubado no interior da célula do hospedeiro durante
algum tempo, podendo variar de meses a anos. Apos esse periodo, podem surgir
manifestagdes clinicas como lesdes de diferentes graus até o cancer cervical (Burd
et al., 2003) .

Em algumas lesbes de baixo grau e na maioria das lesdes de alto grau
da cérvix uterina, e no cancer, € observado com grande frequéncia a presenga do
DNA viral integrado ao genoma do hospedeiro. O processo de integracdo se da
através da quebra do gene E2, resultando na linearizagéo e integracédo do DNA do
virus com o DNA da célula hospedeira. Com a evolugdo do grau da leséo,
normalmente é observado quase exclusivamente o genoma viral integrado e, em
menor proporg¢ao, copias epissomais (zur Hausen et al. , 2002; Lehn H et al., 1988).
Estudos sugerem que este processo de integracédo esteja associado a persisténcia
do virus no organismo, no entanto ndo se sabe ao certo o0 que provoca a integragao
entre os genomas viral e do hospedeiro e porque alguns tipos virais possuem maior
capacidade em desenvolver tal mecanismo. Sabe-se entretanto, que este processo
esta associado a perda de expressao de E2, pois o rompimento do genoma viral
durante o processo de integragcao ocorre geralmente na regido codificante para essa
proteina (Munger et al., 2002; Manavi et al., 2008; Bodily et al., 2011). Ja outros
estudos sugerem que a atividade reguladora de E2 sobre a expressao de E6 e E7
pode também ser inativada por outros mecanismos além do rompimento e
integragcdo do genoma viral, tais como a metilagdo em sitios especificos da LCR
onde E2 se liga. Sendo assim, o processo de integragdo do DNA do HPV talvez nao
seja determinante para a carcinogénese cervical, o que possibilita, em alguns casos,
a presencga o virus na forma epissomal (Arias-Pulido et al., 2005; Badaracco et al.,
2002; Cheung et al., 2013)
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Figura 1.10.1- Progresséo de lesdes induzidas por HPV a cancer cervical. O virus HPV acessa a
camadas basal do epitélio através de microlesdes no epitélio cervical. Seguido da infecgéo, ocorre a
sintese das proteinas de expressdo precoce E1, E2, E4, E5, E6 and E7 e replicacdo do genoma viral
a partir do DNA viral na forma epissomal. Nas camadas superiores (zonas intermediaria e superficial)
ocorre a expressao das proteinas E4, L1 e L2, ocorrendo a encapsulagdo do genoma viral e posterior
liberagcdo das particulas virais com a descamacdo dos queratindcitos da superficie do epitélio. As
lesdes intraepiteliais de baixo grau correlacionam com infecgdes virais produtivas. Algumas infecgoes
por HPV de alto risco sao persistentes e podem progredir para neoplasia intraepitelial cervical. A
progressao de lesdes nao tratadas a lesdes invasivas esta associada com a integragdo do genoma
do HPV ao genoma do hospedeiro (nucleo vermelho), com perda do gene E2 e subsequente
superexpressao de E6 and E7.

Fonte: modificado de Woodman et al. 2007

1.11. A transformacao celular

Como descrito anteriormente, a proteina E2 € uma proteina multifuncional,
que dentre as funcdes descritas, é responsavel pelo controle da expressao dos
oncogenes E6 e E7. Com a perda do gene E2, ocorre a expressao acentuada
desses oncogenes o0 que leva a progressao do ciclo celular e a imortalizagao celular
(Doorbar et al., 2006; Munger et al., 2004; Zur Hausen H et al., 2002; Bodily et al.,
2011). Entretanto, também ¢é atribuido a eles a indugdo de anormalidades nos
centrossomos, resultando em aneuploidias e segregagcdo anormal dos cromossomos
(Spangle et al., 2010; Zur Hausen et al., 2002; Bodily et al., 2011).
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Adicionalmente ao papel atribuido as proteinas E6 e E7, a proteina E5
parece ter um papel secundario importante na tumorigenese. Foi demonstrado em
experimentos em meio de cultura, que E5 estimula fibroblastos a formar colbnias
(Straight et al., 1993), aumentando a eficiéncia na imortalizacdo de queratindcitos
com E6 e E7 (Stoppler et al., 1998), além de inibir a expressdo do supressor de
tumor P21, o que sugere que pode existir um processo cooperativo com E6 e E7 na
transformagédo dos queratindcitos (Tsao et al., 1995). Foi também atribuido a E5 a
habilidade de interferir na capacidade do sistema imune em eliminar células
infectadas, pois a proteina viral € capaz de prejudicar significativamente a
comunicacgao célula-célula, prejudicando a sinalizagédo celular (Kabsch et al., 2002)

A proteina E7 tem papel na inativacdo da fosfoproteina nuclear
retinoblastoma (pRb) que tem uma importante fungdo na regulacao do ciclo celular,
através do controle negativo da passagem da fase G1 para S (figura 1.11.1). Esse
processo ocorre pela interacdo de pRb com varias proteinas alvo, dentre elas,
alguns fatores de transcrigdo da familia E2F. Assim, este fator ativa a transcri¢ado de
genes necessarios para a sintese de DNA e progressao do ciclo celular. A proteina
E7 de HPVs de alto risco também é capaz de mediar a degradagao de pRb pela via
de protedlise. Dessa forma, a proteina E7 perturba o crescimento celular normal,
estimulando a expressao de genes responsaveis pela divisdo celular (Duensing et
al., 2003).
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Figura 1.11.1- Associagcado de E7 de HPV a proteina do retinoblastoma. A fosforilagdo sequencial da
proteina do retinoblastoma (Rb) por complexos ciclina/CDK inibem sua atividade repressora do ciclo
celular. A proteina E7 de HPV se liga a Rb em sua forma hipofosforilada. Essa ligagdo desfaz o
complexo entre Rb e o fator de transcrigdo celular E2F, resultando na liberagéo deste fator, o que
permite que a célula entre na fase S do ciclo celular.

Fonte: Modificado de Jo e Kim (2005).
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A proteina EG6 (figura 1.11.2) tem um papel complementar a de E7 nos
HPVs de alto risco, sendo estas expressas de forma simultanea (Tang et al., 2006).
O processo de apoptose, devido a liberacdao de E2F mediado por E7, é impedido
pela atividade da proteina E6, que tem a capacidade de induzir a degradagao por
ubiquitinagcdo da proteina P53. O processo ocorre através da formacdo de um
complexo entre E6 e uma proteina celular, E6-AP, que funciona como uma
ubiquitina ligase. Ao se ligar ao dominio central desse complexo, a p53 se torna
rapidamente ubiquitinada, sendo degradada nos proteossomas. Como consequéncia
da baixa expressao, p53 deixa de atuar transativando genes envolvidos em reparo
de DNA ou induzindo apoptose, o que favorece a malignizagdo (Werness et al.,
1990; Munger et al., 2004).

A proteina E6 dos HPVs de alto risco ligam-se a varias outras
proteinas celulares (zur Haussen et al., 2002). Foi sugerido que EG6 liga-se e leva a
degradacédo de proteinas com dominio PDZ, que estdo envolvidas na sinalizagéo
celular e adesao célula-célula. Esta associacao parece ter um papel fundamental na
carcinogénese, pois algumas destas proteinas tem fungcdo de supressao tumoral.
Outra consequéncia importante da agao de E6 é a imortalizacao celular, feita através
da ativagdo do promotor da subunidade catalitica da telomerase, hTERT (human
telomerase reverse transcriptase), via interagdo com as proteinas c-Myc, ligadas ao
promotor de hTERT. A telomerase humana é uma proteina capaz de prevenir a
diminuicao dos teldbmeros, portanto, com a sua expressao ativada por E6, ocorre a
manutencdo dessas estruturas, o que é fundamental para a imortalizacdo das

células cancerosas (Kiyono T et al., 1998; Munger et al., 2004).
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Figura 1.11.2- Degradagédo de p53 mediada por E6 de HPV. Danos ao DNA induzem a ativagao de
p53 levando tanto a parada do ciclo celular quanto a apoptose. E6 se liga a E6-AP e o complexo
formado se liga a p53. E6-AP ubiquitina p53, que é rapidamente degradada pelo proteassomo.

Fonte: Modificado de Jo e Kim (2005).

1.12. Variagao Intratipo dos HPVs

As variantes do HPV foram definidas através da diferenca de
aproximadamente 1,0 % entre os genomas completos do mesmo tipo de HPV (Burk
et al. 2011;2013, Chen et al., 2011; Chen et al., 2005). O interesse neste campo esta
crescendo rapidamente, visto que apesar da relagdo entre os diferentes HPVs e o
desenvolvimento do cancer estar bem estabelecido, a razdo pela qual somente
algumas lesbes associadas a gendtipos de alto risco progredirem para o céancer
invasivo permanece indefinida (Zuna et al., 2011). Evidéncias sugerem que as
variantes de um mesmo tipo de HPV podem interferir biologicamente e
etiologicamente no desenvolvimento do cancer (Xi et al., 2007; Bernard et al., 2006),
ou seja, no potencial infectivo do virus (Schiffman et al., 2010; Villa et al., 2000), na
persisténcia em longo prazo (Cornet et al.,, 2013; Gheit et al., 2011), no
desenvolvimento de lesdes precursoras (Xi et al., 2007; Hildesheim et al., 2001; Villa
et al., 2000) e por fim, no processo invasivo das células contendo HPV (Burk, 2003).
Tais diferencas poderiam contribuir para as disparidades na incidéncia de cancer
cervical em todo o mundo.

Se forem considerados apenas os tipos de HPV oncogénicos mais
prevalentes, as sequéncias de genomas completos e parciais do HPV 16 e HPV 18

indicam que as variantes intra-tipo possuem prevaléncias variaveis em diferentes
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regides do mundo (Burk et al., 2009). Estudos de variabilidade genética de isolados
de HPV 16 e HPV 18 coletados nos 5 continentes revelaram uma co-evolucéo
destes virus e o padrao de dispersao das populagdes humanas pelos continentes
(africanos, caucasianos e asiaticos) (Burk et al., 2003; Chan et al., 1992). Para
HPV16 e HPV18, estudos anteriores sugeriram a existéncia das variantes, que
foram nomeadas de acordo com a sua prevaléncia em diferentes populagdes (Ong
et al., 1993; Ho et al., 1993; Yamada et al., 1997). Atualmente, esta nomenclatura
foi revista e baseada no genoma viral completo, sendo padronizada em uma

classificagédo alfanumérica (Burk et al., 2013).

1.13. Variantes de HPV 16

Uma pequena porcao das infecgdes por HPV 16 persistem e podem
levar ao cancer, no entanto a maioria das infecgbes sado resolvidas naturalmente
pelo sistema imunolégico em até 12 meses (Schiffman et al., 2010). Os fatores que
levam a persisténcia ou a eliminagdo viral ainda sao pouco entendidos, mas diversos
estudo sugerem que as variantes intratipo podem ter grande influéncia nessa
questdo. Até o momento, os estudos de variantes se concentraram principalmente
sobre as variantes de HPV 16, o tipo mais prevalente em cancer cervical, tal como
em lesbes em diferentes estagios de progressdo e também em citologia cervical
normal (Cornet et al., 2013a; Gheit et al., 2011; Hildesheim et al., 2001; Schiffman et
al., 2010; Sichero et al., 2007; Villa et al., 2000; Xi et al., 2007; Zuna et al., 2009).

O primeiro grande estudo mundial foi feito em 1993 por Ho e
colaboradoes em 1993, que relatou que as variantes de HPV 16, baseadas em um
fragmento de 364pb de LCR, podem ser agrupadas em cinco grandes linhagens:
Europeia (EUR) (sendo que a esta linhagem pertence o protétipo de HPV16),
Asiatica (As), Asiatico-americana (AA), Africana 1 e Africana 2 (AFR1 e AFR2 ) (Ho
et al.,, 1991; Ho et al., 1993). Posteriormente, Yamada e colaboradores descreveram
uma linhagem adicional, Norte-Americana (NA) (Yamada et al., 1997).
Recentemente, Burk e colaboradores (Burk et al., 2013), baseando-se nos genomas
completos das variantes, modificaram esta nomenclatura. As variantes de HPV16
foram definidas pela diferenga de 1,0% do genoma, e as sublinhagens na diferencga
de 0,5 a 0,9%. Desta forma, as variantes de HPV16 foram agrupadas em quatro
linhagens principais; A (incluindo as Europeia e Asiatica), B (incluindo Africana 1,

Afr1), C (incluindo Africana 2, Afr2) e D (incluindo as linhagens Norte-Americana e
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Asiatico-Americana, ou NA e AA respectivamente) e 9 sublinhagens; A1, A2, A3
(Europeia), A4 (asiatica), B1 (Afr1a), B2 (Afr1b), D1 (NA), D2 (AA1) e D3 (AA2)
(figura 1.13.1)

(; 3 C

Figura 1.13.1 — Arvore filogenética construida a partir dos genomas completos representativos de
cada linhagem/sublinhagens de HPV16, com os respectivos niumeros de acesso do Genebank (Burk
etal., 2013).

Apesar do HPV 16 ter sido inicialmente subdividido em 6 variantes distintas,
uma recente revisdo aponta que a maioria dos estudos acerca do assunto agrupam
estas 6 linhagens em dois grandes grupos: O grupo Europeu (EUR) que inclui a
variante A e o grupo Nao Europeu (NE), que incluem as variantes B, C e D. As
linhagens n&o-européias pertencentes ao grupo NE sdo apontadas como sendo
mais patogénicas, em comparagao com os isolados Europeus (EUR) (Sichero et al.,
2007; Burk et al., 2013).

Em relagdo a persisténcia viral, a comparacao entre os grupos EUR versus
NE indica que as variantes do grupo NE s&o duas vezes mais persistentes que as
variantes do grupo E (Schiffman et al. , 2010; Villa et al. , 2000). Em populagbes
Européias geneticamente mais homogéneas, a linhagem predominante é do tipo
EUR (Zehbe et al., 2001). Esta linhagem pode ser dividida em dois conjuntos de
isolados, de acordo com o polimorfismo T350G, presente no gene EG6, que leva a
troca do aminoacido de leucina para valina. Diversos estudos sugerem que isto pode

influenciar na persisténcia viral, conferindo um risco duas vezes maior a variantes
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350T versus 350G (Gheit et al., 2011; Zehbe et al., 2001; Grodzki et al., 2006).
Entretanto, em um recente estudo conduzido na Franca com 142 mulheres
infectadas com HPV 16, ndo houve significancia estatistica no risco de persisténcia
entre as duas variagdes (Cornet et al., 2013).

Comparativamente, existe uma forte evidéncia de que as variantes do grupo
N&o Europeu tem riscos mais elevados para o desenvolvimento do cancer, embora
grande parte desta associagdo esteja relacionada especificamente a variante AA
(Berumen et al., 2001; Burk et al., 2003; Zuna et al., 2009). H4 também estudos que
indicam que as variantes D2/D3, em comparagdo com o grupo E, esta em uma
proporcdao muito mais elevada (4-35 vezes) em adenocarcinomas (Berumen et al. ,
2001; Burk et al., 2003; Zuna et al., 2011).

O elevado risco associado a variante D pode estar especificamente associado
a oncoproteina E6. A maioria dos estudos experimentais em HPV 16 foram
conduzidos utilizando-se E6 do protétipo E enquanto alguns poucos estudos
avaliaram as outras variantes de E6 (Stoppler et al., 1998; Chakrabarti et al., 2004;
Lichtig et al., 2006; Asadurian et al., 2007; Zehbe et al., 2009). O protétipo E6 e suas
variantes diferem: na sua afinidade com o calcio, através da ligagdo E6-PB
(Asadurian et al., 2007), na expressdo de citoqueratinas em culturas organotipicas
(Zehbe et al., 2010) e no potencial de imortalizagdo celular, avaliado por
experimentos em uma linhagem de queratinécitos humanos (Boukamp, 1988).

Alguns estudos sugerem que a variante AA é, em relagcdo ao protétipo E,
encontrada 20 vezes mais frequentemente em cancer cervicais diagnosticados nas
Américas (Xi et al., 1997; Berumen et al., 2001), quando comparadas a mulheres
sem cancer. Este ultimo autor referiu-se em seu estudo a populagcdo mexicana.
Foram observados que, comparativamente, a variante D versus a variante A foi
encontrada de forma estatisticamente significativa com maior frequéncia em
pacientes de casos de cancer (AA = 23,2% [42 de 181 ]; E = 27,1% [49 de 181 ] ) do
que no grupo controle sem cancer (AA = 1,1% [dois de 181] ; E = 10% [18 de 181]).
Comparada ao protétipo, a variante E6 AA difere em 3 trocas de aminoacidos: Q14H
/ H78Y / L83V. Com base no modelo proposto para E6 de HPV 16, supbe-se que
estas mudangas afetam a estabilidade e fungédo da proteina, dando a variante AA
um melhor mecanismo de evasdo ao sistema imunolégico do hospedeiro e um maior
potencial oncogénico (Zehbe et al., 2003; de Araujo Souza et al., 2009)

Um estudo conduzido por Richard et al. (2010) foram comparadas as

capacidades da proteina E6 do protétipo (E) e de AA em imortalizar e transformar
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células de queratindcitos em cultura, na presenga de E7, que normalmente é co-
expresso em canceres cervicais. Os resultados mostraram nao s6 que a variante E6
AA conduziu a um periodo mais curto de recuperagdo das células no periodo de
senescéncia em cultura, como também as culturas com células transfectadas com a
variante E6 AA apresentaram o dobro da capacidade da proliferagdo celular, no

periodo pds senescéncia.

1.14. Variantes de HPV 18

O HPV 18 é o segundo tipo mais comum de HPV associado ao cancer de
colo do utero. Estudos apontam que as infecgbes por HPV 18 séo
proporcionalmente mais associados aos adenocarcinomas, do que os as infec¢des
por HPV 16. Ou seja, se forem comparados os casos de cancer infectados por HPV
16 ou HPV 18, teremos uma proporcdo maior de adenocarcinomas em relagcédo a
carcinomas de células escamosas em infecgdes por HPV 18 do que HPV 16 (Tenti
et al.,, 1996; Pirog et al., 2000; Atekruse et al., 2003). A distribuicdo distinta dos
HPVs 16 e 18 em neoplasias escamosas e glandulares pode ser explicada por
diferengas no potencial oncogénico entre os tipos de HPV. Apesar da sua relevancia
clinica, o HPV 18 apresenta uma prevaléncia muito menor do que o HPV 16, o que
limita o conhecimento sobre o papel das variantes (Burk et al., 2013).

A distribuicdo das variantes do HPV 18 mostra relativa similaridade a
distribuicdo geografica do HPV 16. Além disso, as linhagens de HPV18 também
foram inicialmente definidas baseadas em um fragmento de LCR, onde foram
inicialmente identificadas 3 linhagens: Asiatico-Amerindias (AA), sendo que a esta
linhagem pertence o protétipo (Villa et al., 2000), Europeia (E), e Africana (AF) (Ong
et al., 1993; Villa et al., 2000; De Boer et al., 2004). Assim como para HPV16 e
outros tipos, Burk e colaboradores (Burk et al., 2013), baseando-se nos genomas
completos das variantes, também modificaram a nomenclatura baseada na origem
geografica das amostras. Para o HPV18, as variantes foram agrupadas em 3
grandes linhagens: A (compreendendo as linhagens Asiatico-Americano e Europeu,
ou AA e E, respectivamente) B e C (compreendendo a linhagem Africana, Afr). Oito
sublinhagens foram também descritas: A1 e A2, equivalentes a AA; A3, A4 e A5,
equivalentes a E; e B1, B2 e B3, equivalentes a Afr (Figura 1.14.1)

Assim como o HPV 16, as linhagens nao europeias sdo apontadas como as

com maior risco para o desenvolvimento de lesbes de alto grau e cancer cervical
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(Sichero et al., 2007). Entretanto, outros estudos sugerem evidéncias indicando que
a composig¢ao genética dos hospedeiros pode ter forte influéncia nessas analises.
Um estudo conduzido por Xi et al. em 2006, concluiu que determinadas variantes de
HPV 18 tem maior persisténcia de acordo com a regido de origem da populagao
humana estudada, ou seja, a variante Européia persiste mais tempo em mulheres
caucasianas, enquanto a variante Africana e Asiatico-Amerindias persistem mais em
mulheres afro-americanas (Xi et al., 2006). Em lesbes pré-cancerosas, poucos
estudos foram realizados, provavelmente pelo fato de que estas lesbes, quando
associadas ao HPV 18, sdo menos frequentemente detectadas em comparagado com
o cancer (Guan et al. , 2012).

Em relacdo a histologia tumoral, alguns estudos sugerem que nao ha
evidéncias de que diferentes variantes de HPV 18 estejam associados a um
determinado tipo histolégico de tumor (Arias - Pulido et al. , 2005). No entanto,
outros estudos sugerem que a linhagem Asiatico Americana é 4 vezes mais comum
em adenocarcinoma que a linhagem Europeia (Burk et al., 2003; De Boer et al.,
2005).

Figura 1.14.1 — Arvore filogenética construida a partir dos genomas completos representativos de
cada linhagem e/ou sublinhagens de HPV18, com os respectivos nimeros de acesso do Genebank
(Adaptado de Burk et al., 2013).
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1.15. HPV e outros cancer

O HPV é associado a lesdes benignas e malignas. O virus preferencialmente
infecta o epitélio escamoso estratificado e nos seres humanos quase todas os
epitélios podem ser afetados. Nas ultimas décadas, um numero crescente de
associagdes entre diferentes tipos de Cancer em outros sitios anatdmicos e os HPV
de alto risco tem sido relatadas (figura 1.15.1): 84% dos canceres de canal anal,
40% dos canceres de vulva, vagina e pénis, 20% dos canceres de orofaringe e 10%
dos canceres de laringe e es6fago (Zur Hausen et al., 1996; Ferenczy et al., 2003;
Cubie HA et al., 2013). Entretanto, a associagao entre HPV e cancer mais evidente
ocorre em relagdo ao cancer cervical, suportado pela evidéncia epidemiologica de
que o DNA de HPV pode ser encontrado em 99,7% dos casos deste tipo de cancer
(Walboomers et al., 1999; Schiffman et al., 1993).

Cavidade oral 1 ' 23150%
]

Orofaringe ‘ , 35.60%

Vulva | ' ' I { 40.40%

Penis ‘ ' - 47%
B i
Anus S —— 84.20%
Coloclo titero | 99%

T T T T T T T

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

| 69.90%

Figura 1.15.1 - Associagao entre o HPV e diferentes tipos de cancer
Fonte: WHO/ICO — Centro de Informagao de HPV e Cancer Cervical ,2010

1.16. Historico de estudos de HPV em cancer cervical no Brasil

Como ja descrito, o cancer do colo do utero representa o terceiro
cancer mais comum em mulheres em todo o mundo e contribui para
aproximadamente 10% de todos os canceres femininos, tornando-se a terceira maior
causa de morte por cancer em mulheres. Dados de 2012 revelaram que cerca de
530 mil casos novos casos e 265 mil mortes, sendo a América Latina responsavel
por aproximadamente 15% deste total. Estudos de prevaléncia dos diferentes tipos

de HPV nas diferentes regides do mundo sao fundamentais para estimar o impacto
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das vacinas sobre o cancer de colo do utero e para o desenvolvimento de
programas de rastreio. Algumas meta-analises tem relatado informag¢des sobre a
distribuicdo da prevaléncia de tipos de HPV de alto risco em cancer cervical em todo
o mundo, no entanto, os dados disponiveis para populacdes da América Latina,
dentre as quais a do Brasil, sdo incompletos e muito variaveis, desde a metodologia
utilizada para a identificagdo do virus, assim como do material biolégico utilizado.
Alguns resultados também apresentam-se discrepantes no que diz respeito a
prevaléncia a outros tipos de HPV diferentes de HPV 16 e HPV 18.

Em uma recente meta-analise (Ciapponi et al., 2011) foram revistos e
listados os principais estudos relacionados a tipagem e distribuicdo de HPV a partir
de tumores e lesdes de alto grau, em popula¢des do Caribe e América Latina, dentre
as quais a do Brasil. No estudo, foram relatadas algumas técnicas de genotipagem
do HPV, que, pelo fato de apresentarem diferentes graus de sensibilidade, poderiam
afetar os resultados de prevaléncia tipo especifica. Atualmente, a identificagdo de
tipos especificos do HPV em amostras biolégicas é preferencialmente feito por meio
de métodos baseados em PCR devido a sua sensibilidade superior, no entanto,
alguns estudos mais antigos ainda utilizam outras técnicas, como a hibridizagao in
situ. Para o presente estudo, listamos 21 estudos em que foram avaliados os tipos
de HPV presentes a partir de tumores cervicais, sendo que em 4 deles foi utilizado
tecido tumoral fresco como fonte de material genético. Em 14 estudos, foram
utilizadas técnicas baseadas em PCR, enquanto em 7 estudos foram utilizadas
técnicas como Southern blot (SB), Dot blot (DB), FISH (F) e hibridizacédo in situ
(ISH).
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Tabela 1.16.1- Lista de estudos realizados no Brasil relacionados a identificacdo dos tipos de HPV
presentes em amostra de tumores cervicais.

Estudo

Amostra

Técnica detecgao

Genotipagem

Tavares 2014
Fernandes 2013
Oliveira 2013

Amaro Filho
2013

da Silva Barros
2012

Fernandes 2011
Ribeiro 2009
Fernandes 2010

Pitta 2010
Rabelo-Santos
2009

Cambruzzi 2005
Rabelo-Santos
2003

Pinheiro 2001
Cavalcanti 2000

Lorenzato 2000
Noronha 1999

Cavalcanti 1996

Bosch 1995

Cavalcanti 1994

Eluf Neto 1994

Células esfoliadas
Tecido fresco
Tecido fresco

Tecido fixado em
parafina
Células esfoliadas

Tecido fresco
Células esfoliadas
Tecido fixado em
parafina

Células esfoliadas

Células esfoliadas

Tecido fixado em
parafina

Tecido fixado em
parafina

Tecido fresco

Tecido fixado em
parafina

Células esfoliadas
Tecido fixado em
parafina

Tecido fixado em
parafina

Tecido fixado em
parafina

Tecido fixado em
parafina

Células esfoliadas

PCR MY09/11 / GP5+/6+

PCR MY09/11
Linear Array HPV
Genotyping Test

PCR GP5+/6+ / MY09/11

PCR MY09/11
PCR MY09/11
PCR MY09/11
PCR GP5+/6+
Linear Array HPV
Genotyping Test
PCR PGMY

PCR GP5+/6+
PCR GP5+/6+
Southern blot | PCR
MY09/11

in situ hybridization

PCR MY09/11
PCR MY09/11

in situ hybridization
PCR
in situ hybridization

PCR GP5+/6+

Sequenciamento

Dot-blot hybridisation

Linear Array HPV Genotyping
Test

Sequenciamento

Reverse line blot hybridisation
Dot-blot hybridisation
Reverse line blot hybridisation
Dot-blot hybridisation

Linear Array HPV Genotyping
Test

Reverse line blot hybridisation
PCR tipo especifico

Dot-blot hybridisation

Dot-blot hybridisation

in situ hybridization

RFLP
Dot-blot hybridisation

PCR tipo especifico
PCR tipo especifico
in situ hybridization

Southern blot

Guimaraes Tecido fixado em in situ hybridization in situ hybridization
1992 parafina
1.17. Vacinas

As vacinas sao consideradas como uma das formas de prevengao mais

eficientes no combate a diversas doencas imunopreveniveis. No Brasil, varios

programas de imunizacdo foram de grande sucesso, apontando para a boa

receptividade da populagéo a essa estratégia de prevencgao.

Até a década de 90, os programas de rastreamento utilizaram como principal

estratégia de rastreamento para o cancer do colo do utero o exame Papanicolau

convencional. Novos métodos de rastreamento como testes de detecgao do DNA do

HPV e inspegéo visual do colo do utero utilizando acido acético (VIA) ou lugol (VILI)

sdo apontados, em varios estudos, como eficazes na reducdo das taxas de

mortalidade por cancer do colo do utero. No Brasil, o exame citopatologico é a

estratégia de rastreamento recomendada pelo Ministério da Saude prioritariamente
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para mulheres de 25 a 64 anos (Ministério da saude/INCA 2012). Como o cancer
cervical é causado por um tipo de infeccao viral, seria esperado que uma vacina
capaz de gerar anticorpos neutralizantes dirigidos contra as proteinas do capsideo
viral L1 e/ou L2, fossem capazes de bloquear a entrada do virus, e com isso, reduzir
a incidéncia desse tipo de cancer a longo prazo. As proteinas do capsideo viral L1 e
L2, ligam-se a anticorpos neutralizantes, que reconhecem epitopos conformacionais
(Christensen et al., 1991; Hines et al.,, 1994), sendo portanto alvos para vacinas
profilaticas a infecgdo pelo virus HPV. A proteina L1, sozinha ou associada a L2,
forma VLPs (do inglés, virus like particles) (Hagensee et al., 1992; Kirnbauer et al.,
1992) que sao altamente imunogénicas e induzem resposta de anticorpos
neutralizantes para o HPV (Brown et al., 2001).

Até recentemente, duas vacinas baseadas em VLPs formadas por proteinas
L1 dos HPVs 6, 11, 16 e 18 (Gardasil) ou HPV 16 e 18 (Cervarix) estavam
disponiveis no mercado. Ambas as vacinas demonstraram ser altamente
imunogénicas em ensaios clinicos, resultando em 100% de soroconvers&o nas
diferentes populagdes estudadas (Harper et al., 2004; Villa et al., 2006; Garland et
al., 2007). A duragéo da protecéo conferida pelas vacinas ainda n&o é conhecida, no
entanto a continuagédo dos estudos tem mostrado que a eficacia € mantida por pelo
menos cinco anos (Harper et al., 2006; Olsson et al., 2009). Estas vacinas foram
baseadas em particulas virais constituidas apenas pela proteina L7 e ambas
apresentaram uma alta resposta imune e eficacia em longo prazo. A vacina bivalente
também apresentou protegdo cruzada contra os tipos virais HPV 31 e HPV 45
(Paavonen et al., 2007), dois tipos virais proximos aos HPV 16 e HPV 18,
respectivamente. Fato similar foi observado para a vacina tetravalente com respeito
ao HPV 31 e outros HPVs de alto risco como (Brown et al., 2009; Wheeler et al.,
2010). Mas para ambas as vacinas a eficacia da protecao cruzada foi inferior aquela
observada para os tipos virais utilizados na vacina. O Brasil foi um dos paises
pioneiros na aprovagao da vacina contra o HPV. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), autorizou a vacina anti HPV em 24 de Agosto de 2006. Porém,
somente 7 anos depois da aprovagéo, entrou em vigor em 20 de novembro de 2013
a incorporacgéao da vacina quadrivalente contra HPV na prevencgéo do cancer de colo
do Utero no Sistema Unico de Saude (SUS)

Depois do HPV 16/18, duas recentes metanalises apontaram que os HPVs
31/33/35/45/52/58 séo os tipos mais frequentemente detectados em cancer em todo

o mundo (Li et al., 2011; de Sanjose et al., 2010). Com estes dados, foi desenvolvida
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uma vacina nonavalente, denominada Gardasil 9, que contem os cinco tipos de HPV
adicionais (31/33/45/52/58) aos 4 tipos de HPV previamente incluidos (6/11/16/18)
na vacina tetravalente Gardasil. Em paises do continente Asiatico e America Latina,
estudos clinicos fase 3 ainda estdo em andamento, entretanto, nos Estados Unidos,
a Food and Drug Administration (FDA) aprovou no dia 10 de dezembro de 2014 a
sua utilizacdo em mulheres com idade entre 9 e 26 anos, e homens com idades
entre 9 e 15. Um estudo clinico randomizado e controlado, foi realizado nos EUA e
em outros paises (incluindo o Brasil) em cerca de 14.000 mulheres em idades de 16
e 26 anos com resultados negativos para os tipos de HPV da vacina. Os
participantes receberam no inicio do estudo a vacina Gardasil ou a Gardasil 9. A
Gardasil 9 apresentou 97% de eficacia na prevengdo de lesdes precursoras do
cancer de colo do utero, da vulva e canceres vaginais causados pelos cinco tipos
adicionais de HPV (31, 33, 45, 52, e 58). Além disso, o Gardasil 9 mostrou-se tao
eficaz como a Gardasil (quadrivalente) para a prevencdo de doencgas causadas
pelos quatro tipos de HPV compartilhados (6, 11, 16 e 18) com base em respostas
de anticorpos (Merck & Co., Inc.). Um recente estudo, tomando como base o ano de
2012 com uma projecao até 2025, sugere que, quando combinados, os nove tipos
de HPV incluidos na vacina Gardasil 9 (HPV 16/18/31/33/45/52/58/6/11) atingirdo
uma cobertura relativa a protegao de infec¢do por HPV em todo o mundo de 89,4 %
(IC 95% : 88,8 - 90,1), com algumas variacdes regionais , de 84,6% (IC 95%: 81,9-
87,1 ) na América Central para 95,5 % (IC 95%: 91,2-98,2 ) na América do Norte.
(Serrano et al., 2014).

Com relacédo a variantes intratipo, pouco se sabe a respeito de que se os
polimorfismos associados as diferentes linhagens podem influenciar nas taxas de
infeccao apds a vacinagao e/ou escape vacinal, inclusive quanto a protecao cruzada
contra os tipos relacionados ao HPV 16 e HPV 18 e nao incluidos nas primeiras
vacinas disponibilizadas. Em um recente estudo conduzido por Harari e
colaboradores (Harari et al., 2015), os autores, embora ndo tenham encontrado um
padrao consistente de variantes com diferentes eficiéncias das vacinas, observaram
uma protegao diferencial pela vacina bivalente contra determinadas variantes do
HPV 31. Entretanto, o estudo diz que, em geral, a variagdo de sequéncia ao nivel
das variante ndo parece explicar a protecao cruzada parcial pela vacina bivalente.
Todavia, tendo em vista a escassez de dados acerca deste tema, novos estudos

devem ser conduzidos com amostras provenientes de diferentes regides do mundo,
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afim de que se comprove ou seja refutada a hipotese de que as variantes poderiam

ter influéncia na eficiéncia e/ou imunogenicidade conferida pelas vacinas.
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2. Justificativa

Os resultados apresentados em estudos sobre as vacinas contra o HPV
mostraram que sao eficazes na prevencao da infeccédo e de lesdes precursoras do
cancer cervical associadas aos gendétipos de HPV presentes na formulagédo. Apesar
dos resultados obtidos nos ensaios clinicos com as vacinas, o tempo de seguimento
da imunidade a partir da vacinacdo de 6,4 anos (David et al., 2009) ainda é

insuficiente para observacgao do efeito sobre a incidéncia do cancer do colo do utero.

Num cenario de vacinagao contra HPV, a avaliagdo de programas de controle
do cancer do colo do utero deve incluir o monitoramento do programa de vacinagao.
Para tal é recomendavel que agdes de vigilancia dos tipos de HPV circulantes sejam
estruturadas, em especial para identificacdo dos gendétipos associados ao cancer do
colo do utero. Os dados epidemioldgicos referentes a prevaléncia dos tipos de HPV
para os quais as vacinas foram desenvolvidas, especificamente com respeito a
populagao brasileira, generalistas por serem agrupados a um grande grupo “América
do sul e central”, como também possivelmente defasados, visto o extenso tempo de
coleta, o baixo numero de amostras analisadas e a metodologia utilizada para a
identificacao do HPV presente.

Desde a obtencédo pela ANVISA do registro para comercializagdo da vacina
no Brasil, o Ministério da Saude tem se dedicado ao levantamento das condi¢des
necessarias a sua implantacdo no pais. Como etapa preliminar foi recomendada a
realizacdo de estudos para a obtengdo de prevaléncias dos tipos de HPV na
populacdo brasileira, previamente a implantacdo da vacina. Os resultados de
estudos de prevaléncias na populagdo segundo a idade servirdo de subsidio para a
definicdo da idade 6tima para vacinacao futura, enquanto que estudos com mulheres
com cancer cervical permitirdo identificar o perfil viral entre as doentes. Os
conhecimentos obtidos a partir destes estudos sdo fundamentais para a avaliagao
dos programas de controle do cancer do colo do utero em vigéncia e da introducéo
da vacinagdo como estratégia de prevencao (de Sanjosé et al., 2010; Wheeler,
2010).

Entre os resultados esperados neste estudo, a prevaléncia atual de HPVs
oncogénicos de alto e de baixo risco detectados em casos de cancer do colo do
utero fornecera um panorama no qual o Ministério da Saude podera obter subsidios

para a escolha do melhor conjunto de tipos virais contidos em vacinas disponiveis e
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que podera vir a ser implantada no pais para a populagao-alvo, dentro do programa
nacional de imunizagoes.

Em relacdo ao estudo das variantes dos HPV 16 e HPV 18, poucos estudos
foram realizados no Brasil (Villa et al., 2000; Cruz et al., 2004; Sichero et al., 2007,
Junes-Gill et al., 2008; Cerqueira et al., 2008; Sichero et al., 2012; Freitas et al.,
2014), principalmente em amostras de DNA extraidas a partir de tecido tumoral
(Junes-Gill et al., 2008). O interesse neste tépico vem crescendo muito nos ultimos
anos, tendo em vista o possivel papel de determinadas variantes na histéria natural
da infeccdo e possiveis variagbes no prognostico dos carcinomas em diferentes
estagios de evolugdo. Mesmo em trabalhos realizados no mundo, muitas destas
questdes permanecem ainda n&o esclarecidas e muitos achados sao contraditérios,
tornando fundamentais novas e continuas abordagens a cerca desse tema. Além
disso, quando relacionamos a questdo das vacinas contra o HPV, n&o esta claro
qual é a amplitude da reagao cruzada entre os subtipos de HPV 16 na resposta
imune das vacinas contra o HPV existentes. O conhecimento sobre as diferencas
entre eles é de grande importancia para o desenvolvimento de novas vacinas e para
verificar a efetividade das que ja se encontram no mercado (Wu et al., 2006). E por
fim, da mesma maneira como ocorre com os estudos mundiais dos tipos de HPV, os
dados acerca da prevaléncia de variantes na populagao brasileira sdo tratados de
maneira muito abrangente, estendendo dados locais a grandes regides que,

comprovadamente, possuem alta diversidade viral e de ancestralidade humana.
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3.  Objetivo geral
- Estimar a frequéncia dos tipos e variantes intratipo de HPV em amostras de

cancer cervical uterino de mulheres encaminhadas para o Hospital do Céancer Il do

Instituto Nacional de Cancer.

3.1.Objetivos Especificos

1 Descrever o perfil epidemiolégico da populagéao de estudo;
Estimar a frequéncia das variantes de HPV 16 e HPV 18
Estabelecer possiveis associagbes entre os dados moleculares e
epidemioldgicos.

4 Estudar a associagdo dos tipos de HPV e variantes intratipo com

caracteristicas dos tumores encontrados;
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4. Metodologia

4.1. Populacao de estudo

A populacao de estudo foi composta por 594 mulheres portadoras de cancer
de colo uterino matriculadas no Hospital do Cancer Il do Instituto Nacional de Cancer
José de Alencar Gomes da Silva (INCA), entre Julho de 2011 e Margo de 2014. O
material tumoral foi coletado a partir de bidépsias de tumores de cérvice uterino de
mulheres encaminhadas ao Hospital do Céancer Il do INCA (HCII), sendo incluidas
no estudo amostras de céncer nos estadios 1B1, IB2, IIA, 1IB, IlIA, 1lIB, IVA e IVB
(lesao clinicamente visivel com 4 cm ou menos em sua maior dimensao). A coleta de
amostras do tumor foi realizada ambulatorialmente nos casos que néo
apresentavam indicagao cirurgica como tratamento inicial (e sim de quimioterapia,
radioterapia e braquiterapia), e nos casos tratados com cirurgia a bidpsia foi coletada
por um patologista quando possivel de modo a nao prejudicar o estadiamento final

do tumor e a analise patoldgica.

4.2. Coleta de dados epidemiologicos

Anteriormente a coleta de amostras, as pacientes encaminhadas para
atendimento ambulatorial no Servigo de Ginecologia Oncologica do HCIlI foram
abordadas previamente ao atendimento por um profissional de saude especialmente
treinado, sendo convidadas a participar do estudo. Caso aceitassem, as voluntarias
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e foram
submetidas a um extenso questionario epidemiolégico, com o objetivo de descrever
as caracteristicas soécio-demograficas da populacdo de estudo bem como a

presenca de fatores de risco associados ao cancer do colo uterino (Anexo ).

4.3. Coleta, transporte e armazenamento das amostras

Apoés a coleta dos dados epidemiolégicos, as mulheres foram encaminhadas
a consulta ambulatorial. O estadiamento clinico era feito e a biépsia (com 0,5cm X
0,5cm X 0,5cm) do tumor do colo do utero coletada com uma pinga saca-bocado. O

material colhido era armazenado em criotubos em 1 ml de RNA Later (Life-
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Technologies) e enviado ao Banco Nacional de Tumores e DNA (BNT) do INCA
localizado no Centro de Pesquisas do INCA. O transporte entre o HCIl e o Centro de
Pesquisa do INCA, onde estédo localizados os laboratérios, foi feito em galdes de
Nitrogénio liquido, em um fluxo semanal. As amostras, ao chegarem no BNT, eram
retiradas do RNA later, cadastradas em um sistema com cédigo de barras e

armazenadas em freezer a -80 °C.

4.4. Extragdo do DNA

O isolamento do DNA deu-se através da utilizagdo do kit comercial
QiaAMP DNA Mini Kit (Qiagen), seguindo-se o seguinte protocolo:

Primeiramente as amostras eram retiradas do freezer -80 C e
rapidamente maceradas com o auxilio de bisturi estéril. Em seguida, para que
ocorresse a lise da membrana plasmatica e nuclear e degradagao proteolitica das
proteinas celulares, em cada tubo, eram adicionados 220 uL de solugao contendo
20ul de proteinase K a 20 mg/ml e 200ul de tampédo ATL (Qiagen). As amostras
eram entdo incubadas em termobloco (Qiagen) a 56°C por 16 horas com agitacao.
Apos as primeiras 10 horas decorridas, eram adicionados 5 uL de proteinase K a 20
mg/ml e deixadas a 56°C por cerca de 8 horas.

Apés esse periodo, eram adicionados 200ul de etanol 100% a cada
tubo. As amostras entado foram centrifugadas para a precipitagao de debris celulares,
sendo a solugcdo aquosa cuidadosamente transferida para colunas com uma matriz
capaz de reter o DNA. Apds nova centrifugagao a 8.000 rpm por 1 minuto eram
adicionados 500ul de tampao AW1 (solucdo de lavagem) as colunas, seguida de
nova centrifugagao a 8.000 rpm por um minuto. Entdo eram adicionados novamente
as colunas 500pul do Buffer AW2 (solucao de lavagem) seguindo-se de centrifugacéo
a 13.000 rpm por 4 minutos. As colunas com a matriz eram transferidas para tubos
de 1,5ml, sendo por fim adicionados 200ul do tampé&o TE (tampao de eluigdo) a cada
tubo. Apés um breve periodo de incubagdo por 5 minutos, as amostras eram
centrifugadas a 8.000 rpm por 5 minutos para eluicdo do DNA que foi armazenado a
-20 °C.
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4.5. Quantificacdo de DNA

Apos o protocolo de extracdo, O DNA foi submetido a quantificacéo e
verificagdo de integridade e pureza. A concentragdo de DNA das amostras foi obtida
em espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (ThermoFisher Scientific), pela
quantificagcdo de absorbancia no comprimento de onda de 260 nm. Neste
comprimento de onda uma unidade de densidade o6tica corresponde a 50 yg DNA
por uL (Sambrook & Russel, 2001). Foi utilizado 1uL do volume total do DNA isolado
para a leitura da absorbancia. A leitura no comprimento de onda de 280 nm foi
realizada para o calculo da razdo A260/A280, para determinar a pureza da amostra
de DNA.

4.6. Deteccao do DNA do HPV por PCR

A deteccdo de DNA de HPV foi feita através da amplificagdo de regido
conservada do gene L1, através da técnica da PCR, utilizando o conjunto de
iniciadores PGMY (Gravitt eta al, 2000). Nos casos em que o resultado da
amplificagdo com esses iniciadores foi negativa, foi realizado um nested PCR
utilizando os iniciadores GP5+/GP6+ (Fuessel Haws et al, 2004). Os
oligonucleotideos empregados na analise foram adquiridos da Sigma e IDT. As
sequéncias dos iniciadores estdo no quadro 4.6.1. Para cada conjunto de reagdes
foram utilizados controles negativos (sem a adicdo de DNA) e também controles
positivos, utilizando-se DNA extraido das linhagens celulares Caski (que contem
varias copias de HPV 16 integrados ao DNA gendémico) e Hella (que contem HPV 18
integrado ao seu DNA gendmico).

Para minimizar a possibilidade de contaminacdo externa, a reagdes
eram preparadas em capela de fluxo laminar exposta a luz ultravioleta por
aproximadamente 15 minutos, juntamente com todo o material plastico a ser

utilizado.
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Primer Sequéncia (5°-37) * Alvo Amplicons
GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC L1 155
GP6+ GAAAAA TAAACTGTAAATCATATTC
PGMY11 - A GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG
PGMY11 -B GCG CAG GGC CAC AAT AAT GG
PGMY11-C GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
PGMY11 -D GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
PGMY11 - E GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG
PGMY09 - F CGT CCC AAAGGAAACTGATC
PGMY09 - G CGA CCT AAAGGAAACTGATC
PGMY09 - H CGT CCAAAA GGAAACTGATC
PGMYO09 — | G CCAAGG GGAAACTGATC L1 450
PGMY09 - J CGT CCC AAAGGATACTGATC
PGMY09 — K CGT CCAAGG GGATACTGATC
PGMY09 - L CGA CCT AAA GGG AATTGA TC
PGMY09 — M CGA CCT AGT GGA AATTGATC
PGMY09 — N CGA CCAAGG GGATATTGATC
PGMY09 - P G CCC AAC GGAAACTGATC
PGMY09 — Q CGA CCC AAG GGAAACTGG TC
PGMY09 — R CGT CCT AAAGGAAACTGG TC
HMBO01 GCG ACC CAATGC AAATTG GT
Quadro 4.6.1 - - Oligonucleotideos utilizados nos ensaios de deteccdo do DNA de HPV com suas

sequéncias de base, descritos por Gravitt et al.(2000) e Haws et al. (2004).

Para a PCR utilizando os primers PGMY, preparou-se uma mistura contendo
tampao de reacado 1X, 0,2 mM de cada dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) 2 mM
de MgCl,, 1 yM de cada oligonucleotideos PGMY, 1,25 U de Taq Platinum DNA
Polimerase, cerca de 100 ng de DNA extraido e agua Milli-Q para obter o volume
final da reacao de 25 pL . Os microtubos contendo os componentes da reagao foram
colocados em termociclador (modelo Veriti - Life Technologies) e submetidos ao
seguinte ciclo térmico de amplificagdo: uma etapa inicial de 6 min a 95 °C e 40 ciclos
constituidos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 55 °C e 45 segundos a 72 °C.
Apods o ultimo ciclo era adicionada uma etapa final de 5 min a 72 °C. Apds essa
etapa, os tubos sdo armazenados a — 20 °C até a sua utilizacao

Nos casos onde nao se detectou a presenga do DNA viral com os iniciadores
PGMY, realizou-se um PCR em ninho (nested-PCR), que consiste da amplificacdo
da amostra original com os iniciadores PGMY 09 e PGMY 11 seguida de uma
amplificacdo com os iniciadores internos GP5+/GP6+.

Primeiramente era realizada uma nova reagdo com os iniciadores PGMY
conforme descrito acima. Posteriormente, o produto amplificado derivado desta
reacao era diluido 50 vezes em agua Milli-Q e utilizado como molde para a segunda
reacdo de amplificacdo com os iniciadores GP5+ e GP6+. Os componentes da
solugédo da reacao foram: tampao 1 X (Promega, Madison, EUA), 0,2 mM dNTPs
(dJATP, dCTP, dGTP e dTTP — Promega), 2 mM de MgCI?, 1 pM de cada

53



oligonucleotideo, GP5+ e GP6+, 1,25 U de GoTaq Flexi DNA Polimerase (Promega),
cerca 2 microlitros do produto de PCR PGMY09/PGMY11 diluido (1:50). e agua
Milli-Q para completar o volume final da reagdo (20 pL). As ciclagens foram as
seguintes: 94°C por 5 minutos, seguindo-se de 40 ciclos de 94°C por 40 segundos,
40°C por 40 segundos e 72°C por 40 segundos; e por fim 72°C por 3 minutos. As
amostras foram posteriormente conservadas a -20°C. O produto gerado foi de

aproximadamente 110 pb.

4.7. Sequenciamento direto para a identificagao do tipo de HPV

Os produtos de PCR foram purificados pelo kit illustra GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification (GE Healthcare) de acordo com as instrugdes do fabricante.
Também foi utilizado como opg¢ado a utilizacdo do kit comercial, o protocolo de
purificacdo por polietilenoglicol 20% (PEG), conforme descrito por Dunn & Battner
(1987).

Para as reagdes de sequenciamento direto dos produtos de PCR ¢ utilizado o
sequenciador 3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems). Os produtos de PCR
purificados foram submetidos a reagdo de sequenciamento utilizando o kit Big-Dye
Terminator (Life Technologies). Os cromatogramas das sequéncias obtidas s&o
primeiramente analisados e editados no software 4peaks (A. Griespoor and T.
Groothuis, makentosj.com). Em seguida, as sequéncias sao submetidas ao software
online BLASTn (disponivel em http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi) para a

identificacao dos tipos de HPVs.

4.8. Identificagao de coinfecgdes por mais de um tipo de HPV

Para a identificacdo de co-infecdes, foram selecionadas amostras que
apresentaram picos duplos bem definidos e que fossem observados de forma
semelhante em dois ou mais cromatogramas do mesmo fragmento. Apds a selecao
das amostras, foi utilizado o kit High + Low Pappilomastrip (Operon).

O kit é um teste baseado na técnica hibridizagdo reversa que permite a
detecgao qualitativa de 37 tipos do virus HPV em amostras de DNA de raspados ou
bidpsias cérvico-uterino. No kit estao incluidos sondas para detecgao dos seguintes
tipos de HPV:
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*alto risco: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73
e 82 (MM4 e 1S39).

* Baixo risco: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 62, 67,70, 71, 72, 74, 81, 83, 84 e
91.

O protocolo de utilizagdo do kit seguiu de acordo com a metodologia
descrita pelo fabricante que, em resumo, adota as seguintes etapas:

1) Extracdo de DNA, sendo admitida também a utilizagdo de outros protocolo
de extragao previamente estabelecido, assim como o realizado no presente estudo
com o kit QiaAMP DNA Mini Kit (Qiagen).

2) Amplificacdo por PCR, na qual incluem-se no kit todos os reagentes
necessarios para a amplificacdo das regides de EG-E7 dos 37 tipo de HPV previstos,
sendo cada tipo com primers tipo-especifico. Além dos primers para amplificagao do
DNA viral, o Kit também conta com primers para amplificacdo dos genes
constitutivos GAPDH e -globina, atuando como controles de qualidade.

3) Hibridizagdo e revelagdo, onde nesta etapa os produtos de PCR
amplificados séo hibridizados contra uma série de sondas especificas para cada um
dos tipos de HPV previstos. O kit conta com dois conjutos de tiras de hibridizagao,
sendo um conjunto contendo as sondas para os HPVs de alto risco e o outro para os
de baixo risco. Além das sondas dos HPVs, todas as tiras de ambos os conjuntos
possuem uma sonda para o controle da amplificacdo (GAPDH e B-globina), uma
sonda controle para a revelagdo e trés linhas, uma negra e duas roxas, para o

controle da posigao correta da tira.

4.9. Identificagao das variantes de HPV 16 e HPV 18

Apds a identificacdo dos tipos de HPV presentes, as amostras
identificadas com HPV 16 e HPV 18 foram submetidas a um novo protocolo de
amplificagdo por PCR de regides especificas do genoma viral, capazes de identificar
a variante a qual pertence aquele tipo de HPV detectado. Tanto para o HPV 16
quanto para o HPV 18, foram utilizados dois pares de iniciadores, que amplificavam
toda a regido LCR e o gene E6. Cada regiao teve o seu iniciador desenhado

especificamente para o HPV correspondente, conforme o quadro 4.9.1
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Quadro 4.9.1 - Oligonucleotideos utilizados nas identificacdo dos subtipos de
HPV 16 e HPV 18

Primer Sequencia (5°- 37) Tm  Ref. Seq HEBIEE I
genoma
LCRF HPV16 CACCCACCACCTCATCTACC 56° K02718.1 7100 - 7120
LCRR HPV 16 CACACACCCATGTGCAGTTT C HPV16 7835 - 7855
E6 F HPV 16 CACATATTTTTGGCTTGTT 50° 7701 -7720
E6 R HPV 16 GGAGATACACCTACATTGCATGAA C 570- 592
LCRF HPV 18 TCTAAACCTGCCAAGCGTGT 56° X05015.1 7095 -7115
LCRR HPV 18 ATGTGATGCCCAACCTATTT C HPV18 7825 - 7845
E6 F HPV 18 GTTGCCTTTGGCTTATGTCTG 56° 7468 - 7488
E6 R HPV 18 TTGCCTTTAGGTCCATGCATAC C 587 - 607

Para as PCRs utilizando os iniciadores especificos para cada regido de
ambos os tipos de HPV, foi padronizado o mesmo protocolo de reagdes e ciclagem
térmica, com excecdo da temperatura de anelamento. O protocolo para as reagdes
de PCR deu-se a seguinte forma: Preparou-se uma mistura contendo tampao 10X
(Life Technologies) 0,2 mM de cada dNTPs, 2 mM de MgCl;, 1 uM de cada
iniciador, 1,25 U de Taq Platinum DNA Polimerase (Life Technologies), cerca de 100
ng de DNA extraido e agua Milli-Q para completar o volume final da reacao (25 pL).
Os microtubos contendo os componentes da reagcdo foram colocados em
termociclador Veriti (Life Technologies) e submetido ao seguinte ciclo térmico de
amplificagdo: uma etapa inicial de 6 min a 95 °C e 40 ciclos constituidos de: 1 minuto
a 95 °C, 1 minuto a “Tm” especifica (quadro 4.9.3) e 1 minuto a 72 °C. E por fim, 1
ciclo de 10 minutos a 72 °C. Apods a etapa final, os tubos foram armazenados a — 20
°C até a sua utilizagao.

Em seguida a etapa das reacdes de PCR, os produtos gerados foram
submetidos aos mesmos protocolos de purificacdo e sequenciamento direto para a
identificacao do tipo de HPV. Entretanto, na etapa do sequenciamento direto, foram
utilizados os iniciadores tipo especifico para as diferentes regides gendmicas,

conforme descrito anteriormente (Quadro 4.8.1) .

4.10. Edicao e montagem das sequéncias e contigs

Na estrutura genémica do HPV, a regido LCR e o genes E6 sdo observados
em forma subsequente. Sendo assim, os iniciadores de cada regidao foram

desenhados para que os fragmentos gerados tivessem sobreposi¢ao, possibilitando

56



a montagem de uma sequéncia consenso de aproximadamente 1.400 pb. Para a
montagem da sequéncia consenso, foi utilizado o software GENEIOUS (Biomatters
Itd).

4.11. Identificacdo de Haplétipos, Linhagens e Analise Filogenética das
sequéncias de HPV 16 e HPV 18
Para a identificacdo das linhagens de HPV16 e HPV18, foram utilizadas
somente as amostras que apresentaram alta qualidade nas sequéncias obtidas para
LCR e E6. Duas estratégias foram empregadas: (1) levando em consideragao a
presenca nucleotideos especificos em posi¢des de LCR e E6 conforme estabelecido
por Cornet et al. (2012) para HPV 16; e para o HPV18 uma estratégia similar,
identificando SNVs que permitem a identificagdo das linhagens proposta por Burk et
al., 2013; (2) a partir de analise filogenética das sequéncias obtidas utilizando
sequéncias representativas das diferentes linhagens e sublinhages indicadas por
Burk et al. (2013). A identificacdo dos haplétipos foi feita utilizando-se do software
DNAsp versédo 5 e as anadlises filogenéticas feitas com o método de Maxima
Verossimilhanga utilizando o programa PHYML (Guindon e Gascuel, 2003) utilizando
o modelo GTR. Os valores de bootstrap foram estimados com 10.000 réplicas para
avaliar o suporte dos ramos internos. As referéncias utilizadas foram: K02718 (REF
SEQ, linhagem A), AF536179 (linhagem A), HQ644236 (linhagem A), AF534061
linhagem A), AF536180 (linhagem B), HQ644298 (linhagem B), AF472509
linhagem C), HQ644257 (linhagem D), AY686579 (linhagem D), e AF402678
linhagem D) para o HPV16; e AY262282 (REF-SEQ, linhagem A), EF202146
linhagem A), EF202147 (linhagem A), EF202151 (linhagem A), GQ180787
linhagem A), EF202152 (linhagem B), EF202155 (linhagem B), KC470225
linhagem B), e KC470229 (linhagem C) para o HPV18.
A rede de hapldtipos foi construida utilizando-se do sofware NETWORK 4.6.1.1

(Bandelt et al., 1999) e as sequéncias obtidas a partir das nossas amostras. Os

o~ o~ o~ o~ o~ o~

indices de diversidade molecular (diversidade haplotipica, diversidade nucleotidica) e
o testeFs de Fu (1997) para neutralidade seletiva foram obtidas utilizando-se o
software ARLEQUIN 3.5 (Excoffier and Lischer, 2011)
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4.12. Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram feitas utilizando o software Prism 6.0, aplicando
os testes de normalidade D'Agostino-Pearson e os testes nao-parametricos Kuskal

Wallis e Qui-Quadrado. Foram considerados significativos valores de p< 0,05.
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5. Resultados

5.1. Caracterizagao da populagao do estudo

A populacdo do estudo foi composta por 594 mulheres diagnosticadas com
cancer cervical invasivo atendidas no Servigo de Ginecologia do Hospital do Cancer
Il do Instituto Nacional de Cancer José de Alencar Gomes da Silva. O periodo de
coleta das amostras iniciou-se em junho de 2011, sendo finalizado em margo de
2014. Previamente a cada coleta de bidpsias, as pacientes eram submetidas a um
questionario epidemiolégico (Apéndice X) para a coleta de dados sociodemograficos
e historia reprodutiva (tabela 5.1.1).

Do total de mulheres, 377 (63,5%) residem fora do municipio do Rio de Janeiro.
Com relagéo a faixa etaria, 434 (73.1%) apresentavam idades acima dos 39 anos.
Ja a situagao conjugal, 341 (57,4%) eram casadas ou possuiam unido consensual.
Grande parte da populacao foi composta por mulheres que se autodeclararam com a
cor da pele negra ou parda (394 lou 66,3%) e 338 (56,9%) possuiam baixa
escolaridade (igual ou inferior a 7 anos de estudo). Ja a renda per capita das
familias de 385 mulheres (74,8%) era de até um salario-minimo. Em relagdo a
histéria reprodutiva, 453 mulheres (78,8%) iniciaram sua vida sexual antes dos 18
anos e 354 (63,2%) relataram de 2 ou mais parceiros ao longo da vida. Quanto ao
exame preventivo, ~40% das mulheres (237) desconheciam o propdsito do exame
Papanicolau, sendo que, previamente ao diagnéstico do cancer do colo uterino, 331
mulheres nunca haviam sido submetidas ao exame ou se submetiam em intervalos

irregulares de 3 anos ou mais (Tabela 5.1.1).
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Tabela 5.1.1- Dados sociodemograficos e historia reprodutiva da populagio do estudo

Caracteristicas socio-demograficas

e o . Pacientes incluidas
e histoéria reprodutiva

N=594 (%)
Local de residéncia
Municipio do Rio de Janeiro 217 36,50%
Rio de Janeiro — outros municipios 377 63,50%
Idade
19 a 39 anos 160 26,90%
40 a 49 anos 165 27,80%
50 a 64 anos 192 32,30%
65 ou mais 77 13%
Anos de estudo
Nenhum 43 7,20%
1a3 115 19,40%
4a7 180 30,30%
8a10 134 22,60%
11 ou mais 122 20,50%
Situagao Conjugal
Solteira 47 7,90%
Casada/Unido consensual 341 57,40%
Divorciada / separada 123 20,70%
Vilva 83 14,00%
Religiao
Sem religiao 32 5,40%
Catolico 281 47,30%
Evangélico 250 42,10%
Outras 31 5,20%
Racga/Cor da pele
Branca 198 33,30%
Parda 315 53,00%
Negra 79 13,30%
Outras 2 0,3%
Atividade Remunerada
Nao 358 60,30%
Sim 236 39,70%
Renda per Capita (em salarios minimos)*
Até 1/2 sm 210 (40,0) 40,00%
Acima de 1/2 até 1 sm 175 (34,8) 34,80%
Mais de 1 sm 127 (25,2) 25,20%

*82 pacientes sem informagao
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Tabela 5.1.1- Dados sociodemograficos e historia reprodutiva da populagdo do estudo (cont.)

Caracteristicas socio-demograficas

e histdria reprodutiva Paclentesiincluidas

N = 594 (%)
Idade de inicio da atividade sexual

8a1b 165 28,70%
16 a 18 288 50,10%
19 ou mais 122 21,20%
Numero de parceiros**

Até 2 206 36,80%
3ab 255 45,50%
Acima de 5 99 17,70%
Numero de partos***

Nenhum 11 1,90%
1a2 234 41,30%
3a4 190 33,50%
5a6 85 15%
7 ou mais 47 8,30%
Conhecimento sobre o propdsito do exame preventivo

Sim 357 60,10%
Nao 237 39,90%
Realizagao de exame preventivo antes do diagnostico

Sim 480 80,80%
Nao 114 19,20%
Frequéncia de realizagao do exame preventivo****

Nunca foi submetida 114 19,20%
Anualmente 214 36,10%
De 2 em 2 anos 48 8,10%
De 3 em 3 anos 7 1,20%
Intervalos maior que 3 anos ou irregulares 210 35,40%
Tabagismo

Atual 114 19,20%
Ex-fumante 209 35,20%
Nunca fumante 271 45,60%

*19 pacientes sem informacgao;**34 pacientes sem informacgao;***47 pacientes sem informacgao; ****1
paciente sem informagao
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5.2. lIdentificagao dos tipos de HPV

Do total de 594 bidpsias coletadas, foram identificadas: 370 amostras (63%)
com HPV 16; 77 amostras (13,8%) com HPV 18; 33 amostras (6,1%) com HPV 45;
12 amostras (2,3%) HPV 35; 11 amostras (1,9%) com HPV 58; 8 amostras (1,5%)
HPV 73 e com HPV52, respectivamente; 7 amostras (1,2%) com HPV31 e HPV33,
respectivamente; 6 amostras (1%) com HPV 59 e HPV 39, respectivamente; duas
amostras (0,4%) com HPV 26, HPV 51, HPV 56 e HPV 68, respectivamente e, por
fim, 1 amostra (0,16%) com HPV 83. Em 20 amostras (3,3%), foram observadas
coinfec¢gdes com mais de um tipo de HPV, em 16 amostras (2,6%) n&o foi possivel a
identificacdo do tipo de HPV presente e em 4 amostras (0,8%) nao foi possivel a
deteccdo do DNA viral pelo método empregado (figura 5.2.1.)

Os HPV 16 e HPV 18 estavam presentes em 80% das bidpsias analisadas.
Cerca de 98,1% das biopsias possuiam HPV considerados de alto-risco (HPV 16;
HPV 18; HPV 45; HPV 35; HPV 31; HPV 58; HPV 59; HPV 52; HPV 33; HPV 39;
HPV 51; HPV 68; HPV 83) enquanto 1.9% possuiam HPV (HPV 26 e HPV 73)
considerados de risco indeterminado, e em nenhuma bidpsia foi encontrado a
presenca de HPV de baixo risco de forma isolada, somente quando co-infectadas

com outro tipo de alto risco (tabela 5.3.1)

HPV83 ]
HPV68
HPV56 ‘
HPV51
HPV26 ]

Sem HPV
HPV39 ]
HPV59 ‘
HPV33 A
HPV31 ‘—
HPV73 ‘
HPV52 ‘I—
HPV58 s
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HPV45

[ O —
HPV16
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Figura 5.2.1 - - Prevaléncia dos diferentes tipos de HPV encontrados nas 594 amostras.
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5.3. Coinfecg¢oes por diferentes tipos de HPV

Foram selecionadas 27 amostras com suspeita de multipla infeccdo por mais
de um tipo de HPV presente. Esta selecao foi feita através da analise individual de
dois ou mais eletroferogramas de uma mesma amostra, que apresentaram um
padrao de sobreposicdo de picos sugestivos para coinfecgdo. As amostras
selecionadas foram submetidas ao protocolo de hibridizagdo reversa com o Kit
PappilomaStrip High + Low (Operon). Do total testado, em 20 amostras foram
confirmadas a presenga de dois ou mais tipos de HPV (Tabela 5.3.1). Destas, 19
amostras apresentavam o HPV16 como um dos tipos presentes e em 3 amostras
observou-se a presenga de algum HPV de baixo risco, sempre em coinfecgdo com

algum HPV de alto risco.

Tabela 5.3.1 — Amostras com coinfecgédo detectada com o Kit PappilomaStrip High + Low.

Tipos de HPVs identificados nas multiplas infecgdes

HPV16, HPV18

HPV16, HPV45

HPV16, HPV39

HPV16, HPV42*

HPV16, HPV18, HPV31

HPV31, HPV35, HPV39

HPV16, HPV18, HPV45

HPV16, HPV18, HPV52

HPV16, HPV18, HPV31, HPV33

HPV16, HPV18, HPV33, HPV45

HPV16, HPV18, HPV33, HPV54*
HPV16, HPV18, HPV54, HPV61*
HPV16, HPV45, HPV58, HPV54

HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV39
HPV16, HPV31, HPV33, HPV39, HPV68
HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV35, HPV52

JEEE' G I (U I U UL UL U (UL (I (I U G O O N 2

* HPV de baixo risco
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5.4. Tipos histolégicos dos tumores x Tipo de HPV

A revisdo histopatologica dos tumores, os tumores foram classificados
majoritariamente entre os dois principais tipos histolégicos relacionados a
carcinogénese cervical: Os carcinomas de células escamosas (CCE), com o total de
454 biopsias (76,4%) e os Adenocarcinomas (ADN), correspondendo a 80 amostras
(13,4%). Em 2 amostras, nao foi possivel a classificagao definitiva. Os tipos tumorais
menos prevalentes, que totalizaram 58 amostras (9,7%), foram agrupados em um
unico grupo As informacbes detalhadas acerca deste grupo de amostras estao

detalhadas em forma de apéndice ao presente trabalho.

500 454
450 : -

400 1 i & Carcinoma de células
350 escamosas
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100 } i 80 58

50 1 I 1 i 3 F 2
Figura 5.4.1 - Os tipos de tumores biopsiados, de acordo com a revisdo histopatoldégica. A

classificagao foi divida entre os dois tipos mais frequentes e os menos frequentes foram agrupados
em um unico grupo (outros).

Outros

“ND

Foram avaliadas as distribuicdes dos CCE X ADN em relagao aos tipos de
HPV identificados (tabela 5.4.1). Quando comparados os dois tipos mais
prevalentes, HPV 16 e HPV 18, do total de 454 carcinomas de células escamosas,
294 amostras estavam infectadas com HPV 16 e 39 com HPV 18. Ja com relagéo
aos 80 adenocarcinomas biopsiados, em 45 amostras foi identificada a presenca do
HPV 16 e em 22 amostras o HPV18. Quando comparados, observou-se uma
associagao entre a presenga do HPV 18 e Adenocarcinomas (p=0,001 - tabela
5.4.2). Para os demais tipos ndo foram observadas quaisquer associagbes com o

tipo histoldgico tumoral.
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Tabela 5.4.1 - Frequéncia dos tipos de HPV de acordo com o tipo histolégico dos tumores

Tipo de HPV Total CCE (%) ADC (%) Outros (%) ND*%
16 370 294 (79,6) 45 (11,9) 30 (7,4) 1(1,1)
18 77 39 (52,5) 22 (27,5) 5(15,0) 1(5,0)
26 2 2 (100,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
31 7 7 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
33 7 7 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
35 12 9 (75,0) 2 (16,7) 1(8,3) 0(0,0)
39 6 5 (83 3) 0(0,0) 1(16,7) 0(0,0)
45 33 4 (72,7) 6 (18,2) 3(9,1) 0(0,0)
51 2 (100 0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
52 8 8 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
56 2 2 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
58 11 1 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
59 6 4 (66,7) 1(16,7) 1(16,7) 0(0,0)
68 2 2 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
73 8 7 (87,5) 0 (0,0) 1(12,5) 0(0,0)
83 1 1 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
XH** 16 11 (68,8) 1(6,3) 2 (12,5) 2 (12,5)
Multipla
Infeccdo 20 16 (66,7) 2 (22,2) 2(11,1) 0(0,0)
NI**** 4 3 (75,0) 1 (25,0) 0(0,0) 0(0,0)
594 454 80 58

Em seguida, devido ao baixo numero de amostras infectadas com cada um
dos demais tipos de HPV, optamos por realizar uma analise comparativa entre os
tipos histologicos e espécies de HPV, agrupando as amostras entre a espécie a7
(que inclui os HPVs de alto risco dos tipos HPV 18; HPV 68; HPV 39; HPV 70; HPV
85; HPV 59; HPV 45 e HPV 97), e a espécie a9 (incluindo os HPVs de alto risco dos
tipos HPV 16; HPV 35; HPV 31; HPV 52; HPV 67; HPV 33; HPV 58). Também foi
observada uma relagdo entre a presengca de algum tipo da espécie a7 e o

desenvolvimento de adenocarcinoma.

Tabela 5.4.2 — Distribuigdo dos tipos histoldgicos entre os tipos HPV 16 e HPV 18 e entre as espécies
a7 e a9.

Tipo L s
Histologico HPV16 HPV18 Espécie a7 Espécie a9
CCE 294 (87%) 39 (64%) 74 (72%) 336 (87%)
ADN 45 (13%) 22 (36%) 29 (28%) 47 (13%)
Total 339 (100%) 61 (100%) 383 (100%)

103 (100%)
p<0.001 p<0.001

Nao foi encontrada nenhuma associagao estatisticamente significativa entre
as caracteristicas da populagcdo e os tipos de HPV presentes no estudo. A
distribuicdo das idades nao foi normal (p 0,004) segundo o teste de normalidade
D’Agostino-Pearson (D’Agostino; Pearson, 1973). O grafico de distribuicdo das
idades apresentou pico unico, com a idade media das pacientes em 48 anos (figura
5.4.2).
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Figura 5.4.2 - Distribuicdo do nimero de pacientes de acordo com faixa etéria. O intervalo
apresentado é de 5 anos, com as idades variando entre 19 anos e 93 anos.

Ja quando comparados os 5 tipos de HPV mais frequentes (HPV 16, HPV 18,
HPV 45, HPV 35 e HPV 58) segundo a idade das pacientes, observou-se que a
média de idade maior no grupo com HPV 58. Esse valor foi, em sua maioria,
estatisticamente significativo quando comparado a faixa etaria das mulheres com os
outros HPV(tabela 5.4.3), exceto para HPV35.

Tabela 5.4.3 — Relagao entre os 5 tipos de HPV mais frequentes e a idade media das pacientes.

N Comparagao entre

Tipo de HPV amostra Media de idade HPV58 X outros
HPV
HPV58 11 58,45
HPV16 370 48,71 p = 0,0152*
HPV18 77 46,71 p = 0,0045*
HPV35 12 47,75 p-0,11138
HPV45 33 48,48 p = 0,0406*

* significativo

5.5. Variantes de HPV 16

Para a identificacado de variantes de HPV 16, um total de 1310 pares de base
do genoma do HPV16 foram sequenciados a partir de dois produtos de PCR que
sofrem sobreposi¢cao (dos nucleotideos 7157-559), correspondentes a regido de
LCR e E6. Das 370 amostras identificadas como HPV16+, em 334 amostras as

sequéncias das regides E6 e LCR foram completamente ou parcialmente obtidas.

66



Em duas amostras foi identificada a coinfec¢ao por duas linhagens de HPV16 (figura
5.5.1) e em 34 amostras, a amplificagéo por PCR foi insatisfatéria para um ou ambos
os fragmentos. Como consequéncia, 36 amostras (11,6%) foram excluidas das

analises subsequentes de variantes.

AT TTGETACATIITEFGTTETEG
CACAAAATGIFGTQOTTTTTT

Amostra 1

PGETACATEE TWIGTTTT T GCACAARCTGTARTTT

Amostra 2

_— —

Figura 5.5.1 - Coinfecgdo de variantes de HPV16. A analise dos cromatogramas obtidos a partir do
sequenciamento da regidao LCR de duas amostras distintas. Em ambas, foram observadas as
mesmas sobreposicbes de picos em SNVs especificos para a linhagem A (7489G) e D
(A7485C;G7489A). A figura mostra dois exemplos das sobreposi¢des, dentre outras observadas ao
longo da sequéncia obtida.

5.5.1.Identificagdo dos Haplétipos compartilhados

Para identificar as pacientes que compartilham haplétipos de HPV16, foram
analisadas 314 das 334 amostras. As sequéncias de 20 pacientes foram excluidas
da caracterizagdo de haplétipos devido a baixa qualidade nos eletroferogramas
obtidos nas extremidades da LCR e/ou E6. Foram identificados 125 haploétipos,
(tabela 5.5.1), sendo 96 presentes em pacientes unicos, e 29 variantes
compartilhados por, pelo menos, dois pacientes. Os quatro haplétipos mais
frequentes, presentes em cerca de 40% das amostras foram: Hap09 presentes em
68 pacientes, seguido por Hap11 em 40 pacientes, Hap47 em 12 pacientes, e Hap04

em 11 pacientes.
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Tabela 5.5.1 - Os 125 hapldtipos identificados a partir do alinhamento das sequéncias de LCR/E6 de
314 mulheres identificadas com HPV16 e o numero de pacientes (N) que possui cada haploétipo.

Haplétipo N Haplétipo N Haplétipo N Haplétipo N Haplétipo N
Hap 01 5 Hap26 1 Hap51 1 Hap76 1 Hap101 1
Hap 02 5 Hap27 1 Hap52 5 Hap77 1 Hap102 1
Hap 03 4 Hap28 4 Hap53 1 Hap78 1 Hap103 1
Hap 04 11 Hap29 1 Hap54 1 Hap79 1 Hap104 2
Hap 05 3 Hap30 1 Hap55 1 Hap80 1 Hap105 1
Hap 06 1 Hap31 1 Hap56 2 Hap81 1 Hap106 1
Hap 07 6 Hap32 8 Hap57 1 Hap82 1 Hap107 1
Hap 08 1 Hap33 1 Hap58 1 Hap83 1 Hap108 1
Hap 09 68 Hap34 1 Hap59 1 Hap84 1 Hap109 1
Hap 10 3 Hap35 1 Hap60 1 Hap85 4 Hap110 1
Hap 11 40 Hap36 2 Hap61 1 Hap86 3 Hap111 1
Hap 12 4 Hap37 1 Hap62 2 Hap87 2 Hap112 1
Hap 13 1 Hap38 2 Hap63 1 Hap88 1 Hap113 1
Hap 14 1 Hap39 1 Hap64 1 Hap89 1 Hap114 1
Hap 15 1 Hap40 3 Hap65 1 Hap90 1 Hap115 1
Hap 16 1 Hap41 1 Hap66 1 Hap91 1 Hap116 1
Hap 17 1 Hap42 1 Hap67 2 Hap92 1 Hap117 1
Hap 18 1 Hap43 3 Hap68 1 Hap93 1 Hap118 1
Hap 19 1 Hap44 1 Hap69 2 Hap94 1 Hap119 1
Hap 20 1 Hap45 3 Hap70 1 Hap95 1 Hap120 1
Hap 21 5 Hap46 1 Hap71 1 Hap96 1 Hap121 1
Hap 22 3 Hap47 12 Hap72 1 Hap97 1 Hap122 1
Hap 23 1 Hap48 1 Hap73 1 Hap98 1 Hap123 1
Hap 24 1 Hap49 1 Hap74 1 Hap99 1 Hap124 1
Hap 25 1 Hap50 1 Hap75 1 Hap100 1 Hap125 1

5.5.2. Analise de SNVs especificos para as linhagens de HPV16

Utilizando a metodologia SNVs proposta por Cornet et al. (2012) para HPV
16, todas as 334 amostras puderam ser classificadas. Sendo assim, mesmo as
sequéncias que foram excluidas da analise de haplotipos por apresentarem baixa
qualidade nas extremidades dos eletroferogramas, continham todas as posi¢cbes dos
SNVs propostos no estudo para identificagdo dos subtipos de HPV 16.

Do total de 334 amostras, 306 amostras apresentaram concordancia total
com pelo menos um dos nove padrdes de assinaturas propostos por Cornet et al.
(2012). Para 28 amostras, os nucleotideos presentes nas 42 posigcdes gendbmicas
propostas ndo concordaram estritamente com qualquer assinatura de nucleotideos
proposto, com um numero minimo de discordancia variando de 1/42 a 4/42 posigdes
(Quadro 5.5.2). Apesar destas divergéncias, as 334 amostras puderam ser
classificadas em uma das quatro grandes linhagens HPV16, baseados nos
nucleotideos presentes nas posigdes de diagnodstico ou na concordancia parcial com
umas das nove assinaturas. A linhagem mais frequente observada foi a linhagem A,
com 216 amostras, seguida pela linhagem D, com 98 amostras a linhagem B e C,

com 10 amostras cada, respectivamente.
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Quadro 5.5.2. - Padrdao dos SNVs para identificagdo das variantes de HPV 16 para LCR e EB6, proposta por Cornet et al. (2012) comparado aos
haplétipos que apresentaram discordancias (entre 1/42 e 4/42) em relagdo ao modelo proposto. As discordancias estdo marcadas em cinza.

HPV16
POSICAO NUCLEOTIDICAEM LCR POSICAO NUCLEOTIDICAEM E6
7175 7177 7201 7232 7233 7270 7287 7339 7394 7395 7435 7485 7489 7507 7669 7689 7729 7730 7743 7764 7786 7826 7834 7837 7839 7876 7886 24 31 83109 131 132 143 145 178 286 289 335 350 403 532
Al K278 A T T A A C A A C C G A G A C C A A T C C G G A A ¢ CcCcCAlT A G C GT T A C T A A
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5.5.3. Analise filogenética e rede de haploétipos

Para a construgdo da arvore filogenética de Maxima Verossimilha
dos 125 hapldtipos identificados, foram incluidas as sequéncias de referé
cada uma das variantes, descritas por Burk et al. (2013). Os resultados der
que a grande maioria dos haplétipos agruparam de acordo com a identi
linhagem com base em assinatura (SNVs) proposto por Cornet et al. (
excegdes foram os hapl6tipos alocados nas linhagens B e C. Estes Haplc

formaram dois grupos monofiléticos ¢ (Figura 5.5.3.1).
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Figura 5.5.3.1 Analise filogenética do HPV16. Arvore de Maxima Verossimilhanga (parte1).

Os valores de bootstrap obtidos a partir de 10.000 réplicas. Sdo mostrados valores de bootstrap

com frequéncia acima de 50%. As sequéncias referéncia das variantes do HPV-16 estao
identificadas com o niumero de acesso do genebank.
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Figura 5.5.3.1 Analise filogenética do HPV16. Arvore de Maxima Verossimilhanga (parte2 -
continuagao)
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Figura 5.5.3.1 - Analise filogenética do HPV16. Arvore de Maxima Verossimilhanga (parte 3 — final)
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As analises em rede de Hapldtipos também foram de acordo com a topologia
da arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga e no agrupamento a partir das
assinaturas dos SNVs para identificagdo de cada linhagem. A rede de haplotipos
mostra que os trés haplotipos mais frequentes ocuparam uma posi¢cao central
(padrao de estrela) na linhagem A (Hap09 e Hap47) e na linhagem D (Hap11). Em
relacdo aos outros haplétipos menos frequentes, a maioria encontrou-se divergente
destes haplétipos centrais por uma e duas substituicdes de nucleotideos. O padréao
de estrela ndo foi observado para os haplétipos de Linhagens B e C, que
apresentaram uma divergéncia maior entre os haplotipos. Os indices de diversidade
molecular (diversidade de haploétipos, diversidade de nucleotideos) e o teste Fs
(Fu's Fs test; Fu, 1997) sdo mostrados na Tabela 5.5.3.1, sugerindo expansado da

populagao viral ou selegéo positiva para estes haplétipos especificos.

Hap106

Hap37

Hap68 Hap80
Hap17

/ 32
\\Hapllo

\_ Hap125
2

Hap28

5

Figura 5.5.3.2- Analise em rede dos 125 haplétipos de HPV16. As linhagens sao indicadas por cores:
em laranja a linhagem A, em verde escuro a linhagem B, verde claro a linhagem C e em azul a
linhagem D. Cada circulo corresponde a um dos 125 haplétipos e o didmetro de cada circulo é
proporcional ao numero de amostras que compartilham um haplétipo especifico; as linhas que ligam
cada circulo representam pelo menos uma substituicdo de nucleotideos e quando ocorre mais do que
uma substituicdo, é indicado por um nimero (que corresponde ao numero de substituicées). Os trés
haplétipos mais frequentes sdo indicados: Hap09 (n = 68), Hap40 (n = 40), e Hap47 (n = 12).
Também sé&o indicados os haplétipos das linhagens B e C.
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Tabela 5.5.3.1 - indice de diversidade molecular para o HPV16

Numero de amostras 314
Ndmero de haplétipos 125
Diversidade de haplétipos 0.932
Diversidade de Nucleotideos 0.084
Fu's Fs Test -23.86 (p=0.004)

As sequéncia de aminoacidos E6 mostrou 19 alteracbes de aminoacidos em relagao
a sequéncia do protoétipo, sendo sete destas anteriormente descritas. As doze novas
alteragdes foram: D25G, D25A, E29A, D56Y, D64N, S71C, D98H, H126P, N127K,
R131L, S138F, e R144T. A variante 83V (L83V, equivalente a E6 T350G) foi

compartilhada por todos os haplétipos de linhagem D em 31 haplétipos (14%) da
linhagem A.
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Quadro 5.5.3.2 — Substituigdes de aminoacidos encontradas na proteina E6 em HPV16. Na tabela somente estao
representados os haplotipos que sofreram alguma substitui¢ao de aminoacido.

Numero de Posigao do aminoacido em E6
Linhagem acesso 10 14 25 27 29 56 64 71 78 83 98 126 127 138 144
AlMKO2718 [R Q@ D I E D D S H L D H R S R
Hap74 . . A
Hap35 | . . . . . . . . . . . . . .
Hap62 . . . . . . . . . . . . . . T
Hap23 . . . . . . N
Hap33 . . . . . . . C
Hap40 . . . . . . . C
Hap78
Hap08
Hap85
Hap38
Hap47 . . . .
Hap36 . . . . A
Hap59
Hap105
A Hap88
Hap63
Hap24
Hap98
Hap53
Hap102
Hap50
Hap81
Hap15
Hap64
Hap16
604
300
201
435
Hap68
Hap80
Hap71
B Hap125
Hap17
Hap28
Hap110
Hap114
Hap106
Hap57
Hap113
C Hap70
Hap87
Hap19
Hap60
Hap37
Hap11
Hap55
Hap31
Hap79
Hap101
Hap14
Hap121
Hap10
Hap18
Hap30
Hap65
Hap73
D Hap100
Hap58
Hap20
Hap109
Hap95
Hap34
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330
391
507
336
407
80
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5.6. As linhagens de HPV 18

Para a identificagdo das linhagens de HPV18, utilizou-se uma estratégia
semelhante a utilizada para as amostras HPV16. A partir do DNA genbémico das
amostras identificadas como HPV18, foram feitas amplificagcbes por PCR e o
sequenciamento direto de dois fragmentos que sofrem sobreposigdo parcial,
possibilitando a montagem de uma sequéncia consenso de 1298 pares de base,
correspondendo a regido LCR e ao oncogene E6 do genoma do HPV18. Das 77
amostras inicialmente identificadas como HPV18, seis (7,7%) foram excluidas da
andlise das linhagens devido a amplificagdo insatisfatéria de um ou ambos os

fragmentos.

5.6.1. Identificacdo de haplétipos compartilhados

Para as 71 amostras analisadas, foram identificados 33 haplétipos, sendo 15
encontrados em pelo menos duas mulheres (totalizando 53 pacientes) e 18
haplétipos unicos. O haplétipo mais frequente foi o Hap22 (identificado como
pertencente a linhagem A) encontrado em 10 pacientes, seguido por Hap12
(inhagem A) e Hap33 (linhagem B), ambos observados em seis pacientes,
respectivamente. Estes trés haplétipos estavam presentes em cerca de 31% dos

pacientes.

Tabela 5.6.1.1 — Numero de bidpsias que possuem um dos 33 haplotipos identificados de HPV 18.
Numero de biopsias que contem cada um dos 29 haplétipos identificados nas 57 amostras que
apresentavam HPV 18.

Haplétipo N Haplétipo N
Hap 3 2 Hap 22 10
Hap 4 1 Hap 23 1
Hap 5 1 Hap 24 2
Hap 6 1 Hap 25 1
Hap 7 1 Hap 26 1
Hap 8 1 Hap 27 2
Hap 9 1 Hap 28 1
Hap 12 6 Hap 29 1
Hap 13 3 Hap 30 1
Hap 14 1 Hap 31 1
Hap 15 2 Hap 33 6
Hap 16 3 Hap 34 2
Hap 17 3 Hap 35 2
Hap 18 1 Hap 36 3
Hap 19 2 Hap 37 1
Hap 20 1 Hap 38 1
Hap 21 5
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5.6.2. Analise de SNVs especificos para os subtipos de HPV 18

Para a identificacdo das linhagens de HPV 18, foi utilizada uma metodologia
semelhante a utilizada para as analises de SNVs para HPV 16, através da analise
de sitios especificos situados na regido LCR e no gene E6. O método foi baseado
nos trabalhos de Arias-Pulido et al. (2005) e Arroyo et al. (2012) em que s&o
descritos polimorfismo presentes em determinadas regides do genoma do HPV 18,
capazes de definir entre as diferentes linhagens. Foram identificados 55 amostras
pertencentes a linhagem A e 16 amostras pertencentes a linhagem B. Nenhuma
amostra foi classificada como pertencente a linhagem C

As linhagens A e B foram definidas pela presenga de um conjunto de nove
SNVs em LCR (A7152G, C7161T, C7164G, C7185T, C7496G; G7512A; T7530C;
T7651C e T7704C) e trés SNVs em E6 (T251C; G374A e A548G) . Além disso, uma
delecdo de 6 nucleotideos (244-250) em LCR e os SNVs G7563G; A7567C;7592C e
A7670T foram observadas de forma exclusiva para a linhagem B nas amostras
analisadas. Contudo, estas variagbes sao observadas em algumas sequéncias de

referéncia utilizadas para a linhagem A e C.
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Quadro 5.6.2.1 - Classificagdo quanto a sublinhagem de HPV 18 baseada SNVs distintos em E6 e LCR. Os pontos significam que nédo existem variagao
quando comparad sequencia referéncia.

LCR NUCLEOTIDE POSITION E6 NUCLEOTIDE POSITION
Linhagem  Sublinhagem  genebank |15, 7156 7161 7164 7185 7245 7246 7247 7248 7249 7250 7251 7323 7496 7512 7530 7643 7651 7658 7704 7726 7730 | 45 92 251 266 374 548
A1 REFAY262282 G T A T G T T A T A C C G A
A2 EF202146
A A3 EF202147
A4 EF202151 . . . . . . . . . .
A5 GQ180787 del del del del del del del . C . T A G
B1 EF202155 del del del del del del del G G C T A G
B B2 KC470225 del del del del del del del G G [ T A G
B3 EF202152 del del del del del del del G G C T A . G
C QV39775 del del del del del del del T A A G
Haplotypes N samples
Hap3 2
Hap4 1
Hap5 1
Hap6 1
Hap7 1
Hap8 1
Hap9 1
Hap12 6
Hap13 3
Hap14 1
Hap15 2
Hap16 3
A Hap17 3
Hap18 1
Hap19 2
Hap20 1
Hap21 5
Hap22 10
Hap23 1
Hap24 2
Hap25 1
Hap26 1
Hap27 2
Hap28 1
Hap29 1
Hap30 1 . . . . . . R . . . . . .
Hap31 1 G del del del del del del del G G C T A G
Hap33 6 G del del del del del del del G G [ T A G
Hap34 2 G del del del del del del del G G C T A G
B Hap35 2 G del del del del del del del G G (o] T A G
Hap36 3 G del del del del del del del G G [} T A G
Hap37 1 G del del del del del del del G G (¢} T A G
Hap38 1 G del del del del del del del G G C T A G




5.6.3. Analise filogenética e rede de haploétipos

Para a construcdo na arvore filogenética, além dos
identificados, também foram incluidas sequéncias de referéncia para
das linhagens, descritas por Burk e colaboradores em 2013. Assim cc
HPV16, a andlise filogenética das amostras com HPV18 também
acordo com o método de classificagdo baseado em SNVs diagr
topologia gerada mostrou a formagéo de dois agrupamentos distintos,
deles formado por haplétipos da linhagem A outro pelos haplétipos d:
B. Nao foram observadas quaisquer amostras agrupadas com a sec

referéncia para a linhagem C.

Kcaro229 —C

100 ———————— EF202152
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Figura 5.6.3.1- Analise filogenética do HPV18. Arvore de Maxima verossimilhanga ¢
nos ramos correspondem aos valores de bootstrap (apresentado em frequéncia) c
de 10.000 réplicas. S&do mostrados valores com frequéncia acima de 50%. #
referéncia das variantes do HPV-18 estéo identificadas com o numero de acesso do
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As analises em rede de haplétipos (MJ) demonstraram que os haplotipos
mais frequentes ocupam posi¢des centrais, rodeados pelos haplétipos menos
frequentes, mas numa configuracdo nao tao evidente como o observado para as
amostras com HPV16. indices de diversidade molecular (diversidade de
haplotipos, diversidade de nucleotideos) e teste Fs's de Fu com base nas 71
amostras sao mostrados na Tabela 5.6.3.1. O teste de Fs's de Fu foi negativo,
mas nao significativa (Fs's de Fu = -4,11; P = 0,156), sem evidéncia de expansao
da populagéo viral recente ou seleg&o positiva.
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Figura 5.6.3.1 - Analise em rede dos 33 haplétipos de HPV18. As linhagens sao indicados por
cores: em laranja a linhagem A e em verde, a linhagem B. Cada circulo é correspondente a um
dos 33 hapldtipos e o didmetro correspondente a cada circulo & proporcional ao numero de
amostras que partilham cada haplétipo; as linhas que ligam cada circulo representam pelo menos
uma substituigdo de nucleotideos e quando ocorre mais do que uma substituigdo, é indicado por
um numero (que corresponde ao numero de substituicdes). Os trés haplotipos mais frequentes sao
indicados: Hap22 (n = 10), Hap12 (n = 6), e Hap33 (n = 6).

Tabela 5.6.3.1 - indice de diversidade molecular para o HPV18

HPV18
Numero de amostras 71
Numero de haplétipos 33
Diversidade de haplétipos 0.958
Diversidade de nucleotideos 0.01
Fu's Fs Test -4.11 (p=0.156)
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A sequéncia de aminoacido em E6 mostraram duas substituicbes

anteriormente descritas em relagao a sequéncia protétipo: Y72H em um haplétipo

(Wang et al., 2009) e H129N em todos os haploétipos africanos (de Boer et al.,

2004). Além disso, quatro novas substituicdes foram observadas: H80Y (em um
haplétipo), H133P (em dois haplétipos), Y134F (em um haplétipo), e R144Q (em

um haplétipo)

Tabela 5.6.3.1 — Substituicbes de aminoacidos encontradas na proteina E6 nas amostras HPV18.

Numero de
acesso
Genebank

AY262282

Linhagem

HPV18 - E6 Posi¢cdo do aminoacido

72

80

129 133
N H

134

144

Hap3

Hap4

Hap5

Hap6

Hap7

Hap8

Hap9
Hap12
Hap13
Hap14
Hap15
Hap16
Hap17
Hap18
Hap19
Hap20
Hap21
Hap22
Hap23
Hap24
Hap25
Hap26
Hap27
Hap28
Hap29
Hap30

Hap31
Hap33
Hap34
B Hap35
Hap36
Hap37
Hap38

ARXXXXXAXI
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5.7 Variantes de HPV16 e HPV18 X Dados Clinicos e epidemiolégicos

Com relagao a idade das pacientes, observamos uma possivel associagao
entre a presenga das variantes B/C de HPV16 em mulheres mais jovens, quando
comparados ao grupo incluido na variante A (tabela 5.7.1). Ja quando
relacionado ao tipo histolégico tumoral, observou-se que, de todos os casos
identificados com as variantes B/C de HPV16, apenas uma amostra foi
identificada como adenocarcinoma. A variante B foi observada exclusivamente em
carcinomas de células escamosas (10/10) , enquanto a variante C, 90% dos

casos foram de carcinomas de células escamosas (9/10) .
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Tabela 5.7.1 Variantes de HPV16 e HPV 18 X Dados Clinicos e epidemiologicos

Caracteristicas
Idade - media
Media
Cl195%

Tipo de Tumor
CCE
Adenocarcinoma
Outros
Local de residéncia
Rio de Janeiro - Capital
Rio de Janeiro - Regido
metropolitana

Variantes de HPV16 (n= 334)

A (n=216)

48,65
48,6 - 50,4

175
24
18

72

143

B/C
(n=20)

42,2
36,3 - 48

19
1

12

D (n=98) P

4716 (A vs B/C)
44,7-49,6 p=0.0386

78
15
4

38

59

Variantes de HPV18 (n=71)

A (n=56)

45
447 - 51,2

33
17
5

16

39

B (n=15)

39
36 -48

[¢)]

P

ns




6. Discussao

No presente estudo, tivemos como objetivo principal a identificagdo da
prevaléncia dos diferentes tipos de HPV presentes em tumores invasivos do colo
uterino em mulheres matriculadas no Hospital do Cancer Il do Instituto Nacional do
Cancer (INCA), entre Julho de 2011 e Abril de 2014. Além disso, também buscamos
descrever o perfil sociodemografico das mesmas. Por fim, apds a identificacdo dos
dois tipos mais prevalentes de HPV, o HPV16 e o HPV18, buscamos avaliar a
variabilidade genética intratipo dos mesmos, na populagdo em questdo. O projeto foi
um estudo prospectivo, com as coletas de amostras realizadas durante um periodo
previamente estabelecido e a inclusdo das pacientes conduzida de forma continua e
consecutiva, sem qualquer viés de selecdo. Uma importante limitacdo do estudo foi
a auséncia de um grupo controle no qual incluissem mulheres com exame citolégico
normal ou a presenca de lesdes pré malignas. Tanto em estudos relacionados a
prevaléncia dos tipos de HPV quanto a trabalhos avaliando a variabilidade intratipica
viral, a grande maioria dos estudos epidemioldgicos encontrados utilizam-se deste
tipos de amostra para as associagdes de fatores comportamentais, clinicos e
sociodemograficos com risco ao desenvolvimento do cancer do colo uterino.
Todavia, tendo em vista a impossibilidade de acesso tais amostras controle e com
intuito de detalhar o perfil sociodemografico da populagédo do estudo, buscamos
descrever os principais cofatores constantemente abordados em estudos sobre a
histéria natural da infeccéo pelo HPV e, consequentemente, o desenvolvimento do
cancer cervical. Um dos primeiros e principais estudos caso-controle conduzidos
com a populacéo brasileira foi o trabalho conduzido por Eluf-Neto et al. (1994). O
estudo utilizou como amostras caso, 199 mulheres diagnosticadas com cancer
cervical invasivo e 225 como controle normal. Apesar de, comparado ao presente
estudo, o estudo de Eluf-Neto ter incluido um numero inferior de amostras de cancer
cervical, este estudo utilizou como ferramenta de coleta de dados epidemioldgico um
questionario relativamente semelhante ao utilizado por nés, principalmente quanto
ao comportamento sexual das pacientes, servindo portanto, como base de
comparagao a alguns de nossos achados, além de outros dados presentes na
literatura. No estudo em questdo, além da presenca do HPV, outros fatores foram
levantados, como: numero de parceiros sexuais, inicio da atividade sexual, paridade

e a realizagao do exame Papanicolau.
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Na literatura, o cancer do colo uterino tem sido associado a baixos indices de
desenvolvimento humano (IDH), consequentemente a regides pobres,
caracterizadas por altos indices de analfabetismo e populagdo com comportamento
sexual e habitos de vida associados a multiplicidade de parceiros, ao inicio precoce
da atividade sexual e a multiparidade (Eluf-Neto et al., 1994; Castellsagué et al.,
2008; Munoz et al., 2003; de Sanjose et al., 2010). No presente estudo, os principais
dados coletados foram: idade da paciente no momento do diagndstico, tabagismo,
grau de escolaridade, renda per capita, inicio da atividade sexual, numero de
parceiros, uso de contraceptivo oral e o conhecimento acerca do exame preventivo.
Com relacédo a idade das pacientes, na literatura é descrita que a faixa etaria de
maior incidéncia do céancer de colo uterino s&o mulheres com mais de 45 anos,
atingindo o maior pico na média de 50,9 anos (Castellsagué et al., 2008; Munoz et
al., 2003; de Sanjose et al., 2010). No presente estudo a idade media foi de 48 anos.
Em relagdo aos fatores socioeconémicos, do total de mulheres, 56,9% tinham no
maximo 6 anos de estudo, 60% ndo desenvolviam atividade remunerada e 75%
pertenciam a familias com renda per capita de no maximo 1 salario minimo. Esses
dados estdo coerentes com as associagbes ja descritas (Lima et al., 2006;
Castellsagué et al.,, 2007). Sobre o uso tabaco, outro fator constantemente
associado a carcinogénese cervical (Munoz et al.,, 2003), 54% das pacientes
incluidas eram fumantes ou ex-fumantes. No trabalho de Eluf-Neto, foi observada
uma tendéncia quanto a associagao entre o tabaco e o cancer (p = 0.055). Entre os
casos de cancer avaliados, foram observadas 111 (55%) mulheres que nunca
fumaram e 88 fumantes. Com relacdo ao comportamento sexual, no estudo de Eluf-
Neto (1994) observou-se que a proporcao de controles positivos para DNA do HPV
aumentou quanto menor a idade da primeira relacdo sexual, quando comparados 0s
grupos caso/controle. No presente estudo, apenas 28,7% das mulheres relataram o
inicio da atividade sexual até os 15 anos de idade. Quanto ao numero de parceiros
sexuais, no presente estudo relatamos que 36% pacientes com no maximo 2
parceiros ao longo da vida, até o momento do diagndstico. Ja no trabalho de Eluf-
Neto, foi observada uma taxa de 76% (153/199) das pacientes com até dois
parceiros. Porém, esta propor¢gées ndao sao passiveis de comparagao visto que, no
presente estudo, buscamos levantar o numero total de parceiros ao longo da vida.
Ja no trabalho de Eluf-Neto, os autores relacionaram esta questdo ao numero de
parceiros concomitantes. Ja em relagdo ao exame citopatolégico, o estudo

conduzido por Eluf-Neto apontou uma relagdo de diminuigdo no risco ao
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desenvolvimento do cancer cervical (p<0.0001). Dos 199 casos, 134 mulheres (67%)
relataram nunca terem sido submetidas ao exame Papanicolau. Ja no presente
estudo, 80,8% das mulheres entrevistadas relataram a realizagdo do exame
previamente ao diagnéstico. Apesar desta discrepancia das proporgdes, que podem
ser um reflexo temporal entre os dois estudos, alguns dados relativos a esta questao
devem ser destacados. Além de 19,2% das pacientes nunca terem sido submetidas
ao exame citopatologico, 36,6% o fizeram com intervalos de 3 anos ou mais. E mais,
do total de mulheres entrevistadas, 39,9% das mulheres relataram o completo

desconhecimento acerca do propdsito do exame.

O papel do HPV como agente etioldgico do cancer cervical e suas lesdes
precursoras tem sido bem documentado. As variagdes nas prevaléncias do HPV em
amostras de cancer cervical invasivo variam de 80% a valores proximos a 100% e,
provavelmente, estdo associadas as diferentes técnicas de deteccado (Walboomers
et al., 1999; Schiffman et al., 2010; Rabelo-Santos et al., 2003; Li et al., 2011; Bosch
et al., 2002). Dentre elas, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem se mostrado
eficiente em estudos de prevaléncia de DNA de HPV (Saini et al., 2007; Oliveira et
al., 2006). Sabe-se também que existem diversas metodologias para conservagao e
o estudo em amostras de tecidos de pacientes. No presente estudo, como dito
anteriormente, as amostras analisadas foram coletadas ao longo do projeto, o que
possibilitou a utilizagdo de amostras frescas, armazenadas em freezers a -80° C.
Estudos recentes indicam que a utilizacdo deste tipo de material € o mais indicado,
quando comparado a outros métodos como tecido fixado em formol ou parafina e
também a células esfoliadas (Odida et al., 2010; Snijders et al., 2010). Como
consequéncia, na grande maioria dos casos, obtivemos a partir da extragdo com o
kit comercial especifico, um material genético integro e com um bom grau de pureza.
Isso nos possibilitou a utilizagdo de técnicas de biologia molecular consideradas
como padrao ouro para o proposito do projeto, que sdo as técnicas de PCR e
sequenciamento direto. Para ambas as técnicas, utilizamos o par de primers PGMY
09/11 e, nos casos em que houve a necessidade de amplificarmos um fragmento
menor, com o par de primers GP5+/6+. Ambos os sistemas se encontram
amplamente descritos e utilizados em estudos anteriores para a identificacdo de
HPV (Baay et al., 1996). Em grande parte das amostras coletadas, o DNA do HPV
foi detectado (99,3% - 590/594) e destas, 93,8% (554/590) foram perfeitamente
genotipadas. Em 16 amostras n&o foi possivel a identificagdo do HPV presente e em

20 amostras foi detectada a presenga de multipla infecgdo por mais de um tipo de
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HPV, através de um kit de hibridizacdo desenvolvido para tal fim. Este dado sera

discutido posteriormente.

O HPV 16 é o mais prevalente no cancer cervical em todas as regides do
mundo e o HPV 18 esta em segundo lugar. Contudo, a frequéncia dos demais tipos
de HPV encontrados apresenta grande variagdo conforme a regiao geografica da
populagdo estudada. Estudos anteriores apontam que os seis tipos de HPV mais
prevalentes nas Américas do Sul e Central sdo o HPV 16, 18, 31, 45, 33 e 58 (Bosch
et al., 2008; Li et al., 2011; Clifford et al., 2005). Nossos resultados apresentaram
como os 5 tipos mais prevalentes: o HPV 16 (62,2% - 370/594), em segundo lugar
encontramos o HPV 18 (13% - 77/594), acompanhado pelo HPV 45 (5,5% - 33/594),
seguido pelo HPV 35 (2% - 12/594) e HPV 58 (1,8% - 11/594). Excluindo-se os
casos de coinfecgbes (3,3% - 20/594), os demais tipos encontrados em menor
frequéncia representaram 12,4% do total de amostras (74/594). Comparados a
dados do Brasil presentes na resultados corroboram a

literatura, nossos

variabilidade na prevaléncia dos diferentes tipos de HPV. Como exemplos

comparativos, utilizamos alguns estudos conduzidos no Brasil (tabela 6.1),
representando cada uma das regides.
Quadro 6.1 — Estudos conduzidos no Brasil, representativos de cada uma das 5 grandes regions
macroeconomicas.
Regido do Brasil Sudest Norte Central Nordeste Sul
Autor Presente estudo  Eluf Neto (1994) Oliveira (2013) Noronha (1999) Rabelo-Santos (2003) | Ferndandes (2013) Bosch (1995)
Media de idade 48 anos 51 anos 51,9 51,5 49,1 X X
Amostras 594 186 170 155 56 98 46
Tipo de amostra | Tumor fresco  Celula esfoliada  Tumor fresco Parafina Parafina Parafina Parafina
Taxa de deteccio 99,3% 84% 99% 70,3% 76% 87,8% 87%
CCE 76% 89,4% 83% 96,8% 85% X X
ADC 13,4% 4,5% 14% 3.2% 7,1% X X
Método detecgio | PCR PGMY/GP PCR GP5/GP6  Linear Array PCRMY09/11 PCR GP5/GP6 PCRMY09/11 PCR
. Linear Array - A R A
Genotipagem Seq. Sanger Southern blot Ganotyping test Dot-Blot hybridisation [Dot-Blot hybridisation| Dot-Blot hybridisation | Dot-Blot hybridisation
16 16 16 16 16 16 16
18 18 18 18 33 18 18
Prevalencia 45 31/33 31 31,33,45,52,58,59,73 18 51 31
35 X 33 X 31 31 45
58 X 35 X X 58 X
Multipla infeccéo| 3.3% 4,3% 24.7% X 4,7% X

No estudo conduzido por Rabelo-Santos et al. (2003), que incluiram 38

amostras de cancer invasivo conservadas em parafina em mulheres de Goiania, o
HPV33 foi o segundo mais prevalente (13,2% - 5/38). Em outro estudo semelhante
conduzido por Amaro-Filho (2012) que incluiram 78 amostras de céncer cervical
invasivo conservadas em parafina em mulheres do Rio de Janeiro, também

apresentou o HPV33 como o segundo mais prevalente (11,2% - 10/78). Ja o estudo
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conduzido por de Oliveira et al. (2013), utilizando amostras frescas de 170 mulheres
diagnosticadas com cancer cervical invasivo e matriculadas em dois hospitais do
estado de Sao Paulo, o HPV 33 foi observado como o quarto mais prevalente
(12/170). No presente estudo, o HPV 33 foi detectado em apenas 1,2% do total de
amostras (7/594), figurando como o sétimo mais prevalente, junto ao HPV 31. Um
outro exemplo a ser destacado € o HPV 45, o terceiro mais prevalente em nossas
amostras (5,5% - 33/594). Nos estudos citados anteriormente, somente no estudo
conduzido por de Oliveira et al. (2013) o HPV 45 foi observado, sendo o sexto mais
prevalente (5,3% - 9/150). Nos estudos de Rebelo-Santos et al. (2003) e Amaro-
Filho (2012), o HPV 45 nao foi detectado em nenhuma amostra analisada. Ja o
HPV35, foi apontado como o quarto mais prevalente na nossa populagéo (12,3% -
12/594). No estudo de Amaro-Filho (2012) foi observado como o terceiro mais
prevalente (3,9% - 3/78) e no estudo conduzido por de Oliveira (2013) como o quinto
mais prevalente ( 5,9% - 10/170). E por fim, o HPV 18, tido como o segundo mais
prevalente no mundo, mesmo resultado observado em nossas amostras (13% -
77/594) e no estudo conduzido por de Oliveira em 2013 (12,3% - 21/170). No
estudo de Rebelo-Santos (2003), o HPV 18 encontrado na terceira posicdo em
apenas 5,2% das mulheres (2/38) (3,9% - 3/78) e no estudo de Amaro-Filho (2012)
em uma frequéncia de apenas 1,3% (1/78). Uma possivel explicagdo para estas
diferencas pode estar no numero de amostras utilizadas nos estudos ou pelos

métodos empregados na conservagao das amostras e de detec¢gao do DNA viral.

Com relacéo a idade das pacientes, estudos anteriores descrevem que as
mulheres com cancer cervical e infectadas com os tipos HPV16 e HPV18 tendem a
ser diagnosticadas em idades mais jovens quando comparadas aos demais tipos
(Saraiya et al., 2014; de San Jose et al., 2013). No presente trabalho, conforme a
tabela 5.4.3 descrita nos resultados, a média da idade observada para ambos os
tipos (48,71 anos para o HPV16 e 46,71 anos para o HPV18) ndo apresentou tal

associagao, somente quando comparadas ao HPV58 (58,4 anos).

Diversos estudos tém demonstrado a presenca de coinfecgdes de pelo menos
dois tipos de HPVs em uma mesma amostra de cancer cervical. O papel das
multiplas infecgbes ainda n&o foi claramente elucidado, entretanto alguns autores as
sugerem como um importante fator de risco para o desenvolvimento do cancer
cervical, através da associagao entre o0 numero de tipos virais no local de infec¢ao e

0 agravamento das neoplasias (Munoz et al., 2003; Soto-De Leon et al.2011; Franco
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et al.,, 1999; Mejlhede et al.,, 2009). Uma meta-analise conduzida por Munoz e
colaboradores em 2003, a partir de onze estudos caso-controle em nove paises,
reuniu dados de 1918 mulheres com cancer cervical. Os resultados apontaram a
presenca de infecgdes por pelo menos dois tipos de HPV em 10,9% das amostras.
Em outro trabalho conduzido por Li e colaboradores (2011), os valores apontados
foram de 11,2%. No presente estudo, observamos um taxa inferior a estes dados
apresentados, com 3,3% (20/594) das amostras com coinfecgédo. Provavelmente, em
amostras com multiplas infecgdes, mas com a carga viral muito discrepantes entre
os tipos infectantes, ocorreu algum tipo de amplificagdo preferencial por PCR do tipo
mais predominante e, consequentemente, o sequenciamento direto e identificagao
de somente um tipo. Apenas as amostras que de fato apresentaram
eletroferogramas inconclusivos (36/594), interpretamos como possiveis casos de
coinfecgbes, sendo consequentemente submetidas ao teste com o kit de
hibridizagdo. Provavelmente, as amostras nas quais detectamos a coinfecgao, a
carga viral dos diferentes tipos de HPV presentes possuiam alguma equivaléncia,
viabilizando a amplificagcdo por PCR dos dois ou mais tipos de HPV. Portanto, o
baixo indice de coinfec¢des aqui apresentado pode ser explicado devido a um viés
de amplificagdo seletiva pela técnica empregada para a genotipagem do HPV e,
consequentemente, pela limitagdo do método visual de selecdo por nés utilizados,
resultando em uma subestimacgao do real numero de casos de coinfecgéo.

Diversos estudos tem buscado associar as variantes intratipo de HPV16 e
HPV18 com a persisténcia da infecgdo pelo virus, o risco do desenvolvimento de
neoplasia intra-epitelial cervical e do cancer cervical invasivo (Burk et al., 2003; Xi et
a, 2006;. Sichero et al., 2012; Berumen et al., 2001; Chen et al., 2015), indicando
diferencas na prevaléncia dessas linhagens entre as mulheres com caracteristicas
distintas. Em trabalhos anteriores, tanto para HPV 16 (Cornet et al., 2012) quanto
para o HPV 18 (Chen et al., 2015), a distribuigcdo das linhagens em todo o mundo é
apontada como geograficamente/etnicamente especificas. Pelo fato da alta
miscigenagao presente na populagdo brasileira, além da auséncia de um grupo
controle com citologia normal ou lesdes pré malignas, nossos resultados limitaram-
se a uma analise descritiva acerca da incidéncia destas variantes no grupo de
pacientes incluidas, ndo levando em consideracdo o papel destas variantes na
histéria natural da infecgéo ou carcinogénese cervical, assim como sua distribuicao
quanto a origem étnica e/ou cor autodeclarada das pacientes. Esta questdo sera

discutida posteriormente.
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Através de analise filogenética somada a identificagcdo de polimorfismos
(SNVs) em sitios especificos da regido de LCR e E6, no presente estudo, fomos
capazes de identificar a partir de amostras de uma populagcdo com um alto grau de
miscigenagao, praticamente todas as linhagens do HPV16 e HPV18 até entéo
descritas (Burk et al., 2013). A excecgao foi a linhagem C do HPV18, descrita como
especifica para continente africano (Chen et al., 2015).

Para as analises filogenéticas do HPV16, do total de 370 amostras
identificadas como HPV 16, foram utilizadas 314 amostras para a caracterizagdo dos
hapldtipos e analise filogenética. Em 34 amostras, a amplificagdo por PCR de um
ou ambos os fragmentos foi insatisfatoria e em 20 amostras, as extremidades das
sequéncias obtidas foram inconclusivas, o que comprometeria identificacdo dos
haplétipos e as anadlises filogenéticas. Em duas amostras, foi sugerida a coinfecgao
por mais um tipo de variantes de HPV16. O papel das coinfec¢des de variantes na
carcinogénese, considerado um evento raro, permanece nao esclarecido. Em um
trabalho conduzido por Sichero e colaboradores em 2007, foram observados 4 casos
em 187 infecgbes por HPV 16. Ja no trabalho de Cornet e colaboradores em 2012,
foram observados 7 casos em 985 amostras analisadas. Sendo assim, optamos por
excluir estas 56 amostras das analises filogenéticas e rede de haplétipos.

Os haplétipos das amostras de HPV16 foram definidos a partir da variagao de
um unico nucleotideo ao longo da sequéncia de 1310 pares de base obtidas. No
total, foram identificadas 125 haplétipos, sendo 96 presentes em uma unica amostra
e 29 hapldétipos com sequéncias compartilhadas por dois ou mais pacientes. As
analises demostraram que os quatro haplétipos com maior frequéncia (HapO09,
Hap11, Hap47 e Hap04) compreendem 41% das 314 amostras que foram totalmente
sequenciadas para LCR e E6. A analise em rede mostrou que trés destes haplétipos
(Hap09, Hap11, e Hap47) estdo associadas a outros menos frequentes formando
uma rede em formato de estrela, sendo a maioria deles diferindo por uma
substituicdo de nucleotideos de um destes haplétipos trés haplétipos. Este padréo
sugere uma rapida expansao populacional destes haplétipos, associados ao cancer
cervical invasivo devido a eventos histéricos-neutros (como efeito fundador e
gargalos populacionais) ou exposigcao a fatores seletivos que favorecem haplétipos
especificos, com a selegao atuando sobre regides LCR ou E6 ou sobre outra regido
do genoma do HPV. Essas hipoteses sao suportadas pelo valor negativo e
significativo de teste Fs de Fu (1997) (-23,86, p = 0,004). Além disso pode haver a

associacao destas variantes com um maior risco de desenvolvimento do cancer de
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colo do utero, como observado por Chen et al. (2014) para as variantes associadas
a sublinhagem B2 de HPV45. Uma analise da prevaléncia de variantes de HPV16
em mulheres sem lesdes cervicais pode nos permitir avaliar essas propostas. Em
relacdo aos haplétipos identificados como pertencentes a linhagem B, estes néo
formaram um grupo monofilético na construgdao da arvore filogenética e rede de
haplétipos. Os valores de bootstrap indicam baixo suporte na topologia da arvore
filogenética, apontando para a necessidade de analisar uma regiao gendmica maior.
Para as andlises dos SNVs, as extremidades inconclusivas que anteriormente
acarretaram a exclusdo de 20 amostras com HPV16 das analises filogenéticas nao
comprometeram as regides que incluem os sitios de interesse descritos como
contendo assinaturas especificas para determinada linhagem, possibilitando a
identificagdo das variantes nas amostras. Portanto, estas amostras foram
novamente incluidas, somando o total de 334 amostras. Utilizando o método descrito
por Cornet e colaboradores (2012), os resultados observados confirmaram uma
associagao quase absoluta com a classificagado obtida pelas analises filogenéticas.
Cabe ressaltar que o trabalho de Cornet et al. em 2012 utilizou a nomenclatura para
identificacdo das variantes baseada na origem geografica das amostras. No
presente estudo, adaptamos o método utilizando a nova nomenclatura alfanumérica
proposta por Burk e colaboradores (2013), assim como as sequéncias de referéncia
para cada uma das variantes descritas no mesmo trabalho. Além disso, na
classificagdo descrita por Burk (2013), a linhagem Africana 2b proposta por Cornet
em 2012 ndo esta mais presente. Com isso, 4 das 46 assinaturas originalmente
propostas nao foram observadas nas referéncias utilizadas ou amostras analisadas.
Segundo Cornet et al. 2012, a linhagem A pode ser diagnosticada
especificamente por trés posi¢cdes de nucleotideos em E6 (145G , 286T , e 289A ) e
trés da LCR (7489G , 7764C , 7786C). Entretanto, as sublinhagens A1, A2 e A3 (E)
nao podem ser diferenciadas por nenhum SNVs diagnéstico. Diversas posigdes de
nucleotideos que sdo capazes de distinguir outras sublinhagens de HPV 16,
apresentam-se polimorficas na linhagem A nas mais variadas combinagodes.
Entretanto, pelo método proposto, dentro da linhagem A, a sublinhagem A4 (As)
pode ser identificada especificamente por dois SNVs diagndsticos em E6 (T178G e
T178C) e a combinagdo de oito SNVs em LCR, sendo seis deles diagndsticos
(T177C, T7201C, C7270C, A7287C, G7842A/T e C24T). Nas sequéncias obtidas a
partir das bidpsias coletadas, ndo foram observadas quaisquer destes SNVs

diagnosticos para a sublinhagem A4 (Asiatica) dentre as identificadas como
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pertencentes a linhagem A, sendo portanto, 216 amostras classificadas como
pertencentes a linhagem A, sublinhagens A1, ou A2 ou A3. As linhagens B e C
(Africanas) podem ser diagnosticadas especificamente pela presenca de C143G em
E6 e C31T na LCR (Cornet et al.,, 2012). O estudo também descreve que as
linhagens B e C mostram um padrdo comum de cinco SNVs em E6 (C143G ,
G145T , T286A , A289G , e C335T) que levariam a troca de dois aminoacidos Q14D
e H78Y. Utilizando-se deste critério, 20 amostras foram classificados como
pertencentes a estas linhagens. Entre as linhagens B e C, s&o sugeridos dois SNVs
diagndsticos (G132C e A83C) para as linhagens B e dois para a linhagem C (G132T
e A403G). Desta forma, 10 amostras foram classificadas como pertencentes a
linhagem B, assim como 10 amostras foram classificados como pertencentes a
linhagem C. Ja os isolados pertencentes a linhagem D se agrupam em um grande
grupo, no entanto, nenhum SNVs na regido sequenciada é capaz de,
especificamente, identificar esta linhagem. Nas sequéncias descritas por Cornet et
al. 2012, foram observadas um padrdo comum de cinco SNVs em E6 (G145T,
T286A, A289G, C335T e T350G), e sete SNVs em LCR (A7233C, A7485C, G7489A,
C7669T, C7689A, C7764T, C7786T). Nas sequéncias analisadas no presente
estudo, todos os SNVs propostos em E6 foram observados. Entretanto, apenas um
SNP (7233 localizado na LCR) foi observado em 100% das amostras classificadas
como pertencentes a linhagem D. Em seis SNVs, apresentaram algum grau de
discordancia (1/42 a 4/42) quanto as substituicbes observadas por Cornet, em 9
haplétipos (10 amostras) analisados. Vale ressaltar que no trabalho em questao,
foram incluidas somente 9 amostras do Brasil. Esse fato sugere que, assim como o
préprio artigo também deduz, que com a expansao do numero de amostras ao redor
do mundo, o numero de SNVs diagndsticos tende a diminuir.

A prevaléncia de linhagens de HPV16 em amostras de céancer cervical
invasivo no Brasil também foi analisada por Junes-Gill et al. (2008), em um estudo
conduzido em Belém, na Regido Norte brasileira (Regido Amazonica), no qual foram
incluidas 63 mulheres. Os autores encontraram a linhagem D como a mais
prevalente (46%), seguido pela linhagem A (41,3%), e as linhagens B/C (3,2%), ndo
considerando as amostras com coinfecgdo (9,5%). Comparativamente, a maior
prevaléncia de linhagem D em relacdo ao Rio de Janeiro (46%, Junes-Gill et al. Vs.
29%, nosso estudo), pode ser um reflexo da origem étnica da populagdo de Belém,
que tem uma influéncia maior da populagdo amerindia (Alves- Silva et al., 2000;

Pereira et al., 2012). Outros estudos com foco na diversidade intratipo de HPV16,
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avaliaram a prevaléncia das linhagens em mulheres com lesdes pré-cancerosas ou
mulheres com lesdes de diferentes graus (incluindo canceres invasivos) (Cruz et al.,
2004; Villa et al., 2000; Freitas et al., 2014). Esses estudos relatam uma maior
prevaléncia de HPV16 linhagem A, que véo desde 65,8% a 41% (Freitas et al., 2014;
Cruz et al., 2004). Comparando os resultados obtidos com os de Xi et al. (2006) em
mulheres norte-americanas (definidas pelo autor como Afro-Americanas, brancas e
outros), com citologia normal do colo do utero, LSIL ou HSIL e infectadas com
HPV16, os autores também encontraram uma maior frequéncia da linhagem A tanto
em Afro-americanas (66,7%) como em mulheres brancas (86%) e com as linhagens
B / C encontradas em 26,5% das mulheres afro-americanas e 4,3% das mulheres
brancas. Os resultados de Yamada et al. (1997) para as mulheres com cancer
cervical invasivo de oito paises latino-americanos (N= 228), foram semelhantes aos
resultados aqui apresentados, com 77% de prevaléncia para linhagem A, 19% para
a linhagem D, e 3,5% para a linhagem B + C de HPV16.

Com relacdo ao HPV18, do total de 77 amostras identificadas, 71 foram
submetidas as anadlises filogenética e de SNVs. Seis amostras foram excluidas
devido a amplificagédo insatisfatéria de um ou ambos os fragmentos. Assim como
esperado, a topologia gerada formou dois agrupamentos distintos, com haplétipos
agrupados junto as sequéncias de referéncia descritas para a linhagem A e da
linhagem B (Burk et al., 2013). Quanto a analise em dos haplétipos, o teste de Fs de
Fu (-4,11, p = 0,156) nao foi significativo, o que sugere uma historia evolutiva
distinta. O valor ndo significativo encontrado, indica que o valor Fs nado diferiram
entre 0 (zero), sugerindo que os genomas do HPV18 na populagao estudada estao
evoluindo de acordo com um modelo de selegdo neutra, e que nenhum evento
recente afetou o tamanho da populagao viral (e consequente diversidade) ocorreu.

Comparado aos dados disponiveis para o HPV16, um numero muito inferior
de estudos foram realizados descrevendo a frequéncia de linhagens em cancer
cervical invasivo associado a infeccdo pelo HPV18, sendo que a maioria dos
estudos incluiram preponderantemente mulheres com citologia normal ou lesdes
pré-malignas. Recentemente, Chen et al. (2015) publicou um grande estudo sobre
diversidade genética e o risco associado ao desenvolvimento de cancer cervical. O
trabalho utilizou 711 amostras positivas para HPV 18 (incluindo biépsias de cancer
cervical invasivo, lesbes pré malignas, esfoliados cervicais e amostras controle),
oriundas de 39 paises ao redor do mundo e depositadas no biobanco da Agéncia

Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC). Em nossas analises, com base no
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método de SNVs proposto para a identificagdo das variantes, os resultados obtidos
foram consistentes com as analises filogenéticas, assim como com os resultados
descritos na literatura utilizando metodologia semelhante (Aria Pulido et al., 2006;
Chen et al., 2015; Arroyo et al., 2012; Pérez et al., 2014).

Dentre os estudos com variantes de HPV 18, dois foram realizados no Brasil
(Villa et al., 2000;. Sichero et al., 2007), sendo a prevaléncia mais elevada detectada
(80-90%) da linhagem A seguido da linhagem B. A linhagem C foi relatada apenas
por Sichero et al. (2007), com uma frequéncia de 6,6%. No presente trabalho,
encontramos um padrdo similar, com uma maior frequéncia de linhagem A (71,8%),
seguido da linhagem B (19,0%). No estudo de Xi et al. (2006), os resultados obtidos
para as mulheres norte-americanas (classificadas pelos autores como Afro-
americana, brancas, e outras) positivas para HPV18 com citologia normal, lesdes de
baixo e alto grau, encontrou maior prevaléncia da linhagem A (71,4%), seguida por
linhagens B / C (28,6%). O mesmo estudo observou frequéncia maior de linhagens
B/C entre as mulheres afro-americanas (63%) e uma maior frequéncia de linhagem
A entre as mulheres brancas. Outros dois estudos realizados na Espanha (Arroyo et
al., 2012; Pérez et al., 2014) em amostras cervicais de mulheres com citologia
normal, lesées do colo do utero e céancer invasivo também encontraram uma
frequéncia maior de HPV18 linhagem A, seguido pela linhagem B e a linhagem C
relatada apenas por Arroyo et al. (2012), com uma frequéncia de ~ 11%. Na Costa
Rica, o estudo realizado por Schiffman et al. (2010), incluindo mulheres com
citologia normal e lesbdes cervicais de diferentes graus, também encontrou uma
frequéncia menor da linhagem B (22,6%), com relacdo as linhagens de A e C
(77,4%, em conjunto). Um estudo realizado por Burk et al. (2003) nos Estados
Unidos, que incluiu 19 mulheres com diagndstico de carcinoma in situ ou canceres
invasivos, apontaram a linhagem A (9/19 - 47%) como a mais frequente, seguido
pela linhagem C (07/19 - 36,8%) e B (3/19 — 15,7%). E por fim, no trabalho
conduzido por Chen et al. (2015) com amostras provenientes de diversos paises,
observou-se que, especificamente para a regido da América Sul e Central, do total
de 84 amostras incluidas, 73 (86,9%) foram classificadas como pertencentes a
linhagem A e 11 (13,1%) a linhagem B.

No presente estudo, relatamos que as linhagens mais prevalentes presentes
na populagédo estudada foram as linhagens A e D para HPV16 e a linhagem A para
HPV18. Os estudos citados anteriormente mostraram que estas linhagens de HPV

sdo as mais prevalentes em populagcbes de ascendéncia europeia (linhagens A de
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HPV16 e HPV18) e ancestralidade amerindia (linhagens D de HPV16 e A de
HPV18) (Yamada et al., 1997; Ho et al., 1993). Tendo em vista que a base genética
da populacédo do Sudeste do Brasil (onde se localiza o Rio de Janeiro) mostra uma
populagdo altamente miscigenada, com uma grande contribuicdo de ascendéncia
europeia e Africano (55% e 31%, respectivamente) e um menor contribuicdo da
ancestralidade amerindia (14%, com base em marcadores genéticos autossémicas)
(Manta et al., 2013), era de se esperar uma maior prevaléncia de linhagens B e C do
HPV16 e linhagens B e C de HPV18, linhagens mais prevalentes no continente
Africano. Entretanto, € importante levar em consideragdo que uma associagao direta
entre a ancestralidade humana e as linhagens de HPV ndo s&o necessariamente
esperadas em uma populagdo miscigenada como a do Brasil, com individuos tendo
as mais variadas proporgbes quanto a ancestralidade genética. Esse fato foi
reportado em um estudo conduzido em uma populacdo da Coldbmbia por Lopera et
al. (2014) no qual, analisando mulheres com cancer do colo uterino, apresentaram
uma correlagéo inversa entre a infecgdo por HPV 16 linhagem D (linhagem comum
na populagdo nativa americana) com uma maior propor¢ado de marcadores de
ancestralidade nativa americana.

Com relacao aos tipos histolégicos tumorais, estudos anteriores demonstram
que, além da infeccao pelo HPV ser necessaria para o desenvolvimento tanto de
CCE quanto de ADC, a distribuicdo dos tipos de HPV observados nestas duas
formas da doencga diferem. Para HPV16 e HPV18 o tipo mais frequentemente
envolvido no desenvolvimento do CCE, e no caso de HPV18 a prevaléncia de
adenocarcinomas é maior que em HPV16 (Burk et al., 2003; Altekruse et al., 2002).
No presente estudo, do total de amostras coletadas, foram identificados 454 (76,4%)
de carcinomas de células escamosas (CCE) e 80 (13,4%) de adenocarcinomas
(ADC). Quando comparados os principais tipos histoldgicos tumorais com os tipos
de HPV detectados observamos que, assim como esperado, houve uma associacao
entre a presenca de HPV18 e o desenvolvimento de ADC (p<0,001). A mesma
analise, incluindo os tipos relacionados as mesmas espécies do HPV16 e do HPV 18
também demonstrou esta associagao (p<0,001). Alguns estudos também sugeriram
que a distribuicdo de variantes, tanto do HPV16 quanto do HPV18, diferem entre
ADC e CCE (Burk et al., 2003). Entretanto, em nossas amostras ndo observamos
diferencas significativas na distribuicao entre os tipos histoldgicos, conforme também
ja descrito anteriormente (Arias-Pulido, 2005; Chen et al., 2014)
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O presente trabalho foi conduzido com um grande numero de amostras de
mulheres com cancer cervical invasivo matriculadas no INCA, um dos principais
centros de exceléncia em Atencdo ao Cancer do Brasil e que concentra a grande
parte dos casos tratados na cidade do Rio de Janeiro e adjacéncias. Isto oferece um
fiel panorama epidemiolégico da doenga na regidao, somado ao fato de que, apesar
do estudo ter como limitacdo a auséncia de amostras normais ou pré malignas como
controles, os resultados aqui apresentados s&o de amostras coletadas entre julho de
2011 a abril de 2014, momento que antecedeu a campanha e implementagao da
vacina contra o HPV, pelo Sistema Unico de Satde (SUS). Desta maneira, os dados
aqui apresentados poderao servir de base para futuros estudos epidemioldgicos
acerca do impacto da vacina e da prevaléncia do tipos de HPV, assim como no
desenvolvimento de estratégias para o combate dos tipos de HPV que
permanecerem circulantes, e que nao foram incluidos nas vacinas atualmente
disponiveis. A vacina implementada no sistema publico de saude do Brasil foi a
Quadrivalente (Gardasil; Merck & Co), que oferece alta protegdo contra os tipos de
alto risco HPV 16 e HPV18 e os de baixo risco HPV 6 e HPV 11 (Garland S, 2007;
Block S, 2006). Além disso, ensaios clinicos revelaram relativa protegdo cruzada
para os tipos de HPV 31, 33, 45, 52 e 58. Entretanto esta prote¢ao cruzada nao foi
estatisticamente significativa (Wheeler et al., 2010; Brown et al., 2009). Embora os
resultados dos ensaios clinicos da vacina terem demonstrado mais de 90% eficacia
contra novas infeccdes, ainda € muito cedo para avaliar o impacto real que a vacina
tera sobre a incidéncia e mortalidade do cancer cervical (Luckett & Feldman, 2015).
Mesmo assim, levando em consideracdo a incidéncia dos tipos de HPV identificados
no presente estudo e incluidos na vacina, a tendéncia esperada é de que, com a
ampla cobertura e adesdo da populagdo, o impacto futuro na prevencédo seja
superior aos 75% para novas infecgbes. Recentemente, foi aprovado pelo FDA
americano em dezembro de 2014 a vacina Nonavalente (Gardasil 9; Merck Sharp &
Dohme Corp., Whitehouse Station,New Jersey), que tem como alvo, além dos tipos
de HPV 6, 11, 16, 18 ja incluidos na vacina Quadrivalente, os tipos 31, 33, 45, 52 e
58 para uso em mulheres com idades entre 9 a 26 anos e homens com idades entre
9 a 15 anos (referencia). Como esta vacina estd a pouco tempo disponivel no
mercado, ndo ha dados de eficacia clinica para avaliar o seu impacto na incidéncia
do HPV na populacdo em geral. Teoricamente, com base nos dados sobre a
prevaléncia de tipos de HPV no presente estudo e na literatura em geral, as vacinas

bivalente e Quadrivalente poderiam potencialmente prevenir a aproximadamente
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70% dos casos de lesdes precursoras do colo do utero e cancer invasivo, enquanto
a Nonavalente poderia evitar um adicional de 20% dos casos. Obviamente, esta
projecao depende de programas de ampla cobertura na administracdo da vacina na
populacdo alvo, antes do inicio da vida sexual.

E importante destacar que os papilomavirus sdo virus de DNA dupla fita com
uma taxa de mutagdo menor quando comparado aos virus RNA, o que torna a
ocorréncia de mutagbes de escape de vacina improvavel (Schiller e Lowy, 2012).
Harari e colaboradores (2015), em um estudo realizado na Costa Rica, néo
encontraram nenhuma diferenca na eficacia da vacina bivalente em relacdo as
diferentes linhagens de HPV16 e HPV18. No entanto, os mesmos autores ponderam
que esta conclusdo ndo levou em conta a presenca de variantes raras ou a
diversidade desses HPV encontrados em outras populagées. Com base nessa
perspectiva e o advento de vacinas profilaticas contra HPV16 / 18 e cancer cervical,
tornou-se necessario identificar as variantes genéticas de HPV que estdo presentes
em populagdes de interesse para verificar nos proximos anos se a vacinagao sera
eficaz contra todas as variantes de HPV16 e HPV18, especialmente nos paises em
desenvolvimento, onde o cancer cervical € um grave problema de saude publica, e

os dados disponiveis sobre a diversidade genética do HPV ainda s&o limitados.

98



—

. Conclusoes

O tipo mais prevalente foi o HPV16 (62,2% - 370/594), acompanhado pelo
HPV18 (13% - 77/594), seguido pelo HPV45 (5,5% - 33/594); HPV35
(2% - 12/594) e HPV58 (1,8% - 11/594).

A incidéncia de coinfec¢des por dois ou mais tipos de HPV foi de 3,3% (20/594),
sendo o HPV16 presente em mais de 90% desses casos

Nossos resultados mostraram que a media de idade das mulheres
diagnosticadas com diagnoéstico de Cancer do colo do utero foi de 48 anos.

O HPV58 foi associado a mulheres mais velhas (58 anos) quando comparado
aos outros 5 tipos mais prevalentes. A associagao anteriormente descrita entre o
HPV16/18 em mulheres mais novas nao foi observada.

Com relagcado as variantes de HPV16, os resultados mostraram uma maior
prevaléncia da linhagem A, seguida da linhagem D, e as linhagens B e C.

Para as variantes de HPV18, os resultados mostraram uma maior prevaléncia da
linhagem A, seguida da linhagem B. .

A diversidade genética de HPV16 indica uma recente expansao de variantes
especificas ou uma vantagem seletiva associada a estas variantes em amostras

de cancer invasivo, um padrao nao observado para HPV18.
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Cervical cancer is the fourth most common
cancer among women, and ~70-80% of these
cancers are associated with two human papil-
lomavirus types: HPV18 and HPV18. Several
studies have reported that intra-type diversity
is associated with the progression of infec-
tion to invasive cancer. Herein, we report the
genetic diversity of HPV16 and HPVIE in &
cohort of 584 Brazilian women with invasive
cervical cancer and describe the prevalence
of lineages and intra-type diversity prior to
the implementation of the public immuniza-
tion program in Brazil. HFV detection and
genotyping were performed using PCR,

PCMY/GP primers, and DNA extracted from

fresh tumors. The HPV16 (378 women|] and

HPV18 (80 women| lineages were identified

by PCR and sequencing of the LCR and ES

fragments, followed by SNV comparison and
phylogenetic analysis. In our cohort, was
found a higher frequency of the lineage A (in

217 women), followed by lineage D (in 97

women) and lineages B and C (in 10 women

each| for HPV16; and a higher frequency of
lineage A |in 56 women) followed by lineage

B {in 15 women| in HFV1B. The genetic

diversity of HPV18 indicated a recent expan-

sion of specific variants or a selective advan-
tage that is associated with invasive cancer;

this pattern was not observed for HPV18. J.

Med. Virol. = 2015 Wiky Periodicals, Ine.

KEY WORDS: HPV genetic diversity, human
papillomavirus type 16; human
papillomavirus type 1B; HPV
lineages

2016 WILEY PERIODICALS, INC.

INTRODUCTION

Cervical cancer (OC) s the Sourth mast common
cancer among women worldwide, 527,624 new cases
occur each vesr, and this cancer exhibits & mortality
rate of 265,672yecar. In developing countries, this
cancer ranks second after bresst cancer in women
{(Globocan 2012, IARC, betpoiglobocaniarcir). In
Brazil ~15580 new cases of Imvasve OC were
expected in 2014, with an estimated incidence of
15.33 cases per 100,000 wome= (INCA, 2014).

Human papellomavires (Family: Popullomazuridoe)
(HPV) presesce & considered necessary but not
sufficdent for cervicel cancer development [Basch
et al., 2002]. Papillomaviruses are classified based on
L! gene divergence. More than 200 HPV geoomes
bave been completely secuenced ‘Human Papilloma-
virus Referemce Center, hitp www hpvoenter.se
btml'refclones html), and papilomavirus type is de-
fined by sequence differences in the L1 regon of
greater than 10% [De Vilbers, 2013]. Burk e sl
[2013] proposed = classScation znd a nomenciature
(adopted herein) for intratype diversity based on the
divergence of complete HFV pemome seguences into
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lineages (with 1-10% divergence) and sublineages
(with 0.5-1% divergence).

An epidemiological classification has been proposed
based on the ussociation of different HPV types with
the risk of cervical cancer development. This classifi-
eauonmupeHl’VsasfollowtOooeom:(am

genic (or low risk HPV), including types that are
mfrequen&lyuma&dwuhbmxgnqnheﬁd
proliferations in the genital area and less frequently
ussociated with cancer; and (iif) undefined risk HPFV,
including viruses with incomplete epidemiclogical
data for defining risk with respect w0 association
with cervical cancer [Munoz et al, 2003). Fifteen
penotypes are classified as oncogenic. Among these
t.yps. HPVIE (mely' Pappilomeviridae; Genus:
Speus.ﬂudHPVlsme-
ily Pepp Genus: rus;
SpeauQ)m!’mndm-v?O‘id'dlmnalm
cases worldwide [Boech et al., 2008, Oncogenic HPV
types 16 and 18 are highly prevalent not only in cancer
putients but also in women with normal cervical
cytology and cervical lesions [Bruni et al,, 20100
A =small propoertion of oncogenic infections are persis-

2007; Gheit et al,, 2011; Smith et al, 2011; Arrovo
et al., 2012;Corne¢e¢l|..m13.Ch¢netlLMlll-

than cther sublinesges (Chen et 2L, 2014].
Previous studies have suggested the existence of
fmrmmrhnmofmlﬁmdml&whtbm
named based on their frequencies in different
human populations [Ho et al, 1983; Ong et al., 1993,
Yumada et al, 1997]. Burk et al. [2013] modified this

(AF1) lineage; C, formerly named the African 2 (AF2)
lineage; and D, encompassing the formerly
North-American and Asian-American (NA and
respectively) lineages. Burk et al. [2013)
HPVI1S8 variants into three lineages A, encompassing
the previ named Asian-American and European
lineages; and B, and C (both including the formerly
Few Brazilian studies have studied HPV16 and
HPV1S intra-type variants [Villa et al, 2000, Cruz
et al, 2004; Sichero et al, 2007; Cergqueira et al,
2008; Junes-Gill et al, 2008; Sichero et al, 2012;
Freitas et al, 2014), and almost no studies have
Wmowﬁmmm
[Junes-Gill et al, 2008). Interest in HPVIS and
HWIBm-typedxvautyhanbeenmm

of. Med. Virgd. DOT 10.10025mv

Vidal et &l
mmhbmmmm

lesions at Gfferent stages [de Armgjo Souza et al,
2008, 2009, Lopers e sl 2015)

It is important to underiine that the papillomsavi-
ruses are a coublestrand DNA viruses with a lower
mutstion rate when compared to RNA viruses, which
makes the oocurrence of vaccine escape mutations
improbable [Schiller and Lowy, 2012]. Additionally,
Harari et al. [2015), in & study carnied out in Costa
Rica, did not found differences in the bivalent vaccne
efficacy in respect to different linesages of HPV16 and
HPV15. However, the same suthors ponder that this
conclusion did mot take into account the presence of
nnmnd‘hmmhminm

the HPV genetic variants that are present in popala-
tions of interest to verify in the coming vears if
vaccination will be effective aguinst all linesges and
mdmﬁndm’lﬁ.m:m

geoomic regions ES and the lomg comtrol regiom
(Lcmmmmud.m«mm
who were diagnosed with cervical cancer and enrolled
between July 2011 and April 2014 for tremtment =t
the Instituto Nacional de Cancer (Brazil) before the
of the HPV wvaccnation program by

the Brazilian Public Heslth System in March 2014,

with @
t.ivoly.u
thhaamm

i’
fhid
|

3l,ﬁmm
and 68.4% Ihed in adjecent regions; the mean age
was 45 years (range 21-77 years)
Mummmmnommn
RNA-Later at -8S0'C. Total DNA was isolated using
the QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
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aocording to the manufacturer’s instructions, eluted in
200 pul AE buffer, and stored at —-80°C.

HPV Detection and Genotyping

HPV DNA presence was detected using the polymer-
ase chain reaction (PCR) with the primer set PGMY
0411 [Gravitt et al,, 2000]. When this reaction yielded
negmtive results, HPV DNA presence was detected
using nested PCR with the primer sets PGMY0911
(first round PCR) and GP5+/GP§+ (second round
PCR, Fuessel Haws et al. [2004]); these primers
amplify & segment of the LI gene. DNA samples from
Caski and Hela oolls were used as positive controls,
PCR products amplified using PGMY09/11 or GP5+/
GP6+ were purified using the GFX PCR and DNA
Band Purification kit (GE Healthcare), labeled using
the Big Dye Terminator v3.l Cycle Seguencing
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA), and ana-
lyzedunmgnnABlPrmSlMGenmAnbz
(Applied Biosystems). All sequences were editec and
analyzed using 4Peaks Software (Nucleobytes, Amster-
dam, Netherlands), HPV genotypes were identified
using the BLASTn (Basic Local Alignment Search
Tool, http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov).

LCR and E6 Amplification and DNA Sequencing

To characterize the HFV16 and HFV1S lineages, the
contiguous LCR and E6 genomic regions of the HPV
genome were analyzed using overlapping PCR prod-
ucts along & region of ~1,300bp. DNA samples were
subjected to PCR amplification of the LCR and ES
regions using HPV typespecific primers for each
region (Table I), PCR reactions were performed in
26l mixtures containing 1 xPCR buffer, 25mM
\lg(:l,. 0.25uM of each DNTF, 100pmoll of each
primer, 50-100ng of DNA, and 25U of Platinum Tag
DNA Polymerase (Life-Technologies). Amplifications
were performed as follows: 95°C for 10 min; followed by
40 cycles of 1min at 96°C, 1min at the annealing
ey (Tm, sce Table I), and 1min at 72°C;
followed by a final extension at 72°C for 15 min. The

3

2013] using MEGA (version & www.megasoftware
mmmmw:ﬂwm
acoession numbers KPSSS015-KPI65162 for HPVI6
and KP965165-KP96519S Sor HPVIS.

Lineage Identification, Phylogenetic Analysis,
and Haplotype Characterization

The HPV16 and HPVIS lineages were identified
based on seguences obtained from high-gquality LCR
and E6 Two strategies were em-
ployec. First, HPV16 Encages were identified based
on single nucleotide variants (SNVs) at specific LCR
and E6 sites sccording to the method of Cornet et sl

et al, 2005; Arrovo ec al, 2012 Semn&.m
netic reconstruction was performed using = dataset of
1,300 bp LCR + B sequences, inciuding the reference
seguences proposed by Burk et al [2013]. Haplotype
identification was performed using DNAsp vensoz 3,
maximum likelbood anslysis was carned out using
PHYML 3.0 [Guindox et 2l | 2010, and the geaeral time
reversible model GTR-1-G was inferred using the
software packsge ModelGenerstor v.0.85 [Keane et al,
2006]. Group sapport was estimated by bootstrap esti-
mates based on 10,000 reglicates. The reference sagquen-
ces were as Sllows: XKO2718 (REF SBEQ, HEneage Al
AFS36179 (Enmeage A, HQS44Z36 (Encage Al, AFS34061
(Jinesge A), AF536150 (ineage B, HQ6442368 (inesge
B), AF472508 (ineape(). HQS44257 (inempe D)
AYBE65T9 (inesge D), and AFS02578 (inesge D) for
HPV16 and AY2S2XR2 ([REFSEQ linesge Al
EF202146 (Gnesge A), EF20C147 (Gneage A), EF202151
(inesge A), GQIS0TST (inesge A), EF202152 (inesge
B), EF202155 (inemge Bl KC4T0225 (ineage B), and
KC470229 (linengeC) for HPVIS

Median-joining MJ) network topolafies were con-
structed using NETWORX 4611 [Bandelt et al
1999]. Molecular diversity indices (haplotype diver-
sity and nuclectide diversity) estimates and Fu's Fs
test for selective neutrality were performed using
Arlequin 3.5 [Excoffier and Lischer, 2010).

RESULTS

The study populstion comprised 53 women who

TABLE L MlehPCRMdeR-ﬂBdeM'wdmu&mm
Anncaling Positions Rederence Sequences

Temperatures, anc at the Genomie

Primer Segquence (5.3 Tm Bef Seq Genome posstion
LCR F HPV 18 CACCCACCACCTCATCTACC w'C Xo7is ] HPVIE 7100-7120
LCE R HPV 18 CACACACCCATGTGCAGTTT TEE5. 7855
A F HPV 16 CACATATTTTTGGCTTGTT s'c TI01-7720
A R HPV 16 GGAGATACACCTACATTGCATGAA 570-582
LCR F HPV 18 TCTAAACCTGCCAAGCGTGT *&'C AYIS2252 HPVIS 7115
LCR R HPV 18 ATGTGATGOCCAACCTATTT TR25-7845
E5 F HPV 18 GTTGCCTTIGGCTTATGICTG w'C 468 Tess
E5 RHPV IS TTGCCTTTAGGTCCATGCATAC 587807
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awvending the Department of Gynecology of the Instituto
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HPV16 Variant Characterization

To identify HPV16 variants, a 1.310bp region of
the HPV16 genome was seguenced based om two
mﬂmmmmwﬁammw

overlapping .
specific nucleotide positions (SNV signatures) in two
sumples (both co-infected with lineages A and D), and
PCR amplification was unsuccessful for one or both
regions in 42 samples, probably due to failed primer

variants (SNVs) at 46 specific genomic sites as pro-
posed by Cornet et al. [2012]. O the 334 samples, 306
fell within the nine 46-nuclestide signatures proposed
by Carnet et al. [2012]. However, 28 samples were not
strictly concordant with any nuclectide signature
proposed by these authors and exhibited a minimal
mntﬁdwm&mh'ﬁmeﬁ
positions, Despite these discordances, 334 samples
were ullocated to one of the four HPV1E major hineages
based on the nuclectides present at the diagnostic
positions and on the overall similarity with any of the
nine signutures. Linecage A was the most frequent
lineage (217 samples, ar ~67% of the HPV16 samples),
followed by lineages D (87 samples, or ~26%), and B
and C (10 sumples each, or ~5%) (Table II).

Patients sharing HPV16 haplotypes were identified
by haplotyping 314 of the 334 samples. HPVIS
sequences from 20 patients were excluded because
data regarding the ends of LCR andor E6 were
unrelizble. A total of 125 haplotypes were icentified
(Supplemental Table Sla), including 96 variants
present in single patients and 29 variants shared by
ut least two patients. The four most frequent hap-
lotypes, which were present in approximately 40% of

o, Med, Virgl. DOT 10.10025mv

Vidal et &l

TABLE II. Number of Sampies Identifind for Linespes of
HPVIS and HPVIS i Resgect ts Tumor Histologicsl Type

LINEAGES sCC ADC Orhers Toeal %)
HFPV16
A 1 = 18 17 574
B 10 0 o -0 @s
C s 1 o woes
D ™ s 3 o7 (285
ND n 7 & &S&ms
HPV1S
A 3 17 5 50w
B 7 3 - S 087
ND 5 2 1 0L
SCC, oy L ADC, ad Others,
other oonl spes. ND, ba DOC BT TG
the samples, were HaplS (from linesge A 65 ps-

based on the SNV signatures proposed
by Cornet et al (2012, the exoeptions were the
haplotypes allocsted in lineages B and C. These 20
haplotypes do not formed two monophyletic groups
respective to lineages B and C.

The network arrangement (Fig. 1) was also in
agreement with the ML topology and SNV signatures
ndaho-«id‘thethmmmw

a central with a star-like

occupied
MAM.-&H.CT)MD(HQH)

nty)and!'nsh{l"n. 1997] test based oz 3M4
samples are shown in Tsble III. The Fu's Fs test
(-23.85, P=0004%) sugpests that the HPVI16 wirsl
population associated with invasive cancer had un-
dergone a recent populstion expansion or that specific
haplotypes were sulject to positive selection.

ES contained 19 amino acid changes with nespect
totbem WT&S&.

f

BE29A, DSSY, D6sN, S71C, D9SH, H126P,
N127K, R131L, S135F, and R144T. The variant L83V
of HPV16 Ef was shared by all baplotypes of linesge
D and by 31 haplotypes of Eneage A (14%L

HPV1S Variant Charscterization

Of the 80 HPVIS mEne were excluded from
the analyses due 10 the unsuccessful PCR amplification
of LCR andor ES. For the remaming 71 samples,
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D mmmumdm‘mwum
mwuwmmmumm

The lines ing the circles indicate ot least

.
e o

lineage identification was based on an approach simi-
lur to that used for HPVIG; that is, based on sequenc-
ing a regon encompassing LCR and EF and
uhnufymgnudeoudengnmmbuedmtheﬂ\’\h
described by Arins-Pulido et al [2005] and Arroyo
et al, [2012]. Fifty-five samples (~70 % of the HPV1S

TABLE 111. Moleculur Diversity Indexes Bstimuted for
HPV16 ané HPVIS
HPV16 HPV1S
Number of samples 314 7
Number of haplotypes ol& 0:6
Haplotype diversit, X L
N d.mmgy 0.084 001
Fu's Fs test 2386 (P-0008) -421P-01585
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three haplotypes were present in ~31% of the
putients (Supplemental Tuble Sih).

that observed for HPVlG The molecular diversity
indices (haplotype and nucleotide diversity)
and Fu’s Fs test based on the 71 samples are shown in
Table III. The Fu's Fs test was negutive but not

significant (Fu's Fs= -4.11; P=0.156) and provided

Vidal et &l
no evidence of recent viral population expansion or
o et

> Prototype seguenoe
Y72H in one hapletype [Wang ec al | 2009) and N126K in
all of the B and C haplotypes [De Boer et al, 2004].
Additionally, four previously undescribed amino acd
substitutions were found HSOY (n one haplatype),
HI3SP (in two haplotypes), YIS{F Gn one haplotype),
and R144Q (= one hepiotype) (Supplemental Table Sid)L

2001; Burk et al, 200G; Xi et al, 2005; Sichero ec al,

o, Med. Virgl. DOT 10.10025mv
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2012], indicating dlﬂ'enm prevalences of these line-
ages among In this study, HPV16 lineages
A and D and HPVIS lineage A were the most
prevalent. Previous reports showed that these HFV
lineages are the most prevalent lineages in European
mhmmam:shmammwmm
and in of Amerindian ancestry (HFV16
lineage D), being lineages B and C from HPVIE and
HWlSmmPrwnhnlinAﬁianmnﬁnm[lbad.
1993; Ong et al, 1993; Yamada et al, 1997 The
genetic background of the Rio de Janeiro metropolizan
region population is highly mixed, mostly of Evropean
andMnmumry(w%md:ﬂ% respectively) with
& lower propartion of Amerindian ancestry (14% based
on autosomul genetic markers, Manta et al [2013]).
Taking into account the contribution of these popula-
mwmwfmdtbmw
of the Rio de Janeiro metropelitan region, we expected
alargnrpfevalenoeofHPVIGBandChnmmd
HPVI1S B and C lineages. However, it is important to
take into account that a direct association between the

expected 1
with individuals having different proportions of genetic
ancestry. This fuct was reported by Lopern et al
[2014] analyzing women with cervical cancer that
presented an inverse correlation between infections by
HPVI16 lineage D (commeon in Native American popula-
ticn) with the higher propertion of informative genetic
markers (AIMs) from Native American ancestry.
To better understand this finding it is required to
analyze the prevalence of these lineages in women
without cancer, because the current prevalence in
invasive cancer might be assccinted with differences of
their carcinogenic potential in the studied population.
The prevalence of HPV1E lineages in invasive
cervical cancer in Brazil was also analyzed by Junes-
Gill et al. [2008] in 63 women from Belém in the
Brazilian Northern Region (Amuazonia). These au-
thomloundhneathobethemwahm(M)
followed by lineage A (41.3%) and BIC (3.2%),
considering samples with co-infection (9.5%). The
higher prevalence of lineage D in this region than in
RiodeJmu'm(M in Junes-Gill et al ws 20%
reported in the present work) might reflect the
influence of the Amerindian ethnic background in
Belém [Alves-Silva ot al, 2000; Pereira et al, 2012

countries, Yamada et al
similar to those is, a
prevalence of lineage A (77%), kllouod by lineages D
(19%) and B/C (~4%). Other studies in

cancervus lesions [Villa et al., 2000] or with lesions of
different grades (including invasive cancers) [Cruz
et al, 2004; Freitas et al, 2014]. These studies also
reported & higher prevalence of HPV1E lineage A

ranging from 65.8% [Freitas et al, 2014] to 41%
1&m¢.gm1

C(774%).

negative and significant value obtained using Fu's Fs
test (-23.86; P=0.004). This result might also indicate
the association of specific vanants with a higher risk of
cervical cancer, similar to what was cbeerved for
HPVYS sub-bneage B2 variants [Chen et a2l 2014]
Analysis of the prevalesce of HPVIE variants in
women without cervicel lesSoms might enshie us to
evaluate these The Fu's Fs test result
{(—4.11; P=0156 was not significant for HPVIS,
sugpesting a different evolutionary histary. The non-
significance found, indicating that the Fs value did not
mmomwmmm'wm
in the studied

placed in Enemge B of HFV16 by SNV analysis did
J. Med Virnd DOI 1020025
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9.2. Quadro com os tipos histolégicos dos tumores incluidos no estudo,
com a classificagao definida como “outros”.

Tipo Histologico Idade da paciente Tipo de HPV detectado
Carcinoma 47 HPV 59
Carcinoma 66 HPV 16
Carcinoma 39 HPV 73
Carcinoma 61 HPV 16
Carcinoma 39 HPV 45

Sarcoma 56 HPV 16
Carcinoma 63 HPV 16
Carcinoma 63 HPV 16

Neoplasia maligna 93 HPV 16
Carcinoma 49 HPV 18
Carcinoma 24 HPV 16
Carcinoma 54 HPV 18
Carcinoma 39 HPV 18
Carcinoma 68 HPV 18
Carcinoma 51 HPV 18
Carcinoma 32 HPV 16
Carcinoma 55 HPV 35

Inconclusivo 45 HPV 18
Carcinoma 73 HPV 16
Carcinoma 54 HPV 16

Neoplasia maligna 75 HPV 16

Inconclusivo 50 HPV 16

Neoplasia maligna 50 HPV 18
Carcinoma 40 HPV 16
Carcinoma 39 HPV 18
Carcinoma 76 HPV 16

Carcinoma adenoescamoso 43 HPV 16
Carcinoma de celulas claras 35 HPV 16
Carcinoma 62 HPV 16
Carcinoma de celulas claras 47 HPV 16
Carcinoma adenoescamoso 70 HPV 16
Carcinoma 53 HPV 16
Carcinoma 57 HPV 16
Carcinoma 67 HPV 18
Carcinoma 47 HPV 45
Carcinoma adenoescamoso 49 HPV 16
Carcinoma adenoescamoso 31 HPV 16
Carcinoma 31 HPV 39
Carcinoma 58 HPV 16
Sarcoma 65 HPV 16
Carcinoma 54 HPV 45
Carcinoma adenoescamoso 55 HPV 16
Carcinoma 43 HPV 16
Carcinoma 33 HPV 18
neoplasia maligna 66 HPV 16
Carcinoma adenoescamoso 48 HPV 16

neoplasia maligna 64 HPV 18
carcinoma 51 HPV 16
carcinoma 73 HPV 16
carcinoma 33 HPV 18

Sarcoma 65 HPV X
carcinoma 36 HPV 18
Neoplasia 27 HPV 18
carcinoma 45 HPV 16
carcinoma 34 HPV 18
carcinoma 50 HPV 16

Neoplasia maligna 65 HPV X

Neoplasia maligna 67 HPV X
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10. Anexos

10.1. Artigo publicado em periédico indexado com indice de impacto
Qualis B2 da area Medicina | da CAPES

de Sousa et al. BMC Urology (2015) 15:13
DOI 10.1186/512894-015-0007-8
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Methods: Tumor par f 76 patie Der 2 2 were 18 OGS 10 eSIal =
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Background

The human papillomavirus (HPV) is a DNA virus from
the Papoviridae family - genre Papdlomavirus, with more
mnwmmmndﬁmm
the genital tract; the man is the main disserninator [1.2].

Penile infection by HPV may be clinical, subclinical or
latent. [n clinical presentation, the ciagnosss is simpler,
because it is determined from a good clinical examin-
ation to uncover existing lesions. In subdlinical and k-
tent forms, other methods, such as peniscopy, are
necessary to aid in detection, as it is not possible to de-
tect changes (e, diagnosis) with the naked eye. In men,
there is a higher frequency of the subclinical form (2.

Penile cancer mainly affects men over 50 years old,
but approximately 19% of patients are 40 years of age or
younger, and 7% are below the age of 30 (3. The major
risk factors of the disease are associated with hygiene,
phimosis, smegma retention, inflammation process, ané
HPV infection (4.

The prevalence of the virus in males has been reported
to be between 3.6% and 84%, depending on socioeconomic
status [56]. Penile cancer represents 0.4% to 0.6% of all
malignant tumors in developed countries, such as the
United States and Evropean countries, and more than
10% of all malignant tumors in developing countries, such
as those in Asia, Africa and South America [34].

According to Nardi et al. [7] the highest incidence rates
of penile carcinoma were found in Maranhdo. Maranhio
is a city situatec in the Noctheast of Brazil Favorito et al.
[8) observed 2 predominance of reports of pende cancer
in the North and Northeast (53.02%), which are regions
with lower human development indexes. The understanc-
ing of HPV prevalence and knowledge of the viral subtype
distribution constitute impartant epidemiclogical informa-
tion that can assist the development of local or regional
public palicies to prevent HPV and of new vaccnes.

The aims of this study were to cetect and perform
HPV genotyping in biological specimens of pende tu-
mors and to determine the existing associations between

Methods

Enroliment

This was a retrospective study performed in paraffined
penile tumors collected at two public reference hospi-
tals in Maranhio. A total of 76 samples were included
in the study from patients diagnosec with penile can-
cer between the years 2001 and 2011. Patient informa-
tion as well as the histopathological charactenistics of
the tumors obtzined from medical records. As the
samples consisted in paraffined tumours, there was no
written informed consent from the patients. The pa-
was approved by the Ethics in Research Commiteee of the

Pagelofe

Uneversaty Hospetal of the Federal Unmversaty of Maranhio
(HU/UFMA)L

Inchasion otern
Paraffin Slocks and histollogical slides of penile tumors
as 2 result of biopsy or surgical treatment, with or with-
um:-yﬂw-q-lhm
of the Pathology Services.

Ixchuson crtene

Histologcal sides and/or paraffined blocks not found n
the archives of the Pathology Services of referral hospi-
tals and reports &C not provide compiete information.

PV analyvis
The sampies were reviewed v the pathologist. and blocks
with tumer representativeness (over 50% of the total arez
of the fagment) were sclected. After microtomy, sections
suffered 2 process of deparafinization. The sections were
stored 2t 4°C, awaiting DNA extraction.

The extraction of the genomic DNA from the samples
was performed msing the QlAamp DNA FFPE Tissue

The Nested PCR reactions were performed by using
peimers PGMYD9 and PGMY11 for the first round, and
peimers GP + 5 and GP + 6 for the second round [9).

The seguencing reactions were performed in the La-
boratory of Gemetics of the National Cancer Institute
(INCA) with ET Dye Terminator Cycde Sequencing kit
(GE Healthcre, UK) according to the manufacturer’s
sugpestec protocol.

Statmtical analyss
Al catz were collected and prospectively mpet I an
Epdinio 343 and Macrosoft Ofice 2007 were msed for
To ovaizate the assocation detween HPV types and
other cimical and marphological varizbles, 2 nonpera-
metric ANOVA was performed vsing the Kruskal Wallis
test with 2 statstical significance level of 5% probabiity
p<0O5).

Results and discussion

Tomor Nopsies of penile cancer were evaluated in 76
patients aged 26 to 97 years with 2 mean of 607 years
and standord Geviation of £17.10, presenting 2 higher
peevalence = the over 66 age group. The cinical repre-
sentation and pethologic charactenstics distribution s
shown on Tadle L

These rescits correspond with those obtained = the
Eteratore [10-14]. The average age of the patients 2t
Cagnoss precormnates Im advanced age (>50 years),
which soggesss that men seek health services very xte i
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Table 1 Age, clinical presentation and pathologic

Paged ot s

Table 1 Age. cinical presentation and pathologic

cancer cancer Comtrwd
Age at diagnosis N > imm e e
Average ape oon ~—— -4 "%
2045 ' T J— & 0
455 ' 1579 e N S
% £5 € nos ot <2
s w Qn py— 2 e
Lesion aree A ammatry e
Glans add other regions 50 L —— < %
Foresiin s 1C83 pra— e -
Cops ) L
T - " e [15]. Younger individusls are also afected, but in
Predominant morpholegy smaller percentages T
Ucerason 7 as Regarding the location of the lesions, the glans, in an
Vegetating P %21 solated form or associated with other regions, was the
Uceranon o Vegetanng 1 22y mmost aected structure 2s in the research by Delgado
Nodue and Vegetadng o 3  etal [10), Wanick et 2l [11] and Favorito et 2l (8]
Noncwuuc' ' - s Studies have shown that the lesions on the glans are
. Girectly Enked to poor hygieme. This occurs cue to the
of
Size of the lesion (o) formanon of 2 mass, called smegma followed by kikely
05 w0 % rritation of the site and omset of mjury, facilitating vari-
0520 2 %3 ous mfections and future neoplasia  leit untreated [10].
2150 0 5243 Regardng the cimical morphology. the precomimantly
- % 1ae; Tound lesion was the vegetating type followed by wicer-
) ,ay oo The occurrence of both types of lesions in the
e - o same patient was observed in 2237% of the cases. In 2
Saging of ladiuse 1005 sméy performec = Span. researchers odserved that the
Staaze 2 A4 yegetative lesion was also more present, in 66% of the
Stage 1 % % cases [12]. On the other hand, in another research con-
Stage 1 n 144y Cucted in Rio e janeiro [10], 2 larger number of lesions
Stage W ® 7 :wuuuaw-wssm«
stodied cases.
. The cemensions of the lesions were similar to those
Grode % B observed i the Wanick et 2l reszits [10), with 2 larger
Grace I x “Y nomiber of cases: S263% of the cases, with size between
Grade il 05 7% 2ladSO0cm
Non evaluatie 0= ws3 Uniike other stodies, the moderately cifferentiated tu-
mors I} identified in this work, ing to
Imeasioe (Eade
Preses . “%5 Table 2 MPV prevalence and distribution according to
Abser B ei omcogenk risk = 75 patients Sagnosed with penile
Infiltration e
Cospus a3d other regom. 4 "5 o .. > —
Perreural ¢ % o - o
Lrethaa 0 1 TPV b s
wem o g Seoukad
Urethey and Stome ¢ 132 Hgn - %t
Absanr, S o = : -
romeTm_" Fa NB
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Table 3 Assoclation of clinical presentation and

Pagedots

Table 3 Assocation of clinical presentation and

pathologic characteristics data with MPV infection pathologic characteristics data with MPV infection
patients with penile cancer pationts with penile cancer ortrued
HPV + Y . P valves® Cm e r e L,
Lesion area 0543 P— o o
Glans add other reglons n ”» Aower » b7}
Foresiin B 4 m P ce
Copus 2 ! S o @™
Non evalustie n 4 2w s »
Predominant momhalogy ox? P p— o
Uicerasion n * St © =
Vegetating 7 ] Absere » 2
Ukersnon and Vegetanng i o e T ————
Nodule awd Vegetanng 01 ) P . s wgr Bomos W58 0. 958 corldeeos snmud
Y - - Brocer's dassdficanon, were the most prevalent. Foasecz
Size of the lesion (aw) B et 2l [13] identified 2 greater number of cases classified
w-20 13 o as well diferentioted (grade I). However, Scheiner et 2l
2050 2 v [14] observed higher incidence of grade Il (undifieren-
5,1 n oy tiated) tumors, which can be explained by the greater
Non evalustle 0 o presence of stage 11l and IV patients.
The findings indicated that imasion was presemt
Histologic type s 2068%, ané mfiration occurred in 2t least one of the
Sausmous v » structures, with the highest prevalence in the corpos
Adenocarcingma o o cvernosum. Kotiman et 2l [15] reported the presence
Staging of Jackson 1966 GESY of invasion of the spongiosum or czvernous corpus n
[ n 12 413% of the patients.
Sage il o » hmph node imvolvement, 2 percentage of
) 1973% was cbserved. According to Sacoto et al [12),
Stage ¥ - - petents wih more acvancec Gisezse anc posstve hmph
Sage ¥ 3 s nodes at the time of diagnosis had 2 worse survival rate
Brodery’ Clasification 0382 than those with localized stages.
Ceaon P - The DNA of the HPV was detected in 63.15% (48/76)
Grade »n 15 of the samples. The oncogenic risk distribation = shown
Gade s @ o on Table 2 This percentage is within the range reported
in the Bterature, which shows that the rate of HPV infec-
A - ® tion in penile malignant tumors may vary from 20 to
Invasion 0 ower 75% of cases [16]. According to 2 systematic review
Presers 10 o8 of the prevalence of HPV in imvasive tumors of the
Abser 32 b pens, 48% of the samples presented HPV infection [17].
Infiltration as¥s A Belgan stody by DHauwers et 2l (18], which had the
same number of patients 2s in this study, revealed that
Coms 494 cther reglors N T0.9% of the tumors had the HPV virvs. Howeves, 2 sur-
e . vey comdmcted i Vietnam demomstrated that omly 23%
et 3 e of tumors had HPV infection [19]. A stody condncted in
Stroma 3 = Brazl showed that 75% of mmasive penile tumors wese
Urethes and Strome 1 ° mfected by HPV [14]. These variations may be doe %o
Absere x* 8 Gifierent techmigues used for wviral detection, regiomal

Gierences or hastologacal type of the analyzed tumor.
In o=r study, among the high-nisk viral types present
were the 16, 18 45 and 69 tHypes The HPV of type 11
was the only low oncogenic risk fornd. Type 16 was the
maost prevalent, foond =n 10 cases, followed by type 11 of
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low risk with 6 cases, type 18 with 4 cases, type 69 with
two cases and type 45 with | case. The automnated se-
quencing technique was not effective for viral genotyp-
ing, because in more than 50% of the samples it was not
possible to achieve. This may be due to the presence of
co-infections in these samples, which prevents the device
from detecting the virus, as described by Gharizadeh et al.
(2005) and Verteramo et al. (2009) [20.21]. The most com-
mon viral type found in this study was HPV 16, high risk
type. This virus type was also the most found n other
studies such as those by Do et al. [19] (89%),
D'Hauwers et al. [18] (48.3%) and Heidman et al. [16)
in (52%).

As shown in Table 3, no association was found (p<
0.05) between infection with HPV virus and clinical and
histopathological and clinical variables, as was the case
in the research by Do et al. [19)], Fonseca et al [22] ané
Scheiner et al. [14].

Infections by HPV are strongly associated with the de-
velopment of penile cancer; however, the role of viruses
in the etiology is not very clear [21]. Although the eti-
ology is still unknown, approximately 40% of all pende
tumors are related to HPV infection [22].

Conclusion

HPV DNA was found in 48 of the 76 analyzed samples
(63,15%). The high-risk type HPV 16 was observed in
21.28% (10/48) of the lesions followec by low-risk type
HPV 11 in 12.76% (6/48) and high-risk types HPV 18 in
8.51% (4/48), HPV 69 in 4.25% (2/48) and HPV 45 in
2.13% (1/48). In 51.06% of the cases, genotyping was in-
determinate, suggestive of co-infection.

The average age of the patients in the study was
606 years old. Prevalent lesions were lasger than 2 cm, in
the glans region, in general vegetating, anc with Broders
grace 11 (moderately differentiatec]). The ciinical anc histo-
pathological variables dic not tend to have 2n association
with infection by the HPV virus.

Abbrevisticns
MV Mumen paplomaerus MUAEMA Univesty Mospesl of e Fegey
Untversy of Masanhdo: INCA: Nat'onyl Cancer nstiuse
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10.2. Aprovacio no Comité de Etica em Pesquisa

./\

- (INCA

CQRCEp

A(0): Dra. Liz Maria Almeida Rio de Janeiro, 25 de fevereiro de 2011.
Pesquisador(a) Principal

Registro CEP n° 156/10 (Este n°. deve ser citado nas correspondéncias referentes a este estudo)
Titulo do Estudo: Estudo dos gendtipos de HPV presentes em tumores do colo do utero em
mulheres matriculadas no INCA

Prezado(a) Pesquisador(a),
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10.3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto: Estudo dos genotipos de HPV presentes em tumores do colo do utero em mulheres

matriculadas no INCA

Nome do Voluntario:

Vocé esta sendo convidada a participar de um estudo que tem por objetivo descrever as
caracteristicas biolélogicas do cancer do colo do utero e que envolve a coleta de material para a
realizagdo de uma bidpsia (analise de pequenas amostras de tecido para o diagnéstico do tipo do
tumor) e a coleta de uma pequena quantidade de sangue (5mL ou o equivalente a uma colher de
cha).

O Cancer do colo do utero é o segundo tipo de tumor mais comum em mulheres. Sabe-se que sua
origem esta associada ao um virus (HPV). Conhecer as caracteristicas desse virus e do tumor que
ele originou & importante para compreende melhor a doenga, o tratamento e as maneiras de prevenir
0 aparecimento desse tumor, como o desenvolvimento de vacinas.

Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo deste estudo, precisa conhecer seus

beneficios, riscos e implicagdes.

OBJETIVO DO ESTUDO
Este estudo tem como objetivo identificar os diferentes tipos de HPV presentes nos tumores do colo
do utero de pacientes atendidas no Instituto Nacional de Cancer e associar as caracteristicas do

tumor com as caracteristicas do tipo de virus presente.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé concordar em participar deste estudo sera coletada uma amostra do tumor para a realizagao
da biopsia (exame que diagnostica o tipo de tumor) ou uma amostra do mesmo no caso de vocé ser
submetida a uma cirurgia, como parte do tratamento. A coleta de material para a bidpsia sera feita
por uma médica(o) pesquisadora(or) participante desse estudo. Também serdo coletados 5mL de
sangue através de uma puncdo com agulha de uma veia de seu brago. Essas amostras serdo
levadas ao laboratério onde sera isolado o DNA da bidpsia do tumor e do sangue para ser submetido
a procedimentos que permitirdo identificar o virus associado ao desenvolvimento do tumor. Vocé
também respondera a um questionario com perguntas sobre habitos de vida, atividade sexual e uso
de hormobnios ao longo de sua vida. O DNA isolado das amostras de tumor e sangue sera
armazenado no Banco Nacional de Tumores apos a utilizagdo do mesmo para os procedimentos
relacionados ao presente projeto. O material armazenado no BNT sera guardado, sob a
responsabilidade do INCA, para estudos futuros e vocé tera o direito de decidir sobre a participagao
em outros estudos que eventualmente venham a ser realizados a partir deste material. Se vocé
concordar em participar deste projeto de pesquisa o0s pesquisadores participantes também
consultardo seus registros médicos para obter dados que podem ser importantes para compreender o

cancer do colo do utero.
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METODOS ALTERNATIVOS
Sua participagédo nesse estudo é totalmente voluntaria. Vocé ndo é obrigada a participar do estudo.
Se vocé ndo concordar em fornecer uma amostra de sangue, permitir a biépsia de seu tumor e

responder ao questionario, vocé nao participara desse estudo.

RISCOS

O seu tratamento sera exatamente o mesmo caso vocé participe ou nao deste estudo. E € importante
que vocé saiba dos riscos implicados na coleta de uma amostra do tumor e na coleta do sangue.
Esses dois procedimentos ndo fazem parte do tratamento usual para pacientes com esse tipo de
tumor. A coleta da bidpsia de seu tumor pode causar sangramento no local. Caso isso acontega, esse
sangramento sera controlado pela médica(o) que realizara a coleta. Se vocé for submetida a uma
cirurgia, como parte do tratamento, a coleta de uma amostra do tumor se dara a partir do material
tumoral retirado durante a cirurgia e ndo havera risco adicional. A coleta de sangue pode causar dor

no local da pungéo, ou manchas rochas transitérias chamadas de equimoses.

BENEFICIOS

Vocé nao tera beneficios com os resultados dessa pesquisa. Entretando os resultados
gerados por ela poderdo ajudar a compreender melhor o céncer do colo do utero e auxiliar na
prevencgao e no tratamento do mesmo, no futuro, para outras mulheres.
ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

E importante que vocé saiba que o seu tratamento serd o mesmo, caso aceite ou nao participar desse
projeto. E que vocé tem direito de saber qualquer informagéo gerada nessa pesquisa relacionada a
sua doenga. Essa pesquisa € coordenada pela Dr. Liz Maria de Almeida, e qualquer duvida que tenha

respeito pode ser sanada entrando em contato pelo telefone 21 3970-7409.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de saude que cuidara de vocé, seus registros médicos poderao ser consultados pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer (CEP-INCA) e equipe de
pesquisadores envolvidos nesse estudo. Seu nome néo sera revelado ainda que informagdes de seu
registro médico sejam utilizadas para propositos educativos ou de publicagdo, que ocorrerdo

independentemente dos resultados obtidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS
Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa e que necessite de
atendimento meédico, ficara a cargo da instituicdo. Seu tratamento e acompanhamento meédico

independem de sua participacéo neste estudo.

CUSTOS

Nao havera qualquer custo ou forma de pagamento para vocé pela sua participagdo nesse estudo.
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BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participagdo neste estudo é completamente voluntaria e que
vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participagdo a qualquer momento, sem
penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Caso vocé decida interromper sua
participagdo no estudo, a equipe de pesquisadores deve ser comunicada e a coleta e o uso das
amostras para os fins relativos ao estudo sera imediatamente interrompida.

O médico responsavel por sua internagdo pode interromper sua participagao no estudo a qualquer
momento, mesmo sem a sua autorizagdo. Caso isso acontega o motivo sera comunicado a vocé.
GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Noés estimulamos a vocé ou seus familiares a fazerem perguntas a qualquer momento do estudo.
Neste caso, por favor, ligue para a Dra. Liz Maria Almeida no telefone 39707409. Se vocé tiver
perguntas com relagdo a seus direitos como participante do estudo, também pode contar com um
contato imparcial, o Comité de Etica em Pesquisa do INCA, situado a Rua André Cavalcanti 37,
Centro, Rio de Janeiro, telefones (21) 3207-6551 ou (21) 3207-6565, ou também pelo e-mail:
cep@inca.gov.br

Li as informagdes acima e entendi o propodsito deste estudo assim como os beneficios e riscos
potenciais da participagdo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram
respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar neste
estudo.

Entendo que poderei ser submetido a uma biopsia e a uma pungao para coletar sangue adicionais ao
necessario para o meu tratamento e que nao receberei compensagdo monetaria por minha
participagao neste estudo.

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

(Assinatura do Paciente) dia més ano

(Nome do Paciente — letra de forma )
/ /

(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo a paciente

indicada acima e/ou pessoa autorizada para consentir pela paciente.

(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento) dia més ano
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Projeto:Estudo dos genotipos de HPV presentes em tumores do colo do utero em
mulheres matriculadas no INCA

o\
10.4. Ficha Clinica (I N CA

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER

QUESTIONARIO INDIVIDUAL

Nome da unidade de saude:

N° do prontudrio/registro na unidade de satde: | | | | | | |

IDENTIFICAGCAO E CONTROLE

Nome da entrevistada:
10.4.1.1.1.1. Endereco:
Bairro: cep: [ S P S -
[ O
10.4.1.1.1.2. Tel. Residencial: Celular:
10.4.1.1.1.3. Tel. Comercial: CPF:
10.4.1.1.1.4. Cidade onde nasceu: UF:
10.4.1.1.1.5. Nome da
mae:

TIPO DE ENTREVISTA

1.] | Realizada Totalmente 2.| | Realizada Parcialmente 3.1 1 Nao
Realizada

1] _|Recusa

2| __|Outro

especificar o outro motivo de nédo realizacdo da entrevista:

Data de realizacdo da entrevista: _ / /
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ENTREVISTADORA:

SUPERVISOR

DIGITADOR

As informac¢des prestadas nesta pesquisa terdo cardter confidencial e serédo
utilizadas exclusivamente para fins estatisticos
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e
Quadro 1 - Nossa pesquisa tem como objetivo investigar os fatores de risco que estdo associados com o

desenvolvimento do cancer do colo do titero em nosso pais.

1. Qual a data do seu nascimento?
0 0 /0 0 I/1 1 __Il__ | |(passe para a pergunta 3)

99| | NS/NR (siga para a pergunta 2)

2.Quantos anos a senhora tem?

11 | | anos

3.Na sua opinido, qual é a sua cor ou raga?
Entrevistador: Leia as alternativas.
| | Branca
| | Preta
| | Amarela

1

2

3

4 | | Parda
5 | Indigena
6

\ | Outra

4. Qual é a sua situacdo conjugal?

Entrevistador: Leia as alternativas.

1| | Solteira

2] | Casada/unido consensual

3| | Divorciada/desquitada/separada
4| | Viuva

5. Qual a série (ou periodo) e qual o grau de escolaridade que Sra. concluiu?

Série ou Periodo |104.1.1.2. Grau de Escolaridade
(00) (07) (00) Nenhum
(01) (08) (01) Alfabetizacdo de adultos
(02) (09) (02) Antigo primario/elementar
(03) (10) (03) Antigo ginésio
(04) (11) (04) 1° grau/ensino fundamental
(05) (12) (05) Antigo cléssico/normal/cientifico/2° grau/ensino médio
(06) (99) NS/NR | (06) Superior (3° grau) - incompleto
(07) Superior (3° grau) - completo
(08) Educacdo infantil
(99) NS/NR
| | | Série OU |_ | | Periodo | | __| Grau
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10.4.2.

10.4.3. 6. Qual a sua religido?

1| | Eu ndo tenho religido

2| | Catélica

31 | Evangélica/Metodista/Batista/Presbiteriana/Protestante/Crista
4] | Espiritismo de Candomblé/Umbanda/Africana

5| | Espiritismo Kardecista

6] | Budista

7| | Judaica

8| | Mulgumana

91 | Outra, qual? (especifique)
10.4.4. 7. Quantos comodos existem na sua casa?
| | | cbmodos

10.4.5. 8. Quantos comodos da casa sdo usados

permanentemente para dormir?

\ | | coémodos

9. Quantas pessoas moram na sua casa?
| | | pessoas
10. Atualmente a Sra. /vocé tem um trabalho ou atividade remunerada?

1] | Sim 2 | | Nio (passe 12)

11. Qual é a sua principal ocupacio? Por exemplo: Empregada doméstica, recepcionista, professora,

auxiliar de pesquisa, contadora etc.

RS | __ Il bel_ e

99999,99 | | NS/NR (passe 14)

00000,00 | | N&o tem renda (passe quadro 2)

10.4.6. 13.  No total, quantas pessoas dependem

economicamente desta renda familiar?

\ | | pessoas

14. Agora, por favor, responda-me, qual é a sua renda mensal?

1S T N O U A I P P P D
99999,99 | | NS/NR
00000,00 | | Nao tem renda
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10.4.7. Quadro 2 - A pergunta que farei agora é sobre a percepcdo do seu estado de saude.

10.4.8. 15. De um modo geral, em comparagdo a pessoas da

sua idade, como Sra. considera o seu proprio estado de saude?

10.4.8.1.1.1.1.1.1. Entrevistador: Leia as alternativas.
1] | Excelente

2| | Muito bom

31 __ | Bom

4] | Regular

5/ | Ruim

10.4.9. Quadro 3 - As perguntas que farei agora sdo sobre o exame preventivo para o cancer do colo do utero.

10.4.10.
10.4.11. 16. Vocé sabe para que serve o exame preventivo?
1| | Sim 2| | Nao (passe e leia o Quadro 4)

17. Vocé poderia me dizer, quais os problemas que o exame preventivo é

capaz de identificar?

1 Céncer do colo do utero 11 | sim 2| | néo

Inflamacodes 11 | sim 2| | néo

3 Infeccdes 1] | sim 2| | nao

4 Doencas sexualmente transmissiveis (DSTs) 1/ | sim 2| | néo

5 Outros 1| | sim 2| | néao
especifique

18. Antes do problema de saude atual, vocé fazia exames preventivos para o
céncer do colo do utero?

1] | Sim 2| | Nao

19. Com que idade vocé comegou a fazer exames preventivos?

| | __| anos 99| | NS/NR

10.4.12. 20. De quanto em quanto tempo vocé costumava fazer

0 exame preventivo?

1| | Mais de uma vez por ano

2| | Todo ano

3] | De 2 em 2 anos

4] | De 3 em 3 anos

5| | Com intervalo de mais de 3 anos
6] | Sem regularidade

9| | Nao sabe/N&o respondeu

139



10.4.13.
21. Dé um modo geral, quando vocé precisava ir ao Posto de Saude:

10.4.13.1.1.1.1.1.1. Entrevistador: Leia as alternativas.

1| | Conseguia logo marcar a consulta

2| | N&do precisava marcar consulta: era sé ir e ser atendida

3] | Tinha muita dificuldade em marcar a consulta. Por que?

4| |Outra situacéo,
qual?

ENTREVISTADORA: LEIA O QUADRO ABAIXO

10.4.14. Quadro 9 - Agora farei perguntas sobre menstruacdo, o numero de filhos que a Sra.

tem ou teve. Também farei perguntas sobre uso de métodos anticoncepcionais.

22. Com que idade vocé ficou menstruada pela primeira vez?

| | __| anos 99 | | NS/NR

23. Vocé tem ou ja teve atividade sexual?

1] | Sim 2| | Nédo (passe quadro 10, pag. 13)

24. Com que idade vocé teve a sua primeira relagdo sexual?

| | __| anos 99 | | NS/NR

25. Desde que vocé teve a sua primeira relaciio sexual, quantos parceiros vocé teve?

| | | parceiros 99 | | NS/NR

26. Atualmente, vocé tem atividade sexual?

1] | Sim (passe 57) 2| | Nao

27. Ha quanto tempo vocé nio tem atividade sexual?

1| | | dias
2| | | semanas
31 | | meses
41 anos
99| | NS/NR

28. Vocé usou algum método para evitar a gravidez em algum periodo da sua
vida?
1| | Sim, uso

2 | | Sim, ja usei

140




3 | | N&o. Por qué?

(passe 60)
especifique
29. Qual (is)?
Entrevistador: Leia as alternativas.
|TEMPO DE USO

1. Pilulas Anticoncepcionais 1 | | Sim 2 |_ | Né&o | | | Anos |__|_ | Meses
2. Injecd 1 Si

njecoes P sim 5 ) Nao | || Anos |__|_ | Meses
3. Diu (com progesterona) 1 | | Sim 2 || Nao ||| Bnos |__|__| Meses
4. Camisinha/ preservativo 1 | | sim 2 |__| Nao
5. Camisinha feminina 1| | sim 2 | | Né&o
6. Diafragma 1| | sim 2 |__| Néao
7. DIU de cobre 1| | sim 2 | __| Né&o
8. Ligadura de trompas 1| | sim 2 |_ | Né&o
9. Anel 1| | sim 2 | __| Né&o
10.implantes 1| | sim 2 |_ | Né&o
11. Coito interrompido 1 | | Sim 2 |__| Né&o

(passe 60)

30. Vocé ja ficou gravida alguma vez, incluindo gravidez tubéaria, possiveis
abortos ou gravidez atual?

1] | Sim 2| | Néo (quadro 10, pag. 13)

31. Quantas vezes vocé ficou gravida, incluindo gravidez tubaria, possiveis
abortos ou gravidez atual?

| | | vezes 99 | | NS/NR

32. Quantos partos vocé teve?

\ | | partos 00 | | nenhum (passe 67) 99 | | NS/NR

33. Vocé tem ou teve filhos nascidos vivos?

1] | Sim 2| | Nao (passe 67)

34. Quantos filhos nascidos vivos vocé teve?

| | | filhos nascidos vivos
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Juadro 10

Entrevistador: As perguntas a seguir devem ser respondidas

)elas mulheres que tém 35 anos ou mais. Caso a entrevistada tenha 34

Inos ou menos, agradega e finalize a entrevista.

35. Qual era a sua idade quando nasceu o seu primeiro filho?

| | _lanos ou | | | | [|Ano da primeira gravidez ou | | |Idade do filho mais
velho

99 | | NS/NR 9999 | | NS/NR 99 | | NS/NR

36. Qual era a sua idade quando nasceu o seu tltimo filho?

| | lanos ou | | | | [|Ano da uUltima gravidez ou | | |Idade do filho mais

novo

99 | | NS/NR 9999 | | NS/NR 99 | | NS/NR

38. Vocé ja abortou ou perdeu bebé?

1| | Sim 2| | Nado (passe para o quadro 10)

39. Quantos abortos, provocados ou espontidneos, vocé teve?

| | | abortos 99 | | NS/NR

10.4.15. |Agora farei algumas perguntas sobre menopausa

40. Vocé sabe o que é menopausa?

1 | | Sim (passe 70) 2 | __| Ndo (ler o texto abaixo)
10.4.16.
Quadro 11 - A menopausa ocorre quando os periodos de sangramento da

mulher terminam e, geralmente, acontece nas mulheres que tém em torno de
48 a 52 anos, mas também pode ocorrer mais cedo. Antes de ocorrer a
menopausa, a mulher comega a apresentar alguns sintomas como calores no
corpo (também chamado de fogacho), alteragdes no sangramento menstrual,
irritabilidade, insénia, queda de cabelo, falta de lubrificag¢do wvaginal,
dores nos ossos e outros.

41. Vocé ja entrou na menopausa ou algum médico lhe disse que vocé estava

apresentando sintomas da menopausa-?

1] | Sim
2| | Nao (Agradegca e finalize a entrevista)
91 | NS/NR (Agradeg¢a e finalize a entrevista)

42. Com que idade vocé entrou na menopausa?

| | __| anos 99 | | NS/NR
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43. Vocé usa ou ja usou medicacio hormonal para a menopausa?

1| | Sim, usa atualmente
2] | sim, Jjé& usou
3| __ | Nunca usou (Agradeca e finalize a entrevista)

44. Ha quanto tempo vocé usa ou ja usou medicagdo hormonal para a menopausa?

1| | | dias

2 | __| | semanas
3 1 | | meses

4 | | | anos
991 | | NS/NR

USO DE TABACO

INTRODUCAO: Agora eu vou fazer algumas perguntas sobre uso de tabaco. Vou
fazer perguntas sobre o uso de produtos do tabaco que sdo fumados, isto
inclui: cigarros, charutos, cigarrilhas, cachimbos, cigarros de Bali (ou
kreteks), cigarros indianos (ou bidis) e narguilé (cachimbo de &gua). Na&o
considere <cigarros de maconha.

45. Atualmente, vocé€ fuma: diariamente, menos que diariamente ou ndo fuma?

DIARIAMENTE .............. | | 1 — PASSE 48
MENOS QUE DIARIAMENTE ... |_ | 2
NAO FUMA ....uininivennnn. | | 3 - PASSE 47

46. No passado vocé ja fumou algum produto do tabaco diariamente?

SIM ottt it e e | | 1 - PASSE 48
NAO vttt it et e i eeeeen | | 2 - PASSE 48

47. No passado vocé fumou: diariamente, menos que diariamente ou nunca fumou?

ENT: CASO O ENTREVISTADO RESPONDA QUE JA USOU “DIARIAMENTE” E “MENOS QUE
DIARIAMENTE” NO PASSADO, ASSINALE “DIARIAMENTE”.

DIARIAMENTE ... ..o | |
MENOS QUE DIARIAMENTE .. |__|
NUNCA FUMOU ...t iieeennnn | | 3 - Agradeca e finalize a entrevista

48. Com que idade vocé comec¢ou a fumar?

N 99| | | Nao sabe/ndo respondeu

[FUMANTE DIARIO]
49. Em média, quantos dos seguintes produtos vocé fuma por dia?

ENT: PARA CADA ITEM REGISTRE A QUANTIDADE POR DIA. CASO O INFORMANTE NAO
FUME , FUME UM DOS ITENS, MAS FUME MENOS QUE 1 UNIDADE POR DIA OU NAO SAIBA
RESPONDER, DEIXE O CAMPO PARA REGISTRO EM BRANCO E ASSINALE A OPCAO
CORRESPONDENTE: “NENHUM” (000) OU “MENOS QUE 1 VEZ POR DIA” (888) OU “NAO
SABE” (999).
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SE O ENTREVISTADO RESPONDEU EM MACOS OU PACOTES, SE INFORME PARA SABER
QUANTOS TEM EM CADA UM E CALCULE O NUMERO TOTAL.

Menos que 1

LEIA CADA ITEM: Por dia por dl?' Nenhum Ndo sabe
porém mais do
que 0
a. Cigarros industrializados
(ndo incluir cigarros de Bali/kreteks, O [] sss ] ooo [ 999
cigarros indianos/bidis)
b. Cigarros de palha ou cigarros enrolados
a mdo (fumo desfiado ou de rolo)? [] [] 888 [] 000 [] 999
c. Cachimbos? O [] 888 [1 ooo [ 999
d. Charutos ou cigarrilhas? ] [] sss ] ooo [ 999
h. Outros
— Especifique: O [1 sss [J ooo [ 999
[FUMANTE OCASIONAL]
50. Em média, quantos dos seguintes produtos vocé fuma por semana?
ENT: PARA CADA ITEM REGISTRE A QUANTIDADE POR SEMANA. CASO O INFORMANTE NAO
FUME , FUME UM DOS ITENS, MAS FUME MENOS QUE 1 UNIDADE POR SEMANA OU NAO
SAIBA RESPONDER, DEIXE O CAMPO PARA REGISTRO EM BRANCO E ASSINALE A OPCAO
CORRESPONDENTE: “NENHUM” (000) OU “MENOS QUE 1 VEZ POR SEMANA” (888) O0OU
“NAO SABE” (999).
SE O ENTREVISTADO RESPONDEU EM MACOS OU PACOTES, SE INFORME PARA SABER
QUANTOS TEM EM CADA UM E CALCULE O NUMERO TOTAL.
Menos que 1 =

LEIA CADA ITEM: For semana, porém Nenhum N&o

semana . sabe

mais do que 0
a. Cigarros industrializados
(ndo incluir cigarros de Bali/kreteks, [] [] 888 [] 000 [] 999
cigarros indianos/bidis)
b. Cigarros de palha ou cigarros enrolados
a mdo (fumo desfiado ou de rolo)? O [ sss [1 000 00 999
c. Cachimbos? O [] sss ] ooo [ 999
d. Charutos ou cigarrilhas? ] [] sss ] ooo ] 999
. Out

€. utros . [ sss 1 000 [ 999

Especifique:

l

51. Quanto tempo depois de acordar vocé fuma o primeiro cigarro?

Entrevistador: Leia as alternativas.

1 | | Dentro de 5 minutos

2 | __| Entre 6 minutos e 30 minutos
3 | | Entre 31 minutos e 60 minutos
4 | | Apds 60 minutos

Agradeca e finalize a entrevista
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[EX-FUMANTE ATUAL ]
52. Ha quanto tempo vocé parou de fumar?

ENT: REGISTRE APENAS OS TEMPOS EM QUE O ENTREVISTADO PAROU DE FUMAR
REGULARMENTE. NAO INCLUA AS OCASIOES EXCEPCIONAIS EM QUE ELE FUMOU.

MARQUE A UNIDADE E REGISTRE O NUMERO.

ANOS ]

MESES

DIAS

Ll
SEMANAS  []
Ll

10.5.

10.6. Agradega e finalize a entrevista

Observacdes:
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