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RESUMO

O Papilomavirus Humano (HPV) é um agente sexualmente transmissivel que se destaca por
infectar o trato anogenital, e devido a sua associacao etioldgica com uma grande variedade de
carcinomas, encontra-se entre as mais importantes infeccdes sexualmente transmissiveis (IST)
da atualidade. Acredita-se que a presenca do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e da
Chlamydia trachomatis parecem favorecer a infectividade viral, proporcionando o surgimento
de lesBes que podem levar ao cancer. Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar
0s genotipos do HPV presentes em amostras cervicais e anais, correlacionando com a infeccao
por Chlamydia trachomatis. Realizou-se um estudo incluindo 73 mulheres com idade entre 17
e 65 anos, atendidas no Hospital das Clinicas de Pernambuco (HC/UFPE) entre novembro de
2010 e fevereiro de 2013. As amostras foram obtidas e a extracdo do DNA foi realizada através
de kits especificos. Posteriormente, os genétipos do HPV foram determinados pelo
PapilloCheck® (GreinerBio-One) e a identificacdo da Chlamydia trachomatis por PCR em
Tempo-Real. A prevaléncia do HPV no canal anal foi de 83,6%, estando associado com historia
de intercurso anal (p=0.0295) e infeccdo por HIV (p=0.0104). Infeccdo maltipla por HPV foi
observada em 50,8% das pacientes, sendo 0 HPV44 o mais comum. Nos grupos HIV-positivo
e HIV-negativo, o genotipo de alto risco mais frequente foi o HPV16, enquanto que HPV44 e
0 HPV43 foram os gen6tipos de baixo risco mais encontrados, respectivamente. A taxa de
concordancia entre os gendtipos de HPV cervical e anal chegou a 52%. Apenas um paciente
apresentou infeccdo por Chlamydia trachomatis em canal anal. Os resultados sugerem que 0
canal anal pode ter participacdo na infeccdo cervical funcionando como reservatério do virus.
Desta forma, o rastreamento dessas pacientes no servi¢co publico de satde pode favorecer um
diagndstico precoce, auxiliando os medicos no acompanhamento e prevenindo a evolucgdo da
infeccdo, principalmente em pacientes HIV-positivas.

Palavras chave: Papilomavirus humano; Virus da imunodeficiéncia humana; Chlamydia

trachomatis; InfecgOes do trato anogenital.
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ABSTRACT

The Human Papillomavirus (HPV) is a sexually transmitted agent that stands out to infect the
anogenital tract, and because of its etiology with a wide variety of carcinomas association is
among the most important sexually transmitted infections (STI) today. It is believed that the
presence of the human immunodeficiency virus (HIV), Chlamydia trachomatis and seem to
favor viral infectivity, giving the appearance of lesions that may lead to cancer. Thus, the
present study aimed to evaluate the genotypes of HPV in cervical and anal specimens,
correlating with Chlamydia trachomatis. We conducted a study including 73 women aged 17
to 65 years, the Hospital das Clinicas de Pernambuco (HC/UFPE) between November 2010 and
February 2013. The samples were obtained and DNA extraction was performed using specific
kits. Subsequently, HPV genotypes were determined by PapilloCheck® (GreinerBio-One) and
identification of Chlamydia trachomatis by PCR in Real-Time. The prevalence of HPV in the
anal canal was 83.6% which is associated with a history of anal intercourse (p=0.0295) and
HIV infection (p=0.0104). Multiple HPV infection was observed in 50.8% of patients, the most
common HPV44. In HIV-positive and HIV - negative groups, the most frequent genotype high-
risk HPV16 was the, HPV44 and HPV43 while genotypes were found more low risk,
respectively. The concordance rate between the genotypes of HPV cervical and anal reached
52%. Only one patient had Chlamydia trachomatis infection in the anal canal. The results
suggest that the anal canal may be involved in cervical infection functioning as a reservoir of
virus. Thus monitoring these patients in the public health service can facilitate early diagnosis,
assisting physicians in monitoring and preventing the progression of the infection, especially in
HIV-positive patients.

Keywords: Human papillomavirus; Human immunodeficiency virus; Chlamydia trachomatis;

Genital tract infections.
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INTRODUCAO

As infecgdes anogenitais ocasionadas pelo Papilomavirus humano (HPV) constituem
um problema de saude publica devido a sua elevada frequéncia mundial, sendo este o patégeno
mais comumente transmitido por contato sexual (STANLEY, 2010) e associado ao cancer, o
que gera implicacdes clinicas de alto impacto psicologico nos individuos acometidos
(BASEMAN; KOUTSKY, 2005).

O comportamento sexual pode ser um fator determinante para a exposicdo e a
probabilidade de infeccdo pelo HPV. Desta forma, um dos principais fatores de risco para o
desencadeamento da infec¢do é o elevado numero de parceiros sexuais, principalmente em
individuos menores que 25 anos de idade (ROUSSEAU et al., 2003), devido a auséncia de
imunidade adquirida oriunda de infeccdes anteriores, além da imaturidade bioldgica do colo
uterino (BOSCH, 2003). No entanto, a infec¢do pelo HPV, bem como a presenca de multiplas
infeccbes, também tém sido altamente prevalentes em mulheres infectadas pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (LEVI et al., 2004; STRICKLER et al., 2005).

O cancer cervical e suas leses precursoras sdo as manifestacdes ginecoldgicas mais
importantes em mulheres infectadas pelo HIV, que tém cinco vezes mais chance de apresentar
tais manifestagdes clinicas (STRICKLER et al., 2005). Pouco sdo os relatos sobre a
epidemiologia do HPV anal em mulheres imunocompetentes e ndo ha estimativas globais de
infeccdo pelo HPV anal (HERNANDEZ et al., 2013).

Dessa forma, a determinacdo de gendtipos de HPV por biologia molecular torna-se
importante no rastreio populacional, possibilitando 0 monitoramento do risco para a progresséo
de carcinomas, o0 auxilio junto a elaboracéo de medidas preventivas e a avalia¢do da eficacia da
vacina. Estudos acerca de conhecimentos, atitudes e praticas com relacdo aos aspectos
comportamentais de sexualidade e infec¢Bes sexualmente transmissiveis (ISTS) sdo necessarios
para a conducao de a¢des de salde. Sendo assim, esses dados podem ser utilizados como base
para identificar ndo somente a prevaléncia da infeccdo pelo HPV e de seus genotipos na cérvice
e no canal anal na populacdo de mulheres soropositivas e soronegativas para o HIV, mas

também identificar os fatores de risco mais relevantes neste publico alvo.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 INFECCOES SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS

A nivel mundial, as ISTs sdo consideradas um dos problemas de saude publica mais
comuns, e apesar de sua real dimensdo ser desconhecida, estima-se que nos paises em
desenvolvimento constituem uma das cinco causas mais frequentes de busca por servicos de
salde. Em 1990, a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) publicou a sua primeira estimativa
da incidéncia global de ISTs curaveis (gonorréia, clamidia, sifilis e tricomoniase), com base em
pareceres emitidos por especialistas (OMS, 2005).

No ano de 1999, estimou-se um total de 340 milhGes de novos casos de ISTs por ano
em todo 0 mundo, na faixa etéria de 15 a 49 anos, sendo 10 a 12 milhdes para o Brasil (WORLD
HEALTH ORGANIZATION [WHO], 2005). Ao passo que, em 2008, a estimativa foi de 499
milhdes de novos casos (WHO, 2008). A repercussdo das sequelas em ambos o0s sexos; sua
relacdo com o aumento da morbidade e da mortalidade materna e infantil; seu papel facilitador
na transmissao sexual do HIV e do cancer anogenital estdo bem descritos, o0 que evidencia a
relevancia dessas enfermidades como fator de risco importante (FRANCO; HARPER, 2005;
GIANNINI et al., 2006; OMS, 2005).

Nos EUA, estimam-se mais de 19,7 milhdes de novos casos de ISTs a cada ano, sendo
a infeccdo por HPV a de maior prevaléncia, correspondendo a 14,1 milhdes de casos.
Chlamydia trachomatis é a segunda mais prevalente. 1sso mostra que o0s jovens de faixa etaria
entre 15 e 24 anos sdo os mais afetados, constituindo cerca de 50% desses novos casos, 0 que
faz o sistema de satide americano custear aproximadamente $16 bilhdes com esses casos (CDC,
2013). Para o Brasil, as estimativas da OMS de novos casos de ISTs na populagédo sexualmente
ativa, a cada ano, sdo: sifilis: 937.000; gonorrréia: 1.541.800; clamidia: 1.967.200; HSV-2:
640.900; HPV: 685.400 (Figura 1) (BRASIL, 2014).



18
Keilla Maria Paz e Silva

Figura 1 - Namero estimado de novas infecgdes sexualmente transmissiveis nos EUA

49%
Estimated number of new

sexually transmitted infections
- United States, 2008

[romse o

20% 13%
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Hepatitis 8 IV

Syphiles V-2 Gonarrhea Txhomoniaas  Chlamydia Hev
Total: 19,000 41,400 55,400 776,000 820,000 1,090,000 2,860,000 14,100,000

TOTAL 19,738,800

*HIV incidence not calculated by age in this analysis

Bars are for llustration only; not to scale, due to wide range in numbers of infections

Fonte: CDC, 2013

1.1.1 Papilomavirus humano

1.1.1.1 Biologia viral

A familia Papillomaviridae contém 29 géneros formados por 189 espécies de
papillomavirus isolados de humanos (120 tipos) (BERNARD et al., 2010). Desses, 40 infectam
o trato genital feminino (GARCIA-ESPINOSA et al., 2009) e sdo categorizados quanto ao
tropismo em virus: epiteliotropicos e mucosotrépicos, que afetam a pele e as mucosas,
respectivamente, podendo vir a induzir, no sitio infeccioso de seu hospedeiro, varias lesbes
proliferativas (BERNARD; CALLEJA-MACIAS; DUN, 2006; DE VILLIERS et al., 2004). Os
genotipos de HPV que tém afinidade por mucosa séo divididos em alto risco e baixo risco com
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base em sua associa¢do com a malignidade cervical (WHO-ICO, 2010). Os gendtipos de alto
risco causam carcinoma cervical, uma das principais causas de morte por cancer no mundo,
tendo sido implicados também em canceres vulvares, vaginais, penianos e anais
(VELDHUIJZEN et al., 2010; WHO-ICO, 2010). J& os genotipos de baixo risco estdo
associados a verrugas genitais, que impactam negativamente na qualidade de vida e no
funcionamento psicossocial da populagéo atingida (PIROTTA et al., 2009; WOODHALL et
al., 2008).

O HPV é um virus ndo envelopado, possui simetria icosaédrica e 0 seu genoma é
composto por DNA dupla fita, circular, com comprimento de 7.900 pb (BRAVO et al., 2010).
O material genético esta envolvido por uma estrutura denominada capsideo viral com didmetro
entre 50 nm e 60 nm, com 72 capsdmeros, formados por duas proteinas estruturais (L1 e L2)
(Figura 2A e B) (MODIS; TRUS; HARRISON, 2002).

Figura 2 - (A) Estrutura do HPV16; (B) Organizacdo esquematica do genoma do HPV16

Human papill irus 16
(Model) PDB_ID: 1LOT| Estimulo do

E6 crescimento

E1 Regulagio da

Replicagdo
Protana L1

principal
do capsideo

Alteragiio
da matriz
intracelular

Protena
secundaria
do capsideo E2

A Estimulo do Regulagdo B

crescimento da transerigdo viral

Coordinates from: PDB: vnvw.resBM pdD WIPER: mimis

Fonte: Adaptado de Villa, 1997

O genoma do HPV divide-se em trés regides: duas regides codificadoras, denominadas
OREFs, as quais se encontram em uma mesma fita de DNA e que expressam 8 proteinas virais.
Os genes de expressdo tardia (Late — L): L1 (tamanho: cerca de 55 kD) que correspondem a
80% da proteina total viral e é género-especifica (CHEN et al., 2000) e L2 (tamanho: cerca de
70 kD) responsaveis pela codificacdo das proteinas que constituem o capsideo viral. Os genes
de expressdo precoce (Early — E): E1, E2, E4, E5, E6 e E7 sdo responsaveis pela codificacdo

de proteinas envolvidas nos processos iniciais de replicacdo, no controle da transcricdo e na
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transformacéo viral (Tabela 1) (ESQUENAZI et al., 2010). Ainda apresenta uma regido nao
codificante denominada LCR ou NCR, composta por uma ORF com tamanho entre 400 pb e
1000 pb, localizada entre as regides L1 e E6, aonde estdo dispostos a maioria dos promotores
de transcri¢do (BURD, 2003; KISSELJOV, 2000; SILVA; AMARAL; CRUZ, 2003).

Tabela 1 — Proteinas de expressdo precoce do HPV e suas principais fungdes no mecanismo viral

Proteinas FuncGes
Precoces
Atividade de DNA helicase, ligacdo de ATP DNA dependente, atividade de ATPase. Papel na
El replicacdo e na repressdo da replicacéo.
Regulador da transcricdo e replicagdo viral, controle da regido de expressdo precoce, necessaria
E2 para replicacdo viral eficiente junto com E1.
Expresso primariamente em epitélio em diferenciacdo, associado ao citoesqueleto de queratina de
=4 células epiteliais em cultura. Papel na liberagao de virus.
- Atividade de transformacdo em HPV16 in vitro. Possivelmente estimula o inicio da proliferacéo

celular in vivo, mas pode ter um papel na iniciacdo da carcinogénese.

Papel no processo de transformacdo junto com E7. Propriedades de ativacdo transcripcional. E6
E6  dos HPVs de alto risco inativa p53 atravées de degradacdo rdpida através da via da ubiquitinal8.

Junto com E7 propicia um ambiente celular para a replicagéo viral.

Induz sintese de DNA em células em repouso. E7 se liga a forma hipofosforilada da proteina do
£ retinoblastoma (pRb), resultando em sua inativagdo funcional permitindo progressdo funcional
para a fase S do ciclo celular. Proteina E7 dos tipos de baixo risco (HPV 6 e 11) se liga menos

eficientemente do que a proteina E7 dos tipo de alto risco (HPV 16 e 18).

Fonte: Adaptado de Sanclemente; Gill, 2002.

1.1.1.2 Ciclo da infecgéo viral

O HPV mucosotrépico tem como alvo as células epiteliais basais superficiais da mucosa
cervical, sendo altamente infeccioso (VELDHUIJZEN et al., 2010). A internalizacdo do virus
é uma etapa lenta e que pode durar horas (CULP; CHRISTENSEN, 2004; DAY et al., 2003;
SELINKA; GIROGLOU; SAPP, 2002). Para o HPV16 e o HPV58, este processo acontece
devido a endocitose mediada por clatrinas, diferindo do HPV31 o qual é interiorizado através

de uma membrana caveolar (BOUSARGHIN et al., 2003). Ao se internalizar, as particulas
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virais sdo desmembradas, acompanhada da passagem do DNA viral para o ndcleo celular.
Acredita-se que essa transferéncia de material genético possa ser promovida pelo gene L2
(DAY et al., 2004). A partir de entdo, o0 genoma viral comporta-se como um epissomo estavel,
ainda ndo integrado ao material genético da célula. Acredita-se que nessa fase, ha expressdo de
proteinas: E1 e E2 (DOORBAR, 2005; WILSON et al., 2002a) que promoverado a segregacdo
dos genomas na fase de divisdo celular (MCPHILLIPS et al., 2005; YOU et al., 2004), e a
replicacdo do DNA viral juntamente com o0 humano, na fase S do ciclo celular (Figura 3) (YOU
etal., 2004).

Figura 3 - Desenho esquematico do ciclo replicativo do HPV a partir do tecido infectado
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Fonte: Adaptado de Frazer, 2004

O cancer cervical progride a partir de lesGes pré-malignas nao invasivas, denominadas
neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) ou lesdes intraepiteliais escamosas (squamous
intraepithelial lesions — SIL). Elas sdo classificadas histologicamente com base nas atipias das
células epiteliais: NIC | corresponde a uma displasia branda; NIC 11 a displasia moderada e NIC
I11 a displasia severa, sendo esta precursora do carcinoma in situ. NIC | é também classificada

citologicamente como les&o intraepitelial escamosa de baixo grau (low-grade SIL — LSIL) e
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NIC 1I/l1l como lesdo intraepitelial escamosa de alto grau (high-grade SIL— HSIL)
(BASEMAN; KOUTSKY, 2005) (Figura 4). Acreditava-se, até entdo, que o cancer cervical
sempre progredia a partir de lesdes cervicais de baixo grau para moderado e, posteriormente,
para alto grau. As descobertas da historia natural da infeccdo pelo HPV levaram ao
questionamento sobre os estdgios pré-cancerosos progressivos continuos, concluindo que
lesOes de baixo e alto-grau sdo processos distintos de uma infec¢do. LSIL parece ser uma
manifestacdo transitdria da infeccdo viral produtiva, onde o epitélio infectado passa pela
diferenciacdo e maturacdo, exibindo anormalidades celulares. HSIL, precursor do cancer
cervical, ocorre quando a infeccdo pelo HPV impede a diferenciacdo de células epiteliais,
levando a replicacdo celular continua e ao acimulo de anormalidades genéticas, o que levam
ao surgimento das células cancerosas. Dessa forma, LSIL pode se estabelecer antes, a0 mesmo
tempo, ou na auséncia de HSIL (MOSCICKI et al., 2006).

Figura 4 - Desenho esquematico da progressao das lesdes no colo do Utero, evidenciando a insercdo do DNA
viral ao genoma humano
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1.1.1.3 Infectologia cervical

A populagéo infectada por HPV corresponde de 15%-20% das ISTs, com taxas de
transmissdo maiores que qualquer outra IST de etiologia viral. A incidéncia anual de todos os
tipos de infeccdo genital ocasionada pelo HPV é estimada em 5,5 milhdes nos EUA e acredita-
se que 75% dos adultos sexualmente ativos se tornardo infectados com HPV alguma vez na
vida (VELDHUIJZEN et al., 2010). A prevaléncia do HPV é estimada entre 1,6%-41,9% entre
mulheres (BRUNI et al., 2010) e de 1,0%-95,0% entre os homens (SMITH et al., 2011),
variando com a idade e o comportamento sexual (LISSOUBA et al., 2013). Levando-se em
consideracdo a idade, a prevaléncia da infeccdo pelo HPV é maior entre mulheres jovens e
parece decair com o aumento da idade (SCHIFFMAN, 1992). Na observacao de varios estudos
internacionais, a prevaléncia mediana de HPV oncogénico entre todas as mulheres avaliadas
foi de 15,1%, enquanto que entre as mulheres de 30 anos ou mais foi de 9,2% (BOSCH; DE
SANJOSE, 2003).

A prevaléncia mundial de cancer cervical em 2008 correspondeu a 9% dos casos de
cancer feminino, sendo a terceira causa de cancer em mulheres, com mais de 529.000 novos
casos e 275.000 mortes por ano (JEMAL et al., 2011). A estimativa global para infecgéo pelo
HPV, principal causador deste tipo de cancer é de 11,7%, onde a mais prevalente é na Africa
Subsaariana (24%), seguida da Europa Oriental (21,4%) e America Latina (16,1%) (BRUNI et
al., 2010). Nos EUA, estima-se o diagnéstico de aproximadamente 12.340 novos casos de
carcinoma cervical invasivo e de 4.030 mortes por este tipo de cancer (AMERICAN CANCER
SOCIETY [ACS], 2013).

Para 0 ano de 2014, no Brasil, sdo esperados 15.590 casos novos de cancer do colo do
atero, com um risco estimado de 15,33/100 mil mulheres. Com relacéo a incidéncia, tém-se que
nas regides Norte (23,57/100 mil), Centro-Oeste (22,19/100 mil) e Nordeste (18,79/100 mil),
este tipo é o segundo mais frequente; na regido Sudeste (10,15/100 mil), é o quarto e, na regido
Sul (15,87/100 mil), é o quinto (Figura 5) (INCA, 2014).
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Figura 5 - Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de neoplasia maligna do colo do Utero
por 100 mil mulheres, estimadas para 2014
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Fonte: INCA, 2014

1.1.1.4 Infectologia anal

Adicionalmente as doencas malignas do colo do utero, o HPV é também a causa da
maioria dos casos de cancer anal em mulheres e homens (PARKIN; BRAY, 2006). Embora
raro em comparacao com doencas malignas do colo do Utero, a incidéncia de cancer anal tem
aumentado em ambos os sexos, nos EUA e em outros paises (JOHNSON et al., 2004;
BREWSTER; BHATTI, 2006). Acredita-se que mulheres com um histérico de cancer de colo
uterino, ou até mesmo pré-cancer, tem elevado risco de desenvolverem cancer anal (ACS,
2013). Isso € devido ao local de preferéncia da infeccdo, pois ha uma semelhanca tecidual entre
o colo do Utero e 0 anus. O alvo do HPV é a zona de transformacédo de ambos os sitios, onde no
colo do utero, o epitélio escamoso da ectocérvice encontra o epitélio colunar da endocérvice;
enquanto que no canal anal a zona de transi¢ao corresponde ao encontro do epitélio escamoso

anal com o epitélio do reto (PALEFSKY; RUBIN, 2009). Pesquisadores examinaram
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espécimes de colo uterino e &nus de 1.566 mulheres e relataram que a infecc¢do anal por HPV é
comum, com prevaléncia comparavel a infeccdo do colo do Utero de mulheres saudaveis e
sexualmente ativas (HERNANDEZ; MCDUFFIE, 2005).

Estudos realizados nos EUA e Escandinavia relataram aumento acentuado da incidéncia
de carcinoma de células escamosas (CCE) no anus, nas ultimas trés décadas (BJORGE et al.,
2002; CHANG et al., 2002). Observou-se, tambeém, crescimento concomitante da infecgédo por
HPV (BJJRGE et al., 2002; GERVAZ et al., 2003; URONIS & BENDELL, 2007). Apesar da
incidéncia de cancer de anus em mulheres ter aumentado quase 40%, nenhuma normatizacao

em relacéo ao rastreamento das mesmas foi proposto (CHANG et al., 2002).

1.1.1.5 Cofatores na infeccao

A identificagéo de cofatores que atuam em conjunto com o HPV, tais como hormdnios
exé6genos, multiparidade (MUNOZ et al., 2002), tabagismo e outras ISTs (SMITH et al., 2002a)
tem grande importancia, pois estes podem ser passiveis de prevencdo (SMITH et al., 2004).
Acredita-se que o inicio precoce da atividade sexual, a quantidade de parceiros sexuais, 0
historico de ISTs e outras caracteristicas relacionadas ao comportamento sexual estdo ligadas
ao processo de infeccdo pelo HPV (ROUSSEAU et al., 2003).

Estudo realizado na Costa Rica, encontrou aumento significativo de HSIL e cancer
cervical associado ao aumento do numero filhos (HILDESHEIM et al., 2001). Acredita-se que
0 estado nutricional, traumatismos e mecanismos imunoldgicos seriam fatores correlacionados
para explicar esse tipo de associacdo. As trocas hormonais induzidas pela gestagdo também
estariam relacionadas a persisténcia ou a progressdo da infeccdo. Na mulher ndo-gravida, a
soro-reatividade é mais alta, o que sugere uma reducéo da resposta imunologica humoral contra
0 HPV, durante a gestacdo (MUNOZ et al, 2002), enquanto que o declinio da paridade poderia
explicar a reducéo de carcinomas em alguns paises (ROSA, 2007).

Uma consistente associagao entre tabagismo e cancer cervical tem sido demonstrada por
varias pesquisas, evidenciando o papel do fumo como fator de risco para esse cancer
(HAVERKOS et al., 2003; KUPER et al., 2002). Acredita-se também que o tabagismo passivo
possa estar associado ao cancer cervical, pois estudos realizados em Washington, no periodo
de 1963-1978 e 1975-1994, encontraram um risco relativo aumentado, sendo estatisticamente

significativo somente na primeira coorte. Os autores discutem a possibilidade de que a
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proporcdo de mulheres que trabalham externas de suas residéncias aumentou nos ultimos anos,
diminuindo o tempo de exposicdo das mesmas ao efeito do tabagismo passivo (TRIMBLE et
al., 2005). Resultados semelhantes foram encontrados por Wu et al. (2003), com mulheres
tailandesas, concluindo que o tempo de exposicao ao tabagismo passivo é o maior determinante
para se contrair a enfermidade.

Ha fortes evidéncias da associacdo do HSV-2 com HPV (SMITH et al., 2003). Estudos
demonstraram associagdes entre cancer cervical e ISTs causadas por Neisseria gonorrhoeae,
Chlamydia trachomatis ou HSV-2 em anélises controladas pelo status da infeccdo por HPV
(SMITH et al., 2002), o que sugere que as mesmas podem ser cofatores no desenvolvimento de
lesdes cancerosas (SAMOFF et al., 2005). No entanto, permanece ainda pouco entendido o
papel dessas e o0 seu efeito bioldgico no desenvolvimento de lesdes precursoras e cancer. O
mecanismo mais provavel é a inducgédo da inflamacéo da cérvice uterina, levando a dano por
metabdlitos oxidativos (CASTLE; GIULINAO, 2003).

O virus Epstein-Barr (EBV), um virus gama-herpes ubiquo humano responsavel pela
mononucleose (NAHER et al., 1992), poderia também ser um dos cofatores da infeccédo. Ele
pode ser transmitido sexualmente (NAHER et al., 1992) e se replica em células do colo uterino
(SIXBEY; LEMON; PAGANO, 1986). Esse tipo de infec¢do, amplamente difundida entre a
populacdo (RICKINSON; KIEFF, 2001) tem sido associada com um aumento do nimero de
cancros epiteliais linfociticos e, principalmente, o linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin,
linfoma de células T, carcinoma da nasofaringe e adenocarcinoma gastrico (DECAUSSIN et
al., 2000; ZUR HAUSEN et al., 2000). No entanto, a relacdo oncogénica entre os dois virus
ndo esta bem elucidada. Somado a isso, a presenca de EBV no carcinoma colo do Utero continua
a ser igualmente um tema de grande debate entre virologistas, confirmada por alguns autores
(NICHOLS et al., 2011; SASAGAWA et al., 2000), mas refutada por outros (DE OLIVEIRA
etal., 1999; WEINBERG et al., 1993).

Na populacdo geral, a infeccdo por HPV esta associada a cofatores bioldgicos e
ambientais comuns aos do HIV; entretanto, em mulheres que sdo portadoras do HIV, o estado
imunoldgico desempenha um fator adicional na susceptibilidade a infeccdo (PALEFSKY,
2007). A soropositividade para HIV esta intimamente relacionada com a elevada prevaléncia e
incidéncia da infeccdo por HPV (BANURA et al., 2008; DIDELOT-ROUSSEAU et al., 2006;
MARAIS et al., 2008; NG’AYO et al., 2008; NG’ANDWE et al., 2007; SAFAEIAN et al.,
2008; YAMADA et al., 2008), assim como uma menor probabilidade de eliminacdo da mesma,

resultando em um maior risco de aparecimento de lesdes (BANURA et al., 2008; ROWHANI-
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RAHBAR et al., 2007; SAFAEIAN et al., 2008) e prevaléncia aumentada de multiplos
gendtipos de HPV (BANURA et al., 2008; MARAIS et al., 2008).

As lesBes geradas pelo HPV aparecem mais precocemente em mulheres positivas para
HIV do que em mulheres negativas para este virus (MBULAITEYE et al., 2003; MOUGIN et
al., 2001). Um estudo com adolescentes infectadas pelo HPV, positivas e negativas para HIV,
observaram que jovens HIV-negativas controlavam a expressao do HPV, neutralizando-o, em
um curto periodo de tempo quando comparadas as jovens HIV-positivas (MOSCICKI et al.,
2004). Ja foi relatado que mulheres HIV-positivas tém o curso da infeccdo por HPV alterado,
com um decréscimo das taxas de regressdo da doenca e uma progressao rapida para altos niveis
de lesdes invasivas (CLARKE; CHETTY, 2002). A associagdo observada entre a infeccdo por
HPV e a aquisicdo do HIV tem importantes implicacdes para a satde publica. Se a associacdo
causal € verificada, a vacinagdo contra 0 HPV juntamente com outras intervencdes, tem o
potencial de ser uma estratégia adicional de controle do HIV, o que proporcionara beneficios a
longo prazo tanto para a populagéo feminina quanto a masculina (LISSOUBA et al., 2013).

Em comparacdo com a infeccdo cervical pelo HPV, poucas informages sdo descritas a
respeito da infeccdo anal por este virus em mulheres HIV-positivas e HIV-negativas de alto
risco (PALEFSKY et al., 2001). A associacdo entre a infeccdo por genotipos de alto risco
oncogénico e a neoplasia de anus também ja esta admitida frente a homens e mulheres
portadores de imunodeficiéncia ou imunossupressdao (MANZIONE; NADAL; CALORE, 2004;
NADAL et al., 2004; SOBHANI et al., 2001). No entanto, para os que ndo portam deficiéncias
de imunidade, a associacdo nao esta clara, o que colabora para a falta de normatizacao quanto

ao diagndstico do HPV e prevencéo de possiveis canceres de anus (VEO et al., 2008).

1.1.2. Chlamydia trachomatis

1.1.2.1 Epidemiologia da infec¢cao

No ano de 2012, um total de 1.422.976 casos (456/100.000 habitantes) de infeccdo por
Chlamydia trachomatis foram reportados ao CDC. Com base em estimativas de pesquisas
nacionais realizadas entre 1999-2008, a sua prevaléncia é de 6,8% entre as mulheres

sexualmente ativas com faixa etaria entre 14-19 anos (CDC, 2013). Estudos demonstraram no
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Brasil, prevaléncia em torno de 11,4-16% em mulheres jovens (CODES et al., 2002;
MIRANDA et al., 2004). Em Goiénia, a prevaléncia da infeccdo por Chlamydia trachomatis
em adolescentes e mulheres jovens entre 2000 e 2001, foi de 19,6% (ARAUJO et al., 2006). Ja
no estado de S&o Paulo, um estudo com mulheres portadoras de condiloma acuminado no ano
de 2007, apresentou uma prevaléncia de 33,3% de Chlamydia trachomatis. Esta foi superior a
maioria dos estudos realizados (MARCOLINO et al., 2008).

Essa espécie bacteriana é responsavel por acometer ndo so o trato geniturinario (WHO,
2007), mas também o tecido ocular (GOLIJOW et al., 2005). E um grande problema de satde
publica, com estimativa de 89 milhdes de novos casos por ano ocorrendo em todo o mundo,
onde individuos sexualmente ativos sdo a maior razdo de morbidade. Estima-se que 10-40%
das mulheres portadoras de infec¢bes ndo tratadas por clamidia desenvolvem a doenca
inflamatéria pélvica (DIP), como: infertilidade, gravidez ectopica e dor pélvica crbnica
(NAVARRO et al., 2002). Dados de um estudo em ambiente de assisténcia gerenciada sugeriu
que os programas de rastreio podem levar a uma reducéo de 60% na incidéncia de DIP (CDC,
2013).

Dessa forma, o sistema de reproducédo feminino é o mais afetado (DA ROS; SCHMITT,
2008; KJAER et al., 2000), pois um histdrico de infec¢do por essa bactéria e nuliparidade foi
relacionado ao desenvolvimento da infecgdo cervical e anal concomitantemente
(HERNANDEZ et al., 2005).

Tal como acontece com outras ISTs inflamatdrias, a infec¢do por Clamydia trachomatis
pode facilitar a transmissdo do HIV. Além disso, as mulheres gravidas infectadas podem
transmitir esta bactéria para seus bebés durante o parto, resultando em oftalmia neonatal e
pneumonia. Por causa da grande carga de doencas e riscos associados com a infec¢do, o CDC
recomenda que todas as mulheres sexualmente ativas com menos de 26 anos de idade sejam
rastreadas anualmente (CDC, 2013).
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1.1.3 Virus da Imunodeficiéncia Humana

1.1.3.1 Biologia viral

O HIV é uma particula esférica, que mede de 100 nm a 120 nm de didmetro, e pertence
ao género Lentivirinae e a familia Retroviridae, tendo em seu nucleo duas cépias de RNA
(cadeia simples), encapsuladas por uma camada proteica ou nucleo-capsideo, capsideo e um
envelope externo formado por uma bicamada fosfolipidica. No seu genoma ha trés genes
principais que codificam as proteinas estruturais e as enzimas virais: gag, env e pol. O gene gag
codifica uma proteina precursora (p55), onde a partir dela quatro proteinas estruturais do
capsideo serdo formadas, que compreende a p24, a p6 e a p9, enquanto a p17 se encontra em
uma camada entre o nucleo proteico e o involucro, denominada matriz proteica, a qual reveste
a superficie interna da membrana viral (MATSUOKA et al., 2009; SANTOS et al., 2008).

O gene env codifica as glicoproteinas gp160, gp120, e gp41, que sdo encontradas no
envelope viral. A gp160 é uma precursora, que quando clivada forma gp120 e gp41. A gpl120
se projeta na superficie viral na forma trimérica, enquanto a gp4l é uma glicoproteina
transmembrana que se associa a gp120. O terceiro gene estrutural, pol, codifica as enzimas p66
e p51, que compdem a enzima transcriptase reversa (RT), necessaria a replicacdo viral. Essas
proteinas sdo subunidades da transcriptase reversa p31, ou integrase, a qual medeia a integracéo
do DNA viral no genoma das células do hospedeiro, e a p10, uma protease que cliva precursores
proteicos em unidades ativas menores. A proteina p66 também esta envolvida na degradacéo
do RNA original do HIV. Essas proteinas estdo localizadas no nlcleo, sendo associadas ao
RNA do HIV (Figura 6) (SANTOS et al., 2008). Vérios outros genes no genoma do HIV
codificam produtos com funcéo reguladora ou acessoria (genes tat; rev; nef; vpu; vpr; vif)
(ROMANI; ENGELBRECHT, 2009).
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Figura 6 - Estrutura gendmica do HIV-1, apresentando as localiza¢des relativas dos principais genes e as
proteinas que codificam

In #l
< Pl pef*
vif* vpu*
3'LTR
5'LTR pol Codifica para
- roteinas do
gag Coc_j|ﬁca para e?welope viral
= enzimas virais
Codifica para p66 gp160 precursor
nucleocapsideo e p51
proteinas do core p31 l
p10

p55 precursor

gp120
l gp 41

*Genes regulatorios

Fonte: Adaptado de Miller, 2010

O HIV-2 também apresenta 0s genes gag, env, pol e genes regulatdrios e acessorios com
funcBes semelhantes as observadas no HIV-1. A homologia entre 0s genomas dos dois virus é
de aproximadamente 50%. As regides gag e pol do genoma viral apresentam maior homologia
entre os diferentes tipos virais, ao contrario da regido env, que apresenta diferencas
significativas no HIV-1 e HIV-2. As proteinas do HIV-2 tém fungdes equivalentes as do HIV-

1; entretanto, apresentam diferencas na composi¢ao de aminoacidos e no peso molecular.

1.1.3.2 Epidemiologia da infec¢cao

Estima-se que existam 35,3 milhdes de pessoas portadoras do HIV, com uma

prevaléncia de 15%-49% levando a 1,6 milhdes de mortes por AIDS em todo o mundo (Figura
7) (WHO, 2013).
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Figura 7 - Prevaléncia da infeccdo por HIV entre adultos (15%-49%)

y

Fonte: WHO, 2013

Segundo dados do Ministério da Satde (MS), de 1980-2011, foram notificadas 608.230
ocorréncias de AIDS no Brasil, segregadas de acordo com as Regides: Sudeste — 343.095
(56,4%); Sul — 123.069 (20,2%); Nordeste — 78.686 (12,9%); Centro-Oeste — 35.116 (5,8%); e
Norte — 28.248 (4,7%) que foram comunicadas ao Sistema Nacional de Atendimento Médico
(SINAM), informadas ao Sistema de Informacgdo sobre Mortalidade (SIM) e registradas no
Sistema de Controle de Exames Laboratoriais da Rede Nacional de Contagem de Linfocitos
CD4+/CD8+ e Carga Viral e o Sistema de Controle Logistico de Medicamentos
(SISCEL/SICLOM) (Figura 8) (BRASIL, 2011).
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Figura 8 - Coeficiente de incidéncia de AIDS (por 100 mil habitantes), segundo a regido de residéncia e ano de
diagndstico — Brasil, de 1998 a 2010
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De acordo com o Boletim Epidemioldgico 2012, observou-se uma tendéncia aumentada
na prevaléncia da infeccdo pelo HIV em jovens. A prevaléncia na populagdo em 2002 era de
0,09%, e passou para 0,12% em 2007. Em 2010, a taxa de incidéncia para as mulheres entre 15

e 24 anos foi de 1,6 casos de AIDS para cada 100 mil habitantes (Figura 9).

Figura 9 - Taxa de incidéncia (por grupo de 100 mil habitantes) dos casos de AIDS em jovens de 15 a 24 anos de
idade, segundo sexo, por ano de diagnostico e razdo de sexos. Brasil, 1990-2010
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Fonte: MS/SVS/Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais
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Mulheres imunocompetentes apresentam uma frequéncia menor (2%-2,5%) de
infeccbes multiplas, do que mulheres HIV positivas que apresentam uma frequéncia maior
(42%-52%), o que pode ser consequéncia de atividade sexual sem prote¢do e demais fatores de
risco que essa populacédo apresenta (LEVI et al., 2004; LUQUE et al., 2006).

1.2 DIAGNOSTICO MOLECULAR

As taxas de ISTs vem aumentando consideravelmente na populacdo com faixa etaria
entre 15 e 25 anos. No entanto, ainda ndo esta bem estabelecida a melhor forma de resolucéo
dessas infecgOes, apesar de varios testes terem sido desenvolvidos, 0s quais visam novas
oportunidades para o rastreio, a deteccdo precoce e a prevencdo dessas infecgdes, assim como
as suas complicagdes. Sabe-se que estudos de investigacdo utilizam esses testes, principalmente
em relacdo a Chlamydia trachomatis, HSV-2 e o HPV, embora sua introducao na pratica clinica
ainda envolva questdes complexas (GILSON; MINDEL, 2001).

1.2.1 Papilomavirus humano

A vacina contra 0 HPV é uma ferramenta promissora no combate ao cancer do colo do
Gtero. Em 2014, o MS implementara no Sistema Unico de Saude (SUS) a vacinacao gratuita de
meninas na faixa etaria entre 9 e 13 anos, com a vacina tetravalente, que protege contra quatro
principais tipos oncogénicos de HPV (6, 11, 16 e 18) (INCA, 2014). Esse advento traz uma
perspectiva otimista na prevencao contra a infeccdo e consequentemente o cancer cervical; e
com a melhoria no método citoldgico e definicdo do desempenho dos testes moleculares para a
deteccdo da infeccdo, modificagbes nas recomendacdes de rastreio provavelmente ocorrerdo
ainda nos proximos tempos (MUNOZ et al. 2004).

Dessa forma, para o diagndstico da infeccdo por HPV o teste ideal deve detectar os
multiplos gendtipos infectantes e a carga viral de cada tipo encontrado, com alta sensibilidade

e especificidade (IFTNER; VILLA, 2003). Neste aspecto, ha diversas metodologias para
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identificacdo do HPV que podem ser utilizadas na rotina laboratorial (Figura 10) (ABREU et

al., 2012).

Figura 10 - Fluxograma da classificacéo dos testes de HPV
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1.2.1.1 Técnicas de hibridizacdo de &cidos nucléicos

Fonte: Adaptado de Abreu et al., 2012

Inicialmente, as técnicas de Southern blotting, hibridizac&o in situ, e hibridizagdo dot-

blot eram utilizadas para detectar a infeccdo por HPV em amostras cervicais. Embora os seus

resultados gerem informacdo de alta qualidade, as desvantagens incluem a baixa sensibilidade,

necessidade de grandes quantidades de DNA purificado, além de serem procedimentos
demorados (VILLA; DENNY, 2006).

1.2.1.2 Técnicas de amplificacéo de sinal

O teste de HPV Digene®, que utiliza a tecnologia de Captura hibrida® 2 (hc2) e o teste

para HPV de alto risco Cervista®, sdo os inicos métodos que atualmente tem a aprovagéo do
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Food and Drug Administration (FDA) para diagnostico nos EUA (HWANG; SHROYER,
2012).

O sistema de Captura hibrida® 2 (hc2, Digene Corp., USA) é um método de
amplificacdo de sinal ndo radioativo baseado na hibridizacdo do alvo, que é o DNA do HPV.
Este sistema detecta dois grupos de HPV de acordo com a oncogenicidade, apresentando 0s
resultados para infeccdo por HPV de alto risco, que detecta 13 gendtipos (-16,-18,-31,-33,-35,-
39,-45,-51,-52,-56,-58,-59 e -68) ou por HPV de baixo risco, capaz de detectar 5 gendtipos (-
6,-11,-42,-43, e -44). Apesar desse teste fazer uma distin¢éo entre grupos de alto e baixo risco,
0 mesmo nao é capaz de identificar o genotipo individualmente (HWANG; SHROYER, 2012).

O Cervista® (Hologic, Inc., Marlborough, MA, USA) determina a presenca ou auséncia
do grupo de 14 HPVs de alto risco (-16,-18,-31,-33,-35,-39,-45,-51,-52,-56,-58,-59,-66 e -68).
No entanto, ndo € capaz de identificar um grupo de HPV de baixo risco, tampouco identificar
cada gen6tipo individualmente (HWANG; SHROYER, 2012).

1.2.1.3 Métodos de amplificacéo de acidos nucléicos

Considerando a importancia da identificacdo e genotipagem do HPV, uma variedade de
métodos foram e estdo sendo desenvolvidos para estes fins (ABREU et al.,, 2012). Ha
disponibilidade de testes ndo comerciais utilizados principalemente em pesquisas aplicadas; e

o testes comerciais, para fins de diagndstico (Tabela 2).

Tabela 2 - Métodos de amplificacdo de &cidos nucléicos para HPV

Metodologias Acido nucléico Aplicacbes

N&o comerciais

- Perfil de expressdo génica;

- Andlise de mutagdes;

- Deteccdo e genotipagem de acordo com as sondas
utilizadas;

Microarray DNA

Microplate colorimetric
hybridization assay (MCHA)

DNA - Genotipagem de 6 gend6tipos de alto risco;

PCR DNA - Detecgdo através de primers consensus ou especificos;

- Genotipagem de acordo com os primers utilizados na

PCR/RFLP DNA L N o P
amplificaco e no padréo de digestdo enzimatica;
Real-Time PCR DNA - Detecgdo e genotipagem;
Sequenciamento gendémico DNA/RNA - Detecgdo e/ou genotipagem;

Comerciais
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Abbott Real-Time PCR DNA - Deteccdo de 14 tipos e genotipagem de 2 tipos;
CLART® HPV 2 DNA - ldentificacéo de 35 tipos;
Clinical arrays® HPV DNA - Genotipagem de 35 tipos;
COBAS® 4800 HPV Test DNA - Deteccdo de 14 tipos;
INNO-LiPA DNA - Genotipagem de 14 tipos;
PapilloCheck® DNA - Detgcgéo e genot_ipagem de 24_tipo§ de.HPV, 0 que
inclui: 18 de alto risco e 6 de baixo risco;
The APTIMA® HPV assay RNA - Detecgdo de E6/E7 de 14 tipos;
The Linear array® DNA - Genotipagem de 36 tipos;
The Pretect® HPV-Proofer RNA - Detecgdo de E6/E7 de 5 tipos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o gen6tipo do Papilomavirus humano presente em amostras cervicais e anais,
levando em consideracéo a infeccdo por Chlamydia trachomatis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a frequéncia de HPV em mulheres infetadas pelo HIV;
e Determinar o gendtipo do HPV nas amostras cervicais e anais;
e Identificarapresenca de DNA de Chlamydia trachomatis nas amostras cervicais € anais;

e Correlacionar os dados clinicos e laboratoriais.
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ABSTRACT

Background: Human papillomavirus (HPV) is a sexually transmitted agent that infects
the anogenital tract and is associated with the development of several cancers, including
anal cancer. The mechanism of infection differs in each woman according to particular
cofactors, such as  human  immunodeficiency  virus  (HIV)-associated
immunosuppression and exposure to tobacco. The aim of this research was to identify
risk factors for anal HPV infection and to determine the frequency of each HPV

genotype in anal samples.

Methods: This was a cross-sectional study of anal samples from 73 women. including
those from 38 HIV-positive patients. The presence of HPV was determined by
consensus polymerase chain reaction (PCR) analysis using GP05+/GP06+ and

MY09/MY11. HPV genotypes were determined by DNA microarray analysis.

Results: HPV was detected in the anal canal of 83.6% of women, 70.5% of whom were
aged 20—44 years. Anal HPV infection was associated with a history of anal intercourse
(p=0.0295) and HIV mnfection (p=0.0104). Multiple HPV infections were observed in
50.8% of cases, with HPV44/55 being the most common. However, HPV16 was the
most frequent genotype in the HIV-positive and HIV-negative groups. and HPV44/55

and HPV43 were the most common low-risk genotypes in these groups. respectively.

Conclusions: These data show the importance of monitoring women for anal HPV

infection, especially those who are HIV-positive.

Keywords: Anal canal; Genital tract infections; Human papillomavirus; Human

immunodeficiency virus: Sexual intercourse.
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INTRODUCTION

Colorectal cancer, which includes cancer of the colon, rectum and anus, is the
second most common cancer in women. It has a global incidence of 571,000 cases
(9.4% of all cancer cases), and 288,000 women die from the disease each year. Cervical
cancer accounts for 8.8% of all cancers in women, and is the third most commeon cancer
in women worldwide, with over 530,000 new cases and 275,000 deaths reported each
vear [1]. In Brazil. the incidence of new cases of colon and rectal cancer in women in
2012 was 15,960, corresponding to an estimated risk of 15.94 per 100,000 women [2].

The risk factors for developing squamous anal cell carcinoma (SACC) include
the presence of an infectious agent such as human papillomavirus (HPV). a history of
anogenital warts, a history of another anogenital cancer, a greater number of lifetime
sexual partners, anal intercourse, and cigarette smoking [3].

Women with cervical cancer or pre-cancer have a higher risk of developing anal
cancer [4], probably due to the biological similarity between cervical and anal tissue. In
the anal canal. the squamous epithelium meets the columnar epithelium of the rectum.
while in the cervix the squamous epithelium of the ectocervix meets the columnar
epithelium of the endocervix. HPV targets the transformation zones of both sites,
primarily because these sites provide a greater number of proliferative cells [3].

Human immunodeficiency virus (HIV)-positive women are more susceptible to
infection with oncogenic HPV genotypes and are more likely to develop anal
intraepithelial neoplasia (AIN) or cervical intraepithelial neoplasia (CIN) [5]. In
immunocompetent women, the incidence of anal cancer (when compared with cervical
cancer) has increased in recent decades [3], probably due to the lack of standardized

HPV diagnosis systems and methods of anal cancer prevention [6-8]. Indeed, there is an
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association between high-risk HPV infection and anal cancer in HIV-positive and HIV-
negative women [9]. The aim of this study was to identify risk factors associated with
anal HPV infection and to determine the most frequent HPV genotypes in anal samples

of women, according to HIV status.

MATERIALS AND METHODS

Patients and samples
This cross-sectional study included 73 women aged 17-65 years, who attended

the Clinical Hospital of the Federal University of Pernambuco (UFPE) between
November 2010 and February 2013. Women who were pregnant, in their postpartum
period, or had autoimmune diseases were excluded. Anal samples were obtained with a
cytobrush during routine gynecologic inspection. Ethical approval was obtained from
the Research Ethics Committee of the Health Sciences Center (CEP/CCS/UFPE No.
281/10).
Sample processing

All samples were processed for DNA extraction using a commercial kit. Quality
control of the DNA extraction was achieved through [-globin amplification using the
forward primer 5’-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’ and the reverse primer 5°-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3", which amplify a 268 base-pair region. The
polymerase chain reaction (PCR) conditions were as follows: initial denaturation for 10
min at 94°C followed by 40 cycles of denaturation at 94°C for 1 min. annealing at 62°C
for 1 min, and extension at 72°C for 1 min. The final extension step was performed at

72°C for 7 min. Negative controls assays were performed with ultrapure water.
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HPYV identification and genotyping
HPV analysis was performed in 2 steps. The first step involved HPV

determination by consensus PCR analysis using GP05+/GP06+ [10] and MY09/MY11
[11]. The second step involved HPV genotyping using the PapilloCheck® (GreinerBio-
One. Frickenhausen, Germany) DNA microarray system. The PapilloCheck® kit was
used to genotype 24 strains of HPV, according to the manufacturer’s instructions.
Statistical analysis

Median values are shown with interquartile ranges (IQRs). The Fischer’s exact
test was used for all analyses. All p-values are 2-tailed, and p=0.05 was considered
statistically significant. All analyses were performed using GraphPad Prism version

6.02 software.

RESULTS

A total of 73 patients were enrolled in this study: 83.6% were positive and
16.4% were negative for anal HPV infection (Table 1). Women infected with HPV had
a median age of 37 years (IQR. 31-45 years). with 70.5% of the population aged 2044
years. There were 3.27% and 26.2% of women aged 10-19 years and =60 years,
respectively. In the HPV-negative group, the median age was 41.5 years (IQR. 34.5—
46.5 years), with 66.6% of women aged 20-44 years (33.3% were aged 45-60 years).
No HIV-negative women were aged 10-19 years or =60 years: this age profile differed
from that among HPV-positive women.

Sexual activity onset before 16 years of age was reported by 43 HPV-positive
and 8 HPV-negative women: the median age was 15.5 years in both groups (IQR. 13—

18 years). The HPV-positive group had a median of 3 lifetime sexual partners (IQR, 3—
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11): 57.4% of patients had 1-3 partners, 32.8% had 4-8 partners, and 9.8% had =11
partners. Women with 1-3 children had an increased risk for anal HPV infection
(relative risk [RR] = 2.383: 95% confidence interval [CI], 0.3364-16.88). as did women
who had heterosexual partners (RR = 3.339: 95% CI, 0.4637-24.05), although the effect
was not statistically significant. Otherwise, anal intercourse was found to be the most
important risk factor for anal HPV infection (p = 0.0293), together with HIV infection
(p = 0.0104). A total of 60.6% of HPV-positive patients, of whom 40.9% were HIV-
positive, reported participating in anal intercourse: these values were 2.42-fold and
4.93-fold higher than those in the HPV-negative group. respectively. Despite previous
reports of the importance of smoking habits in HPV infection, no significance was
observed for this factor (smoking rates were 39.3% and 41.6% in HPV-positive and
HPV-negative women, respectively).

Lifetime exposure to HPV was shown to be important, with lifetime sexual
activity being related to the number of sexual partners. Among patients with anal HPV
infection, 35 reported 1-3 sexual partners. Their median duration of sexual activity was
23 years (IQR, 15.5-33 years), and 19 were HIV-positive (Fig. 1a). Twenty women
reported 4-8 partners: their median duration of sexual activity was 22 years (IQR, 18—
27.2 years). and 15 were HIV-positive. Only 6 patients reported 11 or more sexual
partners, and among these patients the median duration of sexual activity was 15 years
(IQR, 8.5-17 wyears), and 2 were HIV-positive. Among patients without anal HPV
infection. 8 reported 1-3 partners, and their duration of sexual activity was 26.5 vears
(IQR, 19-30.5 years). Four HPV-negative women reported 4-8 partners, with a median
duration of sexual activity of 24.5 years (IQR, 15.2-29.7 years). Each group included 1

patient who was HIV-positive. These profiles differed according to the presence of
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single or multiple HPV infections. Those with a single HPV infection had a median
20.5 years of sexual activity (IQR. 14-28.5 years). and 13 patients reported 1-3 partners
(Fig. 1b). Six patients reported 4-8 partners, with a median duration of sexual activity
of 22.2 vears (IQR. 21-27 wyears). Only one patient reported more than 11 sexual
partners. In patients with multiple HPV infections, the median duration of sexual
activity was 22 vears (IQR. 14-33.7 years). and 17 women reported 1-3 partners; the
median duration of sexual activity reduced to 21.2 years (IQR., 17.5-29.5 years) among
10 women with 4-8 partners. Four patients who reported 11 or more partners had
multiple HPV genotypes and a relatively low median duration of sexual activity (16.2
years: IQR. 15-17.2 years). The inverse relationship between the duration of sexual
activity and HPV infection risk is interesting: women with HPV infection reported a
shorter median duration of sexual activity than the non-infected group, and women with
multiple HPV infections reported a shorter median duration than women with a single
infection.

Table 2 shows the profiles of patients with single and multiple infections
according to anal HPV genotyping. Among 51 HPV-positive women, 50.8% had
multiple HPV genotypes and 32.8% had single HPV genotypes: and the median ages
were 35 vears (IQR. 31-45 years) and 37 years (IQR, 32.5-43 years). respectively. Both
groups included patients yvounger than 20 years and older than 60 years. However, the
proportion of patients in the age range of 20-44 years was high: rates were 71% and
75% in those with multiple and single HPV infection, respectively. In those with
multiple HPV infections, 80.6% reported sexual activity onset before the age of 16
years, at a median age of 15.5 years (IQR, 13-18 vears); this result was of borderline

statistical significance (p = 0.0645). This group also had a median of 3 lifetime sexual
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partners (IQR. 3—11). including 54.8% of patients with 1-3 partners, 32.2% of patients
with 4-8 partners. and 12.9% of patients with 11 or more partners. A total of 41.9% of
women with multiple infections were smokers (this result was not statistically
significant). HIV infection was the only factor that was significantly related to multiple
anal HPV infections (p = 0.0314).

The distribution of HPV genotypes according to HIV status among 58 women is
shown in Fig. 2. In HIV-positive patients, the most common high-risk genotypes were
HPV16 (9.7%) and HPV51 (7.3%). while the most common low-risk genotypes were
HPWV44/55 (15.8%) and HPV6 (12.2%). HPV16 was also the most frequent high-risk
genotype in HIV-negative patients (26.9%), while HPV43 was the most common low-
risk genotype observed in this group (11.5%). The most prevalent genotypes found in
patients with single and multiple infections were HPV16 (35%) and HPV44/55 (45.2%),
respectively.

Between 2 and 9 different HPV genotypes were detected in anal samples from
women with multiple HPV infection, with several combinations observed, including
high-risk and/or low-risk HPV combinations (Table 3). The most frequent combination
was HPV11/HPV44/55, Multiple HPV-infected HIV-negative patients were infected by
no more than 3 HPV genotypes, while HIV-positive patients had up to 9 HPV
genotypes: this could be a consequence of immunosuppression in the HIV-positive
patients. A total of 15 HIV-positive patients (60%) had 2 HPV genotypes, while only 1
patient had 9 HPV genotypes. In the HIV-negative group. 2 patients had 2 HPV
genotypes and 4 patients had 3 HPV genotypes. The unique combination present in both

groups of patients was HPVS1/HPV33/HPV44/55.
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10

DISCUSSION

HPV, the major etiological agent for anogenital cancer [12], is the most
important risk factor for SACC [13], and is found in 83-88% of anal cancers [1].
However, there is no global estimate for anal HPV infection.

Behaviors that predispose individuals to immunosuppression are also risk factors
for anogenital cancer [14]; this i1s most prominent for HIV-positive individuals, in
whom the prevalence of anal HPV infection is greater than cervical HPV infection [15].
The prevalence of anal HPV infection in high-risk groups and HIV-positive patients
varies from 42%—90% in women in the US [15-17]. This high level of infection was
also observed in our study, with a narrower degree of variation (from 41%—59%).
corroborating the suggestion that HPV infection is prevalent in this tissue [16]. In fact,
HIV-infected patients are more susceptible to HPV-related cancers [18], and 26% of
HIV-positive women have AIN [19]. The duration of infection is another important
factor; patients who have been infected with HIV for 15 years are 12 times more likely
to develop SACC than patients who have been infected for <5 years [20]. This
highlights the importance of early diagnosis.

Anal HPV infection is better documented in HIV-negative women than in HIV-
positive women [12]. A prevalence of anal HPV infection of 42% was observed in HIV-
negative women who participated in high-risk behaviors (commercial sex workers and
injection drug users) [15]. and a prevalence of 45% was reported in women with
cervical lesion history [21]. These rates are similar to those in our study. The high
prevalence of anal HPV infection in the healthy population can be attributed to the fact

that anal HPV infection in heterosexual women progresses slowly [12]. This sort of

evolution was observed in a cohort study of Hawaiian women, in whom the anal HPV
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infection prevalence increased from 27% to 70% after an average follow-up period of
1.3 years [7.22].

Studies performed in populations between the ages of 18 and 82 years show
different prevalence rates in HIV-negative patients. varying from 16% to 70% [7.21].
The prevalence among HIV-positive women has been reported to be 70.5%—90% [16-
17]. However, reports of the effects of age on anal HPV infection prevalence are
discordant. In HIV-negative patients, some authors have found the highest prevalence in
women younger than 30 vears [7]. in accordance with that for cervical HPV infection.
Nevertheless, other studies have reported the highest prevalence to be in women older
than 45 years [17.22]. We found the highest frequency of anal HPV infection in women
aged 20—44 years, which could be related to increased levels of sexual activity during
this period of life.

There is evidence that HPV can be transmitted to the genitals through non-
penetrative sexual contact [23]. This suggests the possibility of alternative routes of
transmission, including sexual and nonsexual means [7]. which explains how HPV
infection can occur even with condom use. In the population in our study. it is clear that
there was a tendency for sexual activity to begin before the age of 16 years, which leads
to early contact with infectious agents, like HPV [8]. The borderline statistical
significance of this finding among HPV-positive patients indicates that a study
including a greater number of patients may be able to establish the significance of this
tactor. If this proves to be true, it could be an important component of sexual education
programs and may prompt discussions about HPV vaccination in childhood.

Anal intercourse increases the risk of anal cancer in women younger than 30

years due to sexual exposure to HPV [19], including those negative for HIV infection
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[24]. However, the highest incidence of SACC is in women aged =50 vears [12]. In
2000, the National Survey of Sexual Attitudes and Lifestyles (NATSAL) reported an
11.6% prevalence of anal intercourse among women aged 16-44 years in Scotland [25].
The proportion of women reporting anal intercourse in our study was 5.22-times higher
than that in the Scottish study. The rate in our study was also higher than rates in similar
studies in the US, | of which reported a 22% prevalence in students aged <30 years
[26]. However. the median age in our study was approximately 37 years.

We found a high frequency of HPV infection in women with 1-3 sexual
partners, and rates decreased as the nunber of partners increased, even when taking into
account the duration of sexual activity. In our group, 56.6% were infected with more
than 1 HPV genotype. supporting the idea that men can act as vectors for HPV infection
[27]. as has been previously suggested for cervical cancer.

Considering that the anal canal seems to play a role as a reservoir for HPV [15].
the association between an increased number of sexual partners and participation in anal
intercourse could be assumed to be associated with risk of HPV infection. In keeping
with this idea. we observed an increase in the frequency of multiple HPV infection in
women with a greater number of sexual partners, even for those with a relatively short
duration of sexual activity. This finding for anal infection conforms with that observed
for cervicovaginal HPV, for which a shorter interval between meeting a new partner and
engaging in sexual intercourse increases the risk for HPV infection in women [23].

Although our study did not find an association between tobacco use and anal
HPV infection, previous studies have established smoking as a risk factor for anal

cancer [7,28].
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Once infected with HPV, 2 factors are important for anal cancer development:
HPV risk-type and HPV multiple infection [13]. Similar studies have found a high
prevalence of HPV16 genotype in HIV-negative patients [22]. In the US, a study has
shown HPVS53 and HPV16 to be the most prevalent genotypes among HIV-positive
patients [17]. In another study involving Brazilian women, the most frequently detected
high-risk HPV types were HPV33, HPV18. and HPV16, while HPV61 and HPV6 were
the most common low-risk HPV genotypes [6]. Our findings show a different profile for
HPV infection: only 2 patients were infected with HPV18, although HPV16 remained
as the most frequent genotype in both groups. The risk of infection with a new genotype
in the anal canal seems to be increased in the presence of another HPV genotype. and
certain genotypes, such as HPV16. have a greater effect on the acquisition of new HPV
infections [22]. Only 1 study has reported the prevalence rates of HPV43, HPV44, and
HPVS5S5 in women, and showed low frequencies in cervical samples [29] (they did not
report the results for anal infection). Therefore, our results seem to be the first to
demonstrate a high frequency of this genotype in anal canal samples of HIV-positive
women, together with HPV43 for HIV-negative women.

There are few studies of anal infection with multiple HPV genotypes. and
therefore our understanding of this pathology is limited. A cohort study performed in 3
different countries showed multiple anal canal infection rates between 17% and 46%
[7.18.21], with the rates varying from 44.6% to 79% in HIV-positive women [6.17].
These values are compatible with our data: 19.3% of HIV-negative women were
multiply infected with up to 3 HPV genotypes, and the rate increased to 80.6% in HIV-
positive women, who were infected with 2-9 HPV genotypes. Only 1 study of samples

of anal cancer has reported combinations of genotypes, such as HPV11/HPV16/HPV43
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[13]. In fact, infection with multiple HPV genotypes is common among subjects with
anal cancer, but it remains unclear whether multiple infection is associated with a higher
risk of malignancy or a more rapid rate of progression [30]. The differences between
previous studies may be due to the methodology used for screening: the use of high-
sensitivity methods can increase the HPV detection rate and the rate of multiple
infections. There is a need for longitudinal studies to determine whether anal infection
with multiple HPV genotypes increases the incidence or progression of AIN in women.
In conclusion, we observed a high prevalence of anal HPV infection, suggesting
that anal HPV infection is common among healthy women. However, among HIV-
positive women, the high risk of HPV infection (most of which are multiple infections)
should be considered during the clinical evaluation of HIV-infected patients, given that
such patients have inherent immunosuppression. Further studies for HPV persistence in
these patients should be performed. to improve the treatment of patients with anal
lesions prior to cancer development. Although screening for AIN and the use of HPV
vaccination may reduce the risk of anal cancer, these neoplasms continue to be a

significant comorbidity in HIV/AIDS patients.
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Figures

Figure 1. Relationship between number of lifetime sexual partners and period of sexual
activity in years, according to anal human papillomavirus (HPV) identification (a) and anal

HPV infection type (b).

Figure 2. Human papillomavirus (HPV) genotype distribution in 58 anal samples,
according to human immunodeficiency virus (HIV) status. Black bars., HIV-positive
patients: gray bars, HIV-negative patients.status. Black bars, HIV-positive patients: gray

bars, HIV-negative patients.
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Table 1: Clinical and behavioral data from 73 women according to HPV status in the

anal canal Median data are presented in graphical form.

Characteristic Anal HPV identification
MNegative Positive p-value
Patients 12 61 -

Age (years)

10-19 a0 2 -

20-44 & 43 0.7452

45-60 4 13 0.4564

=60 0 3 -
Median (IQR) 1TF T

A T PR R P A

Age of sexual activity onset

Before 16 vears 8 43 0.7452

After 16 vears 4 18 -
Median (IQE) 11 11

& da o W & da o m W

Number of sexual partners in -
lifetime

1-3 & 35 0.7502

4-11 4 20

11 or more a 4] 0.5806
Median (IQR) 0 i+

L L

Number of children
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75

1-2
4 or more
Sexual partners reported
Heterosexual
Bisexual
Unknown
Anal intercourse
HIV infection

Smoking

11

11

49

0.6801

0.2725

0.4403

0.0295*

0.0104*

*Statistically significant using the Fischer’s exact test.

HPV, human papillomavirus; HIV, human immunodeficiency virus; IQR, mnter-quartile

range.
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Table 2: Clinical and behavioral data from 73 women according to the type of HPV

infection in the anal canal. Median data are presented in graphical form.

Characteristic Anal HPV genotyping

Single
Multiple infection  p-value
infection
Patients 20 31 -
Age (years)
10-19 1 1 -
20-44 15 22 -
45-60 3 7 0.7208
=60 1 1 ;
| 1] 4
Median (IQR) ———
] Lo ] n &, ] [ ] 0 X

Age of sexual activity onset

Before 16 vears 11 25 0.0645
After 16 vears 9 6 -
| 1] 4
Median (IQR) e s A e e s s
Number of sexual partners in -
lifetime
1-3 13 17 0.5659
4-11 6 10 -
11 or more 1 4 0.6364
i+ i+ _

Median (IQR)
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Number of clildren
1-3
4 or more
Anal intercourse
HIV infection

Smoking

16

4

11

10

B

0.0737

0.3892

0.0314*

*Statistically significant using the Fischer's exact test.

HPV, human papillomavirus; HIV, human immunodeficiency virus; IQR, inter-quartile

range.
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Table 3: HPV genotvpe distribution m 58 women with multiple infections i anal

samples, according to HIV status.

HIV- HIV-
Multiple HPV genotypes
positive negative
2 HPV genotypes
(11, 44/55) 4 -
(56, 73) or (51, 66) or (56, 66) or (52, 68) or
(06, 44/55) or (06, 42) or (52, 42) or (16, 1 -
44/55) or (56. 44/55) or (68, 42) or (59, 06)
(16, 68) or (39, 43) - 1
3 HPV genotypes
(16, 56, 43) or (68. 73. 6) or (52, 58, 44/55) 1 -
(16, 82, 44/55) or (52, 06, 42) or (52, 42, 43) - 1
(51, 53, 44/55) 1 1
4 HPV genotypes
(16, 56, 51, 66) or (51, 39, 82, 44/55) or (16.
68. 06, 42) or (51. 66, 06, 44/55) 1 _
5 HPV genotypes
(16, 33,3940, 42) 1 -
9 HPV genotypes
(16, 18. 51. 39, 68, 82. 11. 40, 44/55) 1 -

HPV, human papillomavirus; HIV, human immunodeficiency virus.
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ABSTRACT

Background: The human papillomavirus (HPV) and human immunodeficiency virus (HIV)
are responsible for a fair amount of illnesses. The interactions between these infections
represent a challenge for the field of public health. HPV is associated with 99.7% of cases of

cervical cancer, is also considered in the pathogenesis of other anogenital malignancies.

Methods: We performed a cross-sectional study of women attending in the Clinical Hospital
of the Federal University of Pernambuco (UFPE). Participants completed a questionnaire
detailing socio-demographics data and sexual behavior and received cervical and anal HPV

testing/typing, colposcopy and anoscopy.

Results: Of 73 women evaluated, 64.38% showed concomitant HPV infection in both sites,
especially in the range of 20-44 years. Sexual activity onset before 16 years increases the
chance for HPV infection in HIV-positive women showed higher odds ratio for HPV
infection in anal canal. Anal intercourse was also found an important risk factor for HPV
infection especially in the uterine cervix. Women with normal colposcopy/anoscopy results
demonstrates increased chances of being infected with HPV in the uterine cervix/anal canal,
respectively. The presence of multiple infections of both sites is detachable, and HPV16 as

the most prevalent genotype high risk.

Conclusions: The data obtained can be used as a basis to identify not only the prevalence of
HPV infection and its genotypes in cervical and anal canal in the population of seropositive

for HIV, but also to identify the most relevant risk factors in this public target.
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INTRODUCTION

Human papillomavirus (HPV) is the most common transmitted infection (STI)
worldwide [1] with etiological role in the development of cervical precursor lesions and
cancer [2]. Cervical cancer accounts for 8.8% of all cancers in women, and is the third most
common cancer in women worldwide, with over 530,000 new cases and 275,000 deaths
reported each year [3]. For anal cancer, little is known about the epidemiology and no global
estimates of anal HPV infection [4].

Otherwise, HPV infection in the anal canal can also lead to serious consequences, such
as anal intraepithelial neoplasia (AIN) and anal cancer [5], being present in 90% of these
cases [6]. Although anal cancer is a rare disease, AIN is more common, being observed in 5%
of American HIV-negative women [7]. In Brazil, the incidence of AIN was high in women
with previous genital lesion, reaching to 17.4% frequency [8].

Women with cervical intraepithelial neoplasia (CIN), vulvar intraepithelial neoplasia
(VIN) or/and vaginal intraepithelial neoplasia (VAIN) have shown increased prevalence of
coexisting AIN development [9, 10]. History of high-grade CIN is associated with increased
incidence of almost five times for developing anal cancer [11]. Similarities between anal and
cervical tissues, including the epithelium type and HPV genotypes, indicates that this region
may also act as reservoir for HPV [12].

HIV-positive women also show increased risk of developing anal cancer, being 7 to 28
times higher than general population [13-15]. It is believed that HIV infection plays a role in
the natural history of HPV infection, increasing the likelihood of persistent infection and
consequently virulence [16]. HIV-positive women often have infections with multiple HPV
genotypes, especially from high-risk group [17], worse prognosis and increased risk of HPV
recurrence, being more likely to evolve to cancer [18]. These observations lead to a

recommendation for screening in this target population [19,20], mainly with the advent of
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HPV vaccination, which knowledge about the distribution of high-risk HPV genotypes
became important [21].

The present study aimed to evaluate the frequency of HPV infection in cervical and
anal samples and to determine the coexistence and concordance of HPV genotypes in both
tissues in a case-control analysis with HIV-women attended at public hospital in Recife,

Pernambuco.

METHODS
Study design

It was conducted a case-control study among women aged 17-65 years, attended at
Clinical Hospital from Federal University of Pernambuco (UFPE), between November 2010
and February 2013. This study excluded women in the followed conditions: pregnancy,
postpartum period (up to 6 months) and autoimmune diseases. At the moment of enroliment,
eligible women answered a standardized questionnaire for demographics data, sexual

behavior and reproductive health history.

Sample collection

Cervical and anal exfoliated cells were collected from all women using a wooden
spatula for PAP smears and a cytobrush for HPV and Chlamydia trachomatis DNA detection.
Cervical and anal cells from were eluted in 1mL sterile phosphate-buffered saline (PBS) and
transported on ice to the processing laboratory. Patients with an abnormal cytology result
underwent colposcopy. Women showing abnormal colposcopy results performed a cervical or
anal biopsy according to the internal procedures of hospital. All those patients with cervical or

anal lesions were treated according to care protocols.

Sample treatment
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Cervical samples were processed for DNA extraction using Wizard Extraction Kit
(Promega, Madison WI, USA) and anal samples were processed using DNA 1Q™ System
(Promega, Madison WI, USA) according to the manufacturer’s instructions. B-globin gene
were used as an internal positive control for the presence of human DNA in PCR reaction,
using the forward primer 5>-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’ and the reverse primer 5°-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3’, which amplify a 268 base-pair (bp) region. PCR
conditions were as follows: initial denaturation for 10 min at 94 °C followed by 40 cycles of
denaturation at 94 °C for 1 min, annealing at 62 °C for 1 min, and extension at 72 °C for 1
min. The final extension step was performed at 72 °C for 7 min. As negative control,
amplification of the reaction mixture was performed with all components except the target

DNA.

HPV identification and genotyping
HPV presence was detected by PCR, using GP5+/GP6+ and MY09/MY 11 consensus

primers, targeting a 155 bp and 450 bp region of L1, respectively, as previously described
[22,23]. HPV genotyping was performed using Greiner Bio-One Papillocheck® assay (Greiner
Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany), which enables simultaneous identification of 24
different HPV genotypes in a single reaction (HPV-16,-18,-31,-33,-35,-39,-45,-51,-52,-53,-
56,-58,-59,-66,-68,-70,-73,-82,-6,-11,-40,-42,-43, and -44), according to the manufacturer’s

instructions. A valid result was defined as one that passed all PapilloCheck® internal controls.

Chlamydia trachomatis identification

Chlamydia trachomatis DNA was identified in cervical and anal samples by 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems), using Custom TagMan® Gene Expression
Assays (Life Technologies). PCR was performed in a final volume of 25 uL using 2.5 pL of

DNA sample; 12.5 pL of TagMan® Universal PCR Master Mix (2.0x); 8.75 uL of ultrapure
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water; 1.25 pL of primer/probe mix (20x). Each amplification reaction was carried out as
follows: pre-PCR read at 60 °C for 1 min; a holding stage at 95 °C for 10 min; cycling stage
with 40 cycles of 15 s at 95 °C and 1 min at 60 °C and a post-PCR read at 60 °C for 1 min. All

analysis were performed in duplicate.

Statistical analysis

Statistical calculations were performed using GraphPad Prism version 6.02. Test
comparing the two groups was performed with Fisher’s exact test to calculate odds ratio (OR)
with 95% confidence intervals (CI). p-values were two-tailed, with p<0.05 considered

statistically significant.

RESULTS

A total of 73 women were enrolled in this study, with median age at 37 years (IQR,
31-45.5 years). Thirty-eight women were positive for HIV infection (Table 1) and molecular
analysis revealed 51 women with cervical HPV infection and 61 women with anal HPV
infection. Forty-seven women (64.38%) showed concomitant HPV infection in both sites,
with high rate in women between 20 and 44 years (70.2%), 1 to 3 children (76.6%), first
vaginal intercourse before 16 years (72.4%) and use of contraceptive methods (76.6%).

HIV-positive women included in age group of 20-44 years have higher chance of
developing cervical (odds ratio [OR] = 37.50; 95% confidence interval [CI], 4.353-323.1; p =
<0.0001), and anal HPV infection (OR = 9.722; 95% ClI, 1.097-86.15; p = 0.0238) than HIV-
negative women. In the group of 45-60 years, HI\VV-positive women presented even higher
chance for HPV infections in cervix (OR = 84.33; 95% Cl, 2.933-242.5; p = 0.001). Women
that reported 1-3 children also showed high chance for cervical HPV infection (OR = 50.91;

95% ClI, 6.071-426.9; p < 0.0001).
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Sexual activity onset before 16 years increases the chance for HPV infection in HIV-
positive women showed higher odds for HPV infection in anal canal (OR = 10.13; 95% ClI,
1.115-91.93) than uterine cervix (OR = 1.724; 95% Cl, 5.233-180.7). Anal intercourse was
found an important risk factor for HPV infection in HIV-positive women, but showed higher
odds for cervical (OR = 62.50; 95% ClI, 6.19-630.5) than anal canal (OR =4.167; 95% ClI,
0.3428-506.5). HIV-positive women with multiple sexual partners had increased chances of
developing cervical HPV infection (OR = 33.00; 95% ClI, 1.482-734.6). Despite high odds
ratio for anal HPV infection in this group (OR = 9.000; 95% ClI, 0.7538-107.4), no
statistically significant association was found. The use of contraceptive methods was also a
risk factor for the onset of cervical infection (OR = 43.27; 95% ClI, 5.119-365.8), together
with smoking habits (OR = 56.33; 95% ClI, 2.656-119.5). Chlamydia trachomatis was
observed in only one sample of the anal canal.

Women with normal colposcopy results demonstrates increased chances of being
infected with HPV in the uterine cervix (OR = 2.023; 95% CI, 0.6802-6.017), which
demonstrates that the diagnostic method may not be useful in this screening. HIV-positive
women show 7-times higher risk of developing cervical infection (OR = 186.3; 95% ClI,
6.740-515.1). Acetowhite epithelium was the most common abnormality in both groups,
being HIV-positive women also more inclined to infection (OR = 34.52; 95% CI, 1.831-
651.0) (Table 2).

Forty women underwent anoscopy, demonstrating 47.5% normal results despite 83.3%
women were HPV-positive (Table 3). Women with normal results also showed increased
odds for HPV infection in anal canal, but they were not aware of this type of infection (OR =
2.118; 95% ClI, 0.1754-255.6). In association with HIV, those numbers rise considerably (OR
= 13.29; 95% ClI, 0.4411-400.1). Acetowhite epithelium was the most frequent finding in both

groups, especially HIV-positive (OR = 21.00; 95% CI, 0.5568-792.0).
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Seventeen women were infected with single HPV genotype in the cervix, while 23
were infected with multiple HPV genotypes (OR = 2.778; 95% CI, 0.564-13.77). Regarding
to anal canal, these numbers increased to 20 and 31 women (OR = 4.167; 95% Cl),
respectively (Fig. 1). Infection with multiple anal HPV types was observed among 69.4% of
the women HIV-positive, showing 5 times higher infection rate than HIV-negative group.

The distribution of HPV genotypes according to sites cervical and anal among 73
women is shown in Fig. 2. In cervix, the most common HR genotypes were HPV16 (10.5%)
but HPV68 was the most common for HIV-positive (90%), while the most common LR
genotypes were HPV6 (12.8%) and HPV42 (8.1%). HPV16 was also the most frequent HR
genotype in the anal canal (13.8%), present in 60% HIV-negative women. LR-HPV6 (11.1%)
and HPV44 (13.8%) were the most common genotype observed. HPV18 was observed in
both sites, but in low frequency among these patients.

The concordance in cervical and anal HPV infection was observed in 52% women,
mainly caused by HPVG, followed by HPV42. HPV18 was found in only one women in both

sites while two patients showed HPV16 in cervical and anal samples.

DISCUSSION

The total prevalence of 83% anal HPV infection in present population is quite high
compared to that observed in HIV-positive women and high-risk HIV-negative women (42%-
76% prevalence) [24,25] investigated both HPV DNA and mRNA positivity of the anal canal
in women with lower genital tract HPV lesions. They observed 45% and 56% HPV DNA
positivity in anal and cervical smears, respectively.

The tendency for initiating sexual life before age 16 can lead to early contact with
infectious agents, like HPV [26], explaining high frequency in women between 20-44 years,

and simultaneous infection in cervical and anal sites. Despite the route of transmission is not
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well elucidated [27], there is a possibility of alternative transmission routes, including sexual
and nonsexual means [28], which could explain the significant risk of cross-infection between
cervix and anus, and vice versa [12].

The lacking of association between behavioral risk factors and anal HPV infection, or
even smoking habits in the present population, is in agreement with a previous study on a
similar but smaller population [29]. Cervical HPV infection is known as the single most
important predictor for anal HPV infection [25], but this correlation could not be observed in
this study.

The clinical significance of infection with multiple HPV types is not well understood
[24,28], mainly in anal canal. The risk of infection with a new genotype in the anal canal
seems to be increased in the presence of another HPV genotype, and certain genotypes, such
as HPV16, have a greater effect on the acquisition of new HPV infections [30,31]. In
agreement with previous reports, HPVV16 was the most prevalent and HPV53, present in four
cases, is currently considered likely to be oncogenic [32]. It is known that 90% [29] of cases
of anal cancer are currently assigned to HPV16/18, but in our study HPV18 was observed in
low frequency.

We observed similar high prevalence of coexisting cervical and anal HPV infection in
our study group comparing to [33] using the same genotyping system. Based on the success of
the cervical cancer screening program, it has been proposed by some authors, a routine anal
screening for high-risk individuals to detect and remove precancerous anal lesions but there is
no agreement on the most appropriate modality to perform such screening [14,34].

In conclusion, we identified high rate of multiple HPV infection at anal and cervical
sites, as well high rate of coexisting infection, mainly in HIV-positive women. Longitudinal

studies should be performed to determine whether the presence of multiple types increases
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incidence or progression of AIN. Early screening in anogenital sites could allow the detection

of HR-HPV genotypes, with the purpose of reducing the incidence of HPV infection.
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Table 1. Clinical and behavioral data from 73 women according to HPV status in the uterine cervix and anal canal. P-values were calculate for

cervical and anal infection considering HIV-positive group as reference.

Women HIV positive Cervical HPV p-value Anal HPV p-value
N (%) N (%) N (%) N (%)

Overall 73 38 (52) 51 (69.9) - 61 (83.6) -
Age (years)
10-19 2(2.7) 0 (0) 1(2) - 2(3.3) -
20-44 51 (69.9) 26 (35.6) 35 (68.6) <0.0001* 43 (70.5) 0.0238*
45-60 17 (23.3) 11 (15.1) 12 (23.5) <0.0010* 13 (21.3) 0.0987
More than 60 3(4.1) 1(1.4) 3(5.9) 1.0000 3(4.9) 1.0000
Number of children
1-3 60 (82.2) 29 (39.7) 39 (76.5) <0.0001* 49 (80.3) 0.0434*
4 or more 13 (17.8) 9 (12.3) 12 (23.5) 0.3077 12 (19.7) 0.3077
Age at first vaginal intercourse
Less than 16 50 (68.5) 28 (38.3) 36 (70.6) <0.0001* 43 (70.5) 0.0345*
More than 16 23 (31.5) 10 (13.7) 15 (29.4) 0.0743 18 (29.5) 0.3394

Anal intercourse related 40 (54.8) 26 (35.6) 29 (56.9) <0.0001* 37 (60.6) 0.2763
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Number of sexual partners in
lifetime

Less than 3

4-11

More than 11

Contraceptive use

C. trachomatis infection
History of condyloma
History of cervical lesion

Smoking habits

43 (58.9)
24 (32.9)
6(8.2)
57 (78.1)
1(1.4)
24 (32.9)
39 (53.4)
29 (39.7)

20 (27.4%)
16 (21.9%)
2 (2.7%)
29 (39.7%)
0 (0)

13 (17.8%)
13 (17.8%)
19 (26%)

27 (52.9)
20 (39.2)
4 (7.8)
39 (76.5)
0(0)
19 (37.2)
27 (52.9)
23 (45.1)

<0.0001*
0.0066*
0.4667
<0.0001*
0.1421
0.0030*
0.0004*

35 (57.4)
20 (32.8)
6 (9.8)
48 (78.7)
1(1.6)
23 (37.7)
35 (57.4)
24 (39.3)

0.0504
0.0909
1.0000
0.0787

0.4583
0.2809
0.3064

*Fischer’s exact test.

HPV, human papillomavirus; HIV, human immunodeficiency virus; STI, sexually transmitted infection.
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Table 2. Results for colposcopy analysis and HPV infection in 73 women, according to HIV groups, considering each abnormal identification as

one case.

HIV+ HIV-
Colposcopy N HPV+ HR-HPV LR-HPV HPV+ HR-HPV LR-HPV

Normal 28 21 20 14 1 2 0
Abnormal

Acetowhite 10 5 2

36 14 27 9

epithelium

Condyloma 2 2 5 3 - - -

Polyp 2 1 1 - 1 - -

Colpite 5 - - - 1 - -

Other 4 2 8 1 2 2 -

HPV, human papillomavirus; HPV+, HPV-positive; HPV-, HPV-negative; HR-HPV, high-risk HPV; LR-HPV,
low-risk HPV; HIV, human immunodeficiency virus; HIV+, HIV-positive; HIV-, HIV-negative.
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Table 3. Results for anoscopy analysis and HPV infection in 38 women, according to HIV groups, considering each abnormal identification as

one case.

HIV-

HR-HPV LR-HPV

HPV+ HR-HPV LR-HPV

Anoscopy N
Normal 19
Abnormal

Acetowhite

12
epithelium
Puntaction 5
Condyloma 4

3 4 3
1 1 -
1 - 1

HPV, human papillomavirus; HPV+, HPV-positive; HPV-, HPV-negative; HR-HPV, high-risk HPV; LR-HPV,

low-risk HPV; HIV, human immunodeficiency virus; HIV+, HIV-positive; HIV-, HIV-negative
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Figure 1. Distribution of the single and multiple infections according HIV status. Triangles

are cervical samples and circles are anal samples.
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Figure 2. Human papillomavirus (HPV) genotype distribution in cervical and anal samples,
according to human immunodeficiency virus (HIV) status. Black bars, HIV-positive patients;

gray bars, HIVV-negative patients.
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5 CONCLUSOES

Observamos uma elevada prevaléncia de infeccdo por HPV anal, principalmente em
mulheres saudaveis. No entanto, entre as mulheres HIV-positivas a infec¢do por genétipos de
alto risco e a presenca de maltiplas infec¢Ges também foi relevante. A alta taxa de concordancia
entre 0s gendtipos presentes nas amostras cervicais e anais de uma mesma paciente reforca a
hipdtese de que a o canal anal pode exercer um papel de reservatorio para o HPV, permitindo
reinfeccdo cervical. Adicionalmente, o aparecimento de lesdes no trato anogenital decorrentes
da infeccdo por HPV ndo estd correlacionado a presenca de Chlamydia trachomatis na
populacéo estudada.

Dessa forma, 0s nossos achados salientam a importancia de aprimorar programas de
rastreamento mais eficazes e educagdo em saude na prevencao do cancer cervical e anal na
populacdo, permitindo o acompanhamento da paciente e consequentemente a evolugdo da
infeccdo pelo HPV.
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6 PERSPECTIVAS

A partir desta pesquisa surgirdo novas perspectivas para a ampliagdo da investigacdo do
papel do HPV na carcinogénese, o que possibilitara a identificacdo de grupos de risco que
necessitem de um acompanhamento mais frequente, contribuindo para o planejamento e
qualificacdo de programas de controle e prevencéo de infeccdes sexualmente transmissiveis.

Nesse sentido novos projetos de pesquisa devem ser desenvolvidos com a participagao
de hospitais de referéncia na regido, tendo como objetivo avaliar o papel de moléculas em vias
de sinalizacdo relacionadas a infeccdo pelo HPV e ao desenvolvimento do cancer, visando
melhor compreender a biologia da célula tumoral permitindo o desenvolvimento de farmacos

para reducdo das lesdes em pacientes infectadas.
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7 RESULTADOS ADICIONAIS

Analise de gendbmica comparativa em diferentes espécies do género Chlamydia para
desenvolvimento de oligonucleotideos especificos para Chlamydia trachomatis na

identificagdo em amostras anogenitais.
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RESUMO

As infeccgdes transmitidas via contato sexual podem causar doencas que comprometem
o funcionamento adequado do organismo, apresentando grande importancia a nivel de saude
publica mundial. Em mulheres, o indice de infec¢des sexualmente transmissiveis (ISTs) € maior
devido a susceptibilidade bioldgica aumentada e a facilidade de transmissdo das infeccdes. A
Chlamydia trachomatis é a principal bactéria causadora de IST, sendo normalmente
assintomatica. A maioria dos kits comerciais para a identificacdo dessa bactéria sdo baseados
na busca de anticorpos, o que dificulta o diagndstico precoce. Diante da dificuldade na deteccéo
da Chlamydia trachomatis, que pode levar ao aborto e a infertilidade em mulheres com
exposi¢do prolongada ao patdgeno, o objetivo deste trabalho foi identificar uma sequéncia de
DNA bacteriano a ser utilizada para diagnostico em amostras anogenitais de pacientes que
realizam exames periddicos. Os dados obtidos demonstram que a sequéncia escolhida é capaz

de identificar a bactéria em amostras do trato anogenital.
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INTRODUCAO

Chlamydias sdo bactérias gram-negativas de carater intracelular obrigatério [1] que
pertencem a ordem Chlamydiales. Ha quatro espécies dentro desse género: C. pecorum, C.
psitacci, C. pneumoniae e C. trachomatis [2]. O seu genoma € extremamente pequeno e
completo, o qual possui RNA ribossomal (rRNA) de 23S, 16S e 5S e é constituido por um
cromossomo circular de 1.042.519 pb (58,7% de A-T) e um plasmideo com 7.493 pb (NUmero
de acesso no Gen Bank AE001273) [3].

Chlamydia trachomatis é responsavel por acometer nao sé o trato geniturinario [4], mas
também o tecido ocular [5], representando um grande problema de satde publica. No ano de
2012, um total de 1.422,976 casos (456/100.000 habitantes) de infec¢do por essa bactéria nos
EUA foram reportados ao CDC. Com base em estimativas de pesquisas nacionais realizadas
entre 1999-2008, a sua prevaléncia é de 6,8% entre as mulheres sexualmente ativas com faixa
etaria de 14-19 anos. Estima-se que cerca de 89 milhGes de novos casos por ano ocorrendo em
todo 0 mundo, onde individuos sexualmente ativos sdo a maior razao de morbidade [6].

Sabe-se que individuos que se infectam antes dos 20 anos de idade, podem vir a ter
recorréncia da infeccdo, devido a protecdo parcial da imunidade nessa fase da vida [7] Estudos
demonstraram no Brasil, prevaléncia em torno de 11,4%-16% em mulheres jovens [8,9]. Em
Goiania a prevaléncia da infec¢do em adolescentes e mulheres jovens entre 2000 e 2001, foi de
19,6% [10]. J&4 no estado de S&o Paulo um estudo com mulheres portadoras de condiloma
acuminado no ano de 2007 mostrou uma prevaléncia de 33,3%, superior a maioria dos estudos
realizados [11]. No Estado do Amazonas, a prevaléncia em mulheres soropositivas ao HIV,
com idade mediana de 32 anos, foi de 4,3% (IC 95%=2,1-6,5) [12].

Dados indicam que 10%-40% das mulheres portadoras de infeccdes por clamidia ndo
tratadas desenvolvem a doenga inflamatoria pélvica (DIP), como: infertilidade, gravidez
ectdpica e dor pélvica crbnica [13]. Dados de paises desenvolvidos indicam que mulheres que
tiveram DIP tém probabilidade 6 a 10 vezes maior de desenvolver gravidez ectdpica, que
contribui em mais de 15% das mortes maternas [14] (WHO, 2004). Abortos espontaneos,
natimortos, baixo peso ao nascer, infecgdo congénita e perinatal também estdo associados as
ISTs néo tratadas em gestantes [15]. Mulheres infectadas por Chlamydia trachomatis podem se
tornar um reservatério da bactéria, vindo a transmiti-la para os seus parceiros sexuais [5],
podendo levar a infertilidade feminina e masculina [16-18].

Contudo, nas populacGes em que o numero de parceiros é mais elevado, com adicéo a

drogas ou historico de ISTs a prevaléncia pode ir até 27% [19]. Os estudos tendo como alvo a
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populacdo em geral sdo raros, a prevaléncia de infeccdo por Chlamydia trachomatis nédo é
conhecida na maioria dos paises e rastreios preventivos a populagdes consideradas de alto risco
também ndo sdo comuns, o que deixa uma elevada percentagem de infectados assintomaticos
por diagnosticar [20], sendo estes Ultimos um reservatorio permanente da bactéria [21]. Tal
como acontece com outras ISTs inflamatorias, a infeccdo por Chlamydia trachomatis pode
facilitar a transmissdo do HIV. Além disso, as mulheres gravidas infectadas podem transmitir
esta bactéria para seus bebés durante o parto, resultando em oftalmia neonatal e pneumonia [6].

Existem diversas metodologias que podem ser empregadas para a deteccdo da
Chlamydia trachomatis. A escolha do método ideal deve levar em consideracdo a prevaléncia
da infeccé@o na populacdo que vai ser examinada, para se obter sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade compativeis. Além disso, € importante que se considere o custo-beneficio do
teste, as dificuldades para a sua execucdo, 0s equipamentos, a infraestrutura laboratorial e o
tempo necessario para a liberacdo dos resultados. Por causa da grande carga de doencas e riscos
associados com a infecgéo, 0 CDC recomenda que todas as mulheres sexualmente ativas com
menos de 26 anos de idade sejam rastreadas anualmente [6].

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo construir um conjunto de
oligonucleotideos para uma regido especifica da Chlamydia trachomatis, visando implementar
um diagndstico rapido e preciso do patdgeno em amostras anogenitais utilizando o PCR em

tempo real.

METODOLOGIA
Sequéncia gendmica

Para as analises in silico foram coletados os genomas disponiveis de quatro espécies no
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/): Chlamydia pecorum (NC_015408.1); Chlamydia
pneumoniae (NC_000922.1); Chlamydia psitacci (NC_015470.1) e Chlamydia trachomatis
(NC_000117.1).

Alinhamento das sequéncias

As sequéncias gendmicas foram alinhadas utilizando o programa Multiple Genome
Alignment (MAUVE), que permite a construcdo de alinhamentos multiplos de genomas na
presenca de eventos evolucionarios como rearranjos e inversoes, que dificultam o alinhamento,

ndo permitindo a identificacdo correta de regibes especificas (MAUVE, 2010). Foram


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/330443755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/15617929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/332286959
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/15604717
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realizados varios testes para encontrar os melhores parametros de identidade e cobertura para
posterior analise dos genes relacionados. Apds o alinhamento os clusters foram analisados e
exportados os genes ortdlogos, genes que codificam proteinas correspondentes em diferentes
organismos.

As sequéncias obtidas foram importadas no CLC Main Workbench (CLCBio, Denmark)
e analisadas quanto a similaridade com outras espécies. Para isso foi utilizando o plug-in do
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) contra todo o banco de dados de sequéncias de
DNA do NCBI. As regides foram também analisadas através da ferramenta de busca de padrfes
contra espécies coexistentes e para a especie humana afim de garantir que a regido selecionada
ndo correspondesse a nenhuma outra. Apés a etapa de escolha na regido génica foi utilizado o
RepeatMasker, software que filtra sequéncias de DNA para repeticdes intercaladas e de baixa
complexidade.

A Ultima etapa no desenvolvimento dos primers foi 0 envio da regido selecionada para
a Life Technologies, onde foi utilizado o servigo “Custom TagMan® Genomic Assays” que
projeta e sintetiza conjuntos de oligonucleotideos e sonda de qualidade controlada com base em

informacdes da sequéncia fornecida.

Analise molecular

Amostras bioldgicas contendo Chlamydia trachomatis foram obtidas e 0 DNA total
extraido por kit comercial, de acordo com as instrucdes do fabricante. O DNA foi armazenado
a -20 °C até o momento da identificacdo molecular por sistema de PCR em tempo real. O
DNA de C. trachomatis foi detectado utilizando dois equipamentos, o Rotor-Gene® Q, modelo
5-Plex, com o software Rotor-Gene Q, versdo 2.1.0. (QIAGEN, USA), e o Real Time PCR
7500 (Life Technologies, USA) para Custom TagMan® Gene Expression Assays (Life
Technologies). A PCR foi realizada para um volume final de 25 pL utilizando 2,5 uL de
amostra de DNA; 12,5uL de TagMan® PCR Universal Master Mix (2,0x); 8,75 uL de agua
ultrapura; 1,25 pL da mistura de primers/sonda (20x). Cada reacdo de amplificagéo foi
realizada com as seguintes condic@es: pré-PCR a 60 °C durante 1 min, seguindo de uma fase
de holding a 95 °C por 10 min, uma ciclagem de 40 ciclos, correspondendo a uma etapa de 15
sa 95 °C e de 1 mina 60 °C e uma fase de p6s-PCR a 60 °C durante 1 min. Agua ultrapura
foi utilizada como controle negativo e a analise foi realizada em duplicata. Uma amostra
positiva para Chlamydia trachomatis identificada em laboratério de diagndstico da regido

metropolitana do Recife foi utilizada como controle positivo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Andalise de bioinformética

O MAUVE gerou um alinhamento multiplo, evidenciando os rearranjos entre as quatro
espécies de Chlamydia selecionadas, permitindo que genes em posi¢des diferentes no genoma
de cada espécies fossem encontrados (Figura 1). Os testes para encontrar os melhores
parametros de cobertura e identidade resultou em 5-100 e 70-100 respectivamente. Esses
parametros foram utilizados para exportar os genes ortélogos entre as espécies, gerando uma
tabela comparativa entre as espécies estudadas. As regiGes génicas exportadas foram analisadas
e escolhidas apenas as que pertenciam somente a C. trachomatis (187/940, 19.9%). Para cada
uma das 187 regides, foi realizado uma busca de similaridade pelo CLCBIo, utilizando-se o
algoritmo BLAST contra todo o banco de dados de sequéncias de DNA do NCBI, com numero

méaximo de hits igual a 100.
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Figura 1. Alinhamento de quatro espécies de clamidia no programa MAUVE.
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As regides mais promissoras, com menor frequéncia de alinhamento com outros
organismos, foram selecionadas para realizacdo de um novo BLAST com hits igual a 1.000.
Além do alinhamento com o BLAST (Figura 2) contra todo o banco do NCBI, foi realizada
uma busca por padrdes com auxilio do CLCBIo para 0 genoma humano além do genoma de
espécies  coexistentes como:  Neisseria  gonorrhoeae;  Treponema  pallidum;
Trichomonas vaginallis; Gardnerella vaginallis. Tais analises foram realizadas para garantir

que a regido selecionada ndo correspondesse a nenhuma outra.

Hit Des-crlptmn E-value Score

e e = == ==
FMB872307 Chlamydia trachomatis B/TZ1A828,/0T, complete genome 9.52E-167 300.00
CPODDODS1 Chlamydia trachomatis A/HAR-13, complete genome 9.52E-167 300.00
AEDDL273 Chlamydia trachomatis D/UW-3/CX, complete genome 9.52E-167 300.00
HEBOD1806 Chlamydia trachomatis F/SotonF3 high quality draft genome sequence 2.32E-164 296.00
HEBOD1798 Chlamydia trachomatis D/SotonD1 high quality draft genome sequence 2.32E-164 296.00
HEBOD1801 Chlamydia trachomatis E/SW3 complete genome 2.32E-164 296.00
HEBOD1802 Chlamydia trachomatis E/SotonE4 complte genome 2.32E-164 296.00
HEBOD1803 Chlamydia trachomatis E/SotonE8 high guality draft genome 2.32E-164 296.00
HEGOD1804 Chlamydia trachomatis F/SW4 complete genome 2.32E-164 296.00
HEBO1805 Chlamydia trachomatis F/SW5 complete genome 2.32E-164 296.00
CPODL1B86 Chlamydia trachomatis Ef150, complete genome 2.32E-164 296.00
FNBE52779 Chlamydia trachomatis Sweden2, complete genome 2.32E-164 296.00
HEBOD1960 Chlamydia trachomatis L2b/CW204 high quality draft genome sequence 1.38E-159 288.00
HEBOD1795 Chlamydia trachomatis L2b/8200/07 complete genome 1.38E-159 288.00
HEGD1949 Chlamydia trachomatis L2b/795 complete genome 1.38E-159 288.00
HEBOD1950 Chlamydia trachomatis L1/440/LN complete genome 1.38E-159 288.00
HEBOD1951 Chlamydia trachomatis L1/1322/p2 high quality draft genome 1.38E-159 288.00
HEB0D1965 Chlamydia trachomatis L2b/Ams5 high quality draft genome sequence 1.38E-159 288.00
HEGBD1964 Chlamydia trachomatis L2b/Ams4 high quality draft genome sequence 1.38E-159 288.00
HEB01963 Chlamydia trachomatis L2b/Canadal high quality draft genome sequence 1.38E-159 288.00
HEBD1962 Chlamydia trachomatis L2b/Ams3 high quality draft genome sequence 1.38E-159 288.00
HEBD1961 Chlamydia trachomatis L2b/Ams2 high quality draft genome sequence 1.38E-159 288.00
HEBD1959 Chlamydia trachomatis L2b/Ams1 complete genome 1.38E-159 288.00
HEBOD1958 Chlamydia trachomatis L2b/LST high quality draft genome sequence 1.38E-159 288.00
HEBOD1957 Chlamydia trachomatis L2b/Canada2 high quality draft genome sequence 1.38E-159 288.00
HEBD1956 Chlamydia trachomatis L2b/UCH-2 complete genome 1.38E-159 288.00
HEBO1955 Chlamydia trachomatis L3 /404 /LN complete genome 1.38E-159 288.00
HEBD1954 Chlamydia trachomatis L2 /25667R complete genome 1.38E-159 288.00
HEBOD1953 Chlamydia trachomatis L1/224 complete genome 1.38E-159 288.00
HEB0D1952 Chlamydia trachomatis L1/115 complete genome 1.38E-159 288.00
AMBB4177  Chlamydia trachomatis L2b/UCH-1/proctitis complete genome 1.38E-159 288.00
CPOD2024 Chlamydia trachomatis L2c, complete genome 1.38E-159 288.00
AMBB4176  Chlamydia trachomatis strain L2 /434 /Bu complete genome 1.38E-159 288.00
CPOD3876 Nocardia brasiliensis ATCC 700358, complete genome 2.96 21.00
HEBD1629 Schistosoma mansoni strain Puerto Rico chromosome &, complete genome 2.96 21.00
FPLO2640 Pig DNA sequence from clone CH242-235B10 on chromosome 6, complet... 2.96 21.00

Figura 2. BLAST gerado pelo CLC, apresentando os valores de E-value e Score.

Foram escolhidas cinco regides exclusivas da C. trachomatis, com variacao entre 300 a
3000 nucleotideos, sendo a menor regido selecionada para continuidade dos trabalhos. Desta
forma, foi utilizado o RepeatMasker, gerando como resultado uma anotacdo detalhada das

repeticbes que estdo presentes na sequéncia em questdo, bem como de versdo modificada da
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sequéncia de consulta na qual todas as repeticbes anotadas sdo mascaradas através da
substituicdo da base por N. A regido selecionada para os novos oligonucleotideos nédo

apresentou sequéncias repetidas.

Analise molecular

Inicialmente, para o RotorGene Q, os Cycle Treshold (CTs) foram obtidos para cada
amostra que apresentou fluorescéncia acima do background da reacéo, permitindo excluir valores
de fluorescéncia atribuidos a ligacOes inespecificas e anelamento entre os oligonucleotideos.
Deste modo, os CTs foram determinados em cada amostra como demonstrado na Figura 3 para
analise pelo Rotor Gene®. Para o controle positivo observou-se um CT de 23.60 e para a amostra
anogenital um CT de 34.61, demonstrando que o programa utilizado detectou aumento da
fluorescéncia (fase inicial ou lag) associada ao aumento exponencial (fase exponencial ou log)
do produto da PCR [22].
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Figura 3. Imagem grafica do nimero de ciclos e relacéo a fluorescéncia normalizada da reagdo. A linha
horizontal vermelha (Threshold) separa o ruido do processo da amplificacdo real das amostras analisadas através
do RotorGene Q para a identificagdo de C. trachomatis.

Utilizando o experimento para presenca/auséncia do Real Time PCR 7500 (Figura 4)

para identificacdo da C. trachomatis podemos observar que os CTs obtidos foram semelhantes
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aos do experimento descrito acima, correspondente aos CT de 25.45 e 34.35 para o controle

positivo e a amostra anogenital, respectivamente.

Presence/Absence Results
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Figura 4. Imagem gréfica do experimento para presenga/auséncia.

Os dados obtidos até 0 momento permitem concluir que a sequéncia utilizada é capaz
de detectar a C. trachomatis em amostras anogenitais de forma satisfatéria, inclusive utilizando
equipamentos de fornecedores distintos. No entanto, faz-se necessario testes com amostras de
C. pecorum, C. psitacci e C. pneumoniae com 0 intuito de confirmar a especificidade,
demonstrando que ndo ha possibilidade de reacdo cruzada que levaria a um diagndstico
equivocado. A analise de um maior numero de amostras infectadas pela C. trachomatis

permitird observar a reprodutibilidade e a sensibilidade dos oligonucleotideos gerados.
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4TH INTERNATIONAL SYMPOSIUM IN BIOCHEMISTRY OF MACROMOLECULES
AND BIOTECHNOLOGY (2012);

8.2 APRESENTACAO DE TRABALHO NO IV SINATER — SIMPOSIO INTERNACIONAL
DE DIAGNOSTICO E TERAPEUTICA E VII JORNADA CIENTIFICA DO LIKA (2013);

8.3 PREMIACAO DE TRABALHO NO IV SINATER — SIMPOSIO INTERNACIONAL DE
DIAGNOSTICO E TERAPEUTICA E VII JORNADA CIENTIFICA DO LIKA (2013).
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Trata-se de um Projeto de Pesquisa a ser desenvolvido no LABORATORIO DE IMUNOPATOLOGIA KEISO
ASAMI(LIKA) tendo como Investigadora Principal a Dra Keilla Maria Paz e Silva. O estudo tem como
finalidade promover uma Analise da frequéncia de Papilomavirus humano e Chlamydia trachomatis em
amostras anais de pacienies com lesdo cervical. As amostras a serem analisadas serao oriundas de um
banco de amostras existente no Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami(LIKA/UFPE). Cerca de 200
amostras(canal cervical e anal) de pacientes na faixa etaria entre 18 e 60 anos, que foram coletadas no
Hospital das Clinicas (HC-UFPE), serdo analisadas.Serdo excluidas da pesquisa amostras de pacientes HIV
positivas, portadoras de doencas auto-imunes, gravidas e em puerpério. Tais amostras serdo avaliadas
guanto aos tipos de HPV infectantes e a presenca de Chlamydia trachomatis, ambos através de técnicas de
biclogia molecular.Sera realizado um teste de PCR para Chlamydia trachomatis. A analise dos dados sera

correlacionada com os dados laboratoriais e informacdes clinicas.
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Analise da frequéncia de Papilomavirus humano e Chlamydia trachomatis em amostras anais de pacientes

com lesdo cervical.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
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do HPV encontrados e da identificacdo de Chlamydia trachomatias. Tais informacdes serdo fornecidas
através de laudos a serem anexados aos prontuarios, permitindo aos profissionais médicos um
direcionamento adequado do tratamento.Como riscos (minimos)a manipulacdo de material bioldgico ha de
ser considerada.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O Papilomavirus Humano (HFY) & considerado um agente sexualmente transmissivel que se destaca por
infectar a cérvice e o canal anal,concomitantemente. Este virus esta diretamente ligado ao desenvolvimento
do cancer cervical, sendo atualmente discutido o seu papel no cancer de canal anal. A infeccao viral da-se
por microlesdes de mucosa, no entanto, a presenga de determinadas bacterias, tais como Chlamydia
trachomatis,

parecem favorecer a infectividade viral e, desta forma, o surgimento da lesao cervical.

O estudo submetido para apreciagao desse CEFP & importante visto que possibilitara a identificagao de 24
diferentes genotipos de HPV, incluindo 6

genotipos de HPV de baixo risco (HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44/55) e 18 genotipos de HPV de alto risco (hpv 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56,

58, 59, 66, 68, 70, 73, 82). As etapas desse teste incluem uma reacdo de PCR; hibridizacdo; lavagem e
secagem; escanseamento e analise.

A presenca de lesdes cervicais e anais serdo analisadas visando a identificacdo de Chlamydia trachomatis

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

Folha de Rosto,Cartas de Apresentacdo e de Anuéncia redigidas de forma adequada

Projeto no valor de R$ 110.000,00 financiado pelo CNPq, constando termo de compromisso deste com a
execucdo do projeto.

Curriculum vitae dos pesquisadores demonstram ampla capacitag&o técnica.

Recomendagdes:

Sem recomendacdes

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nio

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Caolegiado aprova o parecer do protocolo em guestio & o pesquisador esta autorizado para

Enderego:  Av. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: s50.740-500

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (31)2126-8588 Fax: (31)2126-3588 E-mail: cepcecs@ufpe br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W‘“"
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

iniciar a coleta de dados.
Projeto foi avaliado & sua APROVACAQ definitiva sera dada, por meio de oficio impresso, apos a entrega
do relatorio final ao Comité de Etica em Pesquisa/UFPE.

RECIFE, 07 de Novembro de 2012

Assinador por:
GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
(Coordenador)

Enderego: Av. da Engenharia s/in® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-500

UF: FE Municipio: RECIFE

Telefone: (31)2126-2538 Fax: (81)2126-3588 E-mail: cepccs@ufpe br



Keilla Maria Paz e Silva

118

- QUESTIONARIO PADRONIZADO PARA OBTENGCAO DE INFORMAGCOES SOCIO
DEMOGRAFICAS, COMPORTAMENTAIS E REPRODUTIVAS DAS PACIENTES:

Estudo da Infecgdo cervical e anal pelo HPV em mulheres HIV- positivas e negativas atendidas no HC-UFPE

I1- IDENTIFICACAO

1 - Nome do Hospital

2 - Nome

3 - Data da Entrevista

/ / |

4 — Numerao de Identificagio na Pesguisa

5 — Data de Nascimento

| /

6 - Idade

11 - PROCEDENCIA

7 - Endereco

9 - Apto 10 - Bloco

11 - Bairra

12 — Cidade

13 - Estada

14 - CEP

15 — Telefone Residencial

16 — Celular

17 — Telefone Vizinho / Orelhio

III - CONDICOES SOCIO ECONOMICAS

18 — Vacé sabe ler ou escrever?

19 — Qual foi a ultima série que vocé estudou e passou

20 — Na semana passada, vocé trabalhou em alguma

& — Nao sabe informar

de ano? atividade em que recebeu dinheiro?
1-Sm 1-1a9séne 1-Smm
2 - Nio 2-10a12 série 2 - Naeo
3-13 219 série
21 - Qual é a sua ocupagio? 22 — Vaocé possui outre tipo de rendimento? 23 - Quanto de dinheire vocé recebem no més
passado?
1-Sim
2 - Nio RS

IV - HABITOS

24 — Na sua vida inteira, vacé ja tomou pelo
meia cerveja, um copo de vinhe ou uma dase

tipo de bebida alcadlica)?
1-Sm
2 - Néo (vai para questio 31)

L]

menos 8 drinks (Por drink, eu quero dizer

de destilado (pinga, whisky, etc.) de gqualgquer

25 — Ja houve algum periodo na sua vida em gque em
um ano vocé tomou pelo menos 8 drinks contendo

ilcaol?
1-Sim
2 - Nio (vai para questio 31)

26 — Durante os ultimos 30 dias, vacé bebeu pelo
menos uma dose de alguma hebhida alcodlica?

1-Smm
2 -Nio

|

.

1 - Todos os dias

3.-3 a4 dias por semana
4 -1 a2 dias por semana

27 — Durante os iltimos 3 meses, com gue frequéncia vocé geralmente ingeriu
cerveja, vinho, pinga ou gualguer outre tipe de bebida alcodlica?

5-2a 3 dias por més
2 - Quase todos os dias 6 - Uma vez por més
7- Menos de uma vez por més

]

9 — Néo se aplica

28 — Nos dias em que vocé heheu nos ultimos 3
geralmente tomou num tnico dia? Por drink, eu guero dizer: meia cerveja, um
copo de vinho ou uma dose de destilado (pinga, whisky, etc.).

meses guantos drinks vocé

Quantidade de Drinks

problema com o alcool?
1-Sm
2 - Nao

29 — Vocé estd atualmente em tratamento para um

]

1 - Abstémio

30 - Classificaciao quanto ao uso de hebida alcodlica:

2 - Bebedor leve (o produto da questio 27 pela 28 menor de 14)
3 - Bebedor pesado (o produto da questio 27 pela 28, maior ou igual a 14)
4 - Dependente do alcool (Caso tenha respondido sim, na questio 29)

31 - Vocé fuma cigarros atualmente?

1 - Sim

2 — Nunca fumei (vai para questdo 36)

3 — Fumou, mas parou (vai para questiio 33)
4 — Nio informado

32 - Quantos cigarros vocé fuma?

1-1a 10 cigarros (até meio mago) por dia I:l

2 -11 a 20 cigarros (meio a um mago) por dia
3 — mais de 20 cigarros (mais de um mageo)

4 — de um a dez cigarros por semana

3 - nflo se1

33 - Cam que idade comecou a fumar?

Anos

8 - niio sabe informar

L Uy O
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34 - Ha quanto tempo parou

fumar? gue fumou dur
1- entre 1 e
Meses (até 3 macos)
2 - mais de 100
Anos 3 - ndo se1

1- Nunca parou

35 - Até agora, quantes cigarros vocé acha

rante a sua vida inteira? do tabaco?
100 cigarros
1 - Sim
2 - Nao (va1 a questdo

3 - Usou, mas parou 38)

cigarros (mais de 5 macos)

36 - Vocé usa outros derivados

IR

37 - Qual dos abaixo listados?
1 - cachimbo

— charuto I:l
3 - fumo de rolo mascado

4 - cigamro de palha

5 — cigarrilha

1 - Nunca use1

2 - Fumei alguma vez na
vida

3 - Nio fomei no ulnmo ano

4 - Fumei no ultime ano

[ ]

IR

- Nunca use1

- Usei alguma vez na vida
- Ndo uset no tltimo ano
4 - Usei no ltimo ano

1 - Nunca uset

2 - Use1 alguma vez na vida
3 - Néo usei no iltimo ano
4 - Use1 no ultimo ano

[ ]

8 - Nio sabe informar 6 - rapé
V - (USO DE DROGAS ILICITAS)
38 - Vocé ja experimentou?
3.1 - MACONHA 38.2- COCAINA 38.3 - CRACK 38.4-COLA

1 - Nunca usei

2 - Usei alguma vez na
vida

3 - Néo uset no tlumo
ano

4 - User no ultimo ano

] ]

VI- DADOS DA INFECCAO PELO HIV

39 - Ha guanto tempo vocé ficou sabendo gue
esti com HIV/aids?

Meses

Anos

40 - Vocé toma algum remédio (coquetel) para tratar o
HIV/aids?

1-Smm

2 — Nao (vai para questio 42)

8 — Nio sabe informar (vai para questio 42)

i

41 - Hi quanto tempo vocé tfoma algum
remédio (coquetel) para tratar o HIV/AIDS?
Meses

Anos

VII- COMPORTAMENTO SEXUAL

42 — Vaocé usa algum método para evitar filhas?
1-Sim

2 - Nio

L]

43 - Se sim, gqual método utiliza?
1-Pilula
2-Injetavel
3-DIU
5-Dhafragma

_

4-Camisinha
6-Laqueadura tubaria
(Ligagdo das trompas)

44 - Vocé tem guantos filhos?

1-Um
2 — Nenhum
3 —dois
4 - Trés

5 — Quatro ou mais

45 - Que idade vocé tinha guando teve sua 17

relacio sexual?
1-<=13 anos
2-14a 17 anos
3-=18 anos

46 - Com quantas pessoas diferentes vacé teve relacio
sexual nos ultimos 12 meses?

1-<3
2-4all
3-=11

47 - Desde que iniciou vida sexual, quantes
parceiros vocé teve até hoje?

1-<3
2-4all
3-211

48 - Vocé ja teve relacio anal?

1-Sim
2 —Nio (vai para questiio 33)

Hnin

49 - Que idade vocé tinha gquando teve sua 1° relacio
anal?

1-=13 anos
2-14a17 anos
3-=18 anos

]

50 - Com guantas pessoas diferentes vocé teve
relacio anal nos ultimos 12 meses?

1-<3
2-4all
3-=11

51 - Com quantas pessoas diferentes vocé teve
relacio anal durante toda sua vida?

i

IR

52 - Com guantas pessoas diferentes vocé teve relaciio
sexual anal nos altimos 12 meses?
1-Sim

2 - Nio

3 — Nio lembra

53 - Desde gue iniciou vida sexual, guantfos
parceiros para sexo anal vacé teve até hoje?
1 — Sempre
2 — Maioria das vezes
3 — Raramente
4 - Nunca

|

54- Qual a frequéncia das relagdes sexuais anais:

1 - Unica vez

2 - Raras vezes

3 - Frequentemente
4 - Com a mesma frequéncia da relacio vaginal

|

55 - Vacé considera seu parceiro?

1 - Heterossexual

2 - Homossexual

3 - Bissexual

4 - Nio deseja responder

Hpign

56 - Vocé conhece as infeccies sexualmente
transmissiveis?
1-Sim
2 - Nio

_

60 - Vocé ja ouviu falar em condilomas (verrugas)

genitais?
1-Sim
2 -Nao

61 - Vocé ja teve algum condiloma (verruga) na valva
ou préximo ao inus em alguma épaca da sua vida?

1-Sm
2 - Nio

]

62 - Atualmente vocé esti com alguma dessas
verrugas?
1-Sim
2 - Nao

i
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N° identificagéo:

Data;

Citologia cervical: Colposcopia: Biopsia: PCR:
1. Normal 1. Sem atipias 1. Normal 1. Negativo
2. ASCUS 2. EAB plano 2. Condiloma 2. Positivo
3. AGUS 3. EABdenso 3. HPV
4. HPV 4. Pontilhado fino 4. NICI Tipos:
5. LSIL (NICI) 5. Pontilhado grosseiro 5. NICI
6. LIEAG (NICID) 6. Mosaico fino 6. NIC III
7. LIEAG(NICII) | 7. Mosaico grosseiro 7. CAInsitu
8. CAinsitu 8. Vasos atipicos 8. CA invasor
9. CA invasor 9. Parcial captacao de
10. Insatisfatoria iodo
10. Todo negativo
11. Condiloma
12. Outras
Citologia anal: Anuscopia: Biopsia: PCR:

11.Normal
12.ASCUS

13.HPV

14.LSIL (NIA I)
15.LIEAG (NIA II)
16.LIEAG (NIA III)
17.CA in situ
18.CA invasor
19.Insatisfatoria

13. Sem atipias

14. EAB plano

15. EAB denso

16. Pontilhado fino

17. Pontilhado grosseiro

18. Mosaico fino

19. Mosaico grosseiro

20. Vasos atipicos

21. Parcial captacdo de
iodo

22. Todo negativo

23. Retite

24. Condiloma

25. Outras

9. Normal
10. Condiloma
11. HPV

12. NIA I

13. NIA II

14. NIA III

15. CA In situ
16. CA invasor

3. Negativo
4. Positivo

Tipos:

CD4t:

1. < 200/mm?

2. Entre 200 a 350/mm?>
3. Entre 350 a 500/mm?

4. = 500/mm?

Carga viral:

1
2.
3.
4
5

. =500 copias/ml
Entre 501 a 3 000 copias/ml
Entre 3 000 a 10 000 copias/ml
. Entre 10 000 a 30 000 copias/ml
. Maior que 30 000 cépias/ml




Keilla Maria Paz e Silva 121

Data / / / / / / / /

CD4

CD8

C. Viral

Citologia
cervical

Colposcopia

Bidpsia
cervical

Tipo de
HPV no
colo

Citologia
anal

Anuscopia

Bidpsia anal

Tipo HPVno
anus




