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RESUMO

MIRANDA, Paulo José Cunha, Perfil genotipico da infeccdo por Papilomavirus humano e
expressdo de pl6"ka e Ki-67 em mulheres do Agreste de Pernambuco apresentando leséo
cervical. 122f. Tese de Doutorado, Universidade Federal de Pernambuco — Centro de Ciéncias da

Saude. Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Tropical. Recife, Pernambuco.

O carcinoma cervical uterino é o quarto tipo de cancer mais prevalente no mundo, e mais de 90% s&o
associados ao Papilomavirus Humano (HPV). No Brasil, o genétipo 16 (HPV-16) apresenta-se como
0 mais frequentemente presente no cancer cervical. Em Pernambuco é elevada a incidéncia de cancer
cervical, embora h4 poucos dados sobre o perfil genotipico do HPV na populagdo, particularmente
fora da regido metropolitana. Este trabalho teve por objetivo identificar os genétipos do HPV em
lesBes intraepiteliais cervicais e invasivas de mulheres e sua correlagio com a expressdao dos
biomarcadores p16"™*** e Ki-67. Foram analisadas mulheres da regido do Agreste de Pernambuco,
no periodo de 2009 a 2010, diagnosticadas por citologia como portadoras de lesdo intraepitelial de
baixo grau (LSIL), leséo intraepitelial de alto grau (HSIL) ou carcinoma invasivo. A identificacéo
dos gendtipos do HPV foi realizada em amostras cervicais utilizando a técnica de PCR-RFLP. As
amostras foram coletadas com o auxilio de escova cervical estéril e colocadas em meio liquido. A
expressdo dos biomarcadores p16™<4* e Ki-67 foi realizada a partir de biopsias parafinadas, por
imunohistoquimica. Das 221 amostras analisadas 42.7% (90/211) apresentaram Unica infec¢do por
HPV, enquanto que 57,3% (121/211) tinham infec¢Bes com varios tipos virais. Os HPV-16, HPV-31,
HPV-35 e HPV-18 foram os genotipos detectados em NIC 1 (Neoplasia intraepitelial cervical grau
1) com unica infecgéo, enquanto que HPV16/11, HPV16/6 e HPV18/6 foram mais frequentes nas
coinfecgbes. HPV-16 e HPV-18 foram mais frequentes em NIC 2 (Neoplasia intraepitelial cervical
grau 2) com infeccdo unica por HPV, enquanto HPV16/6, HPV 16/11 e HPV 16/31 foram mais
prevalentes nas coinfec¢bes. HPV-16, HPV-18, HPV-31 foram mais comumente detectados em NIC
3 (Neoplasia intraepitelial cervical grau 3) com infecgdo Unica pelo HPV, enquanto HPV 16/6, HPV
16/11 e HPV 16/18 foram os mais detectados nas coinfec¢des. Nos casos de cancer cervical, HPV-
16 e HPV-31 foram os mais frequentes em infecgdo Unica, enquanto que HPV16/6 e HPV18/11 foram
0s mais frequentes nas coinfecgdes. A infeccdo multipla com HPV-16 apresentou 2.7 vezes maior
risco de NIC 3 (p=0.04). Multiplas infec¢des com HPV16 e excluindo os tipos HPV18/31 foram
associados com NIC 3 (p=0.01). A expressdo de p16™<** foi observada em 100% dos canceres,
97.6% em NIC 3, 83.3% em NIC 2 e em 55.4% de NIC 1. A expressao de Ki-67 ocorreu em 100%



dos canceres, 98.8% das NIC 3, 83.3% das NIC 2 e 69.6% das NIC 1. HPV-16 foi o mais prevalente
tanto em infecgdes Unicas como em multiplas. Este foi o primeiro estudo que realizou a detecgéo e
genotipagem tipo-especifica de HPV circulantes na populagéo feminina do interior de Pernambuco,

regido Agreste.

Palavras-chave: Papilomavirus humano, Genotipagem, Carcinoma Cervical, Ki-67, p16'NK4A,



ABSTRACT

MIRANDA, Paulo José Cunha, Genotypic profile of infection by Human papillomavirus and
p16'"NK42 and Ki-67 expression in women of Agreste of Pernambuco presenting cervical injury.
122f. Doctoral Thesis, Federal University of Pernambuco - Health Sciences Center Graduate

Program in Tropical Medicine. Recife, Pernambuco.

Uterine cervical cancer is the fourth most prevalent cancer in the world, and more than 90% are
associated with human papillomavirus (HPV). In Brazil, the genotype 16 (HPV-16) appears as
the most often present in cervical cancer. In Pernambuco is the high incidence of cervical
cancer, although there are few data on the genotypic profile of HPV in the population,
particularly outside the metropolitan area. This study aimed to identify the HPV genotypes in
cervical intraepithelial lesions and invasive of women and its correlation with the expression of
p16'NK4 and Ki-67 biomarker. Were analyzed women in the Agreste Region of Pernambuco,
in the period from 2009 to 2010, diagnosed by cytology as having low-grade squamous
intraepithelial lesions (LSIL), squamous intraepithelial lesion high grade (HSIL) or invasive
carcinoma. The identification of HPV genotypes in cervical samples was performed using PCR-
RFLP. The samples were collected with the aid of sterile cervical brush and placed in a liquid
medium. The expression of p16™<% and Ki-67 biomarkers was performed from biopsies
paraffin for immunohistochemistry. Of the 221 analyzed samples 42.7% (90/211) had only
HPV infection, while 57.3% (121/211) had infections with multiple HPV types. HPV-16, HPV-
31, HPV-35 and HPV-18 were genotype detected in CIN 1 (cervical intraepithelial neoplasia
grade 1) with single infection, whereas HPV16 / 11, HPV16 / 6 and HPV18 / 6 were more
frequent in coinfection. HPV-16 and HPV-18 were more frequent in CIN 2 (cervical
intraepithelial neoplasia grade 2) with a single HPV infection, whereas HPV16/6, HPV 16/11
and HPV16/31 were more prevalent in coinfections. HPV-16, HPV-18, HPV-31 are most
commonly detected in CIN 3 (cervical intraepithelial neoplasia grade 3) with a single HPV
infection, while HPV16/6, HPV16/11 and HPV16/18 were the most frequently detected in
coinfection. In cases of cervical cancer, HPV-16 and HPV-31 were the most frequent single
infection, while HPV16/6 and HPV18/11 were the most frequent in coinfection. Multiple
infection with HPV-16 had 2.7 times higher risk of CIN 3 (p = 0.04). Multiple infections with
HPV-16 and excluding HPV18/31 types were associated with CIN 3 (p = 0.01). The p16'N*4a
expression was observed in 100% of all cancers, 97.6% in CIN 3, 83.3% in CIN 2 and 55.4%
of CIN 1. The expression of Ki-67 occurred in 100% of all cancers, 98.8% of CIN 3, 83.3% of



CIN 2 and 69.6% of 1AS 1. HPV-16 was the most prevalent both in single infections as multiple.
This was the first study that performed the detection and genotyping type-specific of circulating

HPV in the female population of the interior of Pernambuco, Agreste region.

Keywords: Human papillomavirus, Genotyping, Cervical carcinoma, Ki-67, p16™K4A

Pernambuco.
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1. INTRODUCAO

O carcinoma cervical uterino € o quarto tipo de cancer mais comum e a quarta maior
causa de morte em mulheres em todo o mundo (JEMAL et al., 2011; SIEGEL et al., 2016). O
Papilomavirus Humano (HPV) é considerado o principal agente etiol6gico da doenga, sendo
responsavel por mais de 90% de todos os casos (GARGIULIO et al., 2007; NAKAGAWA et
al., 2010; VELDHUIJZEN et al., 2010; ALMONTE et al., 2011; BARRETO et al., 2013).

Neste contexto, o HPV destaca-se como 0 mais prevalente agente infeccioso
sexualmente transmitido entre humanos, onde a populacdo mais atingida € formada por
mulheres jovens. Partindo-se desta premissa, praticamente qualquer individuo pode entrar em
contato com o virus pelo menos uma vez durante a sua vida, justificando a lideranca do HPV
como agente etioldgico mais comum das doencas sexualmente transmissiveis (MYERS et al.,
2000; MOSCICKI, 2011).

Séo conhecidos mais de 200 tipos de HPV dos quais cerca de 40 s&o responsaveis pela
infeccdo do trato genital, incluindo os tipos 16, 18, 31, 52 e 58, os quais sdo considerados como
gendtipos de alto risco oncogénico e agentes etioldgicos do cancer cervical. Em contrapartida,
os tipos HPV-6 e HPV-11 sdo considerados como tipos de baixo risco e responsaveis pelo
surgimento de verrugas genitais, caracterizadas como uma condi¢do benigna (AYRES &
SILVA, 2010; FARID et al., 2011).

Apesar das infec¢cOes por HPV na maioria das vezes ocorrer em mulheres com faixa
etaria entre 25 e 39 anos e se caracterizarem como transitérias assintomaticas e/ou subclinicas,
diversos estudos revelaram que o virus por si s6 ndo constitui o Unico fator de risco para o
desenvolvimento do céncer, embora seja considerado o mais importante deles (CASTLE et al.,
2002; PINTO et al., 2002; SOUZA & VILLA, 2003; COGLIANO et al., 2005; HIBBITTS et
al., 2006; CASTLE, 2008; SILVA et al., 2009; MARKS et al., 2011).

O processo infeccioso tem inicio na penetracdo do HPV nas células em diferenciacéo
na camada basal do tecido epitelial da pele e mucosas, geralmente por via de microferimentos
ou lesbes maiores. Em seguida, uma sequéncia de eventos relacionados as fungdes vegetativas
virais se instala, sendo promovida por determinados genes, localizados em regides consideradas
precoces e tardias, de acordo com o padréo de expresséo dos genes virais (BRENTJENS et al.,
2002; ABU et al., 2005).

O método mais utilizado de rastreamento e controle do cancer do colo do Utero se baseia
em esquemas empregando a técnica de citologia oncdtica, pela qual células epiteliais atipicas

sdo observadas (INCA, 2014). Entretanto, o teste para genétipos de HPV de alto risco tem se
18



tornado componente integral do prognostico para o cancer cervical, baseando-se em duas
premissas: 0 grau de subjetividade do exame citoldgico e a forte evidéncia que HPV de alto
risco possui uma relacdo intima com o desenvolvimento da doenca. Neste contexto, a utilizacdo
de uma variedade de métodos moleculares foi introduzida ao longo dos anos, tais como, captura
hibrida, ensaios de Southern Blot, hibridacéo in situ, além da reacdo em cadeia de polimerase
(PCR). Estas técnicas tém se mostrado como uma das mais sensiveis para a identificacdo do
DNA viral existente nos mais diversos materiais clinicos (GILLISON et al., 2000; NAGPAL
et al., 2002; CORTEZZI et al., 2004; GIOVANELLI et al., 2004).

O conhecimento do potencial oncogénico de alguns tipos virais associado aos esforgos
para a prevencao contra a infec¢do do HPV tornou possivel o desenvolvimento de vacinas. Trés
delas, uma bivalente, uma quadrivalente e outra nonavalente, oferecem 100% de protecéo
contra os HPV-16, HPV-18, HPV-6, HPV-11, HPV-31, HPV-33, HPV-45, HPV-52 e HPV-58.
Em contrapartida, as vacinas disponiveis atualmente contribuem na protecdo dos agentes
etioldgicos responséveis por mais de 90% dos casos de lesdes benignas e malignas (HARPER
et al., 2006; BURD, 2007; CDC, 2010; SCARINCI et al., 2010; CHAGAS et al., 2015).

A prevaléncia das infec¢Bes por HPV inspira preocupacdo em nivel mundial. De forma
geral, a prevaléncia das infecgBes por HPV varia de uma regido geogréafica para outra, bem
como dentro de um mesmo pais. Diversas revisdes sisteméticas disponiveis na literatura,
versando sobre a prevaléncia do HPV, exploraram diferentes aspectos relacionados ao tema.
Por sua contribuicdo, destaca-se a investigagdo de Smith et al. (2008), ao revelarem
informagBes extremamente importantes sobre a salde da mulher em diferentes regides do
mundo.

Estudos epidemioldgicos apontam que a infecgdo pelo HPV é considerada como a causa
necessaria, contudo ndo suficiente para o surgimento do cancer cervical. Exame de rastreamento
ineficiente e exposicdo aos fatores de risco para infecgdo pelo HPV sdo abordados nas anélises
epidemioldgicas relacionadas ao cancer cervical. Os estudos relacionados & prevaléncia do
HPV realizados no Brasil abrangem informag6es de mulheres que séo direcionadas ao servico
de salde para rastreamento ou tratamento (MUNOZ et al., 2003; MARTINS et al., 2005;
AYRES & SILVA, 2010).

No Brasil, o perfil de prevaléncia da infeccdo por HPV de alto risco é semelhante ao
encontrado nos paises subdesenvolvidos, entre 18 e 27%, atingindo um maior namero de

mulheres com idade inferior a 35 anos e permanecendo por volta de 15% em individuos de 35
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até 65 anos (NONNENMACHERA et al., 2002; RAMA et al., 2008; NAKAGAWA,
SCHIRMER e BARBIERI, 2010).

A maioria dos estudos epidemioldgicos relacionados ao HPV no Brasil se concentra na
regido Sudeste, especialmente nas capitais e regides metropolitanas, trazendo a luz a
necessidade de novas investigagdes, as quais visem tracar um perfil mais realista da mulher
brasileira. Em raz&o das dimensdes continentais do pais e da sua diversidade socioeconbmica e
cultural, a mulher nordestina, em particular, a pernambucana, revela elevada discrepancia
dentro do contexto nacional, sendo importante ressaltar a elevada incidéncia de cancer cervical
na regido. Atualmente, apesar de crescente, ainda € muito escasso 0 material cientifico sobre o
assunto, e a literatura consultada concentra-se em Recife, onde os HPV-16, 31 e 33 configuram
0s tipos mais comuns (LORENZATO et al., 2000; BALDEZ DA SILVA et al., 2009; AYRES
e SILVA, 2010; CHAGAS et al., 2011). Além disso, o perfil no interior do Estado €
praticamente desconhecido, refletindo a caréncia de tais dados, em diferentes outras regies
brasileiras.

Diante deste relato, o presente trabalho apresenta resultados que permitiram avaliar a
prevaléncia dos diferentes tipos de HPV na Regido Agreste do Estado de Pernambuco, bem
como verificar a correlagdo da prevaléncia com as lesdes diagnosticadas pela citologia e
histologia, contribuindo para a construcéo do perfil da situag&o no interior do Estado, a partir
do depdsito de dados e informacBes que poderdo servir de base para o implemento de
campanhas preventivas e vacinais, bem como fonte para investigacoes futuras.

O presente documento esta estruturado em uma extensa revisdo da literatura, seguido
de duas produgBes cientificas. A primeira trata-se de um artigo original, intitulado “Perfil
genotipico da infecgdo por Papilomavirus Humano em mulheres do Agreste de Pernambuco
com diagndstico histopatoldgico de lesdo cervical de baixo e alto grau”, enfatizando questdes
sobre o percentual de mulheres que podem n&o estar protegidas pelas vacinas adotadas, pelo
fato de que algumas infec¢fes por HPV séo causadas por gendtipos prevalentes no Estado de
Pernambuco, ndo contemplados no espectro de imunizagdo das vacinas. Este trabalho foi
submetido ao periddico International Journal of Gynecological Pathology. A segunda
producdo cientifica, outro artigo original, intitulado “Estudo de associa¢do entre a expressdo
das proteinas p16™K4 e Ki-67 e o diagndstico histopatoldgico em mulheres infectadas pelo
Papilomavirus humano na Regido Agreste de Pernambuco” e submetido para publicagdo no
periddico International Journal of Gynecological Cancer, abordando os resultados da

investigacao cientifica ao longo de dois anos de pesquisa.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Papilomavirus Humano (HPV)

O HPV pertence a familia Papillomaviridae e ao género Papillomavirus sendo uma
particula ndo envelopada, medindo cerca de 55 a 60 nm, constituida de DNA de fita dupla e
envolvida por um capsideo em arranjo icosaédrico (Figura 1). Uma das caracteristicas
principais do HPV é apresentar tropismo por células epiteliais, causando infec¢Oes tanto na pele
quanto em mucosas (NOAD & ROY, 2003; FARID et al., 2011).

Figura 1. Morfologia do Papilomavirus. Fonte: http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/virus/virus-
15.php.

O revestimento externo do HPV ¢é constituido por proteinas de alta e baixa massa
molecular. As proteinas de alta massa molecular formam 72 capsdémeros, cujo arranjo, cria para
0 virus uma semelhanca a um pequeno diamante. O genoma viral é circular e formado por um
anel de DNA com dupla fita contendo cerca de 8000 pb (8 Kb), controlados por uma Unica
regido, constituida de genes promotores e reguladores (FAUQUET et al., 2005; YANG et al.,
2006).

Apesar da simplicidade estrutural, o genoma do HPV se encontra distribuido em trés
regides: a regido precoce (E — Early region), a regido tardia (L — Late region) e a regido
regulatdria ndo codificante (URR — Upstream Regulatory Region) ou longa regiéo de controle
(LCR - Long Control Region) (Figura 2) (STANLEY, 2010). As duas primeiras regides séo
expressas nas fases inicial e tardia da infeccéo, respectivamente. Elas sdo assim denominadas,
de acordo com a localizacéo e as propriedades funcionais, isto é, funcdes vegetativas do virus,

como regulacdo do DNA e distlrbio do ciclo celular (regido E), e de sintese das proteinas
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estruturais formadoras do capsideo (regido L). Os genes E também estdo relacionados com o
potencial oncogénico de alguns tipos de HPV de alto risco e do ponto de vista da transformagao
celular, as sequéncias codificantes E5, E6 e E7 apresentam maior importancia (BRENTJENS
et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003).

URR
- Promotaor EE -
-ORIviral YR \-
\ Early genes
~ E1-Replicacio
E2- Replicacio e transcricio
E4- Liberacio de particulasvirais
Late genes i E5- Evasdo imune
L1- proteina maiorda % E6- Ligagioa p53
capsideo % E7- ligacdoa pRb
L2- proteina menos do
capsideo

Figura 2. Genoma do HPV. Fonte: Adaptado de Stanley (2010).

Segundo Leto et al. (2011), a regido E contem genes responsaveis por diversas funcoes
especificas no inicio da infecgdo: replicacdo (E1 e E2), transcricdo do DNA (E2), maturacdo e
liberacdo das particulas virais (E4), transformacdo (E5, E6 e E7) e pelo processo de
imortalizacdo das células (E6 e E7). A proteina codificada pelo gene E1 exibe atividade para
ATPase e helicase, as quais promovem replicacéo viral e inibem a integragéo viral ao genoma
da célula hospedeira. Em contrapartida, a proteina codificada pelo gene E2 aumenta
significativamente a afinidade da proteina codificada por E1, induzindo a replicacdo viral e
revelando o importante papel de E2 na prevencdo da transformacéo oncogénica na célula
infectada.

O potencial oncogénico dos HPVs de alto risco esta diretamente relacionado as
proteinas codificadas pelos genes E6 e E7, resultando na estimulacéo de proliferacéo celular ou
supressdo das proteinas celulares envolvidas no processo de apoptose. Dado que os
queratindcitos perdem a habilidade de replicar o DNA quando diferenciados, os genes E6 e E7
permitem ao HPV utilizar proteinas da regulagdo do ciclo celular da célula hospedeira para
continuar de modo irrestrito a sintese de DNA. Alguns estudos demonstraram a degradacéo de

supressores tumorais. O produto do gene E6 aumenta a degradacdo da proteina p53, enquanto
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0 produto de E7 promove a degradacéo da proteina pRb (SCHFFNER et al., 1993; GIARRE et
al. 2001).

A inativagdo da pRb resulta na superexpressdo de outro supressor tumoral, a proteina
p16'NK4 em funcdo de um feedback negativo. A p16'™4 normalmente age inibindo as cinases
4 e 6 dependentes de ciclina, entretanto sua acdo é ineficaz no contexto da proliferacéo celular
durante a infecgdo por HPV. Dada a associagdo entre a p16'"K“2com as leses pré-neoplasicas
e neoplasicas, esta proteina pode ser utilizada como ferramenta de rastreamento do cancer do
colo uterino (ANDERSSON et al., 2006).

Os genes da regido L, isto é, L1 e L2, codificam as proteinas de baixa e alta massa
molecular que formam o capsideo. A raz8o molar entre as proteinas L1 e L2 é estimada em
30:1. A regido L1 se caracteriza como a mais conservada no genoma dos HPV e seus produtos,
cerca de 360 moléculas, representam mais de 80% das proteinas presentes. As proteinas
expressas na regido L2 interagem com as proteinas expressas pela regido L1, contribuindo para
0 aumento, de pelo menos 50 vezes, na eficiéncia da incorporacdo do DNA viral (CHEN et al.,
2000; BRENTJENS et al., 2002; ZHAO et al., 2005; YANG et al., 2006).

A regido NCR possui de 500 a 1000 pb, configurando uma longa regido de controle do
genoma, localizada entre as regifes L1 e E6. Geralmente, esta regido néo é conservada e esta
vinculada a vérios locais que contém fatores de controle de transcrigdo nucleares e virais,
envolvidos na expresséo do gene, bem como fatores de controle da replicagéo viral (OLIVEIRA
et al., 2003; NAKAGAWA; SCHIRMER e BARBIERI, 2010; FARID et al., 2011).

O ciclo de infecgdo do HPV esta diretamente relacionado ao ciclo de diferenciacdo da
célula hospedeira. O virus requer acesso direto as células basais através de um ferimento ou por
um processo inflamatorio j& instalado. A infeccéo progride para as células adjacentes e o padréo
observado nas lesdes intraepiteliais acompanha uma série de eventos comandados por diversos
genes (DOORBAR, 2005; LIZANO; BERUMEN e GARCIA-CARRANCA, 2009).

Determinados eventos do ciclo de infeccdo do HPV ainda ndo foram elucidados, em
particular, os processos de fixagéo, penetragéo, endocitose e transporte do genoma viral para o
ndcleo. Ressalta-se que o ciclo infeccioso ndo induz cit6lise, necrose ou viremia, entretanto
promove inibicdo da sintese de interferon (YANG et al. 2006; WIDDICE e MOSCICKI, 2008;
VELDHUIJZEN et al., 2010; LETO etal., 2011).

Séo conhecidos mais de 200 tipos de HPV como agentes etioldgicos de diferentes
afecces e cerca de 40 deles ja foram isolados de lesBes genitais benignas e malignas, os quais

foram responséveis desde verrugas simples até o cancer cervical. Neste contexto, os HPVs séo
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divididos em duas categorias: de alto e baixo risco (CARVALHO et al., 2005; FARID et al.,
2011; SMITH et al., 2011).

Dos gen6tipos conhecidos, cerca de 100 foram completamente caracterizados e
compartilham de 60 a 70% de similaridade na sequéncia de nucleotideos do gene L1. Entretanto,
considera-se uma nova espécie de HPV quando o genoma apresenta uma variagdo maior que
10% ndo somente no gene L1 e sim, no conjunto L1, E6 e E7. As diferencas entre 2 e 10% neste
grupo de genes representam novas subespécies e as variacbes menores que 2% identificam
novos tipos de HPV (PRADO et al. 2005, LETO et al., 2011; ONON, 2011; OLIVEIRA et al.,
2012).

Taxonomicamente, os HPV estdo agrupados em cinco géneros: Alfa-, Beta-, Gama-,
Mu- e Nupapillomavirus. Historicamente, os HPVs foram classificados considerando-se o
tropismo particular para cada tipo, por determinado tecido epitelial ou de acordo com a local
do isolamento (DE VILLIERS et al., 2004). Esta classificagdo ndo pode ser considerada
inteiramente correta, uma vez que certos gendtipos podem ser encontrados tanto em epitélio
genital como no tegumento. Por outro lado, ndo pode ser negligenciada em razéo do largo uso

na literatura médica e cientifica.

2.2 Etiopatogénese das infecgdes por HPV

O HPV ¢ o agente infeccioso viral com maior transmisséo sexual em todo o mundo e
qualquer individuo sexualmente ativo é susceptivel & infec¢do genital. As maiores incidéncias
e prevaléncias ocorrem em mulheres jovens e alguns tipos de HPV podem ser responsaveis pelo
desenvolvimento do cancer cervical (VELDHUIJZEN et al. 2010).

Estima-se que os HPV-16 e 18 séo responsaveis por mais de 70% de todos os canceres
cervicais em todo o mundo. Nos paises desenvolvidos, o percentual varia de 72-77% e nos
paises menos desenvolvidos corresponde de 65-72% dos casos. Desde 1995, a Agéncia
Internacional da Pesquisa do Céncer (IARC) categorizou os tipos 16 e 18 como carcinogénicos
para humanos. Estudos posteriores incluiram os genétipos 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
e 66 no grupo de HPV de alto risco, uma vez comprovado seu potencial carcinogénico
(MURNOZ, 2000; CLIFFORD et al., 2006; FARIDI et al., 2011).

Acredita-se que apenas a infeccdo por HPV, por si so, ndo seja capaz de resultar no
cancer cervical. Somente uma pequena fragéo de mulheres infectadas desenvolve esta patologia

e possivelmente outros cofatores intrinsecos e ambientais podem estar envolvidos, tais como, o
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comportamento sexual, o tipo do virus, o uso de contraceptivos orais por mais de 5 anos,
infeccdo por Chlamydia trachomatis, a predisposicdo genética, a resposta imune, bem como o
grau de escolaridade, a etnia, o estado civil, os fatores hormonais, a ingestdo de esterdides
sexuais, a deficiéncia nutricional e o perfil socioeconémico (MUNOZ, 2000; SILVA et al.,
2009; FARIDI et al., 2011).

Outros fatores relacionados como: tabagismo, consumo de &lcool, uso de drogas ilicitas,
promiscuidade e pratica sexual com penetracdo ndo segura, foram associados ao maior risco de
infeccBes por HPV. Além disso, a relagdo tabagismo com infecgbes por HPV aumenta
significativamente o risco de carcinoma no pescogo e cabega, uma vez que tal combinagao pode
promover a persisténcia de determinados HPV de elevado potencial carcinogénico (SINHA et
al., 2012). A figura 3 apresenta a distribuicdo da prevaléncia do HPV em mulheres nas

diferentes regides do mundo.

Figura 3. Prevaléncia estimada de infec¢des por HPV em mulheres nas diferentes regides do

mundo. Fonte: Veldhuijjzen et al. (2010).

Um extenso estudo sobre a prevaléncia do HPV relacionada ao fator idade investigou
346.160 mulheres em diferentes regides do mundo durante 10 anos, sendo observado que as
infeccBes por HPV variaram de pais para pais, bem como no &mbito regional e nos subgrupos
da populagdo de um Unico pais. Pesquisadores identificaram que a populacdo jovem de
mulheres em idade laboral e sexualmente ativa é legitimamente o mais susceptivel. Além disso,

0s paises ocidentais apresentam os maiores indices de infeccdo (SMITH et al., 2008).
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Segundo Veldhuijzen et al. (2010), as mulheres entre 25 e 35 anos com citologia normal
sdo duas vezes mais susceptiveis a infeccdo por HPV em todas as regifes do mundo. O risco
de infeccéo cervical por HPV é estimado em 80% e a grande maioria dessas infec¢des, mais de
90%, sdo detectadas dentro de dois anos, com poucos casos tornando-se persistentes. Um
segundo pico de prevaléncia de infeccdo por HPV foi observado em mulheres com mais de 44
anos em trés diferentes regides geograficas, Europa, Africa e América do Sul, onde o HPV foi
detectado em até aproximadamente 20% das infeccdes.

Prevaléncia de HPV em mulheres com 44 ou mais anos pode ser justificado por trés
importantes fatores: 1- uma resposta imune deficiente como resultado de altera¢cdes hormonais
da menopausa, as quais podem induzir a reativacéo de infeccdes por HPV latentes; 2- o aumento
da atividade sexual nas mulheres e seus parceiros nesta faixa, incluindo relacionamentos
extraconjugais e 3- padres na populagio investigada por estudos de coorte (DE SANJOSE et
al., 2007). Na Figura 4 estdo apresentados os principais fatores de risco relacionados a dindmica

da transmissao do HPV.

Aumentam Aumentam
Elevado nimero de parceiros Elevado nimero de parceiros
Infecgé@o por HIV Infecgé@o por HIV
Infecgd@o por Herpes simples Elevada carga viral de HPV
Infecgé@o por Chlamydia trachomatis Dimininuem
Elevada carga viral de HPV Uso de preservativo
Tabagismo vacinagao
Dimininuem NZo determinados
Uso de preservativo Uso de contraceptivos orais
N&o determinados Circuncis@do masculina

Uso de contraceptivos orais
Circuncisdo masculina
Outras DST

vaginose bacteriana
Intercurso vaginal
Outras DST

Figura 4. Fatores implicados na dindmica da transmissdo do HPV. Fonte: adaptado de Veldhuijzen
et al. (2010).

Os fatores de transmissdo do HPV de homens para mulheres, bem como a situagéo
inversa apresentam certas semelhangas e de acordo com Veldhuijzen et al. (2010), podem
influenciar a exposi¢ao, a susceptibilidade do hospedeiro e a persisténcia. A exposi¢ao ao virus
esté relacionada diretamente ao histérico do comportamento sexual do individuo, ao nimero de
parceiros ao longo da vida, & frequéncia de relacBes sexuais e quaisquer outras formas de
contato intimo oral, anal e/ou digital-vaginal e digital-anal. Neste contexto, o uso de

preservativos é virtualmente efetivo, sugerindo proteger individualmente o usuario, homem ou
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mulher (DUNE et al., 2006; BURCHELL et al., 2006b; WINNER et al., 2006; STANLEY,
2010).

A susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo diz respeito a dois grupos de fatores
intrinsecos classificados como ndo modificaveis e modificaveis. O primeiro grupo concentra o
comportamento sexual, aspectos genéticos e imunocomprometimento (HILDESCHEIM e
WANG, 2002; CASTLE et al., 2006; DE VUYST et al., 2008; VEROUX et al., 2009). O
segundo grupo diz respeito ao uso de contraceptivos orais, preservativos, vaginoses,
principalmente relacionadas a Chlamydia trachomatis e a circunciséo, cujo resultado é positivo
tanto para homens no caso da transmisséo, quanto para mulheres, em se tratando da infecgdo
(SMITH et al., 2003, FUKUCHI et al., 2009; BAETEN et al., 2010).

A persisténcia do HPV no organismo ndo tem sido estimada de forma consistente pela
literatura. Em um estudo de meta-anlise realizado por Koshiol et al. (2008) foi verificado que
0 virus pode persistir no organismo por um periodo entre 6 e 12 meses, respondendo por até
78% dos casos de cancer cervical. Algumas propriedades do virus também estdo associadas a
sua persisténcia, por exemplo, os HPV de alto risco sdo mais persistentes que os de baixo risco,
no entanto, diversos outros fatores podem estar relacionados com a persisténcia do virus, por
exemplo, a carga viral, niveis hormonais, tabagismo e presenca de outras DST como aids,
herpes e vaginoses (BROWN et al., 2005).

2.3 Manifestagdes clinicas das infecgdes por HPV

As verrugas compreendem as manifestacdes clinicas mais comuns e caracteristicas das
infeccBes por HPV, cujos tumores pleomodrficos afetam pele e mucosas, particularmente, das
regibes anogenital, laringea e oral. Nas lesdes benignas, a replicagdo do virus ocorre
extracromossomalmente, enquanto nas lesdes malignas, o DNA viral é integrado aos
cromossomos da célula hospedeira, sem que haja replicagéo, ocorrendo inativacdo da expressao
da proteina E2, a qual age como regulador negativo da expressdo dos oncogenes E6 e E7, cujos
produtos comprometem a atividade das proteinas p53 e pRb (LEVI et al., 2002; OLIVEIRA et
al., 2003; DOORBAR, 2005).

Embora a maioria das lesdes regrida espontaneamente, diferentes fatores intrinsecos e
ambientais podem resultar na progresséo da lesdo em um céancer. O reconhecimento de subtipos
oncogénicos configura umadas maiores preocupacdes na area da saude publica em todo mundo,

tornando-se crucial para a prevencdo e cumprimento de estratégias de controle do cancer
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cervical. Neste contexto, os HPV de alto risco possuem o maior papel nos eventos relacionados
a oncogénese, embora uma imensa lacuna concernente a natureza da relagéo entre os diferentes
tipos do virus com a diferenciacdo do epitélio e o desenvolvimento do céncer ainda exista
(LORENZATO et al., 2000; ANDERSON et al., 2006; LIZANO et al., 2009).

As lesbes malignas da mucosa constituem uma série de condigdes dolorosas
importantes, caracterizadas por ulceragbes, nddulos e por ndo apresentarem tendéncia de
regressdo espontanea. Diversos tipos de HPV de alto risco, tais como, 16, 18, 21, 31, 33, 34,
35, 39, 45, 51, 52 e 58, foram identificados em casos de cancer da orofaringe (10-50%), vulva
(30-85%), vagina (=60%), pénis (=40%), anus (70%), cérvice (mais de 80%) e na doenca de
Bowen genital (100%) (HEIDERMAN et al., 2007; BONANNI et al., 2009; DE VUYST et al.,
2009; BURKI, 2011; MOSCICKI, 2011).

2.4 HPV de alto risco e cancer cervical

A anélise morfoldgica das células cercovaginais pelo método de Papanicolaou é bastante
empregada na identificacdo das neoplasias. Os principais achados histologicos associados aos
efeitos citopatoldgicos da infeccdo por HPV incluem: cavidade perinuclear, binucleacéo,
queratinizacdo citoplasmaética atipica, atipia nuclear e degeneracdo nuclear em diversos graus
(Figura 5) (YAMAMOTO et al., 2004).
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Figura 5. Citologia de lesdes pré-cancerosas e carcinoma cervical invasivo provocado pelo
Papilomavirus Humano (HPV). A-Lesdo intraepitelial de grau 1 (baixo grau); B- lesdo
intraepitelial de grau 2 (alto grau); C- adenocarcinoma invasivo (Fonte: Lie e Kristensen, 2008)
e D- células infectadas por HPV. Fonte: INCA, 2012.

A historia natural do cancer cervical envolve alteracdes reversiveis no tecido cervical,
de um estado normal, no qual nenhuma neoplasia é detectada no epitélio escamoso até diversos
estados de atipia celular, incluindo o cancer propriamente dito ou Neoplasia Intraepitelial
Cervical (NIC). Neste contexto, a NIC pode ser classificada em trés tipos de acordo com a
gravidade, isto é, grau 1 ou lesdes intraepiteliais de baixo grau (LSIL) e graus 2 e 3 ou lesdes
epiteliais de alto grau (HSIL). Sabe-se que as LSIL podem progredir para HSIL e finalmente
ao cancer cervical invasivo, entretanto, a regressdao ao estado normal pode ser observada
(SCHELECHT et al., 2003).

De acordo com Rama et al. (2006), a histéria natural do carcinoma cervical pode ser
dividida em trés fases: 1- quando a infeccdo esta presente e outras manifestacbes ndo sdo
observadas; 2- quando as alteragdes morfoldgicas estdo estabelecidas no epitélio da cérvice,
caracterizando as lesGes intraepiteliais; e 3- quando a lesao se torna irreversivel, isto €, atravessa
a membrana basal do epitélio, caracterizando o carcinoma invasivo, podendo levar a paciente a
obito.

O cancer cervical caracteriza-se por uma fase pré-maligna bem definida, a qual pode ser

identificada por exame citolégico e confirmada por exame histoldgico. Esta fase representa
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diversos tipos de anormalidades, variando entre displasia leve (grau 1), moderada (grau 2) e

grave (grau 3), caracterizando o carcinoma in situ (Figura 6).
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Figura 6. Diferentes fases das lesbes promovidas pela infeccdo do epitélio cervical pelo

Papilomavirus Humano (HPV). Fonte: Adaptado de Woodman, & Young (2007).

As células basais do epitélio cervical estdo arranjadas sobre a membrana basal, a qual é
suportada pela derme. O HPV acessa as células através de microabrasdes do epitélio cervical.
A partir da infeccéo, os genes proximais, E1, E2, E4, E5, E6 e E7, sdo expressos e 0 DNA viral
é replicado. Nas camadas superiores e intermediarias do epitélio, o genoma viral é replicado
mais tarde pelos genes distais L1 e L2. Ressalta-se ainda que a proliferagéo do virus pode iniciar
uma nova infecgdo. Durante estados de LSIL ocorre replicagdo viral produtiva, enquanto que
um numero desconhecido de HPV de alto risco pode progredir para HSIL. A lesdo ndo tratada
pode progredir ao cancer microinvasivo e invasivo, associado com a integragéo do genoma viral
as células hospedeiras (RAMA et al., 2006).

Cerca de dezoito tipos de HPV de alto risco apresentam interesse particular, visto que
sdo associados com diferentes tipos de canceres anogenitais. Estes virus foram reunidos em trés
grupos filogenéticos, dois dos quais afiliados com o HPV-16 e 18 e o terceiro grupo, constituido
por tipos de HPV menos investigados, 30, 53, 56 e 66. E importante salientar que apesar do

reconhecimento do fato das infec¢bes por HPV de alto risco possam desencadear um processo
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tumoral maligno, fatores adicionais do individuo e do ambiente também estdo implicados e
participam do evento (PRADO et al., 2005; NAKAGAWA et al., 2010; MOSCICKI, 2011).

Um estudo de meta-analise, de Sanjosé et al. (2007) verificou que dentre os cinco tipos
de HPV de alto risco mais prevalentes nas infeccdes em mulheres, o HPV-16 se destacou como
0 mais frequentemente encontrado nos tumores cervicais e orais em todo o0 mundo. Apenas no
Japdo, Taiwan e Africa ocidental o virus ocupou o segundo lugar da lista, sendo observada
maior prevaléncia do HPV-52. Entretanto, os cinco tipos mais comuns de HPV nas lesdes
malignas, em escala mundial foram: 16, 18, 31, 58 e 52, sendo 0s quatro primeiros, responsaveis
por mais de 80% dos casos. Diante destes fatos, 0 HPV-16 foi eleito o tipo viral mais importante
do ponto de vista do risco epidemiolégico (LIZANO et al., 2009; NAKAGAWA et al., 2010).

Desde sua descoberta, o HPV-16 foi alvo de diversas investigagdes acerca de sua
virologia. Muito do que se conhece sobre a historia natural, patogenicidade e oncogenicidade
do HPV provém dos resultados obtidos nos estudos com o tipo 16. Neste contexto, o HPV-16
é 0 gendtipo mais proeminente dentre os papilomavirus, em fungdo da elevada prevaléncia nos
casos de cancer cervical. No entanto, o virus pode também ser associado a diferentes tipos de
infeccdes e tumores, em outras areas de tecido epitelial, tais como, pele, boca, faringe, pénis e
anus (CARVALHO et al. 2005; FARIDI et al., 2011).

Evidéncias indicam que a persisténcia do HPV-16 e de outros tipos potencialmente
oncogénicos parece ser essencial no desenvolvimento de neoplasias cervicais. Além disso, uma
alta carga viral em mulheres com citologia normal tem sido associada com o aumento do risco
de desenvolvimento de displasia e carcinoma in situ. Uma mulher cujo teste foi positivo para
HPV de alto risco apresenta um risco 35 vezes maior em desenvolver HSIL ou um céancer
cervical. Contudo, o risco da progressdo ao cancer € maior se ndo for detectado e tratado.
Felizmente, esta transicdo pode levar de anos a décadas, permitindo a oportunidade de
diagnostico (LORENZATO et al., 2000; CARVALHO et al., 2005; ANDERSON et al., 2006;
LIE e KRISTENSEN, 2008; FARIDI et al. 2011).

2.5 As infecgdes por HPV no Brasil

O Brasil € um pais com dimens@es continentais e por esta razdo uma diversidade no
ambito socioecondmico e da salde pode ser identificada nas diferentes regides e Estados. Neste
contexto, as divergéncias também ocorrem conforme a regido de residéncia da populagdo, isto

é, se nas zonas urbanas ou rurais. Do ponto de vista da saude publica, em particular, da saude
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da mulher, o Brasil é carente de acesso aos servigos publicos de promocao, prevencdo e
recuperagdo. Nesta conjuntura, a saude da mulher abrange um vasto universo de questdes
sociais, educacionais e de politicas publicas (TEIXEIRA et al., 1998; BARATA et al., 2007;
SOUZA et al., 2008).

O carcinoma do colo uterino é o quarto tipo de cancer mais comum, superado pelos
canceres de pele ndo melanoma e de mama. A doen¢a também desponta como a quarta maior
causa de morte em mulheres no Brasil, com uma taxa de mortalidade de cerca de 20 por 100
mil habitantes. As incidéncias variam de regido a regido, como esta apresentado na Figura 7
(INCA, 2014).

Figura 7. Incidéncia de cancer cervical no Brasil (por 100 mil habitantes). Fonte: INCA (2014).

Ao longo dos Gltimos 30 anos, observou-se um aumento progressivo dos casos de lesdes
malignas em mulheres jovens, tornando o Brasil o pais com maior incidéncia de cancer cervical
da América do Sul. As maiores incidéncias ocorrem nas regides Sul, Norte, Centro-Oeste e por
altimo, Nordeste e Sudeste (ALVES et al., 2004; BALDEZ DA SILVA et al., 2009; SILVA et
al., 2009; PINTO; FUZIl e QUARESMA, 2011).

Partindo-se da premissa que o HPV possui um importante papel no desenvolvimento de
lesbes epiteliais de alto grau (HSIL), as quais podem progredir a um carcinoma invasivo, ndo

foram encontrados até a atualidade, no Brasil, dados completos com relagdo a infec¢do pelo
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virus, tdo pouco sobre a prevaléncia do HPV nas diferentes regifes geopoliticas. De acordo
com Ayres e Silva (2010), embora tenham aumentado significativamente em niimero desde o
ano 2000, a maioria dos estudos sobre o tema esta concentrada na regido Sudeste, especialmente
nas capitais e regides metropolitanas, revelando a necessidade de investigagdes mais
aprofundadas com o intuito de tracar um perfil mais realista da mulher brasileira.

Os autores também ressaltam o fato que nas investigaces realizadas no Brasil, a
prevaléncia do HPV é identificada em um universo de mulheres que buscam servicos de saude.
Além disso, sdo geralmente empregadas duas metodologias, as quais ndo sdo correlacionadas:
a primeira descrevendo exclusivamente mulheres com citologia cervical atipica e a segunda, 0s
meétodos de deteccdo do HPV (AYRES e SILVA, 2010). A combinagdo da citologia com os
métodos moleculares de deteccdo do HPV melhora a qualidade do rastreamento do céncer
cervical (PERES et al., 2015).

Em razdo disto, os citados autores realizaram uma extensa revisdo sistematica sobre a
prevaléncia de HPV, em mulheres com citologia normal, durante um periodo de 10 anos,
visando identificar o perfil da mulher brasileira, particularmente, o grupo com risco em
potencial de desenvolver algum tipo de patologia. Os estados do Rio de Janeiro e S&o Paulo
produzirem o maior nimero de material cientifico sobre o tema e por consequéncia tornam as
areas em torno das duas maiores metropoles brasileiras o melhor perfil da populacéo do pais.
O estudo revelou o HPV-11 como o mais prevalente dentre os classificados como de baixo
risco. Outros cinco genotipos foram identificados (HPV-6, 54, 62, 72 e 81). Em mulheres com
citologia normal, o HPV-6 foi 0 mais prevalente.

Com relagdo os HPVs de alto risco, o tipo 16 foi identificado como o virus mais
prevalente no Brasil. O segundo e terceiro gendtipos mais prevalentes foram o HPV-31 e 18,
respectivamente. Outros nove genotipos de alto risco foram determinados (HPV-33, 35, 45, 52,
53, 56, 58, 66 e 68). O total de trés foi mais prevalente nas mulheres com citologia normal
(HPV-16, 53 e 33), outros trés nas LSIL (HPV-16, 45 e 52) e um (HPV-16) em todas HSIL
(AYRES e SILVA, 2010). O HPV-16 configura o gendtipo mais importante nas infeccdes por
HPV no Brasil, tanto em mulheres com citologia cervical normal, como nas que apresentam
algum tipo de lesdo. Entretanto, diferentes estudos revelaram percentuais diferentes sobre sua
prevaléncia.

Carvalho et al. (2005) avaliaram durante trés anos amostras de 788 mulheres, com idade
média de 29.6 anos, coletadas de um laboratério particular na cidade do Rio de Janeiro,

identificando uma elevada prevaléncia de infecgdo por HPV de 50.1%. Deste total, 25% foram
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determinados em mulheres com citologia normal e 100% nas diagnosticadas com HSIL. Os
resultados também revelaram que 58.3% das infec¢des foram provocadas por HPV de alto risco,
expondo um sério problema de saide publica.

Alguns estudos avaliaram a prevaléncia das infecgdes por HPV em mulheres infectadas
pelo HIV e surpreendentemente o HPV-16 ndo foi o tipo mais prevalente. Levi et al. (2002)
observaram uma exacerbada prevaléncia de HPV em 208 mulheres infectadas com HIV (98%)
e 0s gendtipos mais prevalentes foram os seguintes: HPV-6 (39.2%), HPV-51 (31.9%), HPV-
11 (26%), HPV-18 (24%) e HPV-16 (22.5%). Do total geral, 10.5% das mulheres infectadas
por HPV apresentaram citologia cervical normal, enquanto 13.4% desenvolveram LSIL ou
HSIL.

Grinsztejn et al. (2009) investigaram e determinaram a prevaléncia de infecgdo por HPV
de 48% em 634 mulheres infectadas por HIV. Do total de infectadas, 94% relacionavam-se a
gendtipos de alto risco. Os cinco gendtipos mais prevalentes desta classe foram os HPV-68, 58,
39, 16 e 31, seguidos por mais quatorze variedades. Ressalta-se que esta pesquisa também
apresentou o perfil de mulheres mais susceptiveis as infec¢bes por HPV de alto risco: menos
de 30 anos, da cor da pele parda ou preta, casadas, sem filhos, de baixa renda e escolaridade,
tabagistas, com inicio da vida sexual aos 17 anos ou menos, com mais de cinco parceiros, 0s
quais usaram preservativos e com historico anterior de infec¢des por HPV e outras DST.

O perfil socioecondmico como fator de risco de infec¢bes por HPV também foi
discutido em mulheres ndo infectadas por HIV. Silva et al. (2009) comparou 250 mulheres de
classes média e baixa e verificou que o segundo grupo, composto por mulheres negras com
menos de 30 anos e diferentes parceiros sexuais, foi 0 mais susceptivel, registrando 31,1% dos
casos de infeccdo. Ja as mulheres jovens de classe média, o maior risco foi identificado nas que
faziam uso de élcool, 10.7%. Os HPV-16 e 18 foram os gendtipos prevalentes tanto na classe
baixa (10 e 4.7%, respectivamente), como na classe média (5.3 e 1.3%, respectivamente).

Pinto et al. (2011) estudaram 444 mulheres residentes na zona rural e urbana na
Amazodnia e verificaram percentuais similares nas infecces por HPV em ambas as éreas, 14.2
e 15%, respectivamente. O estudo revelou o inicio precoce da atividade sexual, 0 namero de
parceiros e historico de DST como fatores de risco para adquirir o virus. Os autores ressaltaram
a importancia da realizagdo de estudos em &reas rurais pouco comuns no Brasil, 0s quais podem
subsidiar estratégias mais concisas, voltadas para politicas publicas, uma vez que a idade e a

regido da residéncia sdo os fatores sociais mais significativamente determinantes em salde.
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O citado estudo também observou dois picos da infeccdo por HPV. O primeiro em
adolescentes e o segundo nas mulheres acima de 45 anos, refletindo uma coitarca prematura e
a rotatividade de parceiros nas mais jovens e sugerindo as alteragdes promovidas da menopausa
e vida sexual ativa nas maduras.

Finalmente, um recente estudo alertou para a identificacdo de pontos de mutacéo nas
regides L1, E6 e E7 do genoma do HPV-53 em mulheres da cidade do Rio de Janeiro e que tal
variedade se espalhou mais rapidamente que outras, uma vez que mulheres de diferentes regies
da cidade apresentaram o virus (OLIVEIRA et al., 2012). Este estudo representa um exemplo
da tendéncia das investigagdes atuais em todo o mundo, nas quais enfatizam novas variedades

de HPV de alto risco e ressaltam outras anteriormente negligenciadas.

2.5.1 A situagdo no Nordeste do Brasil

Poucos estudos tém sido realizados nos estados do Nordeste brasileiro e o perfil da
mulher nordestina praticamente é desconhecido com relagéo as infec¢des por HPV. De acordo
com Fernandes et al. (2009), a regido Nordeste foi preterida pelo programa Latin America
Screening Study, pelo qual avaliou apenas populagdes das regides Sul e Sudeste.

Um estudo realizado com 250 mulheres em Natal-RN verificou uma prevaléncia de 48%
de infecgBes por HPV, valor semelhante ao observado na regido Sudeste. O gendtipo 16 foi o
HPV mais prevalente em 82 casos de LSIL e 58 de HSIL. Os principais fatores de risco
identificados foram: idade, nimero de parceiros, inicio precoce da vida sexual e tabagismo,
responsavel também pelo aumento do risco das HSIL (FERNANDES et al., 2009). Os
principais tipos de HPV identificados no citado estudo, nos casos de infec¢do individual ou
simultanea, isto é, quando a infecgéo esta associada a dois tipos de HPV estéo apresentados na
tabela 1.
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Tabela 1. Papilomavirus humano (HPV) mais prevalentes em mulheres da cidade de Natal-RN.

) ) Tipos de HPV
Resultado do exame citoldgico i i
Infecgéo simples Infeccéo simultanea
Normal 16, 18 e 58 16/18
LSIL 16,58 ¢ 18 56/58
HSIL 16 16/58

Fonte: Fernandes et al. (2009).
LSIL - lesdo intraepitelial de baixo grau; HSIL — lesdo intraepitelial de alto grau.

Em Pernambuco, Lorenzato et al. (2000) em seu estudo investigativo com 479 mulheres
da cidade de Recife, com idade média de 36.5 anos, verificaram uma prevaléncia de 42.2% de
infecgdes por HPV de alto risco, observados em mulheres com citologia normal, casos de
cervicite, condiloma, LSIL e HSIL. Do total obtido, 72.8% das ocorréncias estavam
relacionadas a NIC. Os HPVs 16 e 18 foram os mais prevalentes. O primeiro foi responsavel
por 80% dos casos de neoplasia cervical e 68% dos casos de HSIL, enquanto que o HPV-18 foi
mais prevalente nas leses de baixo grau.

Barreto et al. (2013) avaliaram a detecgdo de HPV em bidpsias do colo uterino e a
associagdo com a resposta clinica e sobrevida das pacientes com cancer cervical. Foram
utilizadas amostras de bidpsias de 183 pacientes com cancer cervical invasivo, sendo possivel
a identificacdo de 78 casos contendo o DNA viral. Neste estudo foi observado que a deteccéo
do HPV ndo apresentou efeito estatisticamente significante na sobrevida das pacientes com
cancer cervical.

Baldez da Silva et al. (2009) avaliaram a incidéncia de diferentes tipos de HPV em
Recife, utilizando amostras randémicas de 617 mulheres com idade média de 23 anos, onde foi
possivel identificar DNA viral em um total de 288 amostras. Neste estudo, foi observada uma
prevaléncia maior dos genotipos 16, 31, 33 e 18, nas formas de infeccdo simples ou conjunta,
isto é, com dois e até trés tipos virais envolvidos. O HPV-16 também apresentou maior
incidéncia em LSIL (30.3%) do que para HSIL (16.9%). O HPV-31 foi também identificado
em um estudo realizado com mulheres atendidas no Departamento de Ginecologia do Instituto
de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP) em Recife, onde os oncogenes E6 e E7
desta variedade de virus foram caracterizados em amostras do epitélio cervical normal ou
apresentando lesdes (CHAGAS et al., 2011).
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Considerando que Recife possui uma populagéo superior a 3.000.000 de habitantes, os
registros de céncer cervical ocorrem durante o rastreamento e/ou quando existe algum tipo de
queixa de sintoma ginecoldgico. Entretanto, muitos casos poderiam ser evitados se ndo
existissem preconceitos ou desconhecimento dos programas de rastreamento de cancer cervical
por parte das pacientes. Quando se trata de infec¢fes por HPV de alto risco, hd um aumento de
36 e 50 vezes do risco de desenvolver HSIL e cancer do colo uterino, respectivamente. Estes
valores foram estimados a partir das observagdes de Lorenzato et al. (2000). Segundo dados do
IBGE (tabela 2) o grupo mais susceptivel as infecgdes por HPV em Pernambuco, séo as

mulheres com idade entre 25 e 35 anos.

Tabela 2. Caracteristicas da populacdo de mulheres com idade entre 25 e 35 anos no Estado

de Pernambuco.

% com

n° de % de relagéo ao
Cor da pele n°total de mulheres mulheres total de Percentual de
ou raga mulheres com25a35 com25a35 mulheres analfabetas

anos anos (por cor ou

raca)

Parda 2.495.942 830.597 55,5% 33,3% 13,8%
Branca 1.720.871 534.681 35,7% 31,1% 9,1%
Preta 274.407 106.888 7,1% 38,9% 13,8%
Amarela 47.213 16.201 1,1% 34,3% 13,9%
Indigena 27.307 8.318 0,6% 30,5% 17,7%

Total 4.565.740 1.496.685 100%

Fonte: IBGE (2010)

Os estudos realizados em Pernambuco mostraram elevada prevaléncia do HPV, sendo
relacionada aos baixos niveis educacional e econdmico das mulheres, bem como a certos tabus
e medos que trazem da vida doméstica, por exemplo, 0 HPV ser apenas transmitido por homens,
principalmente quando ndo se usa preservativo, bem como a possibilidade de contaminagéo

durante o exame ginecoldgico de prevengdo (SOUZA et al., 2008).
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2.6 Diagnostico

2.6.1 Métodos citoldgicos e histolégicos

Enquanto o diagnéstico histolégico é empregado para a definicdo de NIC, o teste de
Papanicolaou ainda é considerado o método citol6gico mais comum na deteccéo de displasias
causadas por HPV. Esta técnica envolve a coleta por esfoliagdo das células da cérvice, com
posterior coloracdo e observacdo microscopica, a mesma foi desenvolvida no final dos anos
1920. Nos paises cujos programas de rastreamento e controle de céncer cervical sdo
organizados, tem sido um sucesso. Além disso, a metodologia contribuiu para a redugdo da
incidéncia e da taxa de mortalidade, porém apresenta certas limitacfes relevantes, as quais
incluem a dependéncia de amostras com riqueza de células, a subjetividade da leitura e a
elevada possibilidade de erro dada as exaustivas interpretagcbes da rotina (BURD, 2007;
ALMONTE etal., 2011).

Por conseguinte, a citologia em base liquida (LBC) foi introduzida como forma de
otimizar o teste. As amostras sdo coletadas utilizando-se uma escova propria para coleta
cervical, sendo posteriormente transferidas para um meio liquido de preservagdo, até que a
ldmina seja confeccionada no laboratdrio. A leitura e interpretacdo séo faceis, em funcéo da
formacédo de uma camada uniforme e livre de muco, proteinas, células sanguineas, protozoarios,
bactérias e fungos. A comparagao de performances da LBC com os métodos tradicionais revela
aumento estatisticamente significativo na sensibilidade do diagndstico. A técnica permite o
aumento da deteccéo de 4 a 117% de atipias celulares. No entanto, sua maior limitacdo € o custo
(SPITZER, 1998; ARBYN et al., 2008; ALMONTE et al., 2011).

2.6.2 Métodos moleculares

A captura hibrida foi a primeira técnica aprovada pelo FDA para a deteccdo do DNA
viral em amostras cervicais. A segunda gera¢do do ensaio, conhecida por captura hibrida II
(CH2) est4 atualmente disponivel e baseia-se na hibridagdo do DNA, empregando sondas ou
primers especificos contra determinados gendtipos de HPV, em particular de alto risco, por
exemplo, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68 (BURD, 2007).

As amostras sdo transportadas em frascos especificos contendo meio liquido de

preservacdo. As células sdo lisadas e o DNA liberado em um meio alcalino aquecido é
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desnaturado e misturado a um pool de sondas de RNA em solucdo tamponada, resultando
complexos hibridos DNA-RNA, os quais se ligam a anticorpos anti-DNA-RNA. O complexo
formado reage com um segundo anticorpo anti-DNA-RNA, conjugado a fosfatase alcalina,
posteriormente detectado pela adigdo de uma substancia quimioluminescente. A luz emitida é
entdo medida e comparada a um valor de cut-off. Apesar de ser bem aceita, a CH2 se mostra
menos sensivel, quando comparada & PCR. Resultados falso-negativos podem ocorrer em
funcdo de baixos niveis de infeccdo, erros de amostragem ou presenca de interferentes, tais
como cremes ginecoldgicos e contraceptivos em gel (BURD, 2007; RODRIGUES et al., 2009).

O reconhecimento da estreita relagdo entre a persisténcia de HPV de alto risco em
infeccBes do trato genital como fator de risco mais significativo da maioria das lesbes pré-
cancerosas e do cancer cervical, resultou no desenvolvimento de um amplo nimero de testes
de identificacdo de DNA viral. As técnicas moleculares sdo consideradas potencialmente Uteis
e quatro aplicagdes clinicas justificam seu emprego: 1- na identificagdo primaria e combinada
ao teste de Papanicolaou; 2- na triagem de mulheres portadoras de lesdes menores; 3- na
continuidade da investigagdo em mulheres com lesdes significativas e 4- nos exames de
manutencdo de mulheres tratadas das lesdes malignas, por medicamentos ou exciséo (CUZICK
et al., 2008; NISHINO et al., 2011).

O Centro para o Controle e Prevencdo de Doengas dos Estados Unidos (CDC) sugere
que tais testes sejam disponibilizados apenas para mulheres com idade maior que 30 anos, ndo
sendo recomendado para mulheres com menos de 20 anos, homens ou como um teste geral para
IST. Os kits detectam DNA viral ou proteinas do capsideo e duas marcas com apresentacdes
distintas de testes foram aprovadas em territorio americano: Quiagen®, para HPV de alto risco
e para de baixo risco e Hologics®, para HPV-16/18 e para o teste geral de HPV de alto risco
(CDC, 2010).

Uma grande variedade de técnicas moleculares vem sendo empregada em diferentes
estudos na literatura, destacando-se a captura hibrida, Southern e Northern Blot, hibridacéo in
situ, além de diferentes tipos métodos baseados na Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR),
tais como a Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo (PCR-RFPL). Estas
técnicas apresentam sensibilidade e especificidade variadas, entretanto, a captura hibrida e PCR
consistem nas metodologias mais empregadas na atualidade (DEMATHE et al. 2010).

Em contrapartida, as grandes vantagens da técnica de PCR consistem em sua
reconhecida eficécia, acuracia, simplicidade e pelo ganho de tempo. S&o utilizadas em uma

Unica corrida, sondas especificas para um amplo espectro de tipos de HPV, de forma que
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diferentes genétipos sejam detectados simultaneamente. As mais empregadas incluem
MY09/11 e seus derivados, PGMY09/11, GP5+/GP6+ e SPF10, bem como os primers KP-F/1
a KP/F-16. Tais sondas reconhecem regifes conservadas do genoma, em particular, a regido
L1. A técnica é conduzida utilizando amostras coletadas em meio liquido de preservacéo,
podendo ser tanto de origem cervical como podem se estender as amostras ectocervicais. No
entanto, o método n&o permite a quantificagio do DNA viral (BURD, 2007; TAKACS et al.,
2008; SCHMITZ et al., 2009).

Segundo Yamamoto et al. (2004), estratégias de rastreamento do cancer cervical, tais
como citologia + teste de DNA viral, em mulheres apresentando atipia na citologia cervical ttém
sido propostas. O gerenciamento dos testes em mulheres portadoras de HPV de alto risco e com

citologia normal configura a chave do esquema proposto e apresentado na Figura 8.
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Figura 8. Esquema proposto de rastreamento combinado de cancer cervical. Fonte: Lorenzato et
al. (2000).

Os principios bésicos do rastreamento sugerem que 0 uso mais apropriado da forma
combinada de diagnéstico permite a maior sensibilidade e apoia mais especificidade na triagem
das mulheres inicialmente diagnosticadas com HPV. Entretanto, a inclusdo de outros gen6tipos
de importéncia epidemiolégica deve ser considerada. A eficacia do rastreamento para o
diagndstico de neoplasia cervical, medida pela sensibilidade e especificidade das técnicas

empregadas, de forma simples ou combinada, est4 apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3. Eficcia das metodologias de rastreamento de cancer cervical.

Método Resultado Sensibilidade  Especificidade
Citologia CIN + Cancer 71,5% 85,2%
Cancer 80,6% 87,0%
Genotipagem de HPV CIN + Céncer 81,2% 81,5%
Cancer 89,8% 84,7%
Citologia e genotipagem, CIN + Cancer 87,3% 71,1%
combinados Cancer 96,8% 74,9%

Fonte: Lorenzato et al. (2000). CIN — Neoplasia Intracervical. HPV — Papilomavirus Humano.

Os dados revelados na Tabela 3 evidenciam notadamente as vantagens da associagéo de
metodologias, as quais combinam citologia tradicional e genotipagem do HPV. Nestes casos,
altos indices de sensibilidade podem ser detectados nos testes, provando que a combinacéo de
metodologias se torna um meio mais eficaz no diagndstico, bem como das intervencdes
conduzidas a partir dele.

Devido & baixa prevaléncia de lesdes cervicais pré-cancerosas de alto grau no
rastreamento de rotina na populagdo, ha um ndmero substancial de casos citoldgicos
Papanicolau achados morfoldgicos equivocos ou sem significancia determinada, nos quais o
grau de neoplasia intraepitelial ndo pode ser confirmado nas amostras histoldgicas coletadas
(WRIGHT et al., 2001; SCHIFFMAN et al., 2007).

Uma vez que a maioria dos canceres cervicais € induzida pela infecgdo persistente por
tipos de HPV de alto risco, testar para a presenca de HPV foi incorporada ao gerenciamento de
resultados citoldgicos Papanicolau categorizados como ASC-US (atypical squamous cells of
undetermined significance — células escamosas atipicas de significancia indeterminada) em
vérios paises. Embora a rastreamento dos tipos de HPV em amostras histoldgicas apresente
uma maior sensibilidade e reprodutividade do que as repeticdes da citologia Papanicolau, o
teste rotineiro dos tipos de HPV tem suas limitacGes, principalmente no que diz respeito a
especificidade. A vasta maioria dos casos ASC-US positivos para HPV de alto risco ndo
apresenta anormalidade de alto grau. Além disso, devido & alta prevaléncia de infecgBes por
HPV, especialmente em grupos jovens, a eficiéncia de triagem de casos ASC-US com teste de
HPV é variavel, dependendo da idade da paciente e de outras questdes socioecondmicas
(SOLOMON et al., 2001; ALTS Study Group, 2003).
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Varios marcadores moleculares tém sido propostos como potenciais candidatos para
uma triagem eficiente de resultados citolégicos do Papanicolau indeterminados e
moderadamente anormais. O marcador deve atuar como método diagndstico complementar ao
teste de HPV, permitindo uma deteccdo mais significativa e especifica de neoplasias
intraepiteliais cervicais, para achados citolégicos ASC-US e LSIL.

Estes marcadores histolégicos tém sido utilizados para averiguar a progressdao bem
como o nivel de malignidade de diversos tipos de neoplasias, incluindo o cancer cervical
(KALOF et al., 2006; SONG et al., 2007; WALTS et al., 2009).

Um dos marcadores mais intensamente estudados ¢ a proteina celular p16™K* (p16),
um inibidor de quinase dependente de ciclina (Figura 9), que foi demonstrado em diversos
estudos sendo fortemente superexpresso em quase todas as lesdes precursoras de alto grau e em
canceres invasivos da cérvix uterina (WENTZENSEN & von KNEBEL, 2007; TSOUMPOU
et al. 2009).
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Figura 9. Base molecular da superexpressdo de p16™<4* em células transformadas por HPV.
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A expressdo dessa proteina reguladora do ciclo celular esta diretamente relacionada com
a atividade transformante da oncoproteina viral E7 de HPV de alto risco a nivel molecular.
Reconhecendo-se que a inativagdo prolongada da proteina supressora tumoral, pRb, pela
oncoproteina E7 é necesséaria para a manutengdo do fen6tipo maligno associado ao HPV em
células cancerosas, a deteccdo da superexpressdo de p16™ A pode ser Gtil como um marcador
substituto altamente sensivel e especifico para a inativagdo de pRb em células epiteliais
transformadas por HPV. Vérios estudos tém avaliado a fungdo de p16™K*A como marcador
diagnostico de progressao de lesdo cervical (KEATING, 2001; KLAES et al., 2001; AGOFF,
2003; WANG, 2004; KALOF et al., 2005; LORENZATO, 2005; BENEVOLO, 2006; OZAKI,
2011). Além disso, p16™K4A ¢ uma proteina supressora tumoral responsavel pelo bloqueio do
ciclo celular na fase G1 quando hd anomalias no DNA, aparecendo de forma superexpressa nas
displasias de alto grau e nos carcinomas cervicais (KLAES et al., 2001; ALBERTS et al., 2004).

Outro marcador, a proteina Ki-67, vem sendo considerado como um dos principais
marcadores histologicos de proliferacdo, onde a avaliagdo de células positivas para Ki-67 no
epitélio cervical pode ser utilizada para diferenciar graus de lesbes cervicais. E considerada
ferramenta complementar ao diagnostico histopatoldgico (KRUSE et al., 2001; KEATING et
al., 2001; MIDDLETOON et al., 2003; BUBAN et al., 2009). A proteina Ki-67 esta presente
nas células durante todas as fases do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose), sendo expressa no
nucleo. Portanto, nas anomalias citol6gicas, como na infec¢éo por HPV, auxilia na investigacéo
e progndstico da doenga (BROWN & GATTER, 2002; SILVA-FILHO et al., 2005).

2.7 Prevencéo e Tratamento

O céncer cervical figura como umas das doengas preveniveis, com maior ocorréncia no
mundo. Por quase um século, o rastreamento desta condi¢édo vem sendo conduzido pelo exame
de Papanicolaou e colposcopia. Em verdade, os programas de prevengéo provaram ser eficazes
e milhGes de mulheres continuam sendo diagnosticadas com a doenca a cada ano. Apds o
reconhecimento da infeccdo persistente com gendtipos oncogénicos de HPV, novos modelos
de testes preventivos foram criados, os quais incluem teste de DNA viral em mulheres maduras
e imunizacdo para as mais jovens. A prevencdo de infec¢des por HPV € presumidamente o meio
mais eficiente para evitar o cancer cervical. A abstinéncia sexual e o uso de preservativo podem
reduzir o risco da infeccdo, entretanto, a vacinagdo € considerada o meio mais importante de
prevencdo na atualidade (TINDLE, 2002; LEGGATT e FRAZER, 2007).
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Alternativas de tratamento das complica¢Ges originadas a partir da infecgéo e néo sobre
diretamente o virus foram descritas na literatura mundial. Abu et al. (2005) estudaram uma
terapia denominada “quimiopreventiva”, empregando retindides, baseados em resultados
pioneiros e promissores obtidos com &cido-trans-retindico no inicio dos anos 1980 (SURWIT
et al., 1982; MEYSKENS et al., 1983). Fisiologicamente, os retindides regulam importantes
funces celulares no organismo, uma vez que receptores especificos podem ser encontrados em
diversos tipos de células, como no caso do tecido epitelial. Neste contexto, tais moléculas
podem inibir a carcinogénese através de diferentes vias, as quais promovem apoptose, inibi¢éo
do crescimento e diferenciagdo de células pré-cancerosas. Além disso, na cérvice, os retindides
mostram interacdo com proteinas E6 e E7 e desta forma, participam da restauragdo dos papéis
de supressores tumorais das proteinas pRb e p53 (DURST et al., 1992).

Com relagdo as infecgBes subclinicas, isto €, quando ndo h& desenvolvimento de
neoplasia intraepitelial cervical, os dados da literatura obtidos a partir de uma extensa reviséo
sistematica revelam que a eficacia do tratamento néo é satisfatoria. Entretanto, algumas terapias
como, vaporizagdo a laser de CO2, nitrogénio liquido, a e B interferon, betacaroteno, 5-
fluoruracil e acido tricloacético sdo propostas embora potencialmente agressivas ou de alto
custo (RUSSOMANO et al., 2000).

O HPV possui um excelente sistema de protecdo contra o sistema imune da célula
hospedeira. O fendmeno de imortalizacdo e as auséncias de um processo inflamatorio e viremia,
constituem as maiores razdes para a pouca ou nenhuma resposta do sistema de defesa, seja inata
ou adaptativa. Assim, o desenvolvimento da vacina contra o HPV foi um marco na histéria da
imunizagdo uma vez que as vacinas contra as infecgdes por HPV protegem contra o risco
subsequente do desenvolvimento de cancer cervical (FRAZER, 2007).

Os principais requisitos para uma vacina contra cancer cervical sdo: 1- atingir células
dendriticas especificas; 2- induzir grande nimero de células T efetoras (CD4 e CD8); 3-
aumentar o transito de células T; 4- exceder a imunossupresséo; e 5- gerar inflamacédo local
aguda na area do tumor (LEGGATT & FRAZER, 2007).

A preparacéo destes insumos é baseada na confeccdo de particulas semelhantes a virus,
produzidas pela expressao das proteinas do capsideo do virus, particularmente L1, com e sem
L2, empregado tecnologia de DNA recombinante (LEGGATT & FRAZER, 2007).

Duas vacinas baseadas na produgdo de proteinas L1 recombinante foram desenvolvidas
e estdo disponiveis no mercado. A primeira, quadrivalente, inclui particulas semelhantes aos

gendtipos do HPV 6, 11, 16 e 18. Neste contexto, auxilia na prevencdo de aproximadamente 70
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e 90% dos casos de cancer cervical e de verrugas genitais, respectivamente. Ela aumenta em 40
vezes os titulos de anticorpos anti-HPV, se comparado ao nivel fisioldgico encontrado na
infeccéo natural pelo virus. Ressalta-se que os titulos de anticorpos contra HPV-16 e 18 podem
aumentar até onze vezes mais, nas mesmas condicbes, mesmo apds cinco anos e meio da
imunizagdo (SOUAYAH et al., 2011).

Entretanto, a vacina quadrivalente apresenta uma sequela neuroldgica importante: a
sindrome de Guillain-Barré, doenca demielinizante autoimune, caracterizada por inflamacéo
aguda com perda de mielina. Esta doenca atinge de 2 a 4 pessoas para cada 100.000 habitantes
em todo o mundo. Dados consistentes da literatura afirmam que apds a imunizagao este niimero
pode aumentar 200%, tornando o risco da doenga uma preocupagdo de grande interesse, do
ponto de vista da salide publica (TELLERIA-DIAZ & CALZADA-SIERRA, 2002; SOUAYA

et al., 2009).

A segunda vacina, bivalente, contem particulas semelhantes a 0s gen6tipos oncogénicos,
HPV-16 e 18 (EKLUND et al., 2012). Na Tabela 4 estdo apresentadas as especificagdes

técnicas das duas vacinas disponiveis e aprovadas para uso na atualidade.

Tabela 4. EspecificacOes técnicas das vacinas contra HPV disponiveis no mercado.

Para o Vacinas

arametros técnicos Gardasi® Corvarn®
Fabricante Merk & Co. GlaxoSmithKlime
Ano de aprovacéo pelo FDA 2006 2009
Espectro de acdo Quadrivalente Bivalente

Biotecnologia empregada na
producéo

IndicacOes

Populagéo imunizada

Esquema de imunizagao

Efeitos colaterais

(HPV-6, 11, 16 e 18)

Células leveduriformes.

Prevencéo de canceres:
cervical (75%), vaginal
(70%) e vulvar (50%).
Criancas e mulheres de
9 a 26 anos.

3 doses durante 6
meses.

Dor, edema, rubor,
febre, cefaleia, ndusea,
vOmitos e desmaios.

(HPV-16 e 18)

Células do inseto
Trichoplusia ni, tendo
Baculovirus como vetor

Prevencdo de HSIL e
adenocarcinoma in situ

Criangas, mulheres e
homens de 9 a 25 anos.
3 doses durante 6 meses.

Dor, rubor, edema, fadiga,
cefaleia, mialgia, sintomas

gastrointestinais e artralgia.
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Recomendac0es especiais Né&o informadas pelo Gravidez e
fabricante. imunocomprometimento.

* Baseadas nas informacfes fornecidas pelos fabricantes. FDA — Food and Drug Administration; HPV -
Papilomavirus Humano; HSIL — Lesdes intraepiteliais de alto grau.

Contudo, as atuais vacinas disponiveis no mercado ndo cobrem outros tipos
oncogénicos, tais como HPVs 31, 33, 45, 51, 52, 56, 58 e 66. Para isso, recentemente foi
aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) a vacina nonavalente HPV V503 (Merk
Sharp and Dohme), a qual é composta por VLPs dos HPVs 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58.
Tal vacina pretende proteger 97% dos casos de cancer cervical, vagina e vulva. (MERCK,
2014).

As vacinas disponiveis sdo tipo-especificas, protegendo apenas contra até quatro
gendtipos. Entretanto, as similaridades entre certos tipos do virus, sugerem uma possivel
protecdo cruzada. Uma andlise na Figura 10 pode revelar que certo grau de protecdo cruzada

das vacinas é possivel (Bonanni et al., 2009).

Baixo risco

Alto risco

1 53 66
30 56

Figura 10. Arvore filogenética do Papilomavirus Humano destacando os gendtipos cobertos
pelas vacinas (vermelho) e sugerindo possivel prote¢do cruzada para outros tipos de HPV

(azul). Fonte: adaptado de Bonanni et al. (2009).
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A hipotese da protecdo cruzada foi postulada e sugerida a partir de observaces em
estudos prévios, dada a alta homologia entre alguns tipos virais de alto risco, com os envolvidos
na vacina, isto ¢, HPV-35 e 31 relacionados ao HPV-16 e HPV-45, relacionado ao tipo 18
(PAAVONEN et al., 2007; SMITH etal., 2007; JENKINS, 2008). A protecdo cruzada significa
que a imunizagdo contra certos tipos de HPV promove protecdo clinica e estatisticamente
significativa contra infecgdes ou doengas causadas por outros tipos de HPV (BONANNI et al.,
2009).

Finalmente, de uma lista de aconselhamentos do CDC sobre tratamento e prevengéo das
infecgdes por HPV alguns merecem destaque: 1- os tipos de HPV que provocam verrugas
genitais sdo diferentes dos que provocam o cancer anogenital; 2- o diagndstico de infecgdo por
HPV em um dos parceiros ndo implica infidelidade; 3- os tratamentos existem para as condi¢oes
provocadas pelo virus e ndo para o HPV em si; 4- a infeccdo pelo virus ndo torna a mulher
infértil; 5- o uso de preservativo € importante como meio de prevencdo, apesar do virus poder
atingir &reas desprotegidas pelo invélucro; 6- a diminuicdo do nimero de parceiros € uma
atitude saudavel sob varios pontos de vista; e 7- as verrugas ndo sdo uma ameagca a vida (CDC,
2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Detectar e genotipar os tipos de HPV bem como realizar um estudo de associagdo da expressao
de biomarcadores p16™4 e Ki-67 com as lesdes cervicais de mulheres do interior de Pernambuco

(Regido Agreste) portadoras de lesdes intraepiteliais e cervicais invasivas.

3.2 Especificos

» Determinar a frequéncia dos genotipos de HPV de alto e baixo risco oncogénico
presente em NIC 1, NIC 2, NIC 3 e no cancer de colo uterino;

» Determinar a frequéncia de mono, dupla, tripla, e quadruplas infec¢des por HPV em
mulheres da Regido Agreste de Pernambuco;

> Realizar um estudo de associacdo da expressdo dos biomarcadores p16™K*A e Ki-67

com as lesdes cervicais associados ao HPV.
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4. METODOLOGIA

4.1 Desenho do Estudo

Foi realizado um estudo do tipo descritivo com amostras de conveniéncia a partir de

dados do arquivo do Laboratério de Anélises Clinicas.

4.2 Populagéo de Estudo

Foram incluidas na pesquisa 211 amostras cervicais de mulheres com idade variando
entre 19 e 72 anos, que apresentaram alteragdes citoldgicas quando da realizacdo dos exames

preventivos no periodo do estudo.

4.3 Local do Estudo

Laboratério de Analises Clinicas de uma rede privada da cidade de Garanhuns, Regi&o

Agreste do Estado de Pernambuco, no periodo de 2009 a 2010.

4.4 Categorizacao das Amostras

Sexo: Definida pelo género apresentado pelo paciente, sendo categorizada como

varidvel nominal dicotdmica (masculino / feminino).

Idade: Definida como o intervalo de tempo entre a data do nascimento e a data de
realizagdo da coleta, sendo categorizada como variavel quantitativa discreta.

LSIL: Leséo intraepitelial escamosa de baixo grau.

HSIL: Leséo intraepitelial escamosa de alto grau.

NIC 1: Neoplasia Intraepitelial cervical grau 1 — displasia média. A NIC 1 também pode
ser classificada citologicamente como lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau.

NIC 2: Neoplasia Intraepitelial cervical grau 2 — displasia moderada. A NIC 2 também
pode ser classificada citologicamente como leséo intraepitelial escamosa de alto grau.

NIC 3: Neoplasia Intraepitelial cervical grau 3 — displasia severa. A NIC 3 também pode

ser classificada citologicamente como lesdo intraepitelial escamosa de alto grau.
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4.5 Técnicas utilizadas

4.5.1 Extragdo do DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir das amostras positivas na citologia (LSIL e
HSIL) e histologia (NIC 1, NIC 2, NIC 3). Para isso, 0 meio liquido preservante celular foi
posteriormente centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos (Fanem 206MP). O sobrenadante foi
descartado e ao pellet celular foi adicionada a solucéo de extragéo com a seguinte composigao:
NaCl, 0,1 Mol/L; EDTA 10 mMol/L; Tris 10 mMol/L, pH 7.5, contendo SDS 0.5% e proteinase
K 0,5 g/L. Em seguida, os sistemas foram levados a estufa (Nova Etica 411D) e incubados a
56°C por 30 minutos.

Apés a extracdo, o DNA foi purificado empregando-se o método padréo
Fenol/Cloroférmio 1:1 (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), sequido da precipitacdo com alcool
isopropilico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) & -20°C por 20 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi removido por inversdo e deixado em repouso, por um periodo apropriado até a secagem do
material & temperatura ambiente. Apds este tempo, o0 DNA foi purificado e diluido novamente

em solug&o Tris para posterior amplificagéo por PCR.

45.2 PCR-RFLP

A identificacdo biomolecular dos gendtipos de HPV foi baseada na técnica do PCR-
RFLP como descrita por Nobre et al. (2008).

A amplificagdo do trecho hipervaridvel do gene L1 para genotipagem foi realizada
empregando: MgCl> 1,5 mMol/L, 200 mMol/L de cada dNTP, uma unidade de Tag DNA
polimerase (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) e 12.5 pMol/L de cada primer, MY09 (5'-
CGTCCMARRGGAWACTGATC-3") e MY11 (5-CMCAGGGWCATAAYAATGG-3'). As
reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (GeneAmp PCR System 9700,
Applied Biosystems) nas seguintes condic@es: ciclo inicial de desnaturagdo a 95°C por 4
minutos, seguidos de 35 ciclos intermediarios de desnaturagdo & 94°C por 30 segundos,
anelamento & 56°C por 30 segundos, extensdo & 72°C por 30 segundos e ciclo de extensao final
a 72°C por 8 minutos. Como controle da eficiéncia da extracdo do DNA e da reacdo de PCR

foi amplificado um fragmento de 501 pb do gene da betaglobina, utilizando os primers Betal
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(5"-TCAACCCTACAGTCACCCAT-3) e Beta2 (5-
CTAACAATTACGAACAGCAATGAG-3"), sob as mesmas condicdes de PCR.

Cada solugdo com o produto de PCR foi submetida & digestdo enzimética com as
enzimas de restricdo Dde I, Hae Ill, Rsa I, Pst | por 1 hora a 37°C de acordo com as instrugdes
do fabricante (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil). Os fragmentos de DNA foram identificados por
eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, marcado com SYBR Safe e posteriormente
purificados, empregando o kit UltraClean PCR Clean-up (MOBio, Carlsbad, EUA). A pureza
dos produtos de PCR foi determinada por densidade 6tica em espectrofotdmetro (ND-1000 UV-

Vis, Thermo Scientific).

4.5.3 Genotipagem

As amostras contendo o DNA foram sequenciadas utilizando o ABI 3730 DNA
Analyser, Applied Biosystems e empregando-se os programas Sequencing Analysis®, versio
5.3.1 e Chromas Lite®, versdo 2.01. As sequéncias foram entdo comparadas as disponiveis no

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.5.4 Imunohistoquimica para p16'N%4A e Ki-67

A imunohistoquimica para as proteinas p16'NK*A e Ki-67 foi realizada a partir de
amostras colhidas para biopsias e parafinadas das lesdes. Foram realizados cortes de 4pum de
espessura de blocos parafinados e foi utilizado o método avidina-biotina peroxidase. Os
anticorpos utilizados foram monoclonais de rato contra a proteina anti-p16™<*A (DAKO
Cytomation, K5334, clone E6H4, diluicdo 1:25) e Ki-67 (Dako, code: N1633, Denmark;
dilucdo 1:50). A recuperacdo antigénica foi realizada a 100°C por micro-ondas. As laminas
sofreram resfriamento & temperatura ambiente e a peroxidase endogena foi bloqueada por 7,5
minutos na solucdo bloqueadora desta. As ldminas foram incubadas com solucéo cromdgena
de diaminobenzidina (DAB), lavadas em agua, contra-coradas em hematoxilina, desidratadas e
montadas. A analise da imunoreatividade foi realizada através da deteccdo da proteina p16'™N<44
no nucleo e citoplasma das células epiteliais e descritas utilizando os seguintes escores: Positiva
quando a reatividade é moderada a forte em mais de 10% das células epiteliais), Negativa
quando a reatividade moderada ou forte reatividade ocorre em menos de 10% de células

epiteliais.
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4.6 Anélises estatisticas

O tratamento estatistico realizado nos resultados compreendeu a anélise separadamente
dos mais prevalentes tipos de HPV (HPVs 16, 18, 31, 33 e 35). A odds ratio (OR) de NIC 2,
NIC 3 e cancer, com infecgdes simples ou multiplos de HPV foram calculadas em comparacédo
com o grupo NIC 1. A odds ratio (OR) e intervalos de confianga de 95% (IC) sdo relatadas
através do texto e nas tabelas. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o Medical®

versdo 14.10.2 http://www.medcalc.org/index.php.

4.7 Aspectos éticos da pesquisa

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal de Pernambuco sob o nimero do CAE: 0285.0.172.00-11.
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5. RESULTADQOS

5.1 Perfil genotipico da infec¢do por Papilomavirus Humano em mulheres do Agreste de

Pernambuco com diagnostico histopatoldgico de lesdo cervical de baixo e alto grau

Introducéo

O carcinoma cervical uterino é o quarto tipo de cAncer mais comum, sendo considerado
como a segunda maior causa de morte em mulheres em todo 0 mundo, particularmente nos
paises em desenvolvimento (Gargiulio et al., 2007; Nakagawa et al., 2010; Siegel et al., 2016).

Estudos clinicos e epidemioldgicos consideram a infeccdo pelo HPV como uma
condicao necessaria para o desenvolvimento do cancer cervical. No entanto, s6 pequena parcela
das mulheres infectadas pelo virus desenvolve o cancer, o que demonstra que apenas a presencga
do HPV parece ndo ser suficiente para o desenvolvimento da doenga (Bosch et al., 2002;
Veldhuijzen et al. 2010; Almonte et al., 2011).

Séo conhecidos mais de 200 genotipos de HPV dos quais cerca de 40 sdo responsaveis
pela infeccdo do trato genital, incluindo os tipos 16, 18, 31, 52 e 58, considerados como
gendtipos de alto risco oncogénico e agentes etioldgicos do cancer cervical. Em contrapartida,
os tipos HPV-6 e HPV-11 sdo considerados como tipos de baixo risco e responsaveis pelo
surgimento de verrugas genitais, caracterizadas como uma condicdo benigna (Ayres & Silva,
2010; Farid et al., 2011).

Multiplas infec¢bes por HPV sdo comumente encontradas em estudos epidemioldgicos
moleculares (Nielsen et al., 2008; Mejlhede et al., 2009; Dickson et al., 2013; Dickson et al.,
2014). No entanto, a importancia clinica destes maltiplos genétipos de HPV na modulagéo do
risco de les@es intraepiteliais escamosas (SIL) permanece controverso. Alguns estudos tém
demonstrado uma associacgdo entre leséo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) ou leséo
intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) em mulheres infectadas com varios tipos de HPV
(Cuschieri et al., 2004; Chaturvedi et al., 2011; Dickson et al., 2013; Dickson et al., 2014).

No Brasil, estudos tém mostrado que o HPV-16 é o mais prevalente, embora exista
variacOes regionais com relacdo aos diversos gendtipos. Desta forma, os dados de um local ndo
podem ser generalizados para todo o pais (Eluf-Neto et al., 1994; Cavalcanti et al., 1994;
Noronha et al., 1999; Lorenzato et al., 2000; Rabelo-Santos et al., 2003; Chaturvedi et al.,
2004; Baldez da Silva et al., 2009; Freitas et al., 2012; Pirog et al., 2014).
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O conhecimento da distribuicdo de gendtipos de HPV pode orientar na introducéo de
vacinas profilaticas e na determinacéo da epidemiologia local de gen6tipos circulantes do HPV
de alto risco. Este estudo tem como objetivo determinar o perfil genotipico da infeccdo por
HPV em mulheres da Regido Agreste e sua associacdo com a progressdo da leséo e cancer

cervical.

Metodologia

Populagéo investigada

O estudo compreendeu a analise de 211 casos de mulheres, com idade variando entre
19 e 72 anos (média de 42.5 anos), residentes na Regido Agreste do Estado de Pernambuco.

Os dados foram obtidos do arquivo de um laboratério privado localizado na cidade de
Garanhuns. Os casos, nos quais, as mulheres foram submetidas a vacina contra HPV foram

excluidos.

Genotipagem para o HPV

A identificacdo biomolecular dos gendtipos de HPV foi baseada na técnica do PCR-
RFLP como descrita por Nobre et al. (2008). As amostras bioldgicas foram coletadas em meio
liquido com o auxilio de escova cervical estéril (Kolplast Ci Ltda, S&o Paulo, Brasil),
posteriormente centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos (Fanem 206MP). O sobrenadante foi
descartado e ao pellet celular foi adicionada a solucéo de extragéo com a seguinte composigao:
NaCl, 0,1 Mol/L; EDTA 10 mMol/L; Tris 10 mMol/L, pH 7.5, contendo SDS 0.5% e proteinase
K 0,5 g/L. Em seguida, os sistemas foram levados a estufa (Nova Etica 411D) e incubados a
56°C por 30 minutos. Apds a extracdo, o DNA foi purificado empregando-se o método padréo
Fenol/Cloroférmio 1:1 (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), sequido da precipitacdo com alcool
isopropilico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) & -20°C por 20 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi removido por inversdo e deixado em repouso, por um periodo apropriado até a secagem do
material & temperatura ambiente. Apds este tempo, o0 DNA foi purificado e diluido novamente
em solug&o Tris para posterior amplificagéo por PCR.

A amplificagdo do trecho hipervaridvel do gene L1 para genotipagem foi realizada
empregando: MgCl> 1,5 mMol/L, 200 mMol/L de cada dNTP, uma unidade de Tag DNA
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polimerase (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) e 12.5 pMol/L de cada primer, MY09 (5'-
CGTCCMARRGGAWACTGATC-3") e MY11 (5-CMCAGGGWCATAAYAATGG-3'). As
reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (GeneAmp PCR System 9700,
Applied Biosystems) nas seguintes condic@es: ciclo inicial de desnaturagdo a 95°C por 4
minutos, seguidos de 35 ciclos intermediarios de desnaturagdo & 94°C por 30 segundos,
anelamento & 56°C por 30 segundos, extensdo & 72°C por 30 segundos e ciclo de extensao final
a 72°C por 8 minutos. Como controle da eficiéncia da extracdo do DNA e da reacdo de PCR
foi amplificado um fragmento de 501 pb do gene da betaglobina, utilizando os primers Betal
(5"-TCAACCCTACAGTCACCCAT-3) e Beta2 (5-
CTAACAATTACGAACAGCAATGAG-3"), sob as mesmas condicdes de PCR.

Cada solugdo com o produto de PCR foi submetida & digestdo enzimética com as
enzimas de restricdo Dde I, Hae Ill, Rsa I, Pst | por 1 hora a 37°C de acordo com as instrugdes
do fabricante (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil). Os fragmentos de DNA foram identificados por
eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, marcado com SYBR Safe e posteriormente
purificados, empregando o kit UltraClean PCR Clean-up (MOBio, Carlsbad, EUA). A pureza
dos produtos de PCR foi determinada por densidade 6tica em espectrofotdmetro (ND-1000 UV-
Vis, Thermo Scientific).

Em seguida, o DNA das amostras foi sequenciado (ABI 3730 DNA Analyser, Applied
Biosystems) e analisado, empregando os programas Sequencing Analysis®, versio 5.3.1 e
Chromas Lite®, versdo 2.01. As sequéncias foram entdo comparadas as disponiveis no GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Analises estatisticas

O tratamento estatistico realizado nos resultados compreendeu a anélise separadamente
dos mais prevalentes tipos de HPV (HPVs 16, 18, 31, 33 e 35). A odds ratio (OR) de NIC 2,
NIC 3 e cancer, com infecgdes simples ou multiplos de HPV foram calculadas em comparacéo
com o grupo NIC 1. A odds ratio (OR) e intervalos de confianga de 95% (IC) séo relatadas
através do texto e nas tabelas. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o Medical®

versdo 14.10.2 http://www.medcalc.org/index.php.
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Aspectos éticos da pesquisa

O presente trabalho foi realizado apds a aprovacgdo do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal de Pernambuco (CAE: 0285.0.172.00-11).

Resultados

Um total de 211 amostras cervicais classificadas como NIC 1, NIC 2 e NIC 3 foram
genotipadas usando PCR/RFLP. Um total de 42.7% (90/211) das amostras apresentaram uma
Unica infeccdo por HPV, enquanto que 57,3% (121/211) apresentaram infecgBes multiplas. Os
gendtipos mais comumente detectados foram HPV-16 (24.6% em infec¢des simples), HPV-18

(7.1% em infecgOes simples) e HPV-31 (6.6% em infecgOes simples) (Tabela 1).

Tabela 1. Diversidade de HPV como infecgdes simples e multiplas.

Tipos de HPV n %

Infeccdo Unica (N=90)

HPV-16 52 246
HPV-18 15 71
HPV-31 14 6.6
HPV-33 3 14
HPV-35 6 28

Infecgdo maultipla (N=121)

HPV 16/11 13 6.2
HPV 16/18 5 24
HPV 16/18/11 4 19
HPV 16/18/31/11 1 05
HPV 16/18/31/33 2 09
HPV 16/18/33/6 1 05
HPV 16/18/6 2 09
HPV 16/31 4 19
HPV 16/31/11 1 05
HPV 16/31/35 1 05
HPV 16/31/6 5 24
HPV 16/31/6/11 1 05
HPV 16/33 1 05
HPV 16/33/35/11 1 05
HPV 16/33/6 2 09
HPV 16/35 2 09
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HPV 16/35/11 1 05

HPV 16/35/6 2 0.9
HPV 16/6 24 114
HPV 16/6/11 1 0.5
HPV 18/11 7 35
HPV 18/31 3 14
HPV 18/31/35/6 1 0.5
HPV 18/31/6 2 0.9
HPV 18/33 2 0.9
HPV 18/33/11 1 0.5
HPV 18/6 6 2.8
HPV 18/6/11 1 05
HPV 31/11 4 1.9
HPV 31/33/11 1 0.5
HPV 31/33/6 3 14
HPV 31/35 2 0.9
HPV 31/36 8 3.8
HPV 33/11 4 1.9
HPV 33/6 2 0.9
Total 211 100

Foram também estratificadas as amostras cervicais de acordo com o0s achados

histoldgicos e distribuicdo do tipo de HPV (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo dos tipos de HPV entre NIC 1, NIC 2, NIC 3 e cancer considerando
infeccBes simples e maltiplas.

Tipos de HPV n %

NIC 1 e infeccdo Unica (N=27)

HPV-16 13 48.1
HPV-18 3 111
HPV-31 6 222
HPV-33 1 37
HPV-35 4 148

NIC 1 e infeccdo multipla (N=29)

HPV 16/11 4 138
HPV 16/6 4 138
HPV 18/6 3 103
Dois tipos de HPV 10 344
Trés tipos de HPV 7 241
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Quatro tipos de HPV

NIC 2 e infeccdo Unica (N=12)
HPV-16
HPV-18
HPV-31
HPV-33

NIC 2 e infeccdo multipla (N=24)
HPV 16/11

HPV 16/31

HPV 16/6

Dois tipos de HPV

Trés tipos de HPV

Quatro tipos de HPV

NIC 3 e infec¢do Unica (N=37)
HPV-16
HPV-18
HPV-31
HPV-33
HPV-35

NIC 3 e infeccdo multipla (N=45)
HPV 16/11

HPV 16/18

HPV 16/6

HPV 31/6

Dois tipos de HPV

Trés tipos de HPV

Quatro tipos de HPV

Cancer e infeccdo Unica (N=14)
HPV-16
HPV-18
HPV-31
HPV-35

Cancer e infeccdo multipla (N=23)
HPV 16/6

HPV 18/11

Dois tipos de HPV

Trés tipos de HPV

NN WS N Wwo

= = W oo

O I =N o)

10
6

3.4

50
25
16.7
8.3

16.7
12.5
25
29.2
8.3
8.3

64.9
21.6
8.1
2.7
2.7

8.8
6.6
244
11.1
155
26.6
6.6

64.2
7.1
21.4
7.1

17.4
13
43.5
26
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Um total de 26.5% (56/211) das mulheres apresentaram NIC 1, em que HPV-16, HPV-
31, HPV-35 e HPV-18 foram os quatro tipos mais frequentes em infecgdes simples, enquanto
que HPV16/11, HPV16/6 e HPV18/6 foram mais frequentes em coinfecgdes.

HPV-16 e HPV-18 foram os dois gen6tipos mais frequentes encontrados em NIC 2 com
infeccéo Unica por HPV, enquanto HPV16/6, HPV 16/11 e HPV 16/31 foram os genotipos mais
prevalentes em NIC 2 com coinfecgdes.

Em relacdo a mulheres com diagndstico de NIC 3, HPV-16, HPV-18, HPV-31 foram
mais comumente detectados em infeccdo Unica pelo HPV, enquanto HPV 16/6, HPV 16/11 e
HPV 16/18 foram as coinfec¢es mais frequentemente observadas neste grupo.

Um total de 17.5% (37/211) das mulheres apresentaram diagnostico de cancer, em que
HPV-16 e HPV-31 foram os dois genotipos mais frequentes em infec¢des simples, enquanto
que HPV16/6 e HPV18/11 foram mais frequentes em coinfeccoes.

A infecc@o multipla com HPV-16 apresenta 2.7 vezes maior risco de NIC 3 (OR=2.7; IC
95%: 1.04-7.16; p=0.04), embora isto ndo tenha sido observado nas mulheres com NIC 2 e
cancer (Tabela 3). Multiplas infec¢des por HPV com HPV-16 e excluindo os tipos HPV18/31
foram associados com NIC 3 (OR=3.64; IC 95%: 1.33-9.92; p=0.01) (Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuicéo das infecgdes simples e maltiplas por HPV em amostra cervicais NIC
1, NIC 2, NIC 3 e cancer. IU: Infeccdo Unica por HPV. IM: Infecgdo Mdltipla por HPV. (*) P-
value e ORs em comparagdo com NIC 1. (-) DNA de HPV ndo detectado. Negrito —

estatisticamente significante (p<0.05).

NIC1 NIC2 OR (95% CI) NIC 3 OR (95% CI) Cancer OR (95% CI)
*P-value *P-value *P-value
HPV-16 (1U) 13 6 1.08 (0.27 - 4.19) 24 1.99 (0.72 - 5.47) 9 1.93 (0.51-7.31)
0.91 0.18 0.32
HPV-16 (IM) 13 17 2.98 (0.95-19.39) 31 2.72 (1.04 - 7.16) 13 1.60 (0.53 - 4.81)
0.06 0.04 0.40
HPV-18 (I1U) 3 3 2.22 (0.37 -13.22) 8 1.90 (0.44 - 8.08) 1 0.51 (0.04 - 5.47)
0.38 0.38 0.58
HPV-18 (IM) 8 5 0.69 (0.19 - 2.47) 14 1.18 (0.42-3.32) 10 2.01 (0.63-6.43)
0.57 0.74 0.23
HPV-31 (1U) 6 2 0.57 (0.09 - 3.36) 3 0.25 (0.05-1.15) 3 0.77 (0.15 - 3.75)
0.53 0.07 0.74
HPV-31 (IM) 10 8 0.95 (0.30-2.97) 13 0.79 (0.29 - 2.17) 7 0.83 (0.25 - 2.68)
0.93 0.66 0.74
HPV-33 (IU) 1 1 2.70 (0.16 - 2.97) 1 1.75 (0.10 - 29.52) - -
0.93 0.69
HPV-35 (IU) 4 - - 1 0.15(0.01-1.51) 1 0.44 (0.04 - 4.38)
0.11 0.48
HPV-16 (IM) 9 10 1.98 (0.65 - 6.03) 21 3.64 (1.33-9.92) 8 0.83(0.14-8.84)
excluindo 0.22 0.01 0.22
HPV18/31
HPV-31 (IM) 6 2 0.46 (0.08 — 2.56) 7 0.78 (0.23 - 2.62) 3 0.59 (0.13 - 2.67)
excluindo 0.88 0.69 0.49
HPV16/18
HPV-33 (IM) 3 3 1.04 (0.08 - 2.56) 2 1.04 (0.08 - 2.56) 1 0.43 (0.04 — 4.55)
excluindo 0.88 0.88 0.88
HPV16/31
HPV-33 (IM) 3 2 0.74 (0.12-5.14) 3 0.65 (0.12 - 3.52) 2 0.83 (0.12-5.47)
excluindo 0.88 0.62 0.84
HPV18/31

Na populagéo estudada, também foram evidenciadas amostras portadoras de até quatro

gendtipos de HPV, nas quais em todas se identificou algum tipo viral oncogénico

frequentemente associado a neoplasias de alto grau e carcinoma. O perfil de infec¢des pelo

HPV em nossa populacdo demonstra casos de infecgdes Unicas e multiplas ndo contempladas

pelas vacinas atualmente disponiveis. A Figura 1 sumariza esse perfil de infeccbes com tipos

virais cobertos e ndo cobertos pelas vacinas preventivas anti-HPV.
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Relagéo de cobertura da vacina frente ao tipo de
infecgdo

100%

80%
60% mlescobertas
40% OCobertas

20%

0%

Unica - g0 Miltipla - ‘121

Figura 1. Quantidades relativas de tipos virais contemplados e ndo-contemplados pela

vacinacao preventiva anti-HPV em infec¢des Unicas e multiplas na populagao.

Discussdo

Considerando a associacdo entre o cancer cervical e a infec¢do por HPV, o gendtipo
HPV-16 é o mais frequente em escala global, seguido pelo HPV-18, com raras exce¢des. O
Brasil, com suas dimensdes continentais e diversos fluxos populacionais, faz parte dessas
excegdes, onde o padréo de frequéncias de HPV de alto risco implicados em lesdes cervicais de
alto grau e carcinoma pode variar. Nosso estudo concentrou-se em mulheres residentes na
Regido Agreste do Estado de Pernambuco, a partir do qual obtivemos uma concordéncia com
as estatisticas globais de maior prevaléncia para o0 HPV-16 (Fernandes et al., 2008; Baldez da
silvaetal., 2009; Castro etal., 2011; Verissimo etal., 2011; Baldez da Silva et al., 2012; Gurgel
etal., 2013). No entanto, obedecendo ao perfil ja descrito para a regido metropolitana do Recife,
0 segundo gendtipo mais prevalente foi o HPV-31, seguido pelo HPV-18.

O HPV pertence a um grupo heterogéneo de virus de DNA, capazes de infectar pele e
mucosa em diversas regides do corpo humano (Castro et al., 2009). Dentre os graus de leséo
cervical nos quais o HPV pode ser implicado, a deteccdo do gendtipo HPV-16 é largamente
associada a achados citoldgicos condizentes com HSIL e carcinoma in situ (Broomall et al.,
2010). Nosso estudo concorda com a literatura anterior e refina o perfil de prevaléncia do HPV
em cada atipia e em diferentes estagios de neoplasias intraepiteliais. Semelhantemente ao perfil

de prevaléncia média mundial, em qualquer tipo de lesdo cervical considerada, o HPV-16 foi
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apontado como o mais encontrado em neoplasias cervicais de baixo e alto grau e carcinoma,
independentemente se em infec¢do Gnica ou multipla.

E importante considerar que o advento de infeccBes multiplas tem consequéncias
significativas para o perfil de infeccdes por HPV que podem ser associadas aos diferentes graus
de lesBes cervicais. A ocorréncia de infeccbes multiplas parece ser muito mais comum do que
0 esperado. Pacientes com lesfes genitais podem ser simultaneamente infectados por diversos
tipos de HPV. Os gendtipos HPV-6 e 11 raramente sdo associados a carcinoma invasivo de
células escamosas (Gontijo et al., 2007), de modo que sua deteccdo em NICs 1, 2 e 3 e
carcinoma, em nossos dados, € majoritariamente atribuida a coinfeccdo com HPV de alto risco.
Estudos anteriores apresentaram uma maior prevaléncia de coinfecgdes, envolvendo tipos de
alto risco, para os tipos HPV-16 e 31 e HPV-16 e 33 (Baldez da Silva et al., 2009), ou HPV-16
e 18 (Rousseau et al., 2001). Embora nossos dados ndo fornecam uma prevaléncia
significativamente especifica para uma combinacdo de tipos em infeccBes mdltiplas, um
percentual significativo de infeccdes duplas (40,8%) e triplas (13,7%) suscita aten¢éo quanto
aos perfis de infeccdo por HPV associados ao risco cancer cervical numa populagdo sob
programas de vacinagdo HPV-especificos. Até o momento, ndo hd um consenso se multiplos
tipos de HPV ocorrem ao acaso ou por meio de uma relagcdo competitiva ou cooperativa. Varios
estudos tém demonstrado que a infeccdo por mdaltiplos tipos de HPV ocorre mais
frequentemente do que o previsto por acaso (Chaturvedi et al., 2011; Dickson et al., 2013;
Dickson et al., 2014). No presente trabalho, coinfec¢cdes com o HPV-16 apresentaram maior
risco para abrigar lesGes cervicais em relacdo a infec¢do Unica, onde multipla infeccdo com este
tipo viral apresentou maior risco de NIC 3.

As evidéncias mais atuais de testes de vacinagdo preventiva anti-HPV néo indicam um
evento claro de substituicdo de gendtipos prevalentes e nem apresentam qualquer indicio de
protecdo cruzada para os diversos gendtipos de HPV filogeneticamente relacionados (Paavonen
et al., 2007; Paavonen et al., 2009; Brown et al., 2009; Herrero, 2009). Ainda, poucos estudos
avaliaram interag@es sinergisticas entre tipos de HPV coinfectantes sobre o risco de doenca
cervical (Herrero et al., 2005; Trottier et al., 2006; Wentzensen et al., 2009). Devido ao grande
niamero de genotipos de HPV implicados em doenca genital, o estudo epidemiologico de
coinfecgBes por HPV e suas consequéncias exigem muito mais pesquisa. Estudos atuais ja
indicam que, em mulheres jovens, apesar de uma significativa maior frequéncia de multiplos

tipos de HPV, as combinac@es de gendtipos coinfectantes é aleatdria e, embora associada com
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um risco aumentado de doenca cervical, gendtipos coinfectantes levam a doenca cervical de
modo independente (Chaturvedi et al., 2011).

Nossos dados revelam ainda que cerca de 25% das infec¢Oes nas quais se isolou apenas
um gend6tipo de HPV por amostra séo atribuidas a tipos virais ndo contemplados na protecéo
elicitada pelas vacinas atualmente disponiveis. Esse percentual quase duplica (48%) se
considerados 0s casos em que ocorrem infecgBes maltiplas na populagdo-alvo deste estudo.
Considerar a prevaléncia dos tipos de HPV a nivel regional, tanto quanto em grupos de risco
(idade, numero de parceiros) pode ter grande influéncia em politicas de satde publica e medidas
de prevencéo, incluindo vacinacdo em massa (Mendez et al., 2005). Desse modo, a vacina
preventiva anti-HPV quadrivalente, que cobre os tipos 6, 11, 16 e 18, pode apresentar impacto
varidvel na prevencao do cancer cervical, a depender da populagdo considerada.

Nossos achados devem ser interpretados no contexto do desenho do estudo. Apesar do
foco de nossa pesquisa ser a prevaléncia do HPV, delineando um perfil especifico de populagéo,
h& muitas limitagBes. Primeiro, nosso grupo amostral pode ndo representar a populacéo
completa, uma vez que os pacientes estudados foram retirados de uma demanda para o
diagnostico de HPV antes de serem encaminhados ao nosso laboratério. Portanto, a tendéncia
de selecdo é possivel ja que as pacientes podem representar uma populagdo de alto risco (e.g:
previamente tratados para HPV, lesbes genitais visiveis ou parceiros ja diagnosticados com
HPV). Ainda, nosso grupo amostral foi compostos por um subconjunto da populagéo brasileira
com amplo acesso ao cuidado médico. Todas as pacientes eram atendidas pela rede privada de
saude. Finalmente, em nosso estudo, ndo foi possivel delinear a epidemiologia da doenca,
incluindo aspectos de transmissdo e potencial influéncia do contexto social e habitos sexuais
em relacdo & infeccdo por HPV, pela auséncia de dados de acompanhamento de cada paciente.

Em concluséo, foi demonstrado que o gendtipo mais comumente detectado nos casos de
NIC 1, NIC 2 e NIC 3 e céancer cervical foi o HPV-16, em concordancia com Freitas et al.
(2012) e Pirog et al. (2014). Além disso, coinfec¢bes com o HPV-16 apresentaram maior risco
para abrigar lesdes cervicais com maior risco de NIC 3. Estudos envolvendo os gendtipos de
HPV e o risco de desenvolvimento de cancer cervical devem ser levados em consideragdo

quando da elaboracéo de programas de vacinagéo contra o HPV.
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5.2 Estudo de associacdo entre a expressdo das proteinas p16'Nk4 e Ki-67 e o diagndstico
histopatoldgico em mulheres infectadas pelo Papilomavirus humano na Regido Agreste

de Pernambuco

Introducéo

Estudos epidemioldgicos relatam que a infecgéo cervical com Papilomavirus Humano
(HPV) de alto risco € necessaria, mas ndo suficiente para causar o desenvolvimento de cancer
cervical, o qual é tido como o quarto tipo de cancer mais comum e a segunda maior causa de
morte em mulheres por todo o mundo (Gargiulio et al., 2007; Zur Hausen et al., 2009; Arbyn
et al., 2011, Siegel et al., 2016).

O céncer do colo do Gtero é uma doenca de progressao lenta, sendo precedido por lesdes
precursoras denominadas neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs). Tais lesdes sé&o
classificadas como NIC 1, NIC 2 e NIC 3 de acordo com o grau de comprometimento epitelial
e sdo caracterizadas pela perda gradual do controle da divis&o celular (Steenbergen et al., 2005).

O processo infeccioso tem inicio na penetragdo do HPV nas celulas em diferenciagéo,
na camada basal do tecido epitelial da pele e mucosas, geralmente por via de microferimentos.
Em seguida, uma sequéncia de eventos relacionados as fungbes vegetativas virais se instala,
sendo promovida por determinados genes, localizados em regiGes consideradas precoces e
tardias, de acordo com o padréo de expressao dos genes virais (Brentjens et al., 2002; Abu et
al., 2005).

O processo que leva ao desenvolvimento de uma lesdo escamosa invasora parece estar
relacionado a agédo do HPV no genoma da célula atraveés de uma permissividade do sistema
imunoldgico (Sano et al., 1998). Marcadores como o p16"™K4@ e Ki-67 tém sido estudados com
0 intuito de identificar lesdes com risco de evolugdo, uma vez que muitas lesdes, em especial
as de baixo risco, regredirdo (Sano et al., 1998; Virmani et al., 2001; Giarre et al., 2001).

A proteina celular p16™K% um inibidor de quinase dependente de ciclina, foi
demonstrada em diversos estudos como sendo fortemente superexpressa em quase todas as
lesGes precursoras de alto grau e em canceres invasivos da cérvix uterina (\Wentzensen & von
Knebel, 2007 e Tsoumpou et al. 2009). A expresséo dessa proteina reguladora do ciclo celular
estd diretamente relacionada com a atividade transformante da oncoproteina viral E7 de HPV
de alto risco a nivel molecular. Reconhecendo-se que a inativagdo prolongada da proteina

supressora tumoral, pRb, pela oncoproteina E7 é necesséria para a manutengdo do fenotipo
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maligno associado ao HPV em células cancerosas, a deteccdo do superexpressdo de p16'N<4A
pode ser Gtil como um marcador substituto altamente sensivel e especifico para a inativacéo de
pRb em células epiteliais transformadas por HPV. Vérios estudos tém avaliado a funcéo de
p16'™NK4A como marcador diagnéstico de progressdo de lesdo cervical (Keating, 2001; Klaes et
al., 2001; Agoff, 2003; Wang, 2004; Kalof et al., 2005; Lorenzato, 2005; Benevolo, 2006;
Ozaki, 2011). Além disso, p16'™K*A é uma proteina supressora tumoral responsavel pelo
bloqueio do ciclo celular na fase G1 quando hd anomalias no DNA, aparecendo de forma
superexpressa nas displasias de alto grau e nos carcinomas cervicais (Klaes et al., 2001).

Atualmente tem sido largamente empregado o uso de marcadores histolégicos de
proliferacdo para se averiguar a progressdo bem como o nivel de malignidade de diversos tipos
de neoplasias, incluindo o cancer cervical (Kalof et al., 2006; Song et al., 2007; Walts et al.,
2009). A proteina Ki-67 vem sendo considerada como um dos principais marcadores
histoldgicos de proliferacdo, onde a avaliacdo de células positivas para Ki-67 no epitélio
cervical pode ser utilizada para diferenciar graus de lesdes cervicais, sendo considerada como
ferramenta complementar ao diagndstico histopatolégico (Kruse et al., 2001; Keating et al.,
2001; Middletoon et al., 2003; Buban et al., 2009). A proteina Ki-67 esta presente nas células
durante todas as fases do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose), sendo expressa no nucleo. Portanto,
nas anomalias citoldgicas, como na infecgdo por HPV, pode ser utilizada como biomarcador
auxiliando na investigacdo e prognostico da doenca (Brown & Gatter, 2002; Silva-Filho et al.,
2005).

Este estudo tem como objetivo realizar um estudo de associagdo entre os biomarcadores
pl16'NK4A e Ki-67 com diagnéstico histolégico de NIC 1, NIC 2, NIC 3 e cancer em amostras

cervicais de colo uterino positivas para HPV.

Metodologia

Populagéo investigada

O estudo compreendeu a analise de 211 casos de mulheres, com idade variando entre
19 e 72 anos (media de 42.5 anos), residentes na Regido Agreste do Estado de Pernambuco,
cujo diagnostico para exames citoldgicos foi positivo para LSIL, HSIL ou carcinoma invasivo,
sendo posteriormente submetidas a confirmacdo histolégica (NIC-I, I, 1ll, Carcinoma

Escamoso e Adenocarcinoma), entre os anos de 2009 a 2010.
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Os dados foram obtidos do arquivo de um laboratério privado localizado na cidade de
Garanhuns. Os casos, nos quais, as mulheres conheciam ou foram submetidas a vacina contra

HPV foram excluidos.

Aspectos éticos da pesquisa

O presente trabalho foi realizado ap6s a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal de Pernambuco (CAE: 0285.0.172.00-11).

Imunohistoquimica para p16'N<4A e Ki-67

A imunohistoquimica para as proteinas p16™<*A e Ki-67 foi realizada através de
amostras colhidas para biopsias e parafinadas contendo porgdes representativas do tumor.
Foram realizados cortes de 4um de espessura de blocos parafinados e foi utilizado o método
avidina-biotina peroxidase. Os anticorpos utilizados foram monoclonais de rato contra a
proteina anti-p16'N%* (DAKO Cytomation, K5334, clone E6H4, diluigdo 1:25) e Ki-67 (Dako,
code: N1633, Denmark; dilucdo 1:50). A recuperacdo antigénica foi realizada a 100°C por
micro-ondas. As laminas sofreram resfriamento a temperatura ambiente e a peroxidase
enddgena foi bloqueada por 7,5 minutos na solugéo bloqueadora de peroxidase. As laminas
foram incubadas com solucdo cromdgena de diaminobenzidina (DAB), lavadas em &gua,
contra-coradas em hematoxilina, desidratadas e montadas. A analise da imunoreatividade foi
realizada através da detecgdo da proteina p16™K4A no ndcleo e citoplasma das células epiteliais
e descritas utilizando os seguintes escores: Positivo (reatividade moderada a forte em mais de
10% das células epiteliais), Negativo (moderada ou forte reatividade em menos de 10% de

células epiteliais).

Resultados

Um total de 211 amostras cervicais HPV positivas (56 amostras de NIC 1, 36 amostras
de NIC 2, 82 amostras de NIC 3 e 37 amostras de céncer) foi analisado quanto a
imunorreatividade dos marcadores pl6 e Ki67. Nas tabelas 1 e 2 estd apresentada a
porcentagem de amostras apresentando forte expresséo de pl6 e Ki67 e o grau da neoplasia

cervical, respectivamente.
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Tabela 1. Expressdo imunohistoquimica de p16™K4* em 211 amostras (HPV positivas) de
colo uterino.

Diagnostico histopatoldgico  p16 positivo N (%0) p16 negativo N (%0)

NIC 1" 31 (55.4%) 25 (44.6%)
NIC 2™ 30 (83.3%) 6 (16.7%)
NIC 3™ 80 (97.6%) 2 (2.44%)
Cancer 37 (100%) -

*NIC 1: Neoplasia Intraepitelial Cervical 1.
"*NIC 2: Neoplasia Intraepitelial Cervical 2.
" NIC 3: Neoplasia Intraepitelial Cervical 3.

Tabela 2. Expressdo imunohistoquimica de Ki-67 em 211 amostras (HPV positivas) de colo
uterino.

Diagnostico histopatoldgico Ki67 positivo N (%) Ki67 negativo N (%)

NIC 1" 39 (69.6%) 17 (30.4%)
NIC 2™ 30 (83.3%) 6 (16.7%)
NIC 3™ 81 (98.8%) 1(1.20%)
Cancer 37 (100%) -

*NIC 1: Neoplasia Intraepitelial Cervical 1.
**NIC 2: Neoplasia Intraepitelial Cervical 2.
" NIC 3: Neoplasia Intraepitelial Cervical 3.

A expressdo de p16 foi observada em todos os 37 casos de cancer (100%), em 80 dos
82 casos de NIC 3 (97.6%), em 30 dos 36 casos de NIC 2 (83.3%), bem como em 31 dos 56
casos de NIC 1 (55.4%) (Tabela 1). J4 a expressdo de Ki67 foi observada em todos os 37 casos
de cancer (100%), em 81 dos 82 casos de NIC 3 (98.8%), em 30 dos 36 casos de NIC 2 (83.3%),
bem como em 39 dos 56 casos de NIC 1 (69.6%) (Tabela 2).

Discussdo

A expressdo de p16'N*A (p16 positivo) é altamente correlacionada a infecgéo pelo HPV,
ndo apenas em lesdes cervicais, mas também em carcinomas de células escamosas de cabeca e

pescoco (Stephen et al., 2013). Estudos vem apontando a subjetividade dos exames
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morfol6gicos, questionando a histopatologia como padréo ouro, e isto pode levar a diagnéstico
falso-positivo ou negativo (Klaes et al., 2002). A proteina p16'NK*A constitui o marcador mais
estudado para progressao da NIC e a determinacéo de sua expressdo j4 foi utilizada para marcar
pacientes de risco com biopsia negativa. Além disso, ja foi demonstrado um aumento da
expressdo de p16™K4A em leses de alto grau tais como NIC 2 e NIC 3 (Klaes et al., 2001). A
triagem de resultados de testes de rastreamento negativos para o Papanicolau/ positivo para
HPV com citologia baseada no biomarcador p16™*** pode identificar mulheres com alta
probabilidade de apresentar neoplasia intraepitelial de alto grau e pode eficientemente
complementar os programas de rastreamento baseados na pesquisa por infec¢éo por HPV para
prevenir o cancer cervical (Petry et al., 2011). No presente estudo foi observado, de forma
coerente com achados de outros estudos (Guimarées et al., 2005; Branca et al., 2004; Klaes et
al., 2002, Keating et al., 2001), que a grande maioria dos casos de NIC 2, NIC 3 e cancer
marcaram para p16, 83.3%, 97.6% e 100%, respectivamente. Com relagé&o aos casos de NIC 1,
nossos dados mostraram que 55.4% das amostras apresentaram positividade para p16™K4A,
Segundo Kalof et al. (2006), a expressdo de p16 em amostras de NIC 1 pode estar relacionada
a persisténcia da infecgdo pelo HPV. Condizente com a maior frequéncia de tipos de HPV
oncogénicos implicados em neoplasias intraepiteliais de alto grau, a positividade para a
expressio de p16'NK4A somente ocorreu em lesdes nas quais se detectou HPV-16, 18, 31, 33 ou
35, seja em condicOes de infeccdo Unica ou maltipla.

Em relacéo a expressédo de Ki-67, estudos apontam que a avaliagdo do nimero de células
positivas para Ki-67 no epitélio representa uma ferramenta auxiliar para o diagndstico das
lesbes cervicais, que pode ser utilizada para diferenciar as neoplasias cervicais de lesdes
cervicais benignas, além de distinguir os diferentes graus das lesfes (Kruse et al., 2001; Song
et al., 2007). Diversos estudos evidenciam que a expressao de Ki-67 esta associada ao grau da
gravidade das lesbes cervicais (Kruse et al., 2001; Lorenzato et al., 2005; Walts et al., 2009).
No presente estudo foi verificado, de forma coerente com achados de outros estudos (Kruse et
al., 2001; Lorenzato et al., 2005; Walts et al., 2009), que a grande maioria dos casos de NIC 2,
NIC 3 e cancer foi positivo para Ki-67.

Em concluséo, os resultados observados no presente trabalho confirmam a importancia
do uso dos marcadores p16™** e Ki-67 na confirmagéo de diagnostico de lesdes intraepiteliais
escamosas de alto grau (NIC 2 e NIC 3) e também na possivel identificacdo de lesdes

intraepiteliais escamosas de baixo grau (NIC 1) em associagdo com risco de progressao.
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6. CONCLUSAO

» O gendtipo mais detectado nos casos de NIC 1, NIC 2, NIC 3 e cancer foi 0 HPV-16.

> Um total de 42.7% das amostras apresentou uma Unica infec¢cdo por HPV, enquanto que
57.3% foram infectadas com mais de um tipo de HPV. Os gen6tipos mais comumente
detectados foram HPV-16, HPV-18 e HPV-31.

> Os casos que apresentaram os gendtipos de baixo risco (HPV-6 e 11) estavam relacionados
a infecgbes multiplas.

> Os casos de NIC 1, NIC 2, NIC 3 e cancer nas infec¢des multiplas, mostraram prevaléncia
do gendtipo HPV-16.

> As coinfecges com o HPV-16 apresentaram maior risco para abrigar lesdes cervicais com
maior risco de NIC 3.

> No presente estudo, a expressio de p16™<* apresentou forte correlagdo com a infecgéo pelo
HPV mostrando-se importante marcador da progressédo da neoplasia intraepitelial cervical
com aumento significativo da expressao desta proteina em lesdes de alto grau.

> Na grande maioria dos casos de NIC 2, NIC 3 e cancer, foi observada além da expressédo da
proteina p16'™<4** e os gendtipos HPV-16, 18, 31, 33 ou 35.

> A expressao da Ki-67 foi observada na grande maioria dos casos de lesdes de alto grau (NIC
2, NIC 3 e cancer).
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Abstract

Cervical carcinoma is the fourth most common type of cancer and thought to be the fourth main cause of death
among women throughout the world, particularly in developing countries. Clinical and epidemiological studies
claim that HPV infection is a necessary condition for the development of cervical cancer. A knowledge of the
geographic distribution of HPV genotypes is important to give guidance for the introduction of prophylactic
vaccines. In addition, it is important for the determination of the local epidemiology of circulating high-risk types
of HPV. The aim of this study is to determine the genotype profiles of HPV infection for a group of women who
live in the semi-arid "Agreste” region of the State of Pernambuco in Brazil, and thus be in a better position to define
the prevalence of the oncogenic HPV genotypes and their link with the progression of the lesion. The study
includes an analysis of 211 cases of women whose diagnosis was confirmed for NIC 1, NIC 2, NIC 3 and cancer.
The identification of the HPV genotypes was based on the PCR/RFLP technique. Altogether, 42.7% of the samples
showed a single genotype infection, while 57.3% were infected by several genotypes. The most common genotypes
detected were HPV-16, HPV-18 and HPV-31. A total of 26.5% of women had NIC 1, among which HPV-16,
HPV-31, HPV-35 and HPV-18, were the most frequent in simple infections, and HPV16/11, HPV16/6 and
HPV18/6 in co-infections. HPV-16 and HPV-18 were the genotypes that were most often found in NIC 2 with a
single genotype infection for HPV, while HPV16/6, HPV 16/11 and HPV 16/31 were the most prevalent in NIC 2
with co-infections. With regard to women diagnosed with NIC 3, the HPV-16, HPV-18, HPV-31 were detected in
a single genotype infection, whereas HPV 16/6, HPV 16/11 and HPV 16/18 were the co-infections that were most
frequently observed in this group. A total of 17.5% women were diagnosed with cancer, and among this group,
HPV-16 and HPV-31 were the two types that most often had simple infections, while HPV16/6 and HPV18/11

were the most frequent with co-infections. Multiple infection with HPV-16 had a 2.7 times greater risk of NIC 3



(p=0.04). Multiple infections for HPV with HPV16 and excluding the HPV18/31 types, were associated with NIC
3 (p=0.01). The results obtained in this study allowed the detection and type-specific genotyping of HPV
circulating in the population being studied. These findings must be taken into account when devising vaccination

strategies against HPV.

Keywords: Human Papillomavirus, Genotyping protocols, Cervical Carcinoma, Pernambuco.

Introduction

Uterine cervical carcinoma is the fourth most common type of cancer in the world and is regarded as the
second main cause of death for women throughout the world, particularly in developing countries (Gargiulio et
al., 2007; Nakagawa et al., 2010; SIEGEL et al., 2016).

Clinical and epidemiological studies believe that HPV infection is a necessary condition for the
development of cervical cancer. However, only a small proportion of women infected by the virus suffer from
cancer which shows that just the presence of HPV does not seem to be enough for the development of the disease
(Bosch et al., 2002; Veldhuijzenet al. 2010; Almonteet al., 2011).

More than 200 genotypes of HPV are known, about 40 of which are responsible for genital tract infections,
including genotypes 16, 18, 31, 52 e 58, which are considered to be oncogenic high-risk genotypes and etiological
agents of cervical cancer. In contrast, the HPV-6 and HPV-11 genotypes are considered to be low-risk and
responsible for the rise of genital warts which are characterized as benign (AYRES & SILVA, 2010; FARID et
al., 2011).

Several studies on the prevalence of HPV genotypes have found that HPV-16 is the most prevalent type
in different regions of the world (Freitas et al., 2012; Pirog et al., 2014).

Multiple HPV infections are commonly found in epidemiological and molecular studies (Nielsen et al.,
2008; Mejlhede et al., 2009; Dickson et al., 2013; Dickson et al., 2014). However, the clinical importance of these
multiple HPV genotypes in the modulation of the risk of squamous intraepithelial lesions (SIL), remains a
controversial issue. Some studies have shown that there is a link between low-grade squamous intraepithelial
lesions (LSIL) and high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL) in women infected with several types of
HPV (Cuschieri et al., 2004; Chaturvedi et al., 2011; Dickson et al., 2013; Dickson et al., 2014).

In Brazil, studies have shown that HPV-16 is the most prevalent kind although there are regional
variations with regard to the various genotypes. This means that the data from one particular place cannot be
generalized for the whole country. (Eluf-Neto et al., 1994; Cavalcanti et al., 1994; Noronha et al., 1999; Lorenzato
et al., 2000; Rabelo-Santos et al., 2003; Chaturvedi et al., 2004; Baldez da Silva et al., 2009).

Knowledge about the distribution of HPV genotypes can give guidance to the introduction of prophylactic
vaccines in the determination of the local epidemiology of circulating high-risk HPV genotypes. The aim of this
study is to determine the profile for HPV infection in women in the semi-arid Agreste region of the State of

Pernambuco in Brazil and its association with the progression of lesions and cervical cancer.



Methodology
The population investigated

The study involved conducting an analysis of 211 cases of women with ages ranging from 19 to 72 (the
average age being 42.5), who resided in the Agreste Region of the State of Pernambuco. The data were obtained
from the files of a private laboratory located in the town of Garanhuns. The cases of women being submitted to

vaccine against HPV were excluded.

Genotyping for HPV

The identification of HPV genotypes was based on the PCR-RFLP technique as described by Nobre et
al. (2008). The biological samples were collected in liquid medium with the aid of a sterile cervical brush (Kolplast
Ci Ltda, Séo Paulo, Brazil), and subsequently centrifuged at 3000 rpm for 5 minutes (Fanem 206MP). The
supernatant was discarded and the extraction solution was added to the cell pellet with the following composition:
NaCl, 0,1 Mol/L; EDTA 10 mMol/L; Tris 10 mMol/L, pH 7.5, containing SDS (0.5%) and proteinase (K 0.5 g/L).
Following this, the systems were placed in the oven (Nova Etica 411D) and incubated at 56°C for 30 minutes.
After the extraction, the DNA was purified by means of the Phenol/Chloroform Standard method 1:1 (Vetec, Rio
de Janeiro, Brazil), followed by precipitation with isopropyl alcohol (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) at -20°C for
20 minutes. After this, the supernatant was removed by reversal and was left to rest fo a suitable period until the
drying of the material at room temperature. At the end of this time, the DNA was purified and diluted again in Tris
Buffer Solution for subsequent amplification by PCR.

The amplification of the hypervariable region of the L1 gene for genotyping, was carried out with the aid
of the following: MgCl; 1,5 mMol/L, 200 mMol/L of each dNTP, a single Taqg DNA polymerase (Invitrogen, S&o
Paulo, Brazil) and 12.5 pMol/L of each primer, MY09 (5"-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3") and MY11 (5"-
CMCAGGGWCATAAYAATGG-3"). The reactions for the amplification were carried out in a (GeneAmp PCR
System 9700 thermal cycler, Applied Biosystems) in the following conditions: first cycle of denaturation at 95°C
for 4 minutes, followed by 35 intermediary cycles of denaturation at 94°C for 30 seconds, annealing at 56°C for
30 seconds, extension to 72°C for 30 seconds and final extension cycle at 72°C for 8 minutes. As a control for
DNA extraction efficiency and Polymerase Chain Reaction, a fragment of 501 pb of beta-globin was amplified by
means of the Betal (5"-TCAACCCTACAGTCACCCAT-3") and Beta2 (5-
CTAACAATTACGAACAGCAATGAG-3") primers, under the same conditions as the PCR.

Each solution with the PCR product was submitted to enzymatic digestion with the Dde I, Hae Ill, Rsa |,
Pstl restriction enzymes for 1 hour at 37°C, in accordance with the instructions of the manufacturer (Invitrogen,
Séo Paulo, Brazil). The DNA particles were identified by gel electrophoresis in polyacrylamide gel (6%), stained
with SYBR Safe DNA and subsequently purified with the aid of the UltraClean PCR Clean-up Kit (MOBio,
Carlsbad, EUA). The purity of the PCR products was determined by optical density measured by the
spectrophotometer method (ND-1000 UV-Vis, ThermoScientific).

Following this, the DNA of the samples was sequenced (ABI 3730 DNA Analyser,Applied Biosystems)
and analyzed by means of the Sequencing Analysis®, version 5.3.1 and Chromas Lite®, version 2.01 programs.

The sequences were then compared with those available in GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).



Statistical Analysis

The statistical treatment of the data based on the results included a separate analysis of the most prevalent
types of HPV (HPVs 16, 18, 31, 33 and 35). The Odds Ratio (OR) of NIC 2, NIC 3 and cancer, with simple or
multiple HPV infections, were calculated and a comparison made with the NIC 1 Group. The Odds Ratio (OR)
and confidence intervals of 95% (IC) are recorded throughout the text and in the Tables. The statistical analysis

was conducted by means of the Medical® version 14.10.2 http://www.medcalc.org/index.php.

Ethical issues in the research
This study was undertaken with the approval of the Research Ethics Committee of the Federal University
of Pernambuco (CAE: 0285.0.172.00-11).

Results

A total number of 211 samples that had been classified as NIC 1, NIC 2 and NIC 3, were genotyped by
means of PCR/RFLP. 42.7% (90/211) of these showed a single infection for HPV, whereas 57.3% (121/211)
showed multiple infections. The most commonly detected genotypes were HPV-16 (24.6% in simple infections),
HPV-18 (7.1% in simple infections) and HPV-31 (6.6% in simple infections) (Table 1).

Table 1. Diversity of HPV as simple and multiple infections.

Genotypes of HPV n %

Single infection (N=90)

HPV-16 52 246
HPV-18 15 7.1
HPV-31 14 6.6
HPV-33 3 14
HPV-35 6 2.8
Multiple infection (N=121)

HPV 16/11 13 6.2
HPV 16/18 5 2.4
HPV 16/18/11 4 1.9
HPV 16/18/31/11 1 0.5
HPV 16/18/31/33 2 0.9
HPV 16/18/33/6 1 0.5
HPV 16/18/6 2 0.9
HPV 16/31 4 1.9
HPV 16/31/11 1 0.5
HPV 16/31/35 1 0.5
HPV 16/31/6 5 2.4
HPV 16/31/6/11 1 0.5
HPV 16/33 1 0.5
HPV 16/33/35/11 1 0.5
HPV 16/33/6 2 0.9



HPV 16/35 2 0.9

HPV 16/35/11 1 0.5
HPV 16/35/6 2 0.9
HPV 16/6 24 114
HPV 16/6/11 1 0.5
HPV 18/11 7 35
HPV 18/31 3 1.4
HPV 18/31/35/6 1 0.5
HPV 18/31/6 2 0.9
HPV 18/33 2 0.9
HPV 18/33/11 1 0.5
HPV 18/6 6 2.8
HPV 18/6/11 1 0.5
HPV 31/11 4 1.9
HPV 31/33/11 1 0.5
HPV 31/33/6 3 1.4
HPV 31/35 2 0.9
HPV 31/36 8 3.8
HPV 33/11 4 1.9
HPV 33/6 2 0.9
Total 211 100

The cervical samples were also categorized in accordance with the histological findings and distribution
patterns of types of HPV (Table 2).

Table 2. Distribution pattern of types of HPV between NIC 1, NIC 2, NIC 3 and cancer with regard to simple and
multiple infections.

Types of HPV n %

NIC 1 and simple infection (N=27)

HPV-16 13 481
HPV-18 3 11.1
HPV-31 6 22.2
HPV-33 1 3.7
HPV-35 4 14.8

NIC 1 and multiple infection (N=29)

HPV 16/11 4 13.8
HPV 16/6 4 13.8
HPV 18/6 3 10.3
Two types of HPV 10 344
Three types of HPV 7 24.1
Four types of HPV 1 34

NIC 2 and single infection (N=12)



HPV-16 6 50

HPV-18 3 25

HPV-31 2 16.7
HPV-33 1 8.3
NIC 2 and multiple infection (N=24)

HPV 16/11 4 16.7
HPV 16/31 3 125
HPV 16/6 6 25

Two types of HPV 7 29.2
Three types of HPV 2 8.3
Four types of HPV 2 8.3
NIC 3 and single infection (N=37)

HPV-16 24 64.9
HPV-18 8 21.6
HPV-31 3 8.1
HPV-33 1 2.7
HPV-35 1 2.7
NIC 3 and multiple infection (N=45)

HPV 16/11 4 8.8

HPV 16/18 3 6.6

HPV 16/6 11 244
HPV 31/6 5 111
Two types of HPV 7 15.5
Three types of HPV 12 26.6
Four types of HPV 3 6.6

Cancer and single infection (N=14)

HPV-16 9 64.2
HPV-18 1 7.1

HPV-31 3 21.4
HPV-35 1 7.1

Cancer and multiple infection (N=23)

HPV 16/6 4 17.4
HPV 18/11 3 13

Two types of HPV 10 435
Three types of HPV 6 26

A total of 26.5% (56/211) women had NIC 1, among which HPV-16, HPV-31, HPV-35 and HPV-18
were the most common serotypes in simple infections, whereas HPV16/11, HPV16/6 and HPV18/6 were the

most frequent in co-infections.



HPV-16 and HPV-18 were the two genotypes most often found in NIC 2 with a single infection for HPV,
whereas HPV16/6, HPV 16/11 and HPV 16/31 were the genotypes most prevalent in NIC 2 with co-infections.

With regard to women diagnosed with NIC 3, HPV-16, HPV-18, HPV-31, these were the patients where
most single HPV infections was detected, whereas in the case of the group associated with HPV 16/6, HPV 16/11
and HPV 16/18, co-infections were most commonly.

A total of 17.5% (37/211) of women were diagnosed with cancer, where HPV-16 and HPV-31 were the
two most frequent genotypes in simple infections whereas HPV16/6 and HPV/18/11 were the most frequent in co-
infections.

Multiple infection with HPV-16 shows a 2.7 times greater risk of NIC 3 (OR=2.7; IC 95%: 1.04-7.16;
p=0.04), although this has not been observed in women with NIC 2 and cancer (Table 3). Multiple infections for
HPV with HPV-16 and excluding the HPV18/31 types, were associated with NIC 3 (OR=3.64; IC 95%: 1.33-9.92;
p=0.01) (Table 3).



Table 3. Distribution pattern of simple and multiple infections for HPV in cervical samples of NIC 1, NIC 2, NIC

3 and cancer. Sl: Single infection for HPV. MI: Multiple infecrion for HPV. (*) P-value and ORs in comparison

with NIC 1. (-) DNA of non-detected HPV. Heavy print — statistically significant (p<0.05).

NIC1 NIC2 OR (95% CI) NIC 3 OR (95% CI) Cancer OR (95% CI)
*P-value *P-value *P-value
HPV-16 (Ul) 13 6 1.08 (0.27 — 4.19) 24 1.99 (0.72 - 5.47) 9 1.93 (0.51-7.31)
0.91 0.18 0.32
HPV-16 (MI) 13 17 2.98 (0.95-9.39) 31 2.72 (1.04 - 7.16) 13 1.60 (0.53 - 4.81)
0.06 0.04 0.40
HPV-18 (Ul) 3 3 2.22 (0.37-13.22) 8 1.90 (0.44 - 8.08) 1 0.51 (0.04 - 5.47)
0.38 0.38 0.58
HPV-18 (MI) 8 5 0.69 (0.19 - 2.47) 14 1.18 (0.42 - 3.32) 10 2.01 (0.63-6.43)
0.57 0.74 0.23
HPV-31 (UI) 6 2 0.57 (0.09 - 3.36) 3 0.25(0.05-1.15) 3 0.77 (0.15-3.75)
0.53 0.07 0.74
HPV-31 (MI) 10 8 0.95(0.30 - 2.97) 13 0.79(0.29 - 2.17) 7 0.83 (0.25 - 2.68)
0.93 0.66 0.74
HPV-33 (UI) 1 1 2.70 (0.16 - 2.97) 1 1.75 (0.10 - 29.52) - -
0.93 0.69
HPV-35 (Ul) 4 - - 1 0.15(0.01-1.51) 1 0.44 (0.04 - 4.38)
0.11 0.48
HPV-16 (MI) 9 10 1.98 (0.65 - 6.03) 21 3.64(1.33-9.92) 8 0.83(0.14 - 8.84)
excluding 0.22 0.01 0.22
HPV18/31
HPV-31 (MI) 6 2 0.46 (0.08 — 2.56) 7 0.78 (0.23-2.62) 3 0.59 (0.13 - 2.67)
excluding 0.88 0.69 0.49
HPV16/18
HPV-33 (MI) 3 3 1.04 (0.08 — 2.56) 2 1.04 (0.08 — 2.56) 1 0.43 (0.04 - 4.55)
excluding 0.88 0.88 0.88
HPV16/31
HPV-33 (MI) 3 2 0.74 (0.12-5.14) 3 0.65(0.12 - 3.52) 2 0.83 (0.12 - 5.47)
excluding 0.88 0.62 0.84
HPV18/31

Signs of carriers of up to four HPV genotypes were found in the samples of the population under study,

in all of which some oncogenic viral type was identified that was often associated with high degree neoplasia and

carcinoma. The HPV infection profile in our population shows cases of single and multiple infections not covered

by currently available vaccines. Figure 1 provides a summary of the infections with viral types that are either

covered or not covered by the preventive anti-HPV vaccines.



Relation of vaccination coverage to the type of infection
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Figure 1. Amounts relative to viral types (included and not included) through the preventive HPV vaccines in

single and multiple infections in the population.

Discussion

With regard to the link between cervical cancer and HPV infection, HPV-16 is the most frequent in global
terms followed by HPV-18, (with rare exceptions). Brazil with its continental dimensions and widespread
population flows, forms a part of these exceptions since the pattern of frequency with regard to high-risk HPV
involved in high-grade cervical lesions is subject to variations. Our study is concentrated on women who reside in
the Agreste region of the State of Pernambuco, and has provided us with a correlation with global statistics
regarding the greater prevalence of HPV-16 (Fernandes et al., 2008; Baldez da Silva et al., 2009; Castro et al.,
2011; Verissimo et al., 2011; Baldez da Silva et al., 2012; Gurgel et al., 2013). However, when sticking closely to
the profile already described for the metropolitan region of Recife, the second most prevalent genotype was found
to be HPV-31, followed by HPV-18.

HPV belongs to a heterogeneous group of a DNA viruses that is capable of infecting the skin and mucous
membrane in various parts of the human body (Castro et al., 2009). Among the grades of cervical lesions in which
HPV can be involved, the detection of the HPV-16 genotype is widely associated with the cytological findings
consistent with HSIL and in situ carcinoma (Broomall et al., 2010). Our study is in agreement with the previous
literature and seeks to refine the pattern of the prevalence of HPV in each category of atypia and in different stages
of intraepithelial neoplasia. Corresponding with the average worldwide prevalence in any type of cervical lesion
under consideration, HPV-16 was singled out as the infection that was most often found in both low and high
grade cervical neoplasia and carcinoma, regardless of whether it was a single or multiple infection.

It should be borne in mind that the onset of multiple infections has significant consequences when forming
a profile of HPV infections which can be associated with different degrees of cervical lesions. The occurrence of
multiple infections seems to be much more common than expected. Patients with genital lesions can be infected
by several types of HPV at the same time. The HPV-6 and 11 genotypes are rarely associated with invasive
squamous cell carcinoma (Gontijo et al., 2007), to the extent that, according to our data, their detection in NICs 1,

2 and 3 and carcinoma is more likely to be attributed to co-infection with high-risk HPV. Previous studies showed



a greater prevalence of co-infections involving high-risk types for the HPV-16 and 31, and HPV-16 and 33 types
(Baldez da Silva et al., 2009), or HPV-16 and 18 (Rousseau et al., 2001). Although our data do not supply evidence
of any particularly significant prevalence for a combination of types of multiple infections, a significant percentage
of double infections (40.8%) and triple infections (13.7%) have drawn our attention to the HPV infection
associated with the risk of cervical cancer among a population undergoing na HPV-specific vaccination program.
Until now, there has been no consensus about the question of whether multiple types of HPV occur by chance or
by means of a competitive or cooperative relation. Several studies have shown that the infection for multiple types
of HPV occurs more frequently than those expected by chance (Chaturvedi et al., 2011; Dickson et al., 2013;
Dickson et al., 2014). In this study, co-infections with HPV-16 showed a greater risk of harboring cervical lesions
in the case of single infections, whereas multiple infections with this viral type had a greater risk of NIC 3.

The evidence of preventive anti-HPV vaccination tests does not indicate that there has been any clear
substitution of prevalent genotypes and do not show any signs of cross-protection for the diverse HPV genotypes
that are phylogenetically related (Paavonen et al., 2007; Paavonen et al., 2009; Brown et al., 2009; Herrero, 2009).
Nonetheless, there have been few studies that have assessed the synergistic interactions between infecting types
of HPV at risk of the cervical disease (Herrero et al., 2005; Trottier et al., 2006; Wentzensen et al., 2009). Owing
to the large number of HPV genotypes involved in genital diseases, the epidemiological study of co-infections for
HPV and their consequences, requires much more detailed research. Some studies have shown that although there
is a significantly greater frequency of multiple types of HPV among young women, the combination of co-infected
genotypes occurs at random. Moreover, although associated with an increase of cervical disease, co-infectring
genotype lead to a cervical disease in an independent way (Chaturvediet al., 2011).

In the case of our data, although this revealed that about 25% of infections had only one of the HPV types
isolated by the sample, this can be attributed to the fact that several viral strains were not covered by the protection
provided by the vaccines currently available. This percentage (48%) almost duplicates the cases of multiple
infections that occurred in the target population of this study. If there is an awareness of the prevalence of the HPV
types at a regional level, as well as in groups at risk (including factors such as age and number of sexual partners)
it can have a considerable influence on public health policies and prevention measures, including mass vaccination
(Mendez et al., 2005). In this way, a preventive quadrilavent HPV vaccination, which covers Genotypes 6, 11, 16
and 18, can have a variable effect on the prevention of cervical cancer depending on the kind of population under
consideration.

Our findings should be interpreted within the context of the design for this study. Although the prevalence
of HPV is the focal point of our research, there are many restrictions to the way an accurate profile can be drawn
of the population concerned. In the first place, our sample group was not representative of the entire population,
since the patients selected were drawn from people requiring an HPV diagnosis before being sent to our laboratory.
Hence, there was a possible bias in the selection because the patients might have represented a high-risk group
(e.g, patients already treated for HPV or partners already diagnosed with HPV). Furthermore, our sample group
comprised a subset of people with full access to medical care. Finally, owing to the lack of data for tracing the
medical history of each patient, it was not possible to delineate the infectious disease epidemiology in our study
which included factors related to transmission and the possible influence of the social background and sexual

habits with regard to each patient.



In conclusion, it was shown that the most commonly detected genotype in the cases of NIC 1, NIC 2 and
NIC 3 and cervical cancer was HPV-16, which is in line with the findings of Freitas et al. (2012) and Pirog et al.
(2014). In addition, co-infections with HPV-16 had a greater risk of sheltering cervical lesions with a high risk of
NIC 3. Studies that involve the HPV genotypes and development of cervical cancer should be taken into account

when preparing vaccination programs against HPV.
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Abstract

Some epidemiological studies have stated that cervical infection with high-risk Human papillomavirus (HPV) is a
necessary, but not sufficient, cause of the development of cervical cancer, which is considered to be a disease of
slow progression. This is because it is preceded by precursor lesions called cervical intraepithelial neoplasia which
are classified here as NIC 1, NIC 2 and NIC 3. Markers such as p16™4 and Ki-67 have been studied with the aim
of identifying lesions with a high risk of evolution. The purpose of this study is to evaluate the expression of the
p16'N<4A and Ki-67 biomarkers in the histological findings of women who live in the interior of Pernambuco (the
Agreste region) and are carriers of cervical and invasive intraepithelial lesions. 211 cases of women diagnosed by
cytology were analyzed as carriers of i) low-grade intraepithelial lesions (LGIL), ii) high-grade intraepithelial
lesions (HGIL) or iii) invasive carcinoma, and subsequently, the malign lesions were confirmed by histological
examination. The immunohistochemical staining for the p16/Nk*A and Ki-67 proteins was carried out through
samples taken from the biopsies and waterproof containers that had representative tissues of the tumor. All the
tumors showed signs of the HPV infection. The expression of p16'NK4A was observed in 100% of the cases of
cancer, 97.6% of the cases of NIC 3, 83.3% of the cases of NIC 2, as well as in 55.4% of the cases of NIC 1. In
addition, Ki-67 was observed in 100% of the cases of cancer, 98.8% of the cases of NIC 3, 83.3% of the cases of
NIC 2, as well as in 69.6% of the cases of NIC 1. The results obtained in this study make it possible to relate the
expression of p16'NK4A and Ki-67 to the atypical histological findings found in the samples of cervical patients
infected with HPV.

Keywords: Human papillomavirus, cervical carcinoma, Ki-67, p16'NK4A,



Introduction

Epidemiological studies have stated that cervical infection with high-risk Human papillomavirus (HPV)
is a necessary but not a sufficient reason for the development of cervical cancer, which is believed to be the fourth
most common type of cancer and the second main cause of death to women in the world (Gargiulio et al., 2007;
Zur Hausen et al., 2009; Arbyn et al., 2011; Siegel et al., 2016).

Uterine cancer tied to colon cancer is a disease of slow progression since it is preceded by precursor
lesions called cervical intraepithelial neoplasia. These lesions are classified as NIC 1, NIC 2 and NIC 3 depending
on the degree of epithelial damage and are characterized by a gradual loss of control of the cell division.
(Steenbergen et al., 2005).

The onset of the infection occurs with the penetration of the differentiation of the cells of the HPV at the
basal lamina of the epithelial layer of skin tissue and mucous membrane, usually through tiny scars. Following
this, a sequence of occurrences related to vegetative viral functions takes place which are caused by determined
genes, located in regions, with mutations regarded as precocious or retarded, depending on the pattern of
expression of the viral genes (Brentjens et al., 2002; Abu et al., 2005).

The process which leads to the development of a squamous invasive lesion seems to be related to HPV
activity in the cell genome through the permissively of the immunological system (Sano et al., 1998). Markers
such as p16'™<4 e Ki-67 have been studied with the aim of identifying lesions with a risk evolution, since many
lesions, in particular those of low risk, will regress (Sano et al., 1998; Virmani et al., 2001; Giarre et al., 2001).

The cell protein of p16'NK“2, a cyclin-dependent kinase inhibitor, was found to be highly superexpressive
in almost all the high-grade precursor lesions and in invasive uterine cancer of the cervix (Wentzensen& von
Knebel, 2007 and Tsoumpouet al. 2009). The expression of this cell-cycle regulatory protein is directly related to
the transforming activity of E7 viral oncoprotein of high risk HPV at the molecular level. When it is recognized
that the prolonged inactivation of the tumor suppressor protein
pRb, through the E7 oncoprotein, is necessary for the maintenance of the malignant phenotype associated with
HPV in cancerous cells, the detection of the superexpression of p16'N<*A can be useful as a highly sensitive
alternative marker, in particular for the inactivation of pRb in epithelial cells transformed by HPV. Several studies
have assessed the function of p16'NK4A as a diagnostic marker of the progression of cervical lesions (Keating, 2001;
Klaes et al., 2001; Agoff, 2003; Wang, 2004; Kalof et al., 2005; Lorenzato, 2005; Benevolo, 2006; Ozaki, 2011).
In addition, p16™K4A js a tumor suppressor protein that is responsible for the block events in the G1 phase of the
cell cycle when there are DNA anomalies that appear, in a superexpressed way, in high grade dysplasia and cervical
carcinomas (Klaes et al., 2001).

Currently, histological proliferation markers are being widely used to keep a check on the progression, as
well as the degree of malignity, of several types of neoplasia, including cervical cancer (Kalof et al., 2006; Song
et al., 2007; Walts et al., 2009). The Ki-67 protein is regarded as one of the principal histological proliferation
markers, where the evaluation of the number of positive cells for Ki-67 in the cervical epithelium can be applied
to differentiate the grades of cervical lesions and is considered to be a supplementary tool for histological diagnosis
(Kruse et al., 2001; Keating et al., 2001; Middletoon et al., 2003; Buban et al., 2009). The Ki-67 protein is present
in the cells during all the phases of the cell cycle (G1, S, G2 and mitosis), since it is expressed in the nucleus.
Hence when there are cytological anomalies such as HPV infection, it can be used as a biomarker that can assist

in the investigation and prognosis of the disease (Brown & Gatter, 2002; Silva-Filho et al., 2005).



The aim of this study was to perform an association study between p16'N¥*A and Ki-67 biomarker with

histological diagnosis CIN 1, CIN 2, CIN 3 and cancer in cervical samples of uterine cervix positive for HPV.

Methodology
The population investigated

The study involved conducting an analysis of 211 cases of women with cancer, with ages ranging from
19 to 72 (the average age being 42.5) and who reside in the Agreste Region of the State of Pernambuco. Their
diagnosis for cytological examinations was positive for LSIL, HSIL or invasive carcinoma, and was subsequently
sent for histological confirmation (NIC-I, Il, 11, Squamous Carcinoma and Adenocarcinoma), in the period 2009
- 2010.

The data were obtained from the file of a private laboratory located in the town of Garanhuns. The case

where women either knew about, or had been vaccinated against, HPV were excluded.

Ethical factors in the research
This study was undertaken after being approved by the Research Ethics Committee (REC) of the Federal
University of Pernambuco (CAE: 0285.0.172.00-11).

Immunohistochemical Staining p16"™%** and Ki-67

The immunohistochemical staining for the p16'™<4A and Ki-67 proteins was carried out through samples
collected for the biopsies and waterproof containers which had representative tissues of the tumor. Cuts were made
of 4um thick waterproof blocks and the avidin-biotin-peroxidase technique was employed. The antibodies used
were rat monoclones against the following proteins: anti-p16'Nk4A (DAKO Cytomation, K5334, clone E6H4,
dilution 1:25) and Ki-67(Dako, code: N1633, Denmark; dilution 1:50). The antigen retrieval was conducted at
100°C by a micro-wave oven The laminas underwent cooling at room temperature and the endogenous peroxidase
blocking lasted for 7.5 minutes in the peroxidase blocking solution. The laminas were incubated with chromogen
diaminobenzene solution, washed in water, counter-colored with hematoxylin, dehydrated and mounted. The
analysis of immunoreactivity was conducted through the detection of the p16'N¥*A protein in the nucleus and
cytoplasm of the epithelial cells and described in terms of the following scores: Positive (moderate and strong
reactivity in more than 10% of the epithelial cells), Negative (moderate or strong reactivity in less than 10% of the

epithelial cells).

Results

A total of 211 positive HPV cervical samples (56 samples of NIC 1, 36 samples of NIC 2, 82 samples of
NIC 3 and 37 samples of cancer) were analyzed on the basis of the immunoreactivity of the p16 and Ki67 markers.
Tables 1 and 2 show the correlation between the percentage of markers with a strong expression of p16 and Ki67

and the grades of cervical neoplasia, respectively.



Table 1. Immunohistochemical expression of p16'NK4A in 211 samples (HPV positive) of uterine cancer.

Histopathological diagnosis D p16 positive N (%0) pl6 negativeN (%0)
NIC 1~ 31 (55.4%) 25 (44.6%)
NIC 2 30 (83.3%) 6 (16.7%)

NIC 3™ 80 (97.6%) 2 (2.44%)
Cancer 37 (100%) -

*NIC 1: Cervical Intraepithelial Neoplasia 1.
“*NIC 2:_Cervical Intraepithelial Neoplasia 2.
" NIC 3: Cervical Intraepithelial Neoplasia 3.

Table 2. Immunohistochemical expression Ki-67 in 211 samples (HPV positive) of uterine cancer.

Histopathological Diagnosis Ki67 positive N (%) Ki67 negative N (%)
NIC 1~ 39 (69.6%) 17 (30.4%)

NIC 2 30 (83.3%) 6 (16.7%)

NIC 3™ 81 (98.8%) 1 (1.20%)
Cancer 37 (100%) -

*NIC 1: Cervical Intraepithelial Neoplasia 1.
**NIC 2: Cervical Intraepithelial Neoplasia 2.
" NIC 3: Cervical Intraepithelial Neoplasia 3.

The expression of p16 was observed in all of the 37 cases of cancer (100%), in 80 of the 82 cases of NIC
3 (97.6%), 30 of the 36 cases of NIC 2 (83.3%), as well as in 31 of the 56 cases of NIC 1 (55.4%) (Table 1). At
the same time, the expression of Ki67 was observed in all the 37 cases of cancer (100%), in 81 of the 82 cases of
NIC 3 (98.8%), 30 of the 36 cases of NIC 2 (83.3%), as well as in 39 of the 56 cases of NIC 1 (69.6%) (Table 2).

Discussion

The expression of pl6/NK4A (p16 positive) is closely correlated with HPV infection, both in cervical
lesions and in the squamous cell carcinomas of the head and neck (Stephen et al., 2013). Some studies have drawn
attention to the subjectivity of morphological examinations and questioned whether the histopathology can be
viewed as a gold standard; this can lead to false-positive or negative results from the diagnosis (Klaes et al., 2002).
The pl16'NK4A protein constitutes the marker that has been most studied for progression of the NIC and the
determination of its expression has already been used to mark “at-risk patients with a negative biopsy. In addition,
an increase of p16'Nk4A expression has already been found in high-grade lesions such as NIC 2 and NIC 3 (Klaes
et al., 2001). The sorting of the results of the tests (with regard to negative signs of the Papanicoloau/ positive for
HPV with cytology based on the p16'N<4A biomarker) can identify women with a high probability of having high-
grade intraepithelial neoplasia. These tests can be an effective means of supplementing surveillance programs
based on research for HPV infection, to prevent cervical cancer. (Petryet al., 2011). In this study, it was found —
in a way that corresponded with the findings of other studies (Guimaraes et al., 2005; Branca et al., 2004; Klaes

et al., 2002, Keating et al., 2001), - that the great majority of cases of NIC 2, NIC 3 and cancer were marked for



p16, 83.3%, 97.6% and 100%, respectively. With regard to the cases of NIC 1, our data show that 55.4% of the
samples had positivity for p16'N<4A, According to Kalof et al. (2006), the expression of p16 in samples of NIC 1
can be related to the persistence of HPV infection. The positivity for the expression of p16™K4A was consistent
with the greater frequency of oncogenic types of HPV in high-grade intraepithelial neoplasia, since it only occurred
in lesions where HPV-16, 18, 31, 33 or 35, were detected, either in single or multiple conditions.

With regard to the expression of Ki-67, some studies have drawn attention to the assessment of the number
of positive cells for Ki-67 in the epithelium. This represents an auxiliary tool for the diagnosis of cervical lesions
which can be used to differentiate the cervical neoplasia from benign cervical lesions, as well as to distinguish
between the different grades of the lesions (Kruse et al., 2001; Song et al., 2007). Several studies found evidence
that the expression of Ki-67 is associated with the degree of gravity of the cervical lesions (Kruse et al., 2001;
Lorenzato et al., 2005; Walts et al., 2009). This was confirmed in a way that was consistent with the findings of
other studies (Kruse et al., 2001; Lorenzato et al., 2005; Walts et al., 2009), where the great majority of the cases
of NIC 2, NIC 3 and cancer were positive for Ki-67.

In conclusion, the results obtained in this study underline the importance of the use of the p16™<*A and
Ki-67 markers for the confirmation of the diagnosis of high-grade squamous intraepithelial lesions (NIC 2 and
NIC 3), as well as the possible identification of low-grade squamous intraepithelial lesions (NIC 1) in association

with the risk of progression.
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SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa
Av. da Engenharia. s/n — 1° Andar. Cid. Universitaria. CEP 30740-600. Recife - PE.
Tel/fax: 81 2126 8588 - oe brocs: e-mail: cepces@ufpe.br

&

Of. N°. 894/2011 - CEP/CCS Recife, 24 de novembro de 2011

Registro do SISNEP FR - 424538
CAAE —-0285.0.172.000-11
Registro CEP/CCS/UFPE N° 309/11
Titulo: Perfil Genotipico da infecgdo por papiloma virus humano e sua correlacio com as lesGes epiteliais
cerrvicais em mulheres do interior de Pemambuco - Brasil
Pesquisador Responsavel: Jacinto da Costa Silva Neto

Senhor (a) Pesquisador (a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Ciéncias da Satde da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e analisou de
acordo com a Resolugio N.° 196/96 do Conselho Nacional de Salde, o protocolo de pesquisa em
epigrafe, liberando-o para inicio da coleta de dados em 24 de novembro 2011.

Ressaltamos que a aprovacdo definitiva do projeto sera dada apos a entrega do relatorio final,
conforme as seguintes orientacdes:
a) Projetos com. no méximo, 06 (seis) meses para concluso: o pesquisador devera
enviar apenas um relatorio final;

b) Projetos com periodos maiores de 06 (seis) meses: 0 pesquisador deverd enviar
relatorios semestrais.

Dessa forma, o oficio de aprovagio somente sera entregue ap6s a analise do relatério final.

% i [

/ /
Pr(g(ﬁ?aldo Bosco Lindoso Couto
E
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