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RESUMO

Introducao: Ainfeccao persistente por determinados genétipos do
virus do papiloma humano (HPV) em mulheres é um reconhecido
fator de risco para o desenvolvimento de neoplasia intra-epitelial
cervical. O cancer cervical é a quarta causa de morte em mulheres
no Brasil. Avacinagao contra o HPV é uma medida efetiva de satde
publica para prevengao de cancer cervical. Objetivo: Desenvolver
um teste molecular genétipo-especifico para HPV-16, HPV-18, HPV-
31 e HPV-45, que em conjunto sdo responsaveis por 85% dos
casos de cancer cervical.

Métodos: Detecgao de DNA viral gendtipo-especifico pela técnica
da reagdo multiplex quantitativa por fluorescéncia em cadeia da
polimerase (QF-PCR). Foram genotipadas amostras clinicas de
esfregaco vaginal de 28 pacientes atendidas no Ambulatério de
Ginecologia do Hospital Escola Alvaro Alvim, incluidas pela triagem
de lesdes cérvico-vaginais de baixo ou de alto grau.

Resultados: Foi desenvolvido um ensaio multiplex para a detecgéo
simultanea dos gendétipos HPV-16, HPV-18, HPV-31 e HPV-45.
Quinze (53,6%) amostras foram positivas para pelo menos um
gendtipo de HPV de alto risco, sendo o HPV-16 o mais prevalente
(50%); quatro (14,3%) amostras foram positivas para o HPV-16 e
HPV-31, indicando co-infec¢édo. Apenas uma (3,6%) amostra foi
positiva para ambos os gendtipos HPV-16 e HPV-18. Nenhuma
amostra foi positiva para o gendtipo HPV-45.

Conclusoes: O ensaio multiplex desenvolvido é um teste sensivel
e rapido, util em estudos de epidemiologia antes e ap6s a vacinagéo
contra o HPV.

Descritores: cancer cervical, cancer de colo uterino, genotipagem,
HPV, teste genético, virus do papiloma humano.

ABSTRACT

Introduction: Persistent infection by some genotypes of the human
papillomavirus (HPV) in women is a recognized risk factor for
development of intraepithelial cervical neoplasia. Cervical cancer is
the fourth cause of death in women in Brazil. Vaccination against
HPV is an effective public health measure to prevent cervical cancer.
Objective: To develop a molecular test specific for HPV-16, HPV-
18, HPV-31 e HPV-45 types, which together account for 85% of
cases of cervical cancer.

Methods: Detection of type-specific viral DNA by the technique of
quantitative fluorescent polymerase chain multiplex reaction (QF-
PCR). Clinical samples of vaginal swabs were genotyped from 28
patients, undergoing screening for low and high-grade cervico-
vaginal lesions, and attending the Ambulatory of Gynecology of the
Hospital Escola Alvaro Alvim.

Results: Atype-specific cervico-vaginal HPV multiplex assay was
developed for the simultaneous detection of HPV-16, HPV-18, HPV-
31 e HPV-45.Fifteen (53.6%) samples were positives for at least
one HPV high-risk type, HPV-16 being the most prevalent (50%);
four samples tested positive for HPV-16 and HPV-31, indicating
co-infection. Only one (3.6%) sample tested positive for both HPV-
16 and HPV-18. None of the samples tested positive for HPV-45
type.

Conclusions: The multiplex assay developed is a sensitive and
rapid test, useful in molecular epidemiology studies before and after
vaccination against HPV.
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INTRODUGAO

O virus do papiloma humano (HPV) é exclusivamente intra-
epitelial e possui tropismo para queratindcitos'. Ainfecgao inicia-se
através de microlesdes pré-estabelecidas, responsaveis pela
exposicdo da lamina basal?. Estudos epidemiolégicos baseados na
deteccé@o de DNA viral em material cérvico-vaginal indicam que a
prevaléncia da infecgdo genital por HPV em mulheres jovens
sexualmente ativas é cerca de 60-80%>%. Ainfecgao persistente pelo
HPV é considerada um fator necessario, porém nao suficiente, para
o0 desenvolvimento de cancer cervical. Em >99% de todos os casos
de cancer cervical o HPV é detectado®’. A carga viral elevada é
determinante para a rapida progresséo e gravidade das neoplasias
intra-epiteliais. Estima-se que o tempo médio para o aparecimento de
anormalidades detectaveis e o desenvolvimento da doenga seja cerca
de 10 anos, tornando o diagndstico precoce de grande importancia
na profilaxia.

Apenas 35 dos mais de 200 gendtipos de HPV séo
transmitidos sexualmente®. Em relagao ao risco para cancer cervical,
eles sdo agrupados em trés categorias: (i) alto risco (gendtipos 16,
18,31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82); (i) possivel alto
risco (gendtipos 26, 53 e 66); e (iii) baixo risco (gendtipos 6, 11, 40,
42,43, 44,54,61,70,72 ¢ 81)°.

Os métodos mais utilizados para a detecgdo de DNA viral
em amostras citologicas e histopatoldgicas séo a hibridagdo com
sondas de DNA (captura hibrida em liquido e hibridagéo em sélido) e
areagao em cadeia da polimerase (PCR)*, 112, Nao ha diferenga
significativa na sensibilidade da detecgao entre estes métodos™ ™.
N&o obstante, devido a possibilidade de diferenciacdo entre os
gendtipos, o método da PCR apresenta vantagens importantes sobre
os métodos de hibridagdo com sondas. Assim sendo, a PCR permite
determinar os perfis de co-infeccdo e obtencdo de dados
epidemioldgicos. Todavia, a detecgdo do DNA ou RNA viral é o
melhor método para ser utilizado em situagdes de infecgao latente,
onde a paciente se encontra assintomatica e a presenga do virus néo
é detectada pela citologia'.

A Secretaria Municipal de Saude de Campos dos
Goytacazes deu inicio em setembro de 2010 a Campanha de
Vacinagéo contra o HPV, cuja meta é imunizar com a vacina
tetravalente, 17 mil alunas das redes do ensino publico e particular,
na faixa etaria de 11 a 15 anos™. O cenario epidemiolégico molecular
do HPV no municipio é desconhecido. Para avaliar o impacto na
prevengao sao necessarios estudos que determinem a prevaléncia
dos gendtipos relevantes a formulagao vacinal (HPV-6, HPV-11, HPV-
16, HPV-18) e circulantes.

O presente estudo pretende contribuir com o
desenvolvimento de um teste molecular especifico para HPV-16, HPV-
18, HPV-31 e HPV-45. Em conjunto, estes gendtipos séo responsaveis
por 85% dos casos de cancer cervical.

METODOS

DNA viral referéncia: Para validagéo da especificidade do
teste desenvolvido foram utilizadas amostras de DNA referéncia para
0s genodtipos HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-45. Estas amostras de
referéncia foram previamente genotipadas utilizando PCR seguida
de hibridagdo de sondas " 2.
Sujeitos da pesquisa: Este estudo faz parte do projeto de pesquisa

intitulado "Correlagéo da citologia, colposcopia e histologia com a
PCR-multiplex na infecgéo cérvico-vaginal pelo HPV", aprovado pela
Comisséo Regional de Etica envolvendo seres humanos da Faculdade
de Medicina de Campos, sob FR-293511. A participagdo nesta
pesquisa foi voluntaria sob Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Foram genotipadas amostras de esfregago cérvico-
vaginal de 28 pacientes (22 a 88 anos de idade) atendidas no
Ambulatério de Ginecologia do Hospital Escola Alvaro Alvim, incluidas
pela triagem (citologia, histologia e colposcopia) para lesdes cérvico-
vaginais de baixo ou de alto grau.

Extracdo de DNA: DNA gendmico foi extraido utilizando o kit
comercial lllustra ™ blood genomicPrep Mini Spin kit (GE Healthcare,
UK) e subsequentemente armazenado em freezer a -20 °C.
Genotipagem: Iniciadores 5' e 3' foram redesenhados a partir de
sequéncias publicadas16 para os genétipos HPV-16, HPV-18, HPV-
45 e HPV-31, utilizando os programas livres e on-line: OligoPerfect™
Designer da Invitrogen™ (http://www.invitrogen.com/) e 0 OligoCalc
Oligonucleotide Properties Calculator (http://
www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html), visando permitir
a amplificagdo simultanea em ensaio multiplex de até seis locos de
tamanho entre 120 e 300 bp por reagdo. Os iniciadores 5' foram
modificados com os fluorocromos FAM (HPV-16), PET (HPV-18 e
HPV-31) e VIC (HPV-45). Areagéo de amplificagdo (12,5 L) consistiu
de aproximadamente 4 ng de DNA gendmico, 0.25-1 M de iniciadores,
0,2 mM dNTP, 1,25 U Taq Gold polimerase (Applied Biosystems,
USA), 2 mM MgCI2, 10 mM Tris-HCI, pH 8.3 e 50 mM KCI. As
condi¢des de amplificagéo foram 95 °C por 11 min (1 ciclo); 94 °C x 1
min; 59 °C x 1 min; 72 °C x 1 min (35 ciclos) € 60 °C x 60 min (1 ciclo)
em termociclador Gene Amp PCR system 9700 (Applied Biosystems,
EUA). Os produtos foram separados por eletroforese capilar de alta
resolugdo em analisador genético ABI PRISM 310 (Applied
Biosystems). Os perfis alélicos foram determinados utilizando os
programas GeneScan Analysis 3.7 e Genotyper 3.7 softwares (Applied
Biosystems) e s@o mostrados na forma de eletroferogramas. Para
verificar a presenga de DNA humano, todas as amostras foram também
genotipadas para o loco de microssatélite [GT]n no intron Il do gene
TLR2, utilizando iniciadores redesenhados a partir de sequéncias
publicadas".

RESULTADOS

Os produtos especificos de amplificagéo consistem de 267,
241,196 and 158 pares de bases para os gendtipos HPV-16, HPV-
18, HPV-31 and HPV-45, respectivamente (Figura 1).

Os iniciadores foram utilizados no desenvolvimento de um
ensaio de genotipagem simultdnea (em tubo unico) da PCR
quantitativa por fluorescéncia. O tempo médio de execugao do teste,
incluindo a extragdo de DNA e a genotipagem, foi de 10 horas.
Quinze (53,6%) das amostras clinicas foram positivas para pelo menos
um genotipo de HPV de alto risco (Tabela 1), sendo o HPV-16 0 mais
prevalente (50%); quatro (14,3%) das amostras foram positivas para
0 HPV-16 e HPV-31 (Figura 2), indicando co-infecgdo. Uma amostra
(3,57%) foi positiva para co-infecgdo com os gendtipos HPV-16/HPV-
18 (Figura 3). O genétipo HPV-18 foi detectado somente em uma
amostra (3,57%). Em nenhuma das amostras foi detectado HPV-45.
A média da idade das pacientes com DNA viral detectavel pela
genotipagem foi de 34,8 anos (Tabela 2).
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Figura 1. Eletroferogramas representativos dos produtos de amplificagéo utilizando DNA referéncia para os genétipos HPV-16,
HPV-18, HPV-31 e HPV-45. Os produtos consistem de 267, 241, 196 and 158 pares de bases, respectivamente, marcados
com fluorocromos FAM (HPV-16), PET (HPV-18 e HPV-31) VIC (HPV-45).

Figura 2. Eletroferogramas representativos dos produtos de amplificagéo utilizando DNA de amostra clinica. O resultado ¢
indicativo de co-infecgdo por HPV-16 e HPV-31, dois gendtipos de alto risco para cancer cervical. Paciente com exame
citopatologico sugestivo de infecgdo pelo HPV e neoplasia intraepitelial de alto grau.

Figura 3. Eletroferogramas representativos dos produtos de amplificagéo utilizando DNA de amostra clinica. O resultado &
indicativo de co-infecgéo por HPV-16 e HPV-18, dois gendtipos de alto risco para cancer cervical. A paciente apresentou
citologia indicativa de HPV e neoplasia intraepitelial de alto grau.
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Tabela 1. Distribuicao dos gendtipos de alto risco para o cancer
cervical em amostras bioldgicas com resultados positivos pelo
ensaio da PCR quantitativa por fluorescéncia.

Amostra  HPV-16  HPV-18  HPV-31  PV-45

1 + N/D N/D N/D
2 + N/D N/D N/D
3 + N/D N/D N/D
4 + N/D + N/D
5 + N/D N/D N/D
6 N/D + N/D N/D
7 + N/D N/D N/D
8 + N/D N/D N/D
9 + N/D N/D N/D
10 + N/D + N/D
11 + N/D N/D N/D
12 + N/D N/D N/D
13 + N/D + N/D
14 + N/D + N/D
15 + + N/D N/D

Frequéncia % (+/n) 93,3 (14/15) 13,3 (2/15) 26,6 (4/15) 0 (0/15)

(+) resultado positivo: genétipo de HPV detectado.
(N/D) genctipo viral ndo detectado.

Tabela 2. Prevaléncia dos quatro gendtipos de alto risco
estudados nas amostras clinicas em pacientes com lesao
neoplasica cervical e média de idade das pacientes.

Genotipo do HPV  Prevaléncia (%) Média da idade (anos)

HPV-16 56.5 35,4
HPV-18 43 25
HPV-31 13 37,5
HPV-45 0 -

DISCUSSAO

Diversos novos ensaios de genotipagem multiplex pela
PCR tém se juntado ao arsenal diagndstico disponivel para a detecgao
precoce do cancer de colo uterino e utilizados em estudos de
epidemiologia molecular do HPV em diferentes populagdes'™® 820, A
genotipagem multiplex oferece importantes vantagens quanto ao
baixo custo e rapidez na identificagdo de gendtipos circulantes.

O ensaio de genotipagem multiplex pela QF-PCR
desenvolvido neste estudo mostra-se especifico e de facil execugao,
constituindo-se uma ferramenta Util em estudos epidemiolégicos antes
e apds a vacinagdo. Em nosso grupo de estudo houve uma
predominéncia do gendtipo HPV-16, o qual esteve presente em
46,4% das pacientes testadas. Este gendtipo é o mais prevalente
em mulheres com lesdes pré-cancerosas e com cancer de colo
uterino, inclusive no Brasil® 72, Os gendtipos 16 e 18, em conjunto,
estdo presentes no mundo em aproximadamente 74,6% dos
canceres cervicais”* 2. Uma vez, que lesdes geradas por HPV de

alto e baixo risco sdo indistinguiveis?', estes dados evidenciam a
importancia da genotipagem viral para o diagndstico da presenca
viral em leses susceptiveis a formagédo de neoplasias.

No Brasil os testes moleculares de diagnéstico de HPV
(captura hibrida e genotipagem por PCR) assim como a citologia
em meio liquido ndo fazem parte do rol de testes cobertos pelo
reembolso do Sistema Unico de Saude (SUS) para o rastreamento
de HPV. Rumo a inclus&o dessas tecnologias no atendimento pelo
SUS, estudos de custo-efetividade similares aos do teste de
Papanicolaou sdo necessarios para que estes sejam
competitivamente assumidos pelo sistema publico. Por exemplo,
estima-se que o custo de cada caso adicional de cancer cérvico-
uterino detectado pela tecnologia de captura hibrida seja 10 vezes
maior do que utilizando o teste de Papanicolaou?. A estimativa do
reembolso pelo SUS para o teste de captura hibrida é quatro vezes
maior do que para o teste de Papanicolaou.

Esta sendo disponibilizada no municipio de Campos dos
Goytacazes a vacina Gardasil® que faz a cobertura dos gendtipos
HPV-6, HPV-11, HPV-16 e HPV-18. Entretanto, em nosso estudo o
gendtipo HPV-31 foi 0 segundo mais prevalente em amostras clinicas
de pacientes com les6es neoplasicas intraepiteliais. O HPV-31e o
HPV-45 ndo sao cobertos pela vacina tetravalente, mas estudos
demonstram que existe uma protegédo cruzada de 38% para as
infecgbes ocasionadas por estes gendtipos que sdo os mais
presentes em cancer do colo uterino depois do subtipo HPV-16 e
HPV-18%. Adurabilidade da imunizagao pela Gardasil® ainda ndo
esta determinada, mas apds cinco anos ainda é possivel detectar
leucdcitos que respondem especificamente para as proteinas do
HPV-16 e HPV-18 utilizados na vacina®. Assim sendo, 0s nossos
dados, embora preliminares, claramente apontam para a
necessidade de um estudo epidemioldgico sobre os gendtipos de
HPV circulantes na populagéo de Campos dos Goytacazes na era
de vacinagéo. E importante que seja estimado o eventual impacto
na saude da mulher quanto a transmissao de gendtipos circulantes
nao cobertos pela vacina tetravalente.

CONCLUSAO

O ensaio de genotipagem multiplex desenvolvido
mostrou-se um teste molecular rapido, seguro e efetivo para a
detecgao dos gendtipos HPV-16, HPV-18, HPV -31 e HPV-45 em
amostras de esfregago cérvico-vaginal, sendo uma ferramenta util
para a elucidagéo dos gendtipos de HPV correlacionados com as
lesdes de baixo a alto grau e cancer do colo uterino.
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