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MANGIERI, Luis Fernando Lasaro. Prevaléncia do hpv em mulheres da regido
norte do parana e influéncia do polimorfismo rs333 do gene CCR5 na infeccgéo e
desenvolvimento de lesdes intraepiteliais cervicais. 2018. 99f. Tese (Doutorado
em Patologia Experimental) - Departamento de Ciéncias Patoldgicas, Centro de
Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) pode levar ao desenvolvimento de
lesbes epiteliais cervicais e ao cancer cervical. A regido metropolitana de Londrina é
0 segundo maior aglomerado urbano do Parana, e a maior demanda de cuidados de
saude na regiao Norte do Estado. Dados epidemiolégicos sobre a ocorréncia de HPV
no Parana sdo escassos. A maioria das infec¢des cervicais de HPV € eliminada pela
resposta imunologica mediada por células dentro de 1-2 anos e sabe-se que a
inflamacédo cronica predispbe a progressao das lesbes e ao desenvolvimento do
tumor. Neste contexto, destaca-se o receptor 5 de quimiocina CC (CCR5) que esta
envolvido na quimiotaxia de leucdcitos, colaborando para a resposta imunoldgica, cujo
gene apresenta um polimorfismo na regido codificadora, denominado rs333,
caracterizado pela delecdo de 32 pares de bases, resultando em um receptor nao
funcional. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a ocorréncia da infecgao
pelo HPV e anormalidades citologicas e investigar fatores predisponentes potenciais,
tais como caracteristicas sociodemogréficas, de comportamento sexual, antecedentes
ginecoldgicos e obstétricos, bem como investigar a associa¢céo do polimorfismo rs333
do CCR5 com a infecgao pelo HPV e com o desenvolvimento de lesdes intraepiteliais
escamosas. No primeiro estudo amostras cervicais foram examinadas para a
presenca de DNA do HPV por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de 429
mulheres divididas em dois grupos: ndo infectadas (n = 219, controles) e mulheres
infectadas (n = 210). A suscetibilidade & infecgédo pelo HPV foi avaliada em relagéo
aos dados dos potenciais fatores predisponentes. Uma maior proporcao de mulheres
infectadas pelo HPV foi observada entre mulheres menores de 25 anos de idade
(p<0,001), solteiras (p<0,001), com renda mensal de até um salario minimo (p=0,018),
fumantes (p=0,014), que tiveram sua primeira relacdo sexual antes dos 18 anos de
idade (p=0,012), que tiveram pelo menos quatro parceiros sexuais ao longo da vida
(p<0,001) e que ndo estavam gravidas (p=0,008). A analise de regressao logistica
binaria multivariada mostrou que a idade inferior a 25 anos aumentou a
susceptibilidade para infeccdo em cerca de 4 vezes (OR = 4,92, 1C95% = 1,67-14,52,
p = 0,004) e em relacdo ao estado civil, casadas ou que possuiam parceiro civil (OR
= 0,45; 1C95% = 0,23 - 0,88; p = 0,020) e que declararam renda mensal de 1 a 3
salarios minimos (OR = 0,59; IC95% = 0,36 - 0,95; p = 0,030) apresentaram protecéo
contra a infeccao pelo HPV. O grupo HPV positivo foi analisado quanto a presenca de
lesbes intraepiteliais escamosas (LIE). As LIE foram mais frequentes em mulheres
que fumavam (p = 0,017), com até um salario minimo mensal (p = 0,019) e que
sofreram abortos espontaneos (p = 0,042). A analise de regresséao logistica binaria
mostrou que a renda mensal variando de 1 a 3 salarios minimos € um fator protetor
para o desenvolvimento de LIE em pacientes com HPV (OR = 0,49; 1C95% = 0,26 -
0,93; p = 0,028) enquanto uma renda mensal inferior a 1 salario minimo caracterizou
risco. No segundo estudo foi realizado a genotipagem do rs333 de CCR5 de 164
mulheres infectadas com HPV e 185 mulheres nao infectadas. Quanto a distribuicéo



genotipica e alélica de CCR5, néo foi observada diferenca significativa em relacéo a
infecc@o pelo HPV. O gendtipo CCR5/CCRS5 foi observado em 94,1% das mulheres
nao infectadas pelo HPV e em 89% das infectadas, CCR5/1 32 em 5,9% das infectadas
pelo HPV e em 10,4% das mulheres n&o infectadas, e ~32/-32 foi observado em
apenas uma (0,6%) paciente infectada. Os genotipos de CCR5 também nao foram
associados ao desenvolvimento de lesdes cervicais entre mulheres infectadas pelo
HPV (p = 0,167). Em concluséo, os resultados sugerem que a idade, o estado civil e
a renda mensal s&o cofatores importantes para a infeccdo pelo HPV e
desenvolvimento da LIE na regido Norte do Parana. Contudo devido ao fato do rs333
do CCRS5 ser um polimorfismo pouco frequente na populacdo, bem como devido ao
importante papel deste receptor na resposta imune antiviral e antitumoral, mais
estudos sdo necessarios, para estabelecer o papel do CCR5 na infecgéo pelo HPV e
no desenvolvimento de lesdes intraepiteliais escamosas.

Palavras-chave: Cancer cervical. LesOes intraepiteliais escamosas. Fatores de
risco. Receptores de quimiocinas. CCR5.



MANGIERI, Luis Fernando Lasaro. HPV prevalence in women in the northern
region of parand and CCR5 gen rs333 polymorphism influence in the infection
and squamous intraepithelial lesions development. 2018. 99 p. Thesis (Doctoral
Experimental Pathology) -Department of Pathological Science, Center of Biological
Science, State University of Londrina. 2018.

ABSTRACT

Human papillomavirus (HPV) infection can lead to the development of cervical
epithelial lesions and cervical cancer. The metropolitan region of Londrina is Parand's
second largest urban agglomerate, and the highest demand for health care in the
Northern region of the state. Epidemiological data on the HPV occurrence in Parana
are scarce. Most HPV cervical infections are eliminated by the cell-mediated immune
response within 1-2 years and it is known that chronic inflammation predisposes to the
progression of the lesions and the tumor development. In this context we highlight the
CC chemokine receptor 5 (CCR5) which is involved in leukocyte chemotaxis,
controlling the immunological response, its gene may present a polymorphism in the
coding region, designated rs333, characterized by the deletion of 32 base pairs,
resulting in a non-functional receptor. Therefore, the aim of the present study was to
evaluate the occurrence of HPV infection and cytological abnormalities and to
investigate potential predisposing factors, such as sociodemographic characteristics,
sexual behavior, gynecological and obstetric history, as well as to investigate the
association of rs333 polymorphism of the chemokine receptor CCR5 with HPV
infection and the development of squamous intraepithelial lesions. In the first study
cervical samples of 429 women were examined for the presence of HPV DNA by
polymerase chain reaction (PCR). Two groups were formed: uninfected (n = 219,
controls) and infected women (n = 210). Susceptibility to HPV infection was assessed
according to the data of the potential predisposing factors. A higher proportion of HPV-
infected women was observed among women younger than 25 years of age (p<0.001),
single (p<0.001), with monthly income of up to one minimum wage (p = 0.018),
smokers (p = 0.014), who had their first sexual intercourse before 18 years of age (p =
0.012), that had at least four lifetime sexual partners (p<0.001) and that have never
been pregnant (p = 0.008). The multivariate binary logistic regression analysis showed
that age less than 25 years increased the infection susceptibility by about 4 times (OR
=4.92,95% CI = 1.67-14.52, p = 0.004) and regarding marital status, married women
or with a civil partner (OR = 0.45, CI 95% = 0.23 - 0.88, p = 0.020) and that declared a
monthly income of 1 to 3 minimum wages (OR = 0.59, C1 95% = 0.36 - 0.95, p =
0.030) showed protection against HPV infection. The HPV positive group was analyzed
for the presence of squamous intraepithelial lesions (SIL). The SIL were more frequent
in women who smoked (p = 0.017), with up to a monthly minimum wage (p = 0.019)
and that suffered spontaneous abortions (p = 0.042). The binary logistic regression
analysis showed that monthly income ranging from 1 to 3 minimum wages is a
protective factor for the development of SIL in patients with HPV (OR = 0.49, 95% CI
= 0.26-0.93, p = 0.028) while a monthly income lower than 1 minimum wage
characterized risk. In the second study, CCR5 rs333 genotyping of 164 HPV-infected
and 185 uninfected women was performed by the PCR technique. Concerning the
genotypic and allelic distribution of CCR5, no significant difference was observed in
relation to HPV infection. The CCR5/CCR5 genotype was observed in 94.1% of the



non-HPV infected women, and in 89% of those infected, CCR5/1132 in 5.9% of HPV-
infected women and in 10.4% of uninfected women, and r32/032 was observed in only
one (0.6%) infected patient. CCR5 genotypes were also not associated with the
development of cervical lesions among HPV-infected women (p = 0.167). In
conclusion, the results suggest that age, marital status and monthly income are
important factors for HPV infection and development of SIL in the Northern region of
Parana. However due to the fact that CCR5 rs333 is a not very common polymorphism
in the population, as well as due to the important role of this receptor in the antiviral
and antitumor immune response, more studies are needed to establish the role of
CCRS5 in HPV infection and in the squamous intraepithelial lesions development.

Keywords: Cervical cancer. Squamous intraepithelial lesions. Risk factors.
Chemokine receptors. CCR5.
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1 INTRODUCAO

O Papilomavirus Humano (HPV) é considerado um importante agente
etiolégico sexualmente transmissivel (TAQUETTE; VILHENA; PAULA, 2004),
podendo ser transmitido pelo contato com a pele ou mucosa infectada,
preferencialmente durante as relacdes sexuais e também pelo simples contato intimo
do casal. Atualmente, as infeccbes sexualmente transmissiveis (ISTsS) sé&o
consideradas um dos principais problemas de saude publica no mundo. O inicio
precoce das relacBes sexuais acompanhada de um maior nimero de parceiros,
observada na populacdo atual, contribui para a manutencdo dos altos niveis de
incidéncia das principais ISTs dentre a populacao. A infeccao pelo HPV é considerada
atualmente a IST com maior prevaléncia mundial (DOCHEZ et al., 2014).

Ja foram identificados mais de 200 tipos de HPV (BZHALAVA;
EKLUND; DILLNER, 2015), sendo 40 conhecidos por infectarem o trato anogenital,
dando origem a verrugas genitais ou lesdes neoplasicas. A infeccao por HPV de alto
risco € considerada o principal fator causador de lesdes intraepiteliais escamosas
(LIE) bem como do cancer cervical (ZUR HAUSEN, 2009).

O céancer de colo de utero causa milhares de mortes prematuras em
mulheres, principalmente naguelas com menores condi¢des socio econémicas (SAY
et al., 2014), sendo o quarto tipo de cancer mais frequente entre mulheres no mundo,
com uma incidéncia de 528 mil casos em 2012 (GLOBOCAN, 2013; TORRE et al.,
2015). Na populacédo brasileira ele ocupa o terceiro lugar, com incidéncia de 16.340
casos para o ano de 2016, sendo o tipo mais incidente na regido norte e o quinto tipo
mais incidente na regiao sul, podendo ser considerado um importante problema de
saude publica (INCA, 2015).

O céancer de colo uterino € uma doenca multifatorial, caracterizada por
uma ativagdo exacerbada e a manutencdo de vias inflamatorias e que apresenta
diversos fatores de risco, como varios parceiros sexuais, sistema imune debilitado e
inflamacéo cervical causada por co-infeccdes por Chlamydia trachomatis ou Neisseria
gonorrhoeae (SALES; KATZ, 2012).

Evidéncias epidemiologicas sugerem que a co-infeccdo HPV /
Chlamydia trachomatis desempenha um papel central na etiologia da neoplasia
cervical intraepi-endotelial e no desenvolvimento subsequente de céancer cervical
(TAMIM et al., 2002; SAFAEIAN et al., 2010).
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1.1 HPV

1.1.1 Estrutura Molecular do Virus HPV

O HPV pertence a familia Papillomaviridae, e é composto por um
capsideo proteico e um DNA circular dupla-fita (8000 pb), constituido de oito open
reading frames (ORFs) e de uma regido controladora da transcricdo viral, a long
control region (LCR). As ORFs podem ser divididas em regides de expressao precoce
(E) e tardia (L). As regides de expressao precoce codificam as proteinas de replicacéo
viral (E1, E2, E4, E5, E6 e E7), enquanto as de expressao tardia codificam as
proteinas do capsideo (L1 e L2) (DOORBAR, 2006; INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 2007; KIRNBAUER et al., 1992).

As proteinas E1 e E2 estdo envolvidas com o inicio da replicagao viral.
Em niveis aumentados, E2 regula negativamente E6 e E7 (HEBNER; LAIMINS, 2006),
diminuindo a expressdo desses oncogenes (JOHANSSON; SCHWARTZ, 2013). A
proteina E4 parece contribuir para uma maior eficiéncia da amplificacdo do genoma
viral e também facilitar a liberac&o dos virions recém-formados (DOORBAR, 2013). A
E5 é uma oncoproteina associada ao aumento do potencial de imortalizacdo induzida
por E6 e E7, a regulacdo positiva da via de sinalizacdo do receptor do fator de
crescimento epidermal (EGFR), a angiogénese e ao efeito anti-apoptoético (KIM et al.,
2010). As oncoproteinas E6 e E7 tém como alvo uma série de reguladores negativos
do ciclo celular, principalmente p53 e pRB, respectivamente. Durante o ciclo de vida
viral, E6 e E7 facilitam a manutencao estavel de epissomas virais e estimulam células
diferenciadas a entrarem na fase S (FEHRMANN et al., 2003). As proteinas estruturais
L1 e L2 séo responsaveis pela formacdo do involucro do virus. L1 é o elemento
estrutural primario e L2 é o componente menor do capsidio. Ambas as proteinas sao
de suma importancia para garantir uma eficiente infectividade viral (DOORBAR, 2006;
MODIS; TRUS; HARRISON, 2002).

De acordo com seu potencial carcinogénico, os HPV podem ser classificados em dois
grupos, sendo primeiro, estdo os subtipos que, quando associados a outros fatores
de risco, tém relacdo com o desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais de colo

uterino, vulva, vagina e regiao anal, denominados de alto risco oncogénico (HPV-AR)
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dentre os quais se destacam os tipos HPV16 e HPV18. E no segundo grupo estdo os
subtipos de baixo potencial oncogénico (HPV-BR), ex. HPV6 e HPV11, associados ao
surgimento de infecgbes consideradas benignas como o condiloma acuminado
(SCHIFFMAN et al., 2007).

1.1.2 Patogénese da Infeccéo pelo HPV

A transmissdo do HPV ocorre por meio do contato entre epitélios
cutaneos e entre epitélios de mucosas infectados (SCHIFFMAN et al, 2007). O virus
infecta células basais do epitélio, expostas geralmente por microlesfes e 0 seu
material genético se instala no nucleo na forma epissomal. O genoma do virus é
amplificado e novas particulas vao sendo formadas para a propagacao da infec¢éo a
medida que as células infectadas se diferenciam (FEHRMANN et al., 2003;
FERNANDES et al., 2015; ZHENG; BAKER, 2006).

Apesar da infeccdo pelo HPV apresentar baixa frequéncia de
persisténcia, quando esta ocorre, anormalidades na cérvice uterina sdo induzidas,
conseguentemente, aumentando o risco de desenvolvimento de lesdes precursoras
ao cancer cervical (BRAATEN; LAUFER, 2008; WOODMAN; COLLINS; YOUNG,
2007).

A progressdo para o cancer cervical, a partir de um estado pré-
invasivo até o cancer invasivo propriamente dito, € um processo lento, levando anos
ou até mesmo décadas para ocorrer. Uma vez que a infeccdo pelo HPV ocorre, este
comeca a se replicar e a induzir alteracfes displasicas na célula hospedeira, as quais
podem levar ao desenvolvimento de lesdes intraepiteliais escamosas consideradas
lesGes precursoras pré-malignas (RAMAKRISHNAN; PARTRICIA; MATHAN, 2015).
Ao longo do tempo, a classificacdo dessas lesdes evoluiu, com distintos termos sendo
adotados por diferentes sistemas de classificacdo, tanto histolégicos quanto
citologicos, 0s quais evoluiram separadamente. Enquanto a classificacdo histologica
caracteriza o processo neoplasico e auxilia no tratamento, a citologia tem papel
importante na prevencao do cancer cervical (SCHIFFMAN; SOLOMON, 2013).

Durante a fase pré-maligna, as anormalidades encontradas no exame
histopatolégico caracterizam o grau de severidade dessas lesdes, chamadas de

neoplasias intraepiteliais cervicais grau 1, 2 ou 3 (NIC 1, 2 ou 3), enquanto a
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classificacdo citologica, segue o sistema Bethesda, o qual considera dois graus
distintos de LIE, incluindo as lesdes intraepiteliais escamosas de baixo (LIEBG) ou
alto grau (LIEAG). Atualmente ha uma correspondéncia entre os dois sistemas sendo
NIC1 (displasia leve) correspondente a LIEBG; enquanto NIC2 (displasia moderada)
e NIC3 (displasia severa/carcinoma in situ) sdo consideradas LIEAG (WOODMAN;
COLLINS; YOUNG, 2007).

Cerca de 80% das mulheres serao infectadas pelo HPV durante sua
vida, no entanto a maioria (80-90%) das infeccdes é eliminada sem causar lesdes
cervicais (DOORBAR et al., 2012). A persisténcia viral pode acarretar lesdes cervicais,
das quais, cerca de 75% das LIEBG séo elucidadas ou podem progredir para LIEAG,
0 que pode levar ao desenvolvimento do cancer de colo de Uutero invasivo, em
aproximadamente 10% das mulheres com persisténcia da infec¢ao viral (JIT et al.,
2010; TORRES-POVEDA et al., 2014).

Segundo Doorbar (2005), o ciclo vital da infeccéo pelo HPV passa por
cinco etapas consecutivas: infeccdo, manutencdo do genoma, fase proliferativa,
amplificagdo gendmica e sintese de particulas virais. Assim apos a infecgéo, acredita-
se que o virus mantenha seu genoma com baixo niumero de copias sob a forma
epissomal nas células da camada proliferativa, principalmente em células de reserva
presentes em areas de metaplasia. Nesta fase ha um baixo nivel de expresséo dos
genes E6, E7, E1 e E2, suficiente para manutencéo gendmica do virus.

Com a amplificagdo do genoma do HPV existe a producdo de
particulas virais, que é dependente da expressao dos genes E6 e E7. Estas particulas
montam-se nas camadas médias e superiores do epitélio cervical, para as quais ha
um aumento das expressoes dos genes virais E1, E2, E4 e E5. Na fase final, os genes
L1 e L2 codificam as proteinas virais do capsideo viral e sdo expressas nos grupos de
células com maior expressdo do gene E4, importante na alteracdo da matriz
intracelular, maturacdo e replicacdo do virus (DOORBAR, 2005; SCHEURER;
TORTOLERO-LUNA; ADLER-STORTHZ, 2005). A funcdo de E4 ndo estd bem
estabelecida, sabe-se que participa tanto da fase precoce quanto tardia da infeccao
viral produtiva e, provavelmente, por interagir com a citoqueratina, pode estar
relacionada as alterag@es estruturais no citoplasma das células infectadas o que leva
a formacdo dos coilocitos — células atipicas com uma cavitagdo perinuclear no

citoplasma que indica alteracdes citopaticas devidas a infeccéo por HPV (IARC, 2007,
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STOLER, 2003). Recentemente a proteina E4 foi sugerida como um potente marcador
no rastreamento de HPV (YAJID et al., 2017).

Esta organizagdo de expressédo viral no ciclo de uma infecgéo
produtiva € semelhante para os diferentes tipos de HPV. O desenvolvimento de lesbes
cervicais e do cancer cervical estda associado a perda da regulacdo deste ciclo
reprodutivo do HPV, evento caracterizado pelos HPV oncogénicos (DOORBAR,
2006). Estas se caracterizam pelo aumento da fase de expressao dos genes E6 e E7
que se estende mais amplamente na espessura do epitélio, da profundidade a
superficie, simultaneamente diminuicdo da expressdo dos genes importantes nos
estagios finais da infeccéo, fato que impossibilita que o ciclo produtivo se complete. A
perda da capacidade de completar o ciclo que diferencia a infec¢éo viral produtiva
presente nas lesdes de baixo grau, de uma infecgéo viral transformante (DOORBAR
et al., 2012).

O aumento da expresséo de E6 e E7 na infeccdo por HPV de alto
risco, que leva a LIEAG, predispde as células ao acumulo de altera¢des genéticas que
contribui para a progressédo tumoral. Neste contexto, os baixos niveis de E6 e E7
presentes nas LIEBG ndo comprometem as funcBes de seus alvos celulares o
suficiente para facilitar a progressédo do tumor. A desregulacdo viral observada em
LIEAG é facilitada pela integracdo dos epissomas virais no cromossomo da célula
hospedeira, a qual pode desregular a expresséo dos genes E6 e E7, que sao referidos
como oncogenes virais (DOORBAR et al., 2012).

Os oncogenes virais E6 e E7 atuam em duas etapas distintas do ciclo
celular: no controle da passagem da fase G1 para S e na regulagéo da apoptose. Uma
exagerada expressao de oncogenes virais E6 e E7 nas células proliferativas favorece
que a proteina E7 induza a degradacdo da proteina retino blastoma (pRB), que tem
papel fundamental na manutencéo da célulaem G1 , exercendo sua funcao por formar
complexos estaveis com o fator de transcrigdo celular E2F (E2F). Este por sua vez,
quando livre, ativa diversas quinases dependentes de ciclinas, desencadeando o
processo de replicacdo do DNA. A inativacdo do pRB aumenta a proliferacéo celular
do epitélio infectado, o que pode ser diretamente demonstrado através da deteccao
do antigeno nuclear associado a proliferacdo (Ki-67) (SINGH; JOHNSON;
CHELLAPPAN, 2010).

O HPV também interfere no controle do ciclo celular e apoptose
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através de produto de seu oncogene EG6, o qual se liga ao produto do gene TP53, a
proteina p53, degradando-a. Esta degradacdo compromete a integridade do DNA
replicado, causando instabilidade cromossomica, imortalizagao e proliferagao anormal
das células transformadas, favorecendo o desenvolvimento do tumor (GANGULY;
PARIHAR, 2009).

As proteinas E6 e E7 podem causar a perda da integridade dos
cromossomos em nivel numérico através de multiplas vias, que inclui a desregulacao
da expressao génica e mitética, embora os mecanismos moleculares subjacentes
precisem ser definidos com mais detalhes (CATTANI et al.,, 2009). E6 e E7 tem
propriedades transformadoras. A oncoproteina E6 degrada a p53, promovendo a
proloeracdo celular via formacdo do complexo trimérico entre E6, p53 e E6-AP
(proteina associada a E6) (KIM et al., 2012; KHATTAK et al., 2017).

Embora a infeccdo pelo HPV seja o principal fator de risco para o
desenvolvimento do cancer cervical, sabe-se que a presenca deste Vvirus,
isoladamente, ndo é suficiente para causar este tipo de céncer, especialmente
baseado no fato de que apenas uma minoria de mulheres infectadas por um HPV-AR
desenvolve neoplasia maligna. Dessa forma, o surgimento das LIE e do cancer
cervical resultam da acdo conjunta de diversos fatores de risco. (DOORBAR et al.,
2012; NGUYEN; RAMIREZ-FORT; RADY, 2014).

1.2 FATORES DE RISCO

Estudos de coorte e corte transversal identificaram varios fatores de
risco para infeccdo do HPV, como numero de parceiros sexuais (durante toda vida e
recentes), idade do inicio da atividade sexual, tabagismo, anticoncepcional oral, outras
DST (principalmente Chlamydia trachomatis e herpes genital), inflamac&o crénica,
imunossupresséao e paridade (TROTTIER; FRANCO, 2006).

O numero de parceiros sexuais tem sido considerado o fator de risco
mais importante (FERLAY et al., 2004). Uma vez que mulheres que se relacionaram
com mais parceiros em periodo menor de tempo, apresentaram quatro vezes mais
risco de adquirir o HPV oncogénico (HO et al, 1998). Fedrizzi et al. (2008), no entanto,
ndo encontraram diferenca significativa quanto a infecgcdo de HPV e ao numero de

parceiros sexuais.
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Alguns fatores comportamentais, que favorecem a transmissao viral,
estdo associados ao maior risco de cancer cervical, especialmente aqueles
associados a praticas sexuais (PLUMMER; PETO; FRANCESCH, 2012). O inicio
precoce da primeira relacdo sexual, deve-se provavelmente pelo tempo de exposicao
ao virus pelo contato sexual (CASTELLSAGUE; BOSCH; MUNOZ, 2002),
multiplicidade de parceiros sexuais (CASTELLSAGUE; MUNOZ, 2003) e ndo uso de
contraceptivos de barreira (HARIRI; WARNER, 2013; LAM et al.,, 2014; PIERCE
CAMPBELL et al., 2013). Além da idade de inicio da atividade sexual, outro fator
importante é a idade das pacientes, sendo observada uma alta prevaléncia da
infeccdo ao inicio da vida sexual na adolescéncia assim como ap6s os 50 anos
(SANJOSE et al., 2007). E relacionados ao hospedeiro estdo também associados a
progresséao de lesdes cervicais e a transformacdo maligna, assim como a carga viral,
idade, coinfeccdo com outros patdégenos, susceptibilidade genética e estado
imunoldgico (MOSCICKI et al., 2012; TAN; ANKATHIL, 2015).

Outro fator de risco para cancer cervical € o tabagismo, principalmente
pela imunossupressao genital levando a persisténcia da infeccédo de HPV (HO et al.,
1998). A relacéo entre tabaco e canceres associados ao HPV é complexa. Dados
epidemiolégicos sugerem que o tabaco estd positivamente associado a citologia
cervical anormal, metaplasia, neoangiogénese, proliferacdo do epitélio e com
expressao acentuada de p53 e Ki67 nas displasias (WILLEY et al, 2006).

Em relacdo a pilula anticoncepcional ha muita controvérsia. Estes
virus respondem aos esteréides quando estimulados in vitro, ativando os oncogenes
virais (KJAER et al., 2000). O uso prolongado de anticoncepcionais por mais de 10
anos, aumentaria o risco em duas vezes para cancer de colo uterino, mas essa relacao
parece ndo estar presente para infeccdo de HPV (FEDRIZZI et al., 2008). Sugere-se
que hormonios esteroidais poderiam aumentar a transcricdo deoncogenes do HPV,
resultando na degradacdo da p53, desregulacdo do ciclo celular levando ao cancer
cervical (MOODLEY et al., 2003; RAMACHANDRAN, 2017).

O numero de gestacgdes contribui para 0 aumento de risco da infeccao.
Possivelmente pelo estado de imunossupressdo préprio da gestante e maior
exposicao ao epitélio de transicdo metaplasico, mais susceptivel a infeccdo HPV que
o epitélio maduro (FEDRIZZI et al., 2008; CASTELLSAGUE; MUNOZ, 2003).

Menos do que 1% das mulheres infectadas com HPV de alto risco



22

desenvolverdo cancer, em adicdo a cofatores biolégicos e ambientais como status
imunoldgico, mudancas hormonais, paridade, habitos alimentares, uso de tabaco e
co-infeccdo com outros agentes sexualmente transmissiveis tem sido implicados no
desenvolvimento e progressao do HPV associado a canceres, bem como Chlamydia
trachomatis e o Herpes simples 2 (CASTELLSAGUE; BOSCH; MUNOZ, 2002). Co-
infeccbes entre o HPV e outros micro-organismos, incluindo os virus que
compartilham o mesmo nicho epitelial, poderia aumentar a replicagdo do HPV e sua
persisténcia, acelerando a progressao para o cancer (GUIDRY; SCOTT, 2017). HIV
bem como membros da familia Herpesviridae (HSV, HCMV and EBV) e familia
Polyomaviridae (BKV e JCV) tem sido detectado em tumores positivos para HPV, e
alguns estudos tem revelado correlagdes entre co-infecgcdo e progressao da doenca
e/ou alteracOes de ciclo de vida do virus (BIRDWELL et al., 2014; QUEEN et al., 2013;
SCHLUMS et al., 2015). No entanto, outros estudos ndo observaram um maior risco
de infeccado HPV em mulheres com alguma outra DST (DEFAUX et al., 2004;
FEDRIZZI et al., 2008).

1.2.1 Papel da Co-Infeccdo HPV / Chlamydia Trachomatis no Desenvolvimento de

Lesdes

Os especialistas da area da saude vém se preocupando com as
infeccdes por Chlamydia trachomatis, ndo apenas por estar entre as DSTs mais
comuns em todo o mundo, mas também devido ao seu carater predominantemente
assintomatico que dificulta seu diagndstico e retarda o tratamento, podendo gerar
sequelas a vida reprodutiva da mulher, como por exemplo, a infertilidade (POIARES
2008).

Estima-se que a cada ano, no Brasil, haja aproximadamente 2 milhdes
de pessoas contaminadas por Chlamydia trachomatis (BRASIL, 2011), porém sua real
prevaléncia e incidéncia sdo desconhecidos devido ao carater assintomatico da
infeccdo (LAND et al., 2010).

A Chlamydia trachomatis € uma bactéria gram-negativa pertencente
a familia Chlamydiacea, e apresenta ciclo de desenvolvimento obrigatoriamente
intracelular, pois apesar de apresentar um sistema metabdlico com capacidade de

sintese protéica propria, utiliza o ATP produzido pelas células do hospedeiro como
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fonte de energia (BLACK 1997, TOREZAN, 1999).

A transmissdo desta bactéria ocorre principalmente através do
contato sexual com uma pessoa infectada, porém pode ocorrer a transmisséo direta
durante o parto (VAZ; CECCON; DINIZ, 1999). As manifestacdes clinicas das
infeccdes por Chlamydia trachomatis séo produzidas em consequéncia da destruicao
direta das células durante a multiplicacdo bacteriana intracelular e da resposta
inflamatoria do hospedeiro (MURRAY et al., 2006).

Na mulher ocorre principalmente infeccao da cérvice uterina sendo,
portanto, causa comum de cervicite, onde pode disseminar-se e causar endometrite,
salpingite, doenca inflamatéria pélvica, afetando diretamente a vida reprodutiva da
mulher, e quando n&o tratadas podem culminar em esterilidade (MARQUES,;
MENEZES 2005; QUINN et al., 1996, CDC, 2016). De acordo com a WHO (2007),
entre 10% e 40% das mulheres com infeccao por clamidia néo tratadas desenvolvem
doenca inflamatoéria pélvica sintomatica, sendo que 40% a 50% das gestaces
ectOpicas sdo atribuidas a esta doenca, e ainda as infec¢bes pés-leséo tubéaria sao
responsaveis por 30% a 40% dos casos de infertilidade feminina. Estudos revelam
que durante a gravidez, a infeccdo por essa bactéria pode afetar o bem-estar do
concepto e o curso da gestacdo, com maior possibilidade de prematuridade, ruptura
precoce de membranas, baixo peso ao nascer e ainda morte perinatal, esterilidade e
gravidez ectoOpica, além da transmissdo materno-fetal durante o parto (PAAVONEN,
2012; QUINN et al., 1996).

Contudo, cerca de 70% a 80% das mulheres infectadas apresentam-
se assintomaticas, dificultando o seu diagnéstico, retardando seu tratamento e
contribuindo para a disseminacdo da bactéria. Quando sintomatica pode ocorrer
disuria, corrimento vaginal e sangramento apos relagéo sexual (BLACK, 1997).

Devido ao ciclo de vida obrigatoriamente intracelular, a Chlamydia
trachomatis ndo apresenta crescimento nos meios de cultura utilizados na rotina
laboratorial. Seu crescimento in vitro € realizado em cultura de células McCoy, sendo
este considerado padrdo ouro para seu diagnostico. Contudo, este método de
diagnéstico é trabalhoso e exige uma alta infraestrutura laboratorial, bem como
técnicos de laboratdrio com elevada experiéncia, o que torna o método demorado e
de custo elevado. Como opg¢do ao diagnostico, técnicas de amplificacdo de &cidos

nucléicos estdo sendo incorporadas cada vez mais nos laboratorios de analises,
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apresentando tempo de realizacao relativamente curto, comparado a outros métodos,
mas principalmente devido a sua elevada sensibilidade e especificidade (HARKINS;
MUNSON, 2011).

Com a introducdo das metodologias de deteccdo molecular para
bactérias causadoras de doencas sexualmente transmissiveis, o0 numero de
positividade diagndstica tem aumentado (SPEERS, 2006), auxiliando no tratamento
precoce e controle da transmissibilidade bacteriana . Dentre as metodologias de
deteccdo molecular a PCR (polymerase chain reaction) é considerada método de
escolha, devido a sua alta sensibilidade, especificidade e adequacéo para os varios
tipos de amostras (MONROY; MATA; MAGDALENO, 2009).

Porém, nos servigcos publicos brasileiros sdo raros os locais que
oferecem sistematicamente a pesquisa para C. t. Nos servicos privados s6 se
pesquisa em casos sintomaticos ou quando um dos parceiros sexuais esta acometido.
Mesmo assim, a pesquisa para a C. t. ndo faz parte da rotina da maioria dos
ginecologistas, urologistas ou médicos que atendem DST, apesar de sua importancia
e sua possivel relagdo com o cancer do colo uterino (CODES et al., 2002; CODES et
al., 2006; FRIAS et al., 2001; MELLES et al., 2000).

Sabe-se que a coinfeccédo por C t. € um importante fator de risco para
o desenvolvimento do céncer cervical e, atualmente, esta consiste na doenca
bacteriana sexualmente transmissivel mais comum (IGIETSEME et al., 2015),
afetando principalmente jovens com idade inferior a 25 anos (DEBATTISTA et al.,
2002). Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ocorrem,
anualmente, mais de 100 milhGes de novos casos ao redor do mundo (WHO, 2008).
A prevaléncia de C. trachomatis dentro da faixa etéria de 18-44 anos tem sido relatada
como sendo de 1,4% para os homens e 1,6% para as mulheres, sendo que entre
individuos com idade entre 18 e 29 anos o percentual é ainda maior, de 2,5% e 3,2%,
respectivamente (QUINONEZ-CALVACHE et al., 2016).

Existem fortes evidéncias que sugerem que o HPV em conjunto com
C. t exercem um importante papel na etiologia da neoplasia intraepitelial cervical, e,
subsequentemente, no cancer cervical (TAMIM et al., 2002), uma vez que a C. t. é
capaz de sintetizar heat shoch proteins 60 (HSP60), as quais tem acdo anti-
apoptéticas durante a infeccdo persistente, facilitando a atuacdo das oncoproteinas
em células simultaneamente infectadas por HPV-AR (DI FELICE et al., 2005).
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1.3 MICROAMBIENTE INFLAMATORIO E O DESENVOLVIMENTO DE LESOES E DO

CANCER CERVICAL

Como ja mencionado, a maioria das mulheres é infectada por algum
dos tipos de HPV ao longo da vida sexual e apenas uma pequena porcentagem
desenvolve a doenca invasiva (WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007), uma vez que
a maioria das infeccfes por HPV é resolvida pela resposta imunolégica (SCHIFFMAN
et al.,, 2007). Todavia, as infec¢cdes causadas por HPV-AR podem progredir para
LIEAG ou céancer invasivo como resultado da interacdo do sistema imunolégico com
0 microambiente da lesdo (PATEL; CHIPLUNKAR, 2009).

O balanco dos perfis de resposta imunoldgica promovida por linfocitos
T helper 1 (Thl) e helper 2 (Th2) é importante para a elucidacdo de lesbes e da
infeccdo pelo HPV. A predominéancia do perfil Th2 e a supressdo da resposta
promovida por células T regulatérias (Treg), estdo associadas a progressao de lesbes
e ao cancer de colo do utero (CLERICI et al., 1997; DELIGEOROGLOU et al., 2013;
KOBAYASHI et al., 2005; STEELE et al., 2005).

Os linfocitos T citotoxicos (CTL) e as células Natural Killer (NK)
desempenham papel efetor contra as células infectadas pelo HPV, e sua presenca no
microambiente inflamatorio esté correlacionada a elucidacdo da infeccéo e das lesbes
(SASAGAWA; TAKAGI; MAKINODA, 2012).

Neste cenario, a inflamacdo crbnica resultante possui papel
fundamental na tumorigénese, contribuindo com a iniciagdo do tumor através da
producdo de estresse genotdxico, com a promoc¢dao, pela indugdo de proliferacdo
celular, e com a progresséao, por aumentar a angiogénese e invasao tecidual (CHOW;
MOLLER; SMYTH, 2012). As citocinas, quimiocinas e seus receptores no ambiente
inflamatdrio influenciam direta e indiretamente as propriedades proliferativas e
invasivas das células tumorais (AMEDEI; PRISCO; D’ ELIOS, 2013; OLIVEIRA et al.,
2014), inibindo o desenvolvimento e progressdo do tumor ou, paradoxalmente,
promovendo crescimento, diminuicdo da apoptose e facilitando a invaséo e metastase
(DRANOFF, 2004).

Desta forma, de acordo com o perfil de resposta, diferentes citocinas

e quimiocinas sdo secretadas e receptores Sao expressos no microambiente
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inflamatorio e podem favorecer ou dificultar a acdo do sistema imunoldgico contra a
infeccdo. Neste contexto entdo, ressaltamos o papel das quimiocinas e de seus

receptores durante a infeccao pelo HPV.

1.3.1 Quimiocinas e seus Receptores

As quimiocinas foram estabelecidas como citocinas quimioatraentes
em 1992 ap6s o Encontro Internacional de Imunologia em Budapest (LINDLEY;
WESTWICK; KUNKEL, 1993). Constituem uma grande familia de mediadores
inflamatoérios e imunolégicos, e apresentam similaridade e diferencas com as
citocinas. Assim como as citocinas, as quimiocinas sao proteinas secretérias
produzidas por leucécitos e células teciduais constitutivamente ou apés inducao e
exercem seus efeitos localmente de forma autdcrina ou paracrina. Entretanto, as
guimiocinas sdo moléculas muito menores que as citocinas e desempenham sua
atividade via receptores, com sete a-hélices transmembrana, acoplados a proteina G,
0S quais sao tipicos para atracéo de leucécitos (BAGGIOLINI, 2001).

As quimiocinas sao constituidas de 70 a 130 aminoacidos com quatro
residuos de cisteina conservados (BAGGIOLINI; DEWALD; MOSER, 1994, 1997).
Como proteinas secretorias, sdo sintetizadas com uma sequéncia guia de 20-25
aminoacidos, a qual é retirada antes de sua liberacdo. Duas familias principais, CXC
e CC, também conhecidas como o e B quimiocinas respectivamente, sdo distinguidas
de acordo com a posi¢cdo dos dois primeiros residuos de cisteina, 0s quais sdo
separados por um aminoacido varidvel (CXC) ou sédo adjacentes (CC). As cisteinas
formam duas pontes dissulfeto (Cysl — Cys3 e Cys2 — Cys4), o que confere as
qguimiocinas sua estrutura tridimensional, e estas pontes mantém as regides
aminoterminais juntas, o que € essencial para sua atividade biol6gica (BAGGIOLINI,
2001).

No entanto, ha quimiocinas de outras familias, como as linfotaxinas,
com duas em vez de quatro cisteinas conservadas (KENNEDY et al., 1995), e uma
glicoproteina de membrana, fractalcina ou neurotactina, na qual os dois primeiros
residuos de cisteina sdo separados por trés residuos aminoacidos variaveis (CX3C)
(BAZAN et al., 1997; PAN et al., 1997). O dominio aminoterminal € curto (3-10

aminoacidos) enquanto que a hélice carboxiterminal consiste de 20-60 aminoacidos
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(CLARK-LEWIS et al., 1995).

Devido a descoberta de muitas moléculas tornou-se necesséria a
sistematizacdo da nomenclatura para as quimiocinas e para seus receptores. Esta
classificacdo baseia-se no principio estabelecido para os receptores na Conferéncia
Gordon em Citocinas Quimiotaticas de 1966. Os receptores séo definidos como CXC,
CC, XC e CX3C, seguidos pela letra R (receptor) e um nimero. As quimiocinas sao
definidas seguindo o mesmo padrao, baseado em sua estrutura, seguidas pela letra L
(ligante) e pelo numero de seu gene (PELUS et al., 2002).

As quimiocinas, além de promoverem a atracdo de leucdécitos aos
sitios de inflamacao, atuam também no desenvolvimento dos 6rgéos, na angiogénese,
na mobilidade de células tronco, na recirculagdo dos leucécitos, na regulacdo e no
desenvolvimento imunolégico e hematopoiético (BARBIERI et al., 2006; CHENSUE,
2001; LUSTER, 1998; PELUS et al, 2002; PETIT; JIN; RAFII, 2007; SARAFI et al.,
1997).

A maioria dos receptores reconhece mais de uma quimiocina e muitas
quimiocinas se ligam a mais de um receptor, contudo os receptores CC ligam-se
somente as quimiocinas CC, e do mesmo modo os receptores CXC ligam-se somente
as gquimiocinas CXC. Esta restricdo ligante-receptor provavelmente esta relacionada
as diferencas estruturais entre as quimiocinas CC e CXC, as quais tém estruturas
primarias, secundarias e terciarias similares, mas quaternarias diferentes (LODI et al.,
1994).

As quimiocinas ganharam destaque cientifico na década de 90, uma
vez que desempenham fungdes cruciais no desenvolvimento de diferentes doencas e
processos patoldgicos, incluindo a inflamacdo, doencas autoimunes, doencas
infecciosas, e recentemente no cancer (RAMAN et al., 2011).

No presente trabalho destacamos o papel do receptor de quimiocina

5 (CCR5) devido ao seu importante papel durante a inflamacéao.

1.3.2 Receptor de Quimiocina CCR5

O CCR5 (Figura 1) (B-quimiocinas) apresenta sete dominios
transmembrana hidrofébicos e exerce sua atividade via proteina G. Liga-se as
quimiocinas CCL5 (RANTES), CCL3 (MIP-1a) e CCL4 ((MIP-1B) (SAMSON et al.,
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1996) e é codificado pelo locus CMBKRS5 localizado no cromossomo 3 (ZIMMERMAN
et al.,1997).
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Figura 1 - Receptor de Quimiocina 5 (CCRb5).

Fonte: Barmania e Pepper (2013).

O CCRS5 esta envolvido na quimiotaxia de leucdcitos para os sitios de
inflamacédo (BAGGIOLINI, 1998; MURPHY et al., 1994; PROOST,; WUYTS; VAN
DAMME, 1996). Desempenha um importante papel no recrutamento de macrofagos,
monacitos e células T na inflamacdo (PANZER et al., 2005; SPAGNOLO et al., 2005),
e é normalmente expresso em linfécitos T e células dendriticas, dirigindo a resposta
imune preferencialmente para Thl (LOETSCHER et al., 1998).

Foi identificado um polimorfismo no gene do receptor CCR5, o qual
consiste na delecdo de 32 pares de bases, sendo denominado de CCR5432 (LIU et
al., 1996). Esta variante resulta em uma forma né&o funcional de receptor, impedindo
a interagdo com suas quimiocinas ligantes (SMITH et al., 1997; SIDOTI et al., 2005;
YANG et al., 2004).

O alelo CCR5A32 apresenta uma frequéncia de 5-15% entre Europeus
caucasoides, porém é raro ou ausente na maioria dos outros grupos étnicos, como
nativos africanos e amerindios (ANZALA et al., 1998; LEBOUTE; CARVALHO;
SIMOES, 1999; MARTINSON et al., 1997; MARTINSON et al., 2000; MCNICHOLL et
al., 1997; STEPHENS et al., 1998). A auséncia desta variante também foi relatada na
populacdo nativa da América do Sul, em popula¢des nativas da Amazénia Brasileira
(CHIES; HUTZ, 2003; LEBOUTE; CARVALHO; SIMOES, 1999) e também em
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Asiaticos (CHANG et al., 2005; O'BRIEN; MOORE, 2000; WANG et al., 2003). Na
populacao brasileira, em uma metanalise conduzida por Silva-Carvalho et al. (2016)
uma frequéncia de 4% foi relatada.

As diferencas na distribuicdo mundial do alelo CCR5A32 podem ser
explicadas pela hipotese de que esta mutacdo surgiu na populacdo Caucasoide
(LIBERT et al., 1998) e teve sua frequéncia rapidamente aumentada devido a forte
pressao seletiva, possivelmente originada por patdégenos que infectam macroéfagos:
Yersinia pestis, Shigella, Salmonella ou Mycobacterium tuberculosis (LENSKI et al.,
1988; STEPHENS et al., 1998). Muito provavelmente teve sua origem na Islandia, ha
1200 anos (fr=0.14; MARTINSON et al., 1997), aparentemente esta delecdo
disseminou-se nos séculos VI, IX e X com os ataques Vikings (POSER et al., 1994).

Diversos estudos sustentam que a delecdo CCR5a32 poderia estar
associada a resisténcia a infeccado pelo HIV (DEAN et al., 1996; LIU et al., 1996;
SAMSON et al., 1996; ZUNIGA et al., 2003), e que confere protecdo contra asma,
artrite reumatoide, esclerose multipla, e rejeicdo de enxerto renal em caucasoéides
(QIDWAY, 2016; ZUNIGA et al., 2003).

Andlises in vitro de mondcitos de portadores CCR5A32 demonstraram
uma reduzida resposta quimiotatica aos ligantes do CCR5 (PANZER et al., 2005).
Como a resposta Thl esta associada com a inflamagéo, o alelo CCR5a32 néo
funcional resulta em uma resposta Th1l menos efetiva, consequentemente levando a
um estado inflamatorio mais brando (CHIES; HUTZ, 2003).

Em relacdo a infeccdo pelo HPV e desenvolvimento de lesdes
intraepiteliais cervicais, a perda do controle do ciclo celular, a infiltracdo leucécitos,
bem como a expressédo alterada de genes envolvidos na resposta imunoldgica tém
sido considerados eventos criticos na patogénese da infeccdo pelo HPV, no
desenvolvimento de lesdes e do cancer cervical (EVANS et al., 1997; GHADERI et al.,
2000; O'BRIEN et al., 2001), especialmente as alteracbes em genes que codificam
quimiocinas e seus receptores (GHADERI et al., 2000; OHTA et al., 2002).

Propbe-se desta forma que a delecdo no gene CCR5 poderia
favorecer a persisténcia viral, uma vez que a presenca do alelo deletado levaria a uma
resposta Thl menos efetiva. Desta forma, neste trabalho investigamos a frequéncia
de alelo CCR5A32 na populagdo feminina da regido norte do Parand, portadoras do

virus HPV e também em mulheres néo infectadas, uma vez que a variacdo no gene
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CCR5 pode ser um importante fator dentro dos aspectos imunopatogénicos da
infeccdo pelo virus HPV bem como no desenvolvimento das lesfes intraepiteliais

cervicais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a prevaléncia do virus HPV em mulheres atendidas em
programas de prevencgdo ao cancer de colo de utero do setor pablico da regido norte
do Parana, e associar sua presenca a dados sociodemograficos, reprodutivos e de
comportamento sexual, bem como avaliar a influéncia do polimorfismo rs333 do gene

CCR5 na infeccao por HPV, e no desenvolvimento de lesdes intraepiteliais cervicais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

2.2.1 Artigo 1

- Avaliar a prevaléncia do virus HPV em mulheres atendidas em
programas de prevencdo ao cancer de colo de utero do setor
publico da regido norte do Parana.

- Avaliar a prevaléncia de Chlamydia trachomatis em mulheres
atendidas em programas de prevencao ao cancer de colo de utero
do setor publico da regido norte do Parana.

- Avaliar o perfil s6cio demografico das pacientes atendidas em
programas de prevencdo ao cancer de colo de Utero do setor
publico de saude da regiao norte do Parana;

- Correlacionar as infeccbes pelo HPV com dados
sociodemogréficos como faixa etéria, etnia, estado civil, grau de
escolaridade, conhecimento sobre o virus, renda familiar das
mulheres atendidas e habito tabagista;

- Verificar a infeccdo por HPV segundo as varidveis sexuais e
reprodutivas como idade da primeira relacdo sexual, idade da
menarca, uso de métodos contraceptivos, nimero de parceiros
sexuais ao longo da vida e nos ultimos seis meses, numero de

partos, assim como a presenca de coinfec¢éo por C. trachomatis.

2.2.2 Artigo 2
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Analisar a frequéncia do polimorfismo rs333 de CCR5 em amostras
de pacientes infectadas pelo HPV e controles;

Comparar a frequéncia do polimorfismo rs333 de CCR5 nas
pacientes infectadas pelo HPV e controles, por meio de um estudo
de associacgao do tipo caso-controle;

Avaliar a associacdo do perfil socio-demogréfico, caracteristicas
reprodutivas e de comportamento sexual em pacientes infectadas
pelo HPV e controles de acordo com o polimorfismo rs333 de
CCR5;

Associar o polimorfismo rs333 de CCR5 com o desenvolvimento de
lesdes intraepiteliais cervicais em mulheres infectadas pelo HPV.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AsPecTOS ETICcOs

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, parecer nimero
133/2012, o qual esta de acordo com a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa e
com a resolucdo 196/96 — Conselno Nacional da Saude (CAAE
05505912.0.0000.5231) (Anexo A).

A adesao das pacientes neste projeto de pesquisa ocorreu de forma
voluntéaria, ap6s receberem as informacdes e explicacbes sobre o estudo e de seus
objetivos. Aquelas que aceitaram participar firmaram a concordancia, mediante leitura
e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B), e
participaram de uma entrevista baseada em um questionario epidemioldgico
(Apéndice A).

3.2 SELECAO E CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Foram coletadas 429 amostras por conveniéncia de pacientes do
género feminino, com idade superior a 18 anos, atendidas em programas de
prevencdo ao cancer de colo do utero nos centros de saude municipal Dr. Justiniano
Climaco da Silva (UBS Vivi Xavier) e Dr. Paulo Roberto Moita da Silva (UBS Armindo
Guazzi), no consorcio intermunicipal de saude do médio Paranapanema (CISMEPAR)
e no hospital de clinicas (UEL), localizados em Londrina, Parana.

O estudo foi realizado no sistema caso-controle, sendo 0 grupo caso
composto por pacientes positivas para o HPV (n=210) e o grupo controle mulheres
negativas para o HPV (n=219).

Amostras de secrecao cervical contendo células do epitélio cervical
uterino foram obtidas no momento do exame ginecologico preventivo de rotina,
coletadas, pela enfermeira do servico, utilizando-se escovas cervicais estéreis, as
quais foram acondicionadas em tubos plasticos conicos de 15 mL contendo 2 mL de
solucéo tampéao TE (Tris HCI 10 mM ph 8,0; EDTA 1mM), até serem transportadas

sob refrigeracédo ao laboratério de genética molecular e imunologia da Universidade
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Estadual de Londrina, onde foram armazenadas em freezer a -20°C até o momento
da extracdo de DNA.

Amostras de sangue periférico foram obtidas por puncdo venosa
utilizando anticoagulante EDTA e foram transportadas sob refrigeracéo ao Laboratério
de Genética Molecular e Imunologia da Universidade Estadual de Londrina, onde

foram armazenadas em freezer a -20°C até o momento da extracdo de DNA.

3.3 EXTRACAO DE DNA

O isolamento de DNA gendmico proveniente de secrecao cervical
uterina foi realizado utilizando-se o reagente DNAzol Reagent (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, Delaware, EUA), enquanto o DNA gendmico de sangue
periférico foi isolado pelo Kit de Extracdo Mini Spin Plus (Biopur, Curitiba, Parana,
BRA), ambos seguindo as recomendag¢des descritas pelo fabricante.

O DNA extraido de cada amostra foi quantificado por
espectrofotometria no aparelho NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, Delaware, EUA), em comprimento de onda de 260 nm (DNA) e 280 mm
(proteinas), para calculos de concentracdo de DNA (ng.uL?) e verificacédo de pureza
pela razdo das absorbancias (A260.A2801'). Nos experimentos foram utilizadas

amostras de DNA gue apresentaram razdes maiores ou iguais a 1,7.

3.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR DE HPV

3.4.1 Amplificacdo de Sequéncias de Nucleotideos do HPV

A deteccdo do DNA do HPV foi realizada pela técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), devido a sua alta especificidade e sensibilidade. Foram
utilizados primers forward MY09 (5-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3’) e reverse
MY11 (5-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’), que flanqueiam uma regido de
aproximadamente 450 pb, de acordo com o GenBank Accession number: AJ236888

(BAUER et al., 1991). Foram utilizados 80 ng de DNA em reagdao com volume final de
25,0 uL, contendo: Buffer 1X (20 mM Tris-HCL, 50 mM KCL pH 8,5); 2,0 mM de MgClz;
0,1875 mM de dNTP; 0,5 uM de cada primer; e 1,25 U de Taq DNA polimerase (Life
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Technologies, Carlsbad, California, USA), em termociclador (Hangzhou Bio-gender
Technology Company, Jianggan, Hangzhou, Zhejiang, CHI), com temperatura de
94°C de desnaturagao por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos
(desnaturacédo); 55°C por 60 segundos (hibridizac&o); e 72°C por 60 segundos
(extensdo), e temperatura de extensao final de 72°C por 8 minutos.

Todas as reacOes foram efetuadas com um controle negativo, sem
DNA, a fim de assegurar auséncia de contaminagéo, e com um controle positivo para
assegurar a efetividade da reacéo, utilizando DNA da linhagem de células HelLa, que

contem o material genético do HPV18 inserido em seu genoma.

3.4.2 Amplificacdo de Sequéncia de Nucleotideos do Gene beta-globina Humana

Para controle de amplificacdo da deteccdo molecular de HPV foi
realizado PCR do gene constitutivo da beta-globina. Para isso foram utilizados primers
forward GH20 (5-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3) e reverse PC04 (5-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3’), que flanqueiam uma regido de 268 pb

(MARANGON et al., 2013). Foram utilizados 80 ng de DNA em reagao com volume
final de 25,0 uL, contendo: Buffer 1X; 1,2 mM de MgClz; 0,1 mM de dNTP; 0,5 uM de

cada primer; e 1,25 U de Tag DNA polimerase (Life Technologies, Carlsbad, California,
USA), em termociclador (Hangzhou Bio-gender Technology Company, Jianggan,
Hangzhou, Zhejiang, China).

Todas as reacoes foram efetuadas com um controle negativo, sem
DNA, a fim de assegurar auséncia de contaminagdo. Os fragmentos foram
amplificados concomitantemente & PCR de deteccdo de HPV, com o mesmo ciclo de

temperaturas compartilhando o mesmo termociclador (Figura 2).
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Figura 2 - Perfil Eletroforético para deteccédo do DNA do Virus HPV

Nota: Gel de poliacrilamida 10% (v/v) corado com nitrato de prata. Onde L representa o
Ladder 100pb, Colunas 1, 3, 5 e 7 o fragmento correspondente ao gene da [-globina, 2
e 4 amostras negativas para o HPV, colunas 6 e 8 amostras positivas para HPV.

Fonte: Kleber de Paiva Trugilo — Dados da Pesquisa.

3.5 DIAGNOSTICO MOLECULAR DE C. TRACHOMATIS

A deteccdo molecular de C. trachomatis foi realizada por PCR
Multiplex (sob as condic¢des: buffer concentragéao 1x; 1,73 mM de MgClz; 0,33 mM de
dNTP; 400 nM de primer gyrA; 350 nM de primer para f—globina humana e 1 U de
Tag DNA polimerase; ciclo inicial a 95°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 30
segundos a 95°C, 30 segundos a 62°C, 1 minuto a 72°C e etapa final de extenséo a
72°C por 5 minutos) e foram utilizados os iniciadores sense (5'-
TGATGCTAGGGACGGATTAAAACC-3’) e antisense (5-
TTCCCCTAAATTATGCGGTGGAA-3’), sendo que estes amplificaram um fragmento
contendo 463 pb referentes ao gene gyrA, responsavel por codificar a subunidade A
da DNA girase. Como controle interno de amplificagéo foi amplificado, sob mesmas
condi¢cbes do PCR para C. t., 0 gene da f-globina humana por meio dos iniciadores
anteriormente descritos. Além disso, foram adicionadas em todas as reacdes um

controle negativo, desprovido de DNA para que houvesse a garantia de né&o



38

contaminacao; e um controle positivo, o qual consistiu em uma amostra positiva para
C.t.

Os produtos de PCR da deteccdo molecular de HPV, de C.
trachomatis foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% e,

posteriormente, corados com nitrato de prata (AgNOs) (Figura 3).

Figura 3 - Perfil Eletroforético para deteccdo do DNA de Chlamydia trachomatis

463pb

Ld 100 1 2 3
Controle + p#C+ p+C-

Nota: Gel de poliacrilamida 10% (v/v) corado com nitrato de prata. Onde Ld100 representa o marcador
de peso molecular de 100pb, coluna 1 representa controle positivo com amplificacdo do fragmento
corresponde a beta-globina (268pb) e de fragmento correspondente ao gene da Girase A de Chlamydia
trachomatis (463pb); coluna 2 representa amostra positiva, enquanto a coluna 3 representa uma
amostra negativa para a bactéria.

Fonte: Michele Mota Sena - Dados da Pesquisa.

3.6 SEQUENCIAMENTO DE AMOSTRAS POSITIVAS PARA HPV E CHLAMYDIA

TRACHOMATIS

Para confirmacado da especificidade dos primers, alguns produtos de
PCR de amostras positivas para HPV e para C. trachomatis foram sequenciados
inicialmente purificados utilizando-se o kit comercial PureLink™ PCR Purification Kit
(Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante. A reacdo de sequenciamento
foi realizada com o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA), utilizando-se 50 ng de DNA, e 5 pM de primer

(foward ou reverse) em volume final de 10 ulL, sob as seguintes condi¢des:
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desnaturacao inicial 95°C por 10 s, 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 20 s,
anelamento a 50°C por 20 s, extensao a 60°C por 60 s. Ambas as direcdes (forward
e reverse) foram sequenciadas utilizando o aparelho ABI 3500XL Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, EUA). A porcentagem de identidade foi determinada pelo
BLAST, comparando-se a sequencia dos fragmentos com as sequencias de
nucleotideos conhecidas de HPV-L1 (HPV) e GyrA (C. trachomatis) cadastradas no
GenBank.

A analise das sequéncias do HPV demonstrou 100% de identidade
com o gene L1, sequéncia AJ617545.1, para a principal proteina do capsideo viral
(HPV-16) (figura 4). A andlise das sequéncias de C. trachomatis, por sua vez,
demonstrou 100% de identidade com o gene da subunidade A da DNA girase de C.

trachomatis, sequéncia JN795357.1 (figura 5).

Figura 4 - Sequéncia de nucleotideos obtida pelo sequenciamento direto de produto
de PCR positivo para HPV

HPV primer F (repeticdo 1)

\ ) 114 18 11¥1! | 1LYy
LAl b AAUA D L AU LA LS A T LR AR R AR AL LIRS R AN W)

Nota: Eletroferograma da sequéncia obtida a partir do produto de PCR utilizando-se primers especificos
para HPV (MY09 e MY11). O produto de PCR foi purificado utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, USA). A especificidade da deteccdo do HPV foi confirmada pelo
sequenciamento no equipamento ABI 3500XL Genetic Analyzer, Applied Biosystems, USA, utilizando-
se o kit comercial BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, USA). As
sequéncias resultantes foram analisadas por comparacdo a sequéncia AJ617545 cadastrada no
GenBank, referente ao gene da proteina L1 do capsideo viral.

Fonte: Autor. Maria Helena P. Fungaro - Dados da Pesquisa.
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Figura 5 - Sequéncia de nucleotideos obtida pelo sequenciamento direto de produto
de PCR positivo para C. trachomatis

Chlomydic trachomatis Primer F (repeticdo 1)

...............................

| L |
REAR AU RARA SRR RNL AR A MR RRAR IR AN S ARAA R AL A A0

-
3

Chlomydic trachomatis Primer R (repeticéio 1)

....................................

Nota: Eletroferograma da sequéncia obtida a partir do produto de PCR utilizando-se primers especificos
para C. trachomatis (GyrA-1 e GyrA-2). O produto de PCR foi purificado utilizando-se o kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega, USA). A especificidade da deteccdo da C. trachomatis foi
confirmada pelo sequenciamento no equipamento ABI 3500XL Genetic Analyzer, Applied Biosystems,
USA, utilizando-se o kit comercial BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems,
USA). As sequéncias resultantes foram analisadas por comparacdo a sequéncia JN795357.1
cadastrada no GenBank, referente a subunidade A da DNA girase de Chlamydia trachomatis.

Fonte: Maria Helena P. Fungaro - Dados da Pesquisa.

3.7 ANALISE DO PoLIMORFISMO RS333 DE CCR5

A andlise do polimorfismo rs333 de CCR5 foi realizada pela técnica
de PCR. Para tanto foram utilizados iniciadores sintetizados de acordo com a
sequéncia GenBank AF009962, primer sense (5° ACCAGATCTCAAAAAGAA 3) e
primer anti-sense (5 CATGATGGTGAAGATAAGCCTCA 3'). Sob as condi¢bes: Buffer
1X (20mM Tris-HCI, 50mM KCI pH 8,5); 1,5 mM de MgClz; 0,1 mM de dNTP; 150 nM
de primers sense e anti-sense; 1,25 U de Taq DNA polimerase e aproximadamente
75 ng de DNA.

As condic¢des de ciclagem de temperatura consistiram de temperatura
inicial de desnaturacdo, 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de um minuto a
94°C, para desnaturag&do, um minuto a 58°C, temperatura de anelamento, e um minuto
a 72°C para extensao das fitas, com extensao final de 10 minutos a 72°C.

Todas as reacdes foram efetuadas com um controle negativo
(auséncia de DNA) a fim de assegurar a auséncia de contaminacdo, e um controle

positivo, onde se utilizou DNA de amostra conhecida quantificada anteriormente e
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testada em outras amplificacoes.

Os produtos de PCR para analise do polimorfismo de CCR5 foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%, posteriormente corado com
nitrato de prata (AgNOs). Na Figura 6, o resultado da amplificacdo pode ser
visualizado, onde é possivel de se observar os diferentes genotipos observados para

0 CCR5 na populacdo em estudo.

Figura 6 — Perfil Eletroforético dos trés possiveis genoétipos do receptor de quimiocina
5

L 1 2 3

- CCR5/CCR5 representa o gendtipo na
auséncia de delegdo, apresenta uma
Unica banda eletroforética com 225 pb.

- CCR5/A32 representa o gendtipo em

0| 225pb 225 pb heterozigose, o qual apresenta duas
H bandas eletroforéticas: 225 pb e 193 ph.

s - A32/A32 representa o gendtipo em
3 193 pb | 193 pb homozigose para a delecdo, com uma

100 pb | Unica banda de 193 pb.

Nota: Gel de poliacrilamida 10% (v/v) corado com prata. Onde L representa o marcador de peso
molecular de 100 pb, 1 o genétipo selvagem para o CCR5 (CCR5/CCR5); 2 o gendtipo
heterozigoto (CCR5/A32); e 3 0 gendtipo homozigoto para o alelo variante (A32/A32).

Fonte: Michelle Mota Sena - Dados da Pesquisa.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Associacdes entre variaveis categoricas foram analisadas utilizando-
se o teste de qui-quadrado ou o teste exato de Fisher, quando apropriado, e expressos
em nuamero absoluto (n) e porcentagem (%). Diferencas entre categorias de uma
mesma variavel foram analisadas pelo teste de Mann-Whitney e expressas em
mediana e interquartis. A razdo de chances foi determinada pela Odds Ratio (OR) com
intervalo de confianca (IC) de 95%. Regressédo logistica binaria foi utilizada para
delinear os preditores da infeccdo pelo HPV e do desenvolvimento de lesGes

intraepiteliais cervicais. Em ambas as analises, dados sociodemograficos, de
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comportamento sexual e caracteristicas ginecoldgicas e obstétricas foram
considerados como variaveis explanatorias.

A frequéncia do alelo deletado (a32) foi calculada como:
[Lx(h+2H)]/2N, onde h representa o genétipo heterozigoto, H o gendtipo
homozigoto e N o tamanho da amostra para cada populacdo. O desvio do Equilibrio
de Hardy-Weinberg foi determinado pelo teste de [12. A distribuicdo genotipica entre
os grupos estudados foi analisada pelo teste de 12 e pelo célculo de Odds Ratio com
intervalo de confianca de 95%. Assim como a analise de regressao logistica binaria,
ajustada para diversos fatores confundidores, foi utilizada para estimar a associacao
entre os genotipos de CCR5 e a infec¢do pelo HPV e o desenvolvimento de lesdes
intraepiteliais cervicais.

Todos os testes foram bicaudados, com nivel de significancia de
p<0,05. As andlises foram realizadas utilizando-se o software SPSS Statistics 22.0
(SPSS inc., Chicago, lllinois, EUA).
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4 PRODUCAO BIBLIOGRAFICA

4.1 ArRTIGO 11

CROSS-SECTIONAL ANALYSIS OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS INFECTION
AND CYTOLOGICAL ABNORMALITIES IN GYNECOLOGICAL OUTPATIENTS IN
BRAZIL

Abstract: Londrina metropolitan area is the second largest urban agglomerate in the
Parana, Brazil, and the greatest health care demand in the State Northern region.
Epidemiological data about HPV occurrence in Parana are scarce. Therefore, this
cross-sectional study aimed to determine the occurrence of HPV infection and
cytological abnormalities and investigate potential predisposing factors such as
sociodemographic characteristics, sexual behavioral habits and gynecological and
obstetric background. Cervical samples were examined for HPV DNA presence by
PCR from 429 consenting women. Two groups were formed: non-infected (n = 219,
controls) and infected women (n = 210). The HPV infection susceptibility was assessed
regarding the potential susceptibility factors data. A greater proportion of women
infected by HPV were younger than 25 years of age (p < 0.001), single (p < 0.001),
with monthly income of up to one minimum wage (p = 0.018), smokers (p = 0.014),
who had their first sexual intercourse before the age of 18 years (p = 0.012), had at
least four sexual partners in their lifetime (p < 0.001), and had not been pregnant (p =
0.008). The multivariate binary logistic regression analysis showed that age lower than
25 years increased around 5 times the chances of infection (OR = 4.92; CI95% = 1.67
—14.52; p = 0.004), and both married or civil partner (OR = 0.45; CI95% = 0.23 - 0.88;
p = 0.020) and monthly income of 1 to 3 minimum wage (OR = 0.59; CI95% = 0.36 -
0.95; p = 0.030) offered protection against HPV infection. HPV positive group was also
analyzed for SIL presence. SIL was more frequent in women who smoked (p = 0.017),
earned up to one minimum wage monthly (p = 0.019), and declared spontaneous
abortion (p = 0.042). Binary logistic regression analysis showed that monthly income
ranging of 1 to 3 minimum wage protected against SIL development in HPV patients
(OR =0.49; Cl 95% = 0.26 - 0.93; p = 0.028). In conclusion, the results suggest that
age, marital status and monthly income are important cofactors for the HPV infection
and SIL development in Northern region of Parana State.

Keywords: HPV. Cervical cancer. Risk factors. Squamous intraepithelial lesions.

Introduction

Cervical cancer (CC) is the fourth most common cancer in women worldwide,

and the seventh overall, with an estimated 528,000 new cases in 2012 and more than

! Seréa submetido ao periédico Gynecologic and Obstetric Investigation (Fator de impacto = 1,672), e o
artigo ja esta com a normalizacdo solicitada para submisséo (Vancouver).
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85% of the cases occurring in less developed regions.™! In Brazil, cervical cancer is
the third most common cancer among women, with more than 16,000 new cases
annually.?! Infection with Human Papillomavirus (HPV) plays a central role in cervical
malignancy. It has been clearly demonstrated that high risk HPV infection is necessary
to cause progressive cell transformation that leads to squamous intraepithelial lesions
(SIL) and cervical cancer.?!

Although many women get cervical HPV infections, studies support the
interpretation that most HPV infections are detectable only transiently and do not
progress to dysplasia or CC, once HPV persistence is type-specific.[*°]

Some issues regarding the natural history of HPV infection are not understood,
but it has been assumed that different cofactors may predispose SIL and CC
development and progression. Viral factors as HPV genotype, viral load and
coinfection with many HPV types are associated with abnormal cytology in women.[6]
Furthermore, sexual behavior and environmental or exogenous cofactors, including
hormonal contraceptives, tobacco smoking, parity and coinfection with other sexually
transmitted agents, markedly Chlamydia trachomatis (CT), are linked to the disease
process.[”8l

HPV prevalence ranges from 13.7% to 54.3% according to the studied
population and geographic area in Brazil.”! Epidemiological data about HPV
occurrence in Parana State are scarce. A large study was performed in the city of
Paicandu, Northwest of Parana, and the overall prevalence of HPV DNA found in this
area was lower than the levels found in studies in other Brazilian regions that also used
the PCR technique.[*® However, it is necessary extend this investigation to the city of
Londrina, since it is the second largest urban agglomerate in the state and presents
great demand for health care in the Northern region.

The aim of this cross-sectional study was to determine the occurrence of HPV
infection and cytological abnormalities and to investigate potential predisposing factors
such as sociodemographic characteristics, sexual behavioral habits and gynecological

and obstetric background.

Materials and Methods

Ethical Approval
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The present study was approved by the Institutional Ethics Committee Involving
Humans of the Londrina’s State University, Londrina — PR, Brazil (CEP/UEL 133/2012;
CAAE 05505912.0.0000.5231). The purpose and procedures of the study were
explained to all participants, and written informed consent was obtained prior to sample

collection and interview.

Study Design and Samples collection

Women participating in the study are from the city of Londrina and surrounding
small localities. This metropolitan city is located in the Northern region of Parana State,
Brazil (country's southern region) and it is more than 300 km away from the respective
capital city (Curitiba).

Cervical cells samples were obtained from 429 women who had undergone
cytology for cervical cancer prevention in outpatient appointment at colposcopy
ambulatory of the Intermunicipal Consortium of Health of the Middle Paranapanema
and University Hospital and Clinic Center of State University of Londrina, as well as in
two Basic Health-care Units (Municipal Health Centers Dr. Justiniano Climaco da Silva
and Dr. Paulo Roberto Moita da Silva). After sample collection for cytology, the
cytobrushes were stored in 2 mL of TE buffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8.0),
at -20°C until analysis. Peripheral blood was drawn in sterile syringes containing EDTA
and stored at -20°C until analysis. Patients were interviewed based on a structured
questionnaire to collect sociodemographic and sexual behavioral, gynecological and

obstetric data.

Cervical Cytology

Cervical smear obtained during preventive consultation in Health-care Units
were sent to Public Health System Laboratory. They were evaluated and reported
according to Bethesda System (2001) diagnosis criteria. SIL was defined as LSIL,
HSIL, atypical squamous cells of undetermined significance (ASC-US) or cannot
exclude HSIL (ASC-H), or cervical carcinomas, while normal cytology (NC) excluded
all SIL types.11

DNA Extraction
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Cervical cells genomic DNA was obtained from cytobrush samples by DNAzol
(Invitrogen Inc., Carlsbad, CA, USA) while genomic DNA from peripheral blood was
extracted by Biopur Mini Spin Plus Kit (Biometrix, Curitiba-PR, Brazil), both methods
according to the manufacturer’s instructions. DNA concentrations were measured by
NanoDrop 2000c™ Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) at 260 nm and purity was assessed through 260 nm/280 nm

ratio. After, DNA samples were stored at -20°C.

HPV Detection by Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR detection of HPV was carried out using MY09 (5-
CGTCCMAARGGAWACTGATC-3’) and MY11 (5-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-
3’) primers which amplify a conserved region of approximately 450 bp of L1 HPV
gene.'Y Reaction conditions were 190 nM of dNTPs, 500 nM of each primer, 2 mM of
MgClz, 1X of Buffer, approximately 80 ng of DNA and 1.25 U of Taq polymerase
(InvitrogenTM, Carlsbad, CA, USA), with an annealing temperature of 55°C. This
method was adopted because it targets very small fragments and consequently is more
sensitive than several other molecular techniques. Co-amplification of the human b-
globin gene (268 bp) was performed as an internal control by using primers GH20 (5—
GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3) and PC04 (5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3)
under the same conditions as the HPV PCR. It was also added a negative control (no
DNA) in all reactions, in order to ensure no contamination, and a positive control,
consisting of HelLa cell lineage DNA, which contains integrated HPV18 genome. The
PCR product was analyzed by electrophoresis in 10% polyacrylamide gel, stained with

silver nitrate.

PCR Detection of Chlamydia trachomatis (CT)

PCR assay for detection of CT was performed by using specific primers to gyrA
gene: forward primer C2 (5 TGATGCTAGGGACGGATTAAAACC 3'), and reverse
primer C5 (5' TTCCCCTAAATTATGCGGTGGAA 3'), as described previously.[*?l Co-
amplification of the human b-globin gene was also performed as an internal control.
For each set of assays, a pool of DNA extracted from cervical cells infected with CT

was used as a positive control and “no DNA” as a negative control of amplification. The
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amplicons of 463 bp were analyzed by electrophoresis on a 10% polyacrylamide gel

stained with silver nitrate.

Amplicons Sequencing

For primers specificity confirmation, some amplicons of both HPV and CT DNA
were purified using PureLinkTM PCR Purification Kit (Invitrogen), following the
manufacturer instructions. Sequencing reaction was performed using BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA),
50 ng of DNA template, and 5 pM of primer (forward or reverse) in a final volume of 10
uL. PCR conditions were as follows: 10 s at 95°C, 30 cycles of 20 s at 95°C, 20 s at
50°C, and 60 s at 60°C. The amplicons were sequenced in a 24-capillary 3500xI
Genetic Analyzer (Applied Biosystems®). Percent identity was determined through
BLAST program, comparing DNA sequence of the amplicons with known HPVLL1 or

gyrA nucleotide sequences in the GenBank databases.

Statistical analysis

Associations between categorical variables were analyzed using Chi-square
(72) test or Fisher's exact probability test, when appropriate, and expressed in
absolute number (n) and percentage (%). Differences between categories of the same
variable were assessed using the Mann-Whitney test and expressed as median and
interquartile range (IQR) 25 % - 75 %. Odds ratio (OR) and 95% confidence interval
(95% CI) were determined. Binary logistic regression analysis was used to delineate
the significant predictors of HPV infection versus controls (non-infected) and SIL
presence versus controls (normal cervical cytology) in HPV infected women. In both
analyses, sociodemographic and sexual behavioral, gynecological and obstetric
factors were considered as explanatory variables. All tests were two-tailed, and a
significance level of a=5% was adopted. Analyses were performed using IBM SPSS

Statistics 22.0 software (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA).

Results
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Cervical samples of 429 women were examined for HPV DNA presence by
PCR, which allowed grouping the women into two groups: HPV negative or non-
infected (n =219, controls) and HPV positive or infected women (n = 210). All
participants answered a structure questionnaire about sociodemographic, sexual
behavioral, and gynecological and obstetric features.

Some samples were sequenced in order to confirm primers specificity. The
percentage of identity was determined through BLAST program, and the obtained
sequences for HPV and CT demonstrated 100% of identity with L1 sequence,
AJ617545.1, and GyrA CT subunit, IN795357.1, respectively.

Sociodemographic characteristics of HPV negative and positive women are
reported in Table 1. Between these groups, there were no significant association in
self-reported ethnicity (p = 0.189), schooling level (p = 0.836), knowledge about both
HPV (p = 0.509) and virus transmission (p = 0.631). However, HPV infected women
showed lower median age, 33 (25 — 46) years, than non-infected women, 43 (32 — 52)
years (p <0.001). In order to identify in which age range HPV infection is more
frequent, the continuous variable “age” was categorized in “age ranges”, as observed
in table 1. So, comparing with control group, a greater proportion of women infected
by HPV were younger than 25 years of age (p < 0.001), single (p < 0.001), declared
monthly income of up to one minimum wage (p = 0.018) and were smokers (p =0.014).

HPV negative and positive groups were also analyzed according to sexual
behavioral and gynecological and obstetric characteristics as shown in Table 2. Age at
menarche (p = 0.213), number of sexual partners within the past 6 months (p = 0.051),
use of oral contraceptive (p= 0.130), use of condom (p = 0.445), spontaneous abortion
(p =0.276), and CT infection (p = 0.056) did not differ statistically between HPV positive
group and control. However, HPV infection was associated with the first sexual
intercourse before the age of 18 years (p = 0.012), at least four sexual partners in their
lifetime (p < 0.001), and not being pregnant (p = 0.008).

The occurrence of CT infection was greater in women positive for HPV infection.
Although this difference was not statistically significant, the p=0.056 may indicate a
tendency for higher CT prevalence in HPV infected women.

To verify whether these significant variables (age range, marital status, monthly
income, smoking status, age at first sexual intercourse, number of sexual partners

during lifetime, and number of pregnancies) were independently associated with HPV



49

infection, binary logistic regression analysis was performed using control group as
reference category. Direct association was found in age lower than 25 years increasing
around 5 times the chances of acquiring the virus (OR = 4.92; CI95% = 1.67 - 14.52;
p = 0.004), and both married or civil partner (OR = 0.45; CI95% = 0.23 - 0.88;
p = 0.020) and monthly income of 1 to 3 minimum wage (OR = 0.59; CI95% =
0.36 - 0.95; p = 0.030) offered protection against HPV infection (Table 3).

After verifying which variables were direct and independently associated with
HPV infection, HPV positive group was categorized according to cytological results in
normal cytology and SIL presence, in order to analyze the influence of
sociodemographic and sexual behavioral, gynecological and obstetric features on SIL
development. Among all independent variables analyzed (data not shown), SIL
presence was associated with smoking (p = 0.017), monthly income up to one
minimum wage (p = 0.019), and spontaneous abortion (p = 0.042). Applying binary
logistic regression analysis, seting normal cytology as reference category, only
monthly income of 1 to 3 minimum wage was direct and independently associated with
SIL, protecting against SIL development in HPV patients (OR = 0.49; CI95% = 0.26 -
0.93; p = 0.028) (Table 4).



Table 1 - Sociodemographic profile of HPV positive and negative women*
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: HPV
Variable HPV negative positive P
n (%) n___ (%)
Age range (years) <0.001
<25 12 (5.6) 46 (22.1)
25-34 53 (24.5) 63 (30.2)
35-44 54 (25.0) 44  (21.2)
45 -54 61 (28.2) 28 (13.5)
> 54 36 (16.7) 27 (13.0)
Self-Reported Ethnicity 0.189
Caucasian 116 (54.5) 95 (48.0)
Not Caucasian 97 (45.5) 103 (52.0)
Schooling level? 0.836
Until _ incomplete fundamental 65 (30.5) 62 (31.4)
education
Complete fundamental education 26 (12.2) 24  (12.2)
Incomplete secondary education 29 (13.6) 29 (14.6)
Complete secondary education 69 (32.4) 67 (33.8)
Incomplete higher education 7 (3.3) 7 (3.5)
Complete higher education 17  (8.0) 9 (4.5)
Marital status <0.001
Single 22 (10.1) 52 (24.8)
Married / Civil partner 158 (72.5) 120 (57.1)
Divorced 27 (12.4) 24 (11.4)
Widowed 11 (5.0) 14  (6.7)
Monthly income® 0.018
< 1 minimum wage 56 (26.3) 75  (39.2)
1 — 3 minimum wages 140 (65.7) 101 (52.9)
> 3 minimum wages 17  (8.0) 15 (7.9
Smoking status 0.014
No 181 (83.8) 151 (74.0)
Yes 35 (16.2) 53 (26.0)
Knowledge about HPV 0.509
No 42  (19.5) 48 (24.1)
Have ever heard 117 (54.5) 100 (50.3)
Yes 56 (26.0) 51 (25.6)
Knowledge about transmission 0.631
No 97 (45.1) 94 (47.5)
Yes 118 (54.9) 104 (52.5)

Analysis by two-sided Chi-square (X?) test and p<0.05 set as significance level; data expressed as
absolute number and percentage (%). 2Based on Brazilian educational system. "Based on Brazilian

minimum wage (approximately U$ 250.00).

* For sociodemographic characteristics analysis between HPV non-infected and infected patients not all
429 women were included, with variations depending on the characteristic analyzed.
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Table 2 - Sexual behavioral and gynecological and obstetric characteristics profile of
HPV positive and negative women*

, HPV
Variable HPV negative positive P
n (%) n (%)
Age at menarche (years) 0.213
<12 98 (45.2) 106 (51.2)
>12 119 (54.8) 101 (48.8)
Age at first sexual intercourse (years) 0.012
<18 108 (49.5) 127 (61.7)
=18 110 (50.5) 79 (38.3)
Sexual partners during the lifetime <0.001
1 87 (40.5) 45 (22.8)
2-3 70 (32.5) 68 (34.6)
>4 58 (27.0) 84 (42.6)
Sexual partners within the past 6 0.051
months
<1 207  (99.0) 178 (95.7)
> 1 2 (1.0) 8 (4.3)
Oral contraceptive 0.130
No 148 (69.2) 128 (62.1)
Yes 66 (30.8) 78 (37.9)
Condom 0.445
No 191 (88.8) 171 (86.4)
Yes 24 (11.2) 27 (13.6)
Number of pregnancies 0.008
0 19 (8.7) 37 (17.6)
1 36 (16.4) 45 (21.4)
2 72 (32.9) 47 (22.4)
3 46 (21.0) 47 (22.4)
24 46 (21.0) 34 (16.2)
Spontaneous Abortion 0.276
No 175 (79.9) 172 (81.9)
Yes 44  (20.1) 38 (18.1)
C. trachomatis infection 0.056
No 92 (94.8) 110 (87.3)
Yes 5 (5.2) 16 (12.7)

Analysis by two-sided Chi-square (X?) test or by Fisher’'s exact test when appropriated and p<0.05 set
as significance level; data expressed as absolute number and percentage (%).

* For sexual behavioral and gynecological and obstetric characteristics analysis between HPV non-
infected and infected patients not all 429 patients were included, with variations depending on the
characteristic analyzed.
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Table 3 - Binary logistic regression between women groups non-infected (reference)
and infected by HPV as dependent variable and explanatory variables.

Variable 2wald dfi OR Closy P
Age range (years)
<25 8.32 1 492 (1.67-14.52) 0.004
25 - 34 3.22 1 2.10 (0.93-4.70) 0.073
35-44 8.34 1 1.26 (0.59-2.67) 0.549
45 - 54 15.26 1 0.69 (0.33-1.48) 0.346
> 54 - 4 1.00 Reference -
Marital status
Single - 3 1.00 Reference
Married / civil partner 5.42 1 0.45 (0.23-0.88) 0.020
Divorced 0.65 1 0.70 (0.29-1.67) 0.419
Widowed 0.01 1 1.07 (0.36-3.21) 0.904
Monthly income?
< 1 minimum wage - 2 1.00 Reference -
>1 - 3 minimum wages 4.70 1 0.59 (0.36 - 0.95) 0.030
> 3 minimum wages 0.06 1 1.11 (047 - 2.67) 0.808
Smoking status
No - 2 1.00 Reference -
Yes 0.91 1 131 (0.75-2.28) 0.341
Number of pregnancies
0 - 4 1.00 Reference -
1 0.04 1 1.09 (0.48-2.49) 0.844
2 0.22 1 0.82 (0.36-1.87) 0.640
3 0.86 1 152 (0.63-3.69) 0.354
>4 0.01 1 1.06 (0.41-2.71) 0.909
Age at  first sexual
intercourse (years)
>18 - 2 1.00 Reference -
<18 0.001 1 099 (0.62-1.63) 0.980

OR, odds ratio; Closw, 95% confidence interval.

aBased on Brazilian minimum wage, approximately U$ 250.00.
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Table 4 - Binary logistic regression between HPV infected women with normal cytology
(reference) and with SIL and explanatory variables.

Variable Z2Wald df OR Closw P
Monthly income?

< 1 minimum wage - 2 1.00 Reference -

> 1 — 3 minimum wages 4.84 1 049 (0.26 - 0.93) 0.028

> 3 minimum wages 3.08 1 0.318 (0.09-1.14) 0.080
Smoking status

No - 2 1.00 Reference -

Yes 0.91 1 173 (0.84 -3.56) 0.136
Spontaneous Abortion

No - - 1.00 Reference -

Yes 0.001 1 219 (0.96 —4.98) 0.063

OR, odds ratio; Cles%, 95% confidence interval. 2Based on Brazilian minimum wage, approximately US$
250.00.

Discussion

In this cross-sectional study, it was determined the occurrence of HPV infection
by PCR and predisposing factors for infection and cytological abnormalities in women
assisted in the Public Health System (SUS) in Londrina, state of Parand, Brazil. To the
best of our knowledge, this is the first epidemiologic and molecular report that
evaluated the HPV occurrence in this metropolitan region of the state.

This study revealed a rate of HPV infection of 49.0% of analyzed women. In this
region, HPV infection was associated with four sociodemographyc factors (age, marital
status, smoking status and monthly income), two sexual behavioral variables (age at
first sexual intercourse and sexual partners during the lifetime) and one gynecologic
and obstetric aspect (parity). Only age with lower than 25 years, marital status with
married or civil partner and monthly income with 1 to 3 minimum wages (the last two
variables offering protection against virus) were independently associated with HPV
infection by multivariate model.

Association between young age and HPV infection is well established in medical
literature as an independent factor, which demonstrates that HPV prevalence is age-
specific for both low- and high-risk types all over the world.['3] Teenagers and young
women are more sexually active and more vulnerable to pathogen infections due to
the relative immaturity of the genital tract and presence of cervical ectopy, making it
prone to both trauma and infection, particularly in the developing transformation zone

of the cervix.[*4
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Single women were significantly more frequent in HPV group. Accordingly,
Foliaki et al.'® have shown that unmarried women are more likely to be infected by
HPV, since they present a higher risk behavior. It was also observed a significant
independent higher proportion of married women in the control group than in HPV
infected group, it is plausible to assume that it happens because they have a stable
partner.

Women who declared monthly income equal or less than 1 minimum wage were
more prone to be infected by HPV. Interestingly, monthly income from 1 to 3 minimum
wages was independently associated with HPV infection protection. These findings
make sense if we consider that less than one minimum Brazilian monthly wage (that
means low socioeconomic status) is strongly associated to HPV infection in studies in
Brazilian Northeastern region and abroad.'®17! Indeed, sociodemographic evidence
shows the social inequalities associated to high risk HPV infection leading to cervical
cancer, since the virus presence is more frequent in public health services than in
private clinics.8l

Tobacco smoking was also related with HPV infection in this study. Several
compounds from cigarette smoke, as nicotine (and its major metabolite, cotinine) and
carcinogenic tobacco-specific N-nitrosamines have been identified in cervical mucus,
highlighting the synergistic action between cigarette smoking and HPV infection.*®]
Another tobacco carcinogen, benzo[a]pyrene (BaP), may interact with HPV,
modulating the virus life cycle and enhancing its synthesis.l?l Tobacco smoking may
also decrease the density of Langerhans cells and T lymphocytes in transformation
zone, impairing the local immunosurveillance in the uterine cervix.!?4

Regarding sexual behavioral and gynecologic and obstetric aspects,
association was observed between HPV infection and first sexual intercourse before
the age of 18 years and at least four sexual partners during lifetime. As mentioned
before, physiological ectopy and immature genital tract may explain the HPV infection
predisposition in young women. In addition, high number of sexual partners is an
important risk factor for HPV acquisition.[*®l Although we observed a significant
association between HPV infection and no pregnancy, this finding may be biased by
the young age of patients. High parity is consistently related to HPV infection
susceptibility, and nutritional, hormonal, traumatic and immunologic mechanisms are

thought to be important in this relation.??
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Our study showed a tendency for association between HPV infection and
intracellular bacteria Chlamydia thachomatis (CT). This tendency was also reported by
Nonato et al.[?%l Limitations related to the low number of women presenting HPV/CT
coinfection may have contributed towards these results in both studies. In this concern,
the relation between CT genital infections and HPV has been investigated most
thoroughly in CC development. CT infection facilitates infection and re-infection by
multiple HPV types, enable viral persistence and increases CC development risk in
coinfection cases.[8242528] |n fact, there are evidences highlighting that CT and HPV
share the same transmission route and the same risk factors. "]

Concerning the variables that were associated with cytological abnormalities,
smoking women were more prevalent in SIL group. Tobacco smoking does not only
affect HPV biology, but also the process of carcinogenesis. Malignant transformation
of HPV16-immortalized human endocervical cells by cigarette smoke condensate has
been proven.l?”l Wei et al.[?8] demonstrated that tobacco smoking acts promoting HR-
HPV oncogene expression in cells that maintain episomal viral genomes, suggesting
a more prominent role for tobacco smoke in earlier stages of HPV-related cancer
progression.

Spontaneous abortion occurrence was also related with SIL presence.
However, this factor did not show to be an independent risk factor after adjustment for
the other variables, as shown by Deacon et al.l?°l and Hildesheim et al.[

We found an independent association with monthly income of 1 to 3 minimum
wages and protection to SIL in women infected by HPV. Such finding suggests the
higher the monthly income of women, the less susceptible they are to the development
of HPV caused cervical lesions. This thought reinforces the general observation that
due to the limited access to both economic and educational resources as well as to
prevention information and tools, poor women and girls in many parts of the world are
more vulnerable to sexually transmitted diseases.[3!

Cervical cancer screening has been effectively performed in Brazil through the
Pap smear test, method that has decreased the incidence of CC in the country in the
last five decades. Nevertheless, each year, new cases of CC have been detected and
mortality from this type of cancer is still alarming around the world.[?2 It is not difficult

to rationalize that this screening failure is due to subjective and poorly reproducible
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nature of cervical citology. Pap test possesses limited sensitivity, requiring regular
repetitions to achieve the desired efficacy and may suffer inter-observer variability.[0l

Our effort is to draw attention to robust evidence by our cohort and several
reports published in the last years that diagnosis performed by HPV DNA testing using
polymerase chain reaction combined with cytological analysis make HPV and lesions
detection more accurate, even when abnormalities are not seen in Pap smear.
Although HPV DNA testing is not part of the routine in the Public Health System (SUS)
in Brazil, this test is recommended internationally and its introduction could enable the
effective CC screening and control.[33!

In summary, we described in our population-based study the HPV occurrence
in Northern region of Parana State and important cofactors for the HPV infection and
SIL development. In this sense, we hope to contribute to a better characterization of

the HPV epidemiology and to the implementation of public health policies in Brazil.
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4.2 ARTIGO 22

Analysis of CCR5 genetic variant and HPV infecction in Brazilian population

ABSTRACT

Human Papillomavirus (HPV) infection can lead to the development of productive
epithelial lesions and cervical cancer. Most cervical HPV infections are solved by cell-
mediated immunity within 1-2 years and it is known that chronic inflammation
predisposes to lesions progression and tumor development. In this context we highlight
the CC chemokine receptor 5 (CCR5) which is involved in leucocytes chemotaxis to
sites of inflammation, controlling the immune response. Therefore the aim of the
present study was to investigate the association of (chemokine receptors) CCR5 rs333
polymorphism with HPV infection and squamous intraepithelial lesions development.
The CCR5 rs333 genotyping of 164 HPV infected women and 185 non infected women
was performed using polymerase chain reaction. HPV infection was more frequent
among women under 34 years old (p<0.001), single (p=0.001), that received 1 minimun
wage or less (p=0.002), tobacco smokers (p=0.007), who had the first sexual
intercourse before 17 years old (p=0.038) and that had 4 or more sexual partners
during lifetime (p=0.001). No significant difference regarding genotypes and alleles
distribution according to HPV infection was observed. CCR5/CCR5 genotype was
observed in 94.1% of HPV non infected women and in 89% of infected ones, CCR5/A32
in 5.9% of HPV infected and in 10.4% of non infected women, and A32/a32 was
observed in only one (0.6%) infected patient. CCR5 genotypes were also not
associated with cervical lesions development among HPV infected women (p=0.167).
Since CCR5 may control the antitumor immune response and cervical lesions and the
studied rs333 polymorphism is not very frequent, other studies are necessary, in order
to stablish CCR5 role on HPV infection and squamous intraepithelial lesions
development.

Keywords: Cervical Cancer; Cervical Inthaepithelial Lesions; CCR5.

2 Sera submetido ao periddico International Journal of Inmunogenetics (Fator de impacto = 1,174), e 0
artigo ja esta com a normalizacdo solicitada para submisséo (APA).
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1. INTRODUCTION

Human papilloma viruses (HPV) are small non enveloped virus containing
double stranded DNA as their genetic material and are considered an important
infectious agent sexually transmitted, infecting sexually active men and women, turning
into a serious health concern, due to its involvement in cervical carcinogenesis (Faridi
et al., 2011).

HPV is a necessary cause of cervical cancer in women worldwide. Although
HPV exerts a vital influence on cervical carcinogenesis, other factors influence the
development of a squamous intraepithelial lesion (SIL) that may or not progress to
cervical cancer. In the cervical microenvironment, several immune components play
important roles in establishing HPV infection as well as on SIL regression or
progression to cervical cancer (Berti et al., 2017).

In this context immune mediators, such as chemokines and theirs receptors
(small chemotactic cytokines that direct the migration of leukocytes during
inflammation) are important since they are involved in the regulation of leukocyte
trafficking in many essential biological processes, including inflammation, which is
thought to facilitate carcinogenesis by providing a microenvironment that is ideal for
tumor cell development and growth (Rossi & Zlotnik, 2000; Okuyama et al., 2016).

Genetic variations in genes encoding chemokines receptors can lead to chronic
inflammation-related dysregulation (Guergnon & Combadiére, 2012). Among these we
highlight the CCR5 rs333 polymorphism, first described by Liu et al. (1996). CCR5A32
variant, with 32 base pairs deletion in the CCR5 gene, produces an mRNA frame shift
and the emergence of a stop codon, resulting a truncated inactive receptor that is not
expressed on the cell membrane (Dean et al., 1996; Huang et al., 1996).

Since the CCR5 chemokine receptor is involved in leucocytes chemotaxis to
sites of inflammation playing an important role in the macrophages, T cells, and
monocytes recruitment it may have an indirect effect on cancer progression by
controlling the immune response (Oliveira et al., 2014).

Therefore, the aim of the present study was to analyze the distribution of
CCR5432 polymorphism among HPV infected and non infected women and possible

contribution to cervical lesions development from North region of Parana, Brazil.
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2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Ethical approval

This study was approved by the Institutional Ethics Committee Involving
Humans at State University of Londrina, Londrina — PR, Brazil (CEP/UEL 133/2012;
CAAE 05505912.0.0000.5231). The study purpose and the procedures involved were
explained to all participants, and written informed consent was obtained prior to sample

collection and interview.

2.2 Study Design and Samples collection

In this case-control study, we analyzed 349 women who underwent outpatient
cytology testing between 2013 and 2016 at an ambulatory colposcopy facility of the
Intermunicipal Consortium of Health of the Middle Paranapanema, at University
Hospital and Clinic Center of State University of Londrina, and at two Basic Healthcare
Units in Londrina — PR, Brazil. After sample collection, cytobrushes were stored in 2
mL TE buffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8.0) at -20°C until analysis. Peripheral
blood was drawn by sterile syringues, in tubes containing EDTA as anticoagulant, and
stored at -20°C until analysis. Patients were interviewed using a structured
guestionnaire to collect socio-demographic, reprodutive and sexual behavioral data.
Participants were stratified based on presence or absence of HPV DNA, as tested by
PCR, and based on lesion grade, as determined by cervical cytology.

2.3 DNA extraction

Genomic DNA was obtained from cervical cytobrushes using DNAzol
(Invitrogen Inc., Carlsbad, CA, USA), according to the manufacturer’s instructions, and
stored at -20°C. Genomic DNA from peripheral blood samples was extracted using the
Biopur Mini Spin Plus Kit (Biometrix, Curitiba, PR, Brazil). DNA concentration was
measured by Thermo Fisher Scientific NanoDrop 2000c® Spectrophotometer (USA)
at 260 nm and purity was assessed through 260/280 ratio.
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2.4 HPV detection by PCR

HPV PCR was carried out using MY09 and MY1l1l primers, according to
GenBank Accession number: AJ236888. These primers amplify a conserved region of
approximately 450 base pairs (bp) of L1 HPV gene (Bauer et al., 1991). Reaction
conditions were 190 nM of dNTPs, 500 nM of each primer, 2 mM of MgClz, 1X of Buffer,
approximately 80 ng of DNA and 1,25U of Taqg polymerase (InvitrogenTM, Carlsbad,
CA, USA), with an annealing temperature of 55°C. Co-amplification of the human b-
globin gene (268 bp) was performed as an internal control, using primers GH20 (5’-
GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3) and PC04 (5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3)
under the same conditions as the HPV PCR. A negative control sample (no DNA) was
performed during all reaction sets in order to exclude possible contamination. Also, a
positive control consisting of HeLa cell lineage DNA, which contains HPV18 genome

integrated to cell genome, was adopted.

2.5 CCR5 rs333 polymorphism analysis

CCR5 rs333 polymorphism was assessed by standard PCR fragment length
analysis as previously described by our group (Oliveira et al., 2007). All DNA
amplification reactions were performed with appropriate negative controls. PCR
products of 225 and 193 bp were analyzed by electrophoresis in 10% silver stained

polyacrilamide gel.

2.6 Statistical analysis

Categorical data were analyzed by [12 test and results expressed as absolute
value and percentage. Continuous data were analyzed by parametric tests when
normality was assumed (t Test). Binary logistic regression analysis, with adjustment
for several confounders was used to estimate the association between polymorphism
genotypes and HPV infection status. All tests were two-tailed, with a p value <0.05
considered for statistical significance. The odds ratio (OR) was estimated for all
analyses, adopting a 95% confidence interval (Cl). All statistical analyses were carried
out using the SPSS Statistics 22.0 software (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA).
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3. RESULTS

In the present study, 349 women were assessed and after HPV molecular
diagnosis categorized as HPV infected patients (164 / 47.0%) and HPV non-infected
patients (185 / 53.0%). HPV infected patients mean age was 35.7+13.1 years (median
33), while HPV non-infected women mean age was 42.4+11.8 years (median 42), with
HPV infected women being significantly yourger (p<0.001).

Socio-demographic data is presented in Table 1 and reproductive and sexual
behavioral features are presented in Table 2 and 3. A higher frequency of HPV
infection was observed among women under 34 years old (p<0.001), single (p=0.001),
that received 1 minimun wage or less (p=0.002), tobacco smokers (p=0.007), who had
the first sexual intercourse before 17 years old (p=0.038) and that had 4 or more sexual
partners during lifetime (p=0.001).

Notably, among HPV infected women, 79 (50.3%) did not present cervical
lesions, 24 (15.3%) had low-grade squamous intraepithelial lesions (LSIL) and 54
(34.4%) high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL). When compared to no
cervical lesions group as referece, high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL)
were more frequent in women reveiving 1 minimun wage or less (p=0.002) (Table 4).

CCR5 rs333 polymorphism genotypes distribution among HPV non-infected
and infected patients were in Hardy-Weinberg equilibrium (p=0.05). Among HPV non
infected patients 94.1% (174) presented CCR5/CCR5 genotype, 5.9% (11) CCR5/A32
and the genotype A32/A32 was not observed among non infected women. Assessing
HPV infected women CCR5/CCR5 genotype was observed in 89.0% (146) of them,
10.4% (17) presented CCR5/a32 and 0.6% (01) a32/a32 genotype. Therefore no
significant difference regarding genotypes and alleles distribution according to HPV
infection was observed, however it was observed a tendency for a32 allele
(OR = 2.007, C195% 0.941-4.282, p = 0.072) (Table 5).

We also analyzed if CCR5 rs333 genotypes were associated to cervical lesions
development among HPV infected women, but no significant difference was observed
(p=0.167) (Table 6).
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4. DISCUSSION

In the present study we examined the possible association between CCR5
rs333 polymorphism and HPV infection and cervical lesions development. Regarding
sociodemographic, reproductive and sexual charactheristics we observed that HPV
infected women were significantly younger than non-infected ones, with a higher
frequency of HPV infection observed among women under 34 years old, single, that
reveived 1 minimun wage or less, tobacco smokers, who had the first sexual
intercourse before 17 years old and that had 4 or more sexual partners during lifetime.

De SanJosé et al. (2007) demonstrated, in a meta-analysis study, that HPV
prevalence was highest in women younger than 35 years old. Young age is an
established independent factor associated to HPV infection (Coser et al., 2016), due
to a potential more intense sexual activity and also to cervical ectopy, a physiological
change common at this age leads to HPV infection by rapid rate of metaplasic changes
and the incomplete immune responses (Hwang et al., 2012; Zitkute & Bumbuliene,
2016). Moreover anovulatory cycles lead to inadequate production of cervical mucus,
which is an important protective barrier against infectious agents (Zitkute &
Bumbuliene, 2016).

A meta-analysis based upon 57 studies found that there was a 2-fold increased
risk of invasive cervical cancer among individuals of low social status compared with
individuals of high social status (Parikh et al., 2003).

Several studies showed that cigarette smoking is associated with HPV
prevalence (Vaccarella et al., 2008), incidence (Minkoff et al., 2004), and persistence
(Koshiol et al., 2006). Has been demonstrated that women who smoke are about twice
as likely as nonsmokers to get cervical cancer and that the cervical mucus of smokers
contains measurable amounts of cigarette constituents and their metabolites (Xi et al.,
2009).

Ribeiro et al. (2015) and Baudu et al. (2014) also reported a significant
association among women who had their first sexual intercourse prior to 16 years of
age and HPV infection. Sexual life with lots of different partners also increases chances
of coming into contact with a person who is carrying the HPV. Some studies showed
that women, who had during their life two or more partners, have twice higher
prevalence of HPV than those who had only one partner (Bahmanyar et al., 2012;
WHO, 2008).
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When compared to no cervical lesions group as referece, HSIL were more
frequent in women reveiving 1 minimun wage or less. What is in accordance to
previous studies which postulated that individuals with lower socioeconomic status,
including lower levels of education and low income, may be more likely to engage in
higher risk sexual activity or have delayed access to medical screening services,
leading to higher exposure and infection rates (Parkin & Bray, 2006; Bernard et al.,
2008).

To best of our knowledge this is the third study to investigate CCR5 rs333
polymorphism influence in HPV infection and squamous intraepithelial lesions. No
significant difference in CCR5 rs333 genotypes and alleles’ distribution according to
HPV infection was observed and it was not associated to cervical lesions development
among HPV infected women from North Region of Parand, Brazil. Although a tendency
for A32 allele presence was observed regarding HPV infection.

The first study was conducted by Zheng et al. (2006) in a Swedish cervical
cancer population, and they observed that individuals with the A32/a32 genotype
presented an increased risk of 4.58 (Cl 0.40-52.64, p=0.045) for HPV positivity.
However in Zheng study the observed association may be questioned since the
confidence interval is wide and it overlaps the null value. The 95% confidence interval
(CI) is used to estimate the precision of the odds ratio (OR), and a large Cl indicates a
low level of precision of the OR, whereas a small Cl indicates a higher precision of the
OR. It is important to note however, that the 95% CI does not report a measure’s
statistical significance. In practice, the 95% Cl is often used as a proxy for the presence
of statistical significance if it does not overlap the null value (e.g. OR=1) (Szumila,
2010).

The second study was conducted by Santos et al. (2016) in Northeast Region
of Brazil, while the present study was conducted in the South Region of Brazil, which
presents a different ethnic background, although Brazilian population is caractherized
by an intense ethnic mixture. Santos et al. only investigated the association between
CCR5 rs333 polymorphism and cervical lesions development and they did not observe
any association of A32 allele variant with development of cervical lesion (OR = 1.54,
Cl95% 0.67-3.54, p=0.405).

Singh et al. (2008) also evaluated the association between CCRS5 rs333

polymorphism and cervical cancer development and reported that CCR5 heterozygous
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genotype may significantly influence the early stage of cervical cancer development
(OR = 4.43; p=0.021).

Cytokines, chemokines, their receptors and free radicals initiate and perpetuate
inflammatory responses, therefore gene polymorphisms or genetic variations in
immune related genes might be related to HPV persistence and progression to cancer
(Moss & Blaser, 2005). Moreover, CCR5 may have an indirect effect on cancer
progression by controlling the antitumor immune response (Mafies et al., 2003) since
it is involved in the chemotaxis of leukocytes towards inflammatory sites (Baggiolini,
1998) but it has been suggested that CCR5 has a farmore important role in the immune
response than in regulating the trafficking of immune cells (Weiss et al., 2011).

In this context, CCR5 expression on CD8+ T cells was necessary for their
efficient activation and migration to the tumor site and for tumor killing; importantly,
CCR5 must also be expressed by CD4+ T lymphocytes to achieve maximal CD8+ T
cell effector function (Gonzalez-Martin et al., 2012). Furthermore successful regression
of HPV infection occurs in the presence of local pro-inflammatory (Thl) cytokine
expression (Scott et al., 1999; Scott et al., 2001; Song et al., 2008), and it is known
that CCR5 drives the immune response towards the Thl pattern (Loetscher et al.,
1998).

However, the exact mechanism of the clearance of HPV infection remains
unclear. HPV persistence is considered to require a tolerant local immune
environment, favoring evasion of the virus or the suppression of the innate and

adaptive immune responses (Kemp et al., 2010).

5. CONCLUSION

Since CCR5 may contribute to antiviral response, cervical lesions development
and cancer progression by controlling the antitumor immune response and rs333
polymorphism is not a very frequent polymorphism, it should be assessed in order to
stablish its real influence on HPV infection and squamous intraepithelial lesions

development.



Table 1

Socio-demographic and clinical characteristics of HPV non-infected and

infected patients

Variable HPVnon- HPV infected
infected p value
n* (%) n* (%)
Self-Reported Ethnicity 0.317
Caucasian 94 (52.2) 71 (46.7)
Non-caucasian 86 (47.8) 81 (53.3)
Age (years) <0.001
<34 55 (30.1) 85 (52.1)
35-54 98 (53.6) 59 (36.2)
> 55 30 (16.3) 19 (11.7)
Educational level® 0.981
Incomplete fundamental 55 (30.6) 48 (31.6)
education
Complgte fundamental 29 (12.2) 17 11.2)
education
Incomplete secondary o8 (15.6) o5 (16.4)
education
Complgte secondary 56 (31.1) 48 (31.6)
education
Incomplete higher education 6 (3.3) 6 3.9
Complete higher education 13 (7.2) 8 (5.3)
Monthly income® 0.002
<1 minimum wage 43 (23.9) 62 (42.2)
1 — <3 minimum wages 124 (68.9) 74 (50.4)
3 — <5 minimum wages 8 (4.4) 10 (6.8)
5 — <7 minimum wages 4 (2.2) 0 (0.0
=7 minimum wages 1 (0.6) 1 (0.6)
Marital status 0.001
Single 18 (9.8) 43 (26.2)
Married / Civil partner 132 (71.7) 90 (54.9)
Divorced 23 (12.5) 22 (13.4)
Widowed 11 (6.0) 9 (5.5)
Smoking status 0.007
No 153 (83.6) 113 (71.5)
Yes 30 (16.4) 45 (28.5)
Knowledge about HPV 0.163
No 33 (18.1) 39 (25.5)
Have ever heard 104 (57.2) 73 (47.7)
Yes 45 (24.7) 41 (26.8)

Analysis by two-sided Chi-square (X?) test and (p<0.05 as significance level).
2Based on Brazilian educational system.

Based on Brazilian minimum wage (approximately U$ 250.00).
* For socio-demographic characteristics analysis between HPV non-infected and infected patients not all 349 patients were

included, with variations depending on the characteristic analyzed.
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Table 2

Categoric reproductive and sexual behavioral characteristics of HPV non-

infected and infected patients

69

Variable HPV non-infected HPV infected p value
n* (%) n* (%)

Hormonal contraceptive method 0.140
No 124 (68.9) 98 (61.3)
Yes 56 (31.1) 62 (38.8)

Condom 0.626
No 159 (87.8) 129 (84.9)
Yes 22 (12.2) 23 (15.1)

Age at first sexual intercourse (years) 0.038
<17 95 (51.6) 101 (62.7)
218 89 (48.4) 60 (37.3)

Age at menarche (years) 0.589
<12 89 (48.6) 83 (51.6)
213 94 (51.4) 78 (48.4)

Sexual partners during lifetime 0.001
1 74 (40.7) 36 (23.7)
2-3 57 (31.3) 48 (31.6)
24 51 (28.0) 68 (44.7)

Analysis by two-sided Chi-square (X?) test (p<0.05 as significance level).
* For reproductive and sexual behavioral characteristics analysis between HPV non-infected and infected patients not all 349
patients were included, with variations depending on the characteristic analyzed.

Table 3

Continue reproductive and sexual behavioral characteristics of HPV non-

infected and infected patients

Variable ?:f\écrlzg- HPV infected o value
mean (SD) mean (SD)
Age at Menarche 12.77 1.948 12.63 1.724 0.493
First sexual intercourse age 17.85 3.190 16.84 3.542 0.006
Pregnancies number 2.45 1.400 2.2 1.740 0.134
Delivery number 2.32 1.200 2.36 1.552 0.754
Abortion number 0.33 0.703 0.26 0.559 0.339
Sexual partners number in the 0.88 0661 0.94 0612 0.443

past 6 months

Analysis by t Test (p<0.05 as significance level).



Table 4
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Socio-demographic, reproductive and sexual behavioral characteristics of HPV
infected patients according to cervical intraepithelial lesions

Variable NSIL LSIL HSIL p value
n* (%) n* (%) n* (%)
Age (years) 0.897
<34 41 (51.9) 12 (52.2) 30 (55.6)
35-54 28 (35.4) 09 (39.1) 20 (37.0)
=55 10 (12.7) 02 (8.7) 04 (7.4)
Monthly income® 0.002
<1 minimum wage 24 (31.6) 06 (27.3) 28 (65.1)
1 — <3 minimum wages 44 (57.9) 14 (63.6) 15 (34.9)
3 — <5 minimum wages 08 (10.5) 02 (9.1) 00 (0.0
= 5 minimum wages 00 (0.0) 00 (0.0) 00 (0.0
Marital status 0.479
Single 21 (26.5) 05 (20.8) 17 (31.5)
Married / Civil partner 45 (57.0) 12 (50.0) 29 (53.7)
Divorced 10 (12.7) 04 (16.7) 07 (13.0)
Widowed 03 (3.8) 03 (12.5) 01 (1.8)
Smoking status 0.198
No 61 (79.2) 15 (65.2) 34 (66.7)
Yes 16 (20.8) 07 (34.8) 17 (33.3)
Age at first sexual intercourse 0280
(years)
<17 45 (57.0) 15 (68.2) 37 (69.8)
=18 34 (43.0) 07 (31.8) 16 (30.2)
Sexual partners during lifetime 0.210
1 24 (31.2) 05 (21.8) 06 (13.3)
2-3 20 (26.0) 09 (39.1) 16 (35.6)
24 33 (42.8) 09 (39.1) 23 (51.1)

Analysis by two-sided Chi-square (X?) test (p<0.05 as significance level). SIL: squamous intraepithelial lesion; NSIL: non-
squamous intraepithelial lesion; LSIL: low-grade squamous intraepithelial lesion; HSIL: high-grade squamous intraepithelial lesion.
* For socio-demographic, reproductive and sexual behavioral characteristics analysis among cervical lesions distribution in HPV

infected patients not all 164 patients were included, with variations depending on the characteristic analyzed.
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Table 5
Association between CCR5 rs333 polymorphism and HPV infection
CCRS5 - HPV non-infected HPV infected
OR Closw value
Genotypes (n =185)2 (n =164)° o P
rs333 n (%) n (%)
Codominant Model
CCR5/CCR5 174 (94.1) 146 (89.0) 1.000 Reference
CCR5/A32 11 (5.9) 17 (10.4) 1.842 0.836 — 4.057 0.130
A32/ A32 0 (0.0) 1 (0.6) NA NA NA
Dominant Model
CCR5/CCR5 174 (94.1) 146 (89.0) 1.000 Reference
CCR5/ A32 + 11 (5.9 18 (11.0) 1.950 0.892 — 4.261 0.094
A32/ A32
Alleles
CCR5 359 (97.03) 309 (94.21) 1.000 Reference
A32 11 (2.97) 19 (5.19) 2.007 0.941 — 4.282 0.072

Analysis by Odds Ratio (p<0.05 as significance level).

OR = Odds Ratio; Cl = Confidence Interval. 2 X2 in HWE=0.092, p>0.05; ® X2 in HWE=0.1833, p>0.05.
NA = Not available

Recessive model was not performed due to the low number of A32/A32 genotype women.

Table 6
Distribution of CCR5 Genotypes by Lesion Grade among HPV infected
women
NSIL? LSILP HSIL®
CCRS genotype (N = 79) (N = 24) (N = 54) valF:Je*
n (%) n (%) n (%)
CCR5 rs333 0.167
CCR5/CCR5 72 (91.1) 19 (79.2) 50 (92.6)
A32 carrier 7 (8.9 5 (20.8) 4 (7.4)

*By two-sided »? test, with p < 0.05 considered significant.
aNo lesion, Plow-grade squamous intraepithelial lesion, and high-grade squamous intraepithelial lesion.
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5 CONCLUSOES DOS ARTIGOS

5.1 ArRTIGO 1

e Quanto as caracteristicas sociodemogréficas, de comportamento sexual e
ginecoldgicas e obstétricas, observou-se maior prevaléncia do virus entre mulheres
com idade menor que 25 anos, solteiras, que recebiam até um salario minimo,
tabagistas, que tiveram sexarca antes dos 18 anos de idade, que tiveram 4 ou mais
parceiros sexuais durante a vida e que nunca gestaram. Infeccao por C. trachomatis
foi maior em pacientes HPV positivas. Embora estatisticamente ndo significativo,
este resultado apresentou tendéncia.

¢ Idade menor que 25 anos foi um fator de risco independente associado a infec¢cao
pelo HPV, enquanto estado civil casada ou com parceiro fixo e renda mensal de 1
a 3 salarios minimos foram independentemente associados a protecdo contra a
infeccdo por este virus.

e Quanto a presenca de anormalidades citoldgicas diagnosticadas nas pacientes
HPV positivas, tabagismo, renda mensal de até um salario minimo e aborto foram
associados ao desenvolvimento de lesdes intraepiteliais escamosas.

¢ Renda mensal de 1 a 3 salarios minimos foi direta e independentemente associada
a protecdo contra o desenvolvimento de lesdes intraepiteliais escamosas.

5.2 ARTIGO 2

¢ Quanto as caracteristicas sociodemograficas, reprodutivas e sexuais, observou-se
gue as mulheres infectadas pelo HPV foram significativamente mais jovens do que
as nao infectadas, com maior frequéncia de infec¢cdo observada dentre mulheres
com idade inferior a 34 anos, solteiras, que recebem um salério minimo ou menos,
tabagistas, cuja sexarca ocorreu antes dos 17 anos de idade e que tiveram 4 ou
mais parceiros sexuais durante a vida.

¢ Nao foi observada diferenca significativa na distribuicdo genotipica e alélica do
polimorfismo rs333 de CCR5 em relagdo a infeccdo pelo HPV ou ao
desenvolvimento de lesbes cervicais entre mulheres infectadas pelo HPV, embora
a presenca do alelo A32 tenha apresentado tendéncia em relacdo a infeccao pelo
HPV.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados sugerem que a idade, o estado civil e a renda
mensal sdo cofatores importantes para a infecgcéo pelo HPV e desenvolvimento da LIE
em mulheres residentes na regiao Norte do Parana. Contudo devido ao fato do rs333
do CCR5 ser um polimorfismo pouco frequente na populacdo, e possuir importante
papel na resposta imune antiviral e antitumoral, maiores estudos sao necessarios para
estabelecer o envolvimento deste polimorfismo na infeccdo pelo HPV e no

desenvolvimento de lesdes intraepiteliais escamosas.
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APENDICE A

Questionario Socio-Demografico

ANEXO 1 - QUESTIONARIO SOCIOEPIDEMIOLOGICO

N2 LAB

Data: / /

1. Conhece o HPV???
( ) Nunca ouvi falar
( )Ja ouvi falar mas ndo sei o que &

( ) Conhego
2. ldade anos DN,
3. FEtnia:

Branca / parda / negra / asidtica / indigena

4. Sua renda mensal (em saldrio minimo) é de?
( ) Até 1 salario ( )De 1l a3 salarios

( )De3 a5 salarios ( )De5 a7 salarios

( )De 7 a 10 salérios

5. Vocé fuma?
( J)N&dGo ( )Sim Tempo:

6. Qual o seu grau de escolaridade?

( ) Fundamental Incompleto

( ) Fundamental Completo

( ) Médio Incomplete ( ) Médio completo
{ ) Superiorincompleto ( ) Sup. completo

7. Estado Civil:
( ) Solteira ( ) Casada
( ) Divorciada ( ) Viava

8. Qual sua profissao?

9. Faz o uso de algum método contraceptivo?
( )N&o ( )Sim Qual:

10. Tipo de Parto:

( ) Normal ( ) Cesaria

11.MN2de gestacdes:

12. Numeros de Partos:
( ) Nenhum ( JUm
( ) Dois { ) Trés

( ) Quatro ou mais

13. Idade da 12 relagdo sexual: anos

Reg. N®

14. Idade da 12 menstruacao: anos

15.NUmero de parceiros sexuais durante a vida:

16. Nuamero de parceiros sexuais nos ultimos
6 meses:

17. Ja realizou outros exames preventivos?
( )Sim ( ) Nao

18. Exames de prevencado realizados no passado
apresentaram algum tipo de alteragao?

( )Sim ( ) Néo

( ) N&o me lembro

Em caso de resposta “Sim” favor descrever a
alteracdo:

19. J3 contraiu alguma infecc¢3o ginecolégica
{ ) Néo { )Sim ( ) né@o seiinformar
Em caso de resposta “'SIM™’, se possivel descrever

qual:

20. Ja esteve infectada pelo HPV?

( )Sim ( ) Ndo ( ) Ndo sei informar
21. Conhece as formas de transmissdo ou
formas de contrair o virus?

{ ) Néo { )Sim Qual ou quais:

22. Existem casos de cancer de colo de utero
em sua familia?

( )sim ( ) Nao

Em caso de resposta 'SIM™ descrever o grau de
parentesco:

23. PESO
24 Altura

25 IMC
Pesquisador:
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ANEXO A

Submiss&o e aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos UEL

“I_iﬂl' Universidade PARANA

‘GOVERNO DO ESTADO

== Esiadual de Londrina

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina

Registro CONEP 5231
Parecer CEP/UEL: | 133/2012 ‘
' CAAE: 1 05505912.0.0000.5231
|Processo: | 19275/2012 |
' Pesquisador(a):  Karen Brajao de Oliveira ;
Unidade/Orgao: . CCB — Departamento de Ciéncias Patologicas

! i
|

1 Prezado(a) Senhor(a):

|
O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da ;
Universidade Estadual de Londrina” (Registro CONEP 5231) — de acordo com as i
orientacées da Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saiude/MS e Resolugdes
Complementares, avaliou o projeto:

“PREVALENCIA E GENOTIPAGEM DE HPV E SUA POSSIVEL ASSOCIACAO
COM OS GENES DE CITOCINAS, QUIMIOCINAS E SEUS RECEPTORES EM
NIVEL DE DNA, RNA E PROTEINA: implicagées no microambiente tumoral.”

Situacdo do Projeto: Aprovado

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificacdo que ocorra
no desenvolvimento da pesquisa, bem como devera ser encaminhado ao CEP/UEL |
relatorio final da pesquisa, conforme prevé a Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional |
de Saude/MS e Resolucbes Complementares.

Londrina, 28 de agosto de 2012.

_%/ ﬂﬁnﬂw}) Lol (w//

Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli i
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina
P,“(; . . . "‘. |
Vice-Coeit. do Comitd de Etica e Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos
Universidade estadual de Londrina
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Termw de Consentimento Livre & Esclarecido

“prayvaliéincia e genctipagem de HPY & 8Ua poesivsl 3880013530 COM 08 ganass os cliocinas,
quirnbacings & ssus recepionss am nivel de DMNA, RNA & profena: dmplicagies o
milcroamiblants tumoral ™

Prezadoja) Senhor{a)

GoEtariamos o8 convida-lo (3) @ partcipar da pesguisa “Prevaléncla & gen m d& HPW & sua
poessivel assoclagldo com og genss de cliccinas, quimiccinas & seus &m nivel de
DHE, RHA & profeinag: Implicagtes no microamblents tumoral”, realizada no “Laborabdrie da
Genstica Molacular @ Imunclogla, Departamenfe de Clénclas Patologicas da Universidads
Estacual de Londrinag™. © objeive da pesquisa e avalar 3 presenca oo vinus em muierss atendidas
EM programas de preven;ao a0 caneer cervical do selor plidlico de saode da regldo nore do Farana,
por mein de metodoioga especiica @ sensivel, visando Bmbem 3 355003030 de da0es demograncos,
para andllse dos fatores de fsco que contriowem para a exposigdo da populagdo a0 vinus, Dem como
os delerminantes de s5UE manwengEo. Adidonaments objeiva-se compresnder o papel do skbema
mune no controle & nkcEg3o tumodal, Dem como N3 sUE fomacdo, crescimenio & progressdn, em
especlal avallar & Interagdo wmor-hospedeirn em padentss portadoras do wvius HEWV & o
deservolimento do cancer cervical. A sua participag3o @ mulio mporianie e ela se dara da seguinte
forma doagao de SmL os sangus pedfenco colefado por puncio wenosa & O0aGS0 o0 awab
canvice-vaginal utlizade para confecqdo das Bminas para o szams preventive para anallizss
molgculares, bam como respendsrt um questonane soclodemograflco. Gostaramos de
ESCarecer QUe sUa paricipacdo & in@mente voluntara, podendo vood: recusarse a panicipar, ou
MEEMd GEEEHr 3 qualkgsr momento sem Isin SCaMmets Qualgusr ANUs ou prejulzo 3 LS PEEs0E.
Irforramncs ainda que 35 Informagdes utlizagas soments para oe fing desta pesquisa & serdo
tratadas com o mals absoluto siglo e confidencialidade, de modo 3 presenar 3 s1a dentidade.

4z amosiras blologicss (Bangus parfenco & Secregds candco-vaginal) ssrdo ulllzedos pars
gxtragac ds DMA & RMA ﬁa anall=es modeculares & Imunobigicas. Esfes materials asrdo
obtidos am pequenas qua portanic ndo haverd sobra de matenal bokiglco.

& bensficlos esperados 530 3 detecgdo precoce do vines HPY em mulheres atendldas em programas
g2 prevengas a0 cancer de ol oe OiEro do setor pablco de sa(ds da regldo nons G0 Farana.
Informamiss que 3 padents que & dIEpOr & particioar 4o pFojetn Nao sofrerd desconfanoas nem nscos
# salde, ndo havendo qualquer prejuleo &5 mesmas. Informamcs que 3 s2nhora N30 pagara NEm 56
rewmnem::;_ﬁrmpanlﬂ . {Zam@ntimos, no entanto, que todas a5 despesas decomentes da
pesaUsa regssanidas, quando devidas @ decomeniss especilicamenta o8 sua participacdo na

%EEMMWﬂEmmmMMmmmm Brajdo
de Ollvedra, Labocratdrie de Gendtlica Molscular @ munologla, Departamente da Clénclas
Patoldglcas, Universidade Estadual de Londrina, 3371-4267, karen brajaoguel br), ou procurar o
Comibd de Ebca em Pesguisa Envolvento Senss Humanos da Universidadge Estagual de Londrng, na
Avenida Robest Kook, m* &0, ou o telefone 337124300 Este tevmo devera ser preenchido em duas
vias de Igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a vood.

— —y~— Longmna,  de de 201
—d |
Pesquisador Responsavel *’_—K:'-./ :ﬁ@ :
Pro™. Dr*. Karen Brajao de Olivesra d
Rz §.538.742-5
. fendao

|
Eido devidamente esclarecido sobre 0f pmocedmenios da pesquisa, concordo em participar
voluntaramants 43 pesquisa descriia acima

Aszinahra (ou Impressdo dactloscopica);
Data
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