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Resumo

0 desenvolvimento de métodos quantitativos para estimar a carga viral tem vindo a melhorar a
capacidade de controlar a progressao de doencas e avaliar a eficacia dos tratamentos.

Neste estudo, pretende-se estimar a carga viral em mulheres infetadas com o Virus do Papiloma
Humano (HPV) de alto risco, e avaliar a sua associacdao com os dados clinicopatoldgicos para
determinacao da sua utilidade como fator de progndstico.

Foram selecionadas 365 mulheres com resultado positivo para infecao por HPV de alto risco,
determinada por PCR semi-quantitativo. A carga viral foi estimada usando retas de calibragao construidas
com base em amostras padrao.

Os resultados mostram que existe associacao entre a carga viral e o grau das lesoes cervicais,
verificando-se uma maior carga viral em resultados citoldgicos de LSIL e HSIL/ASC-H quando
comparados com situacoes reativas ou de NILM (p<0,05). Adicionalmente, uma carga viral superior a
2000 Cp/mL apresenta grande valor progndstico, uma vez que no follow up este grupo de mulheres
apresenta uma maior proporcao de lesoes CIN2/3 (p=0,0235).

0O presente estudo transversal sugere que a carga viral pode ser util na monitorizacao e follow up
das lesdes cervicais, e deve ser considerado no progndstico de mulheres com infecao por HPV de alto

risco.

Palavras-chave: HPV; Carga viral; Citologia; Histologia.



Abstract

The development of quantitative methods to estimate viral load has been improving the ability to
control the progression of diseases and assess the effectiveness of treatments.

In this study, our purpose was to estimate the viral load in women infected with the high-risk
Human Papilloma Virus (HPV), and evaluate its association with clinicopathological data to determine its
usefulness as a prognostic factor.

365 women with a positive result for high-risk HPV infection, determined by semi-quantitative
PCR, were selected. Viral load was estimated using straight calibration lines constructed from standard
samples.

Theresults show that there is an association between viral load and the degree of cervical lesions,
verifying a higher viral load in cytological results of LSIL and HSIL/ASC-H when compared with reactive
or NILM situations (p<0.05). Additionally, a viral load higher than 2000 Cp/mL has prognostic value, since
at follow up this group of women has a higher proportion of CIN2/3 lesions (p=0.0235).

The present cross-sectional study suggests that viral load may be useful in monitoring and follow

up of cervical lesions, and should be considered in the prognosis of women with high-risk HPV infection.

Keywords: HPV; Viral load; Cytology; Histology.
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1. Introducao
1.1. Dados epidemioldgicos sobre o cancro do colo do iitero

Segundo a Organizacao Mundial de Satide (OMS) e a International Agency for Research of Cancer
(IARC), estima-se que em 2020 terao sido diagnosticados mais de 604 000 novos casos de cancro
cervical e registadas cerca de 342 000 mortes. Cerca de 90% dos novos casos e das mortes ocorreram
em paises de baixo e médio desenvolvimento econdmico onde o risco de surgir lesdes malignas antes dos

65 anos é de cercade 15%'2.

Breast
Colorectum
Lung

Cervix uteri
Thyroid
Corpus uteri
Stomach
Ovary

Liver

Incidence

Non-Hodgkin lymphoma W Mortality

“]"T']]TI

o
>

20 30 40

Data source: Globocan 2020
Graph production: Glabal Cancer ASR (World) per 100 000
Observatory (ttp://gco jarc )

Figura 1. Grafico com as taxas de incidéncia e mortalidade de cancro, estimadas a nivel mundial, em todas as idades para o ano
2020.

Nos paises desenvolvidos, o cancro do colo do ttero é responsavel por 3,6% dos novos casos, com
um risco cumulativo (dos O aos 64 anos) de 0,8%. Nos paises em desenvolvimento, a sobrevida a cinco
anos é de menos de 50%, enquanto nos paises desenvolvidos é de cerca de 66%'.

Na Europa, as estimativas atuais indicam que a cada ano, 58 169 mulheres sao diagnosticadas com
cancro do colo do utero e 25 989 morrem da doenca. Este é classificado como 0 92 cancro mais frequente
entre as mulheres na Europa e o 32 mais comum em mulheres entre os 15 e 0s 44 anos®>.

Em Portugal, todos os anos sao diagnosticados cerca de 750 novos casos de cancro do colo do ttero,
sendo este o sexto cancro mais comum e o seqgundo mais frequente entre mulheres com idades
compreendidas entre os 15 e 0s 44 anos. Segundo as estimativas, no ano de 2020, 965 mulheres foram
diagnosticadas com cancro do colo do utero e 379 faleceram da doenca. Varios estudos indicam que é o
quarto cancro mais frequente nas mulheres e que até 2025 este valor tem tendéncia a diminuir cerca de

23%, no entanto, prevé-se um aumento de 21% na faixa etdria dos 45 aos 54 anos®*.
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Figura 2. Grafico com as taxas de incidéncia e mortalidade de cancro em mulheres, em todas as idades, estimadas em Portugal
em 2020.

Na grande maioria dos casos o cancro do colo do utero é assintomatico na fase inicial. No entanto, por
vezes, pode apresentar alguma sintomatologia, como hemorragias mais abundantes entre os ciclos
menstruais ou depois de relagdes sexuais. Numa fase mais avancada, é frequente este tipo de hemorragia.
Outro possivel sintoma € o corrimento vaginal persistente, pouco espesso e com odor desagradavel®®,

Atualmente, esta estabelecida arelacdo causal entre ainfecao pelo Virus do Papiloma Humano (HPV)
e o desenvolvimento de cancro cervical e seus precursores. Os estudos moleculares mostram que o acido
desoxirribonucleico (ADN) do virus, principalmente dos gendtipos de alto risco, esta presente em células
do epitélio cervical de aproximadamente 99,7% dos casos™®.

Anualmente sao infetadas aproximadamente 14 milhdes de pessoas em todo o mundo em que 9
milhdes sao referentes a infecoes persistentes. Cerca de 70% dos adultos sexualmente ativos serao
infetados por HPV durante a vida. A maioria das infecdes sao assintomaticas e eliminadas
espontaneamente®.

Entre os subtipos de HPV, 016 e 18 foram descritos como potenciais carcinogénicos humanos desde
1983 e estao implicados em 70% das infecoes em mulheres com citologia normal, sendo que o HPV 16
causa cerca de 60% e o HPV 18 cerca de 10% dos cancros do colo do utero, e em conjunto com os
genotipos 31, 33, 45, 52 e 58 representam mais de 90% de todos os casos. Por sua vez, os gendtipos 6 e
11 sao os mais persistentes em lesoes benignas e pré-malignas e causam aproximadamente 90% das
verrugas genitais ou condiloma acuminado’®".

Atualmente, seqgundo a IARC, os genétipos HPV 16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,52, 56, 58,59, 66 e 68
pertencem ao grupo 1 de “carcinogéneos para humanos”, que estdo incluidos na maioria dos testes
comercializados, podendo a sua identificacao ser util para o desenvolvimento de futuras vacinas ou

estratégias de prevencao; existem ainda gendtipos de baixo risco e de risco indeterminado (Tabela 1)'6-°.



As infecOes por HPV de alto e baixo risco sao extremamente comuns, com pico em mulheres jovens
apos o inicio da atividade sexual. A maioria das infecdes cervicais por HPV sao curadas em cerca de 12
meses, sem lesao residual no colo do ttero, no entanto, 10-40% das mulheres apresenta persisténcia da
infecao, mas sem modificagdes citoldgicas®-*>.

As verrugas genitais sao altamente contagiosas tendo um periodo de incubagao compreendido entre
trés semanas a oito meses, onde a maioria das verrugas desenvolvem-se em cerca de dois a trés meses,
tendo uma taxa de transmissao de 65% nas relacoes sexuais. As verrugas genitais podem persistir por
longos periodos de tempo, mas raramente existe evolucao para malignidade, ocorrendo em 30% dos

Casos regressao espontanea®?’,

Tabela 1. Diferentes gendtipos de HPV erisco de oncogenicidade

Alto Risco 16,18, 31,33, 35, 39, 45, 51,52, 56,58, 59, 66

Provavel alto risco 26,53,68,73,82

Baixo Risco 6,11,40,42,44,54,61,70,72, 81,89

Risco Indeterminado 34,55,57,62,67,69,71,74,77,83,84, 85, 86, 87,90, 91

Fonte: editado de Gusakov et al (2020}

A infecao por HPV, particularmente pelos tipos de alto risco, é também responsdvel pelo
desenvolvimento do cancro anogenital e orofaringeo, sendo detetada em 50% dos cancros do pénis, vulva
e vagina e em 85% dos cancros anais e no cancro da cabeca e pesco¢o®®0,

A transmissao do virus ocorre por via direta epitelio-a-epitelio e mucosa-a-mucosa, mas nao
acontece através de fluidos corporais como e registado em outras infecdes virais®.

As doencas sexualmente transmissiveis (DSTs), como o HPV, de uma forma geral tém
caracteristicas que obrigam a consideracoes especiais na modelacao da sua epidemiologia: pois numa
fase assintomadtica o individuo portador da doenca nao tem conhecimento damesma e por isso nao existe
alteracao dos seus comportamentos.

Ademais o periodo de evolugao, incubacao e da probabilidade de infecao é diferente entre ambos
0s sexos, levando a necessidade de modelar separadamente cada um dos sexos e a avaliar os padroes de
contacto entre ambos.

Ainfecao por HPV é uma causa necessdria, mas nao suficiente, para o desenvolvimento do cancro

do colo do utero. Fatores enddgenos e exdgenos podem influenciar o curso da infecao, sendo necessario



que eles atuem de forma cumulativa e continua de modo a se produzirem alteracées celulares durante um
longo periodo de tempo. O tabagismo, a alta paridade, o uso de contracetivos hormonais por longos
periodos de tempo e a coinfecdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH) (mulheres que contrairam
VIH sao 6 vezes mais propensas a desenvolver cancro do colo do ttero em comparagao com as mulheres
sem VIH) foram identificados como cofatores estabelecidos. Outros fatores provdveis sao a coinfecao
com Chlamydia trachomatis e virus Herpes simplex tipo 2, imunossupressao e certas deficiéncias
alimentares. Fatores genéticos e imunolégicos do hospedeiro e fatores virais além do tipo, como as
variantes do tipo, carga viral e integracao viral, provavelmente sao importantes, mas ainda nao foram
claramente identificados"?®333*,

Vdrios paises, incluindo Australia, Estados Unidos da América, Dinamarca, e Portugal, foram os
primeiros a adotar programas nacionais de imunizacao contra o HPV para adolescentes antes do inicio da
atividade sexual. A vacina bivalente contém virus-like particles (VLP's) de HPV 16 e 18, e a vacina
quadrivalente também contém VLP’s do HPV 6 e 11. Ambas as vacinas demonstraram ser seguras,
imunogénicas e altamente eficazes contra o cancro do colo do Utero e em lesdes causadas pelos
gendtipos 16 e 18. No entanto, estas vacinas nao previnem aproximadamente um terco das infecdes por
HPV potencialmente oncogénicos. Uma vacina contra o HPV de nova geracao foi recentemente licenciada
na Europa, a vacina nonavalente, direcionada aos gendtipos de HPV 6, 11,16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58. Esta
vacina € indicada para proteger contra lesdes pré-malignas causadas por gendtipos de HPV que
acometem o colo do Utero, vulva, vagina e anus, bem como verrugas anogenitais causadas por gendtipos
especificos de HPV"™3,

Em Portugal, a vacina quadrivalente contra o HPV esta incluida no programa nacional de imunizacao
desde outubro de 2008 para o sexo feminino a partir dos 13 anos, com um programainicial de recuperacao
de 3 anos para quem tenha 17 anos. Em outubro de 2014, a populacao-alvo foi alterada para o sexo
feminino com idades entre os 11 e 0s 14 anos, com o esquema de duas doses. A vacina nonavalente estd
disponivel em Portugal desde 2017 através do plano nacional de vacinacao num esquema de duas doses
(0 e 6 meses) a administrar a raparigas aos 10 anos de idade. A partir dos 15 anos de idade deve ser feita
uma administracao de 3 doses (0, 2 e 6 meses), estando demonstrada a eficdcia da vacina até aos 45

anos3%-38,

1.2. Biologia do HPV
O HPV esta agrupado em cinco géneros: Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus,
Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus e Nupapillomavirus. No entanto, a maioria dos HPV's com

significado clinico sdo encontrados no género Alphapapillomavirus®.



0 HPV pertence a familia de virus que infeta a pele e as mucosas e pode originar verrugas, tumores
benignos (papilomas) e lesdes pré-malignas que, dependendo do subtipo do virus, podem evoluir para
lesoes malignas™ %4,

Existem atualmente mais de 200 subtipos de HPV que afetam o Homem e desses mais de 100
subtipos ja foram isolados e o seu genoma completamente descrito. O HPV pode ainda ser classificado
segundo o seu tropismo em cutaneo ou mucoso™#%4,

Todos os subtipos de HPV sao virus sem involucro, de capside icosaédrica com um genoma
circular de ADN de cadeia dupla de pequeno diametro (- 55 nm) composta por 72 capsémeros formados
por duas proteinas estruturais, L1e L2, sendo que a primeira corresponde a 90% do conteudo proteico do
virus. O seu genoma é dividido em duas regides codificantes e uma nao codificante®3,

As duas regides codificantes sao compostas por open reading frames (ORF’s), ou seja,
sequéncias de ADN compreendidas entre um codao de iniciacao da traducdo (ATG) e um codao stop®*.
As ORF's de genes funcionais precoces (do inglés, early, E), designadas de E1 a E8, codificam proteinas
envolvidas na transcricao, replicacao, maturacao viral e transformacao celular. Ainda nao esta esclarecida
a funcao dos genes E3 e E8, os quais nao estao presentes em todos os gendétipos de HPV. As ORF’s dos
genes que se expressam tardiamente (do inglés, late, L), L1 e L2, sao responsdveis pela producdo de
proteinas estruturais necessadrias para a producao do capsideo. O gene L1 é altamente conservado entre
os diferentes tipos de HPV's, enquanto o gene L2 é menos conservado, apresentando mais sequéncias
varidveis’*2.

Aidentificacao dos diferentes tipos de HPV's é feita por analise completa do seu ADN. A homologia
da sequéncia para a proteina L1, que é o gene mais conservado do seu genoma, vai determinar a

classificacao por gendtipos*.

1.3. Infecao pelo HPV e carcinogénese
A maior parte das lesdes do colo do utero provocadas pelo HPV regride por si. Apenas 10% das
infecdes se tornam persistentes podendo causar lesdes pré-cancerigenas. Alteracdes displasicas
clinicamente relevantes, podem ocorrer de 1a 3 anos ap6s a infecao, podendo regredir ou levar cerca de
8-12 anos para o desenvolvimento de doenca invasiva, sendo que existem casos de mulheres jovens com
cancros rapidamente invasivos que obrigam por isso a cuidados especiais na elaboracdo dos programas
de rastreio e prevencao®'.
Durante a infecao crénica por HPV, pode ocorrer integracao do genoma do virus dentro da célula
hospedeira, cuja persisténcia estd na base do desenvolvimento de neoplasia intraepitelial cervical grau |
(CIN 1). Este virus infeta células indiferenciadas da camada basal de epitélios mucosos, que se tornam

acessiveis apds abrasoes ou microlesades. A infecao do epitélio tem inicio quando os virides infeciosos se



difundem na zona de transformacao do epitélio do colo do Utero o que leva a perda de integridade do
epitélio de revestimento®24547,

A supressao mediada pelo virus de proteinas pro-inflamatdrias faz com que exista uma ativagao
de linfécitos T citotdxicos e/ou expressao limitada de proteinas virais até estadios mais tardios de
diferenciacdo epitelial, o que pode provocar uma tolerancia imunitaria, que facilita a sua persisténcia®.

Uma vez no interior das células, o genoma do virus é replicado, permanecendo num nimero
reduzido de cdpias. As células, mesmo infetadas, continuam o seu ciclo celular normal, reproduzindo-se e
migrando para a superficie do epitélio de onde ocorre descamacao. Esta acao de descamacao permite a
libertacao dos virus que irdo infetar células vizinhas e/ou outros hospedeiros.

0 HPV ndo tem atividade citolitica e por isso, nao desencadeia reacao inflamatdria no
hospedeiro*™8,

Devido as suas particularidades, as proteinas viricas sao reconhecidas pelo sistema imunitdrio do
hospedeiro, desencadeando a producao de anticorpos que vao neutralizar o virus.

A amplificacdo viral em células diferenciadas ocorre em G2/M. A regido nao codificante do
genoma do HPV (long control region — LCR) desempenha uma funcao reguladora, visto que controla a
transcricao das ORF's dos genes E e L. A amplificagao ocorre coordenadamente com a expressao de
transcritos virais tardios que se inicia a partir de um promotor localizado na ORF E7 e que leva a expressao
de altos niveis de E1,E2 e E4 e E5. Além disso, os transcritos tardios que codificam L1e L2 sao gerados a
partir do promotor tardio, mas requerem a supressao de sinais de poliadenilacao precoces para utilizar
elementos de terminacao no final de L1. Isso ocorre através de alteragdes induzidas por virus no fator de
CSTF-64. A sintese de proteinas do capsideo ocorre coordenadamente com a amplificacao, resultando no
empacotamento de genomas virais em virides recentes para liberacao nas camadas mais externas“®.

Esta descrito que a integracao do ADN do HPV no ADN do hospedeiro é critica na carcinogénese

cervical mediada por E1/E2, em que as propriedades oncogénicas do HPV estdo na base da
sobreexpressao das proteinas E6 e E7 pela consequente perda da regulacao controlada por E2*°.
A proteina E7, que regula a producao de proteinas celulares, e a proteina E6, que complementa o papel da
primeira interagem com as proteinas das células do hospedeiro interferindo com a atividade de
proliferacao celular controlada pela proteina do retinoblastoma (pRb) e pela proteina 53 (p53),
respetivamente®?,

A inativacao da p53 e da pRb da célula do hospedeiro pelas proteinas E6 e E7 virais, leva a uma
perda da regulacao do ciclo celular, facto que leva a uma proliferacao celular descontrolada. Ou seja, a E6
vai-se ligar a p53, via E3-ligase E6AP, ocorrendo a sua degradacao via ubiquitinacao. A degradacao da
p53 leva a inativacao de um de seus alvos - proteina 21 (também conhecido como p21WAF1/Cip1), um
inibidor de quinase dependente de ciclina, que impede que as células entrem na fase S, causando a

paragem do ciclo celular na fase G1em resposta a muitos estimulos°->.



A pRb é direcionada para ubiquitinacao pela proteina E7, ocorrendo a libertacao de fatores de
transcricao E2F que migram do citoplasma para o nucleo, promovendo a transcri¢ao de determinados
genes, como ciclina E, ciclina A e p16INK4A, um inibidor de CDK4/6, facto que leva a célula a entrar
prematuramente na fase S. No entanto, ainda nao estd esclarecido como a proteina E7 medeia a
ubiquitinacao da pRb. Em geral, a degradacao da p53 e da pRb, mediada por HPVs de alto risco, leva a
imortalizacao celular, favorecendo o desenvolvimento de displasia com consequente progressao para
carcinoma invasivo®*8, Noutros casos o0s virus nao adquirem a sua forma madura e a sua presenca
apenas pode ser detetada pelo seu ADN, sendo designada de infecao latente*2>6590,

0 genoma do HPV16 e HPV18 tem um padrao de resposta a progesterona que pode estimular a
replicacao do HPV, desempenhando um papel importante no processo de progressao da infecao
(transformacao). Assim, concentracdes elevadas de progesterona podem explicar a maior frequéncia de
lesdes malignas no sexo feminino comparativamente ao sexo masculino®'.

Na maioria das mulheres, a infecao pelo HPV resolve-se espontaneamente entre 8 a 24 meses,
particularmente em adolescentes e jovens mulheres. A persisténcia de infecoes por HPV de alto risco

demonstra um papel fundamental na progressao das lesdes e no desenvolvimento de cancro cervical*'®2,
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Figura 3.Infecdo por HPV e progressao das lesdes. A maioria das infe¢des sao assintomaticas e eliminadas espontaneamente,
apenas 10% das infecdes se tornam persistentes podendo causar lesdes pré-malignas, as quais podem regredir ou levar ao

desenvolvimento de cancro.

1.4. Papel das infecoes multiplas e reinfecoes
Varios estudos tém sugerido que a infecao prolongada pelo mesmo gendtipo de HPV é

particularmente importante para o processo de carcinogénese®.



Independentemente do cancro do colo do ttero ser tipicamente monoclonal, ou seja, cada caso esta
associado apenas a um gendtipo de HPV, na carcinogénese a infecao por um genétipo nao diminuiu a
probabilidade de infecao concomitante por outros genétipos®.

A literatura indica que 20% a 30% das mulheres infetadas apresentam mais de um tipo de HPV,
0 que leva a concluir que em alguns casos a evolucao para cancro nao depende de apenas um tipo de
HPV3

Um estudo realizado recentemente nos Paises Baixos revela a existéncia de infecdes duplas,
triplas e quadruplas em cerca de 25% das amostras analisadas. Atualmente, ainda nao existe evidéncias
cientificas que comprovem se a infecao multipla tem interferéncia direta ou imunoldgica na persisténcia
de um dado genétipo ou na progressao da doenga®>2854,

Verifica-se a existéncia de um seqgundo pico de prevaléncia de ADN de HPV em mulheres na quarta
e quinta década de vida, normalmente pds-menopausa. No entanto nao estd esclarecido a causa para este
pico: se é explicada na totalidade por reativacao viral e/ou por uma novainfecao, devido a uma diminuicao
da imunidade ou de outro mecanismo, ou se a reativacao comporta risco oncogénico acrescido. Neste
sentido, acrescenta-se que existem varios estudos que afirmam que quando umanovainfecao é causada

pelo mesmo gendtipo que uma anterior, trata-se frequentemente da mesma variante de HPV°%>,

1.5. Rastreio com base no diagnéstico molecular

No que diz respeito ao cancro do colo uterino, importa distinguir rastreio oportunista, realizado no
ambito de uma consulta sem periodicidade definida, e rastreio organizado, uma medida de saude publica,
em que a populacao abrangida deve ser a maxima possivel. O propdsito de ambos é reduzir aincidéncia e
mortalidade pela doenca®"®®,

E provével que ao longo do tempo, os métodos de rastreio mudem devido ao facto das mulheres
mais jovens estarem vacinadas contra o HPV. Prevé-se que a citologia continue a ser utilizada como
forma de monitorizar a eficdcia da vacina e como método de rastreio na populacao nao abrangida pela
vacinagao®.

Em Portugal, o rastreio do cancro do colo do utero foi iniciado em 1978 e atualmente a base
populacional compreende mulheres com idade entre os 25 e 0s 64 anos, sendo realizado o teste de
citologia cervicovaginal de cinco em cinco anos, se tiverem iniciado vida sexual. A partir dos 30 anos de
idade o teste de pesquisa de HPV de alto risco é o teste recomendado para o rastreio do cancro do colo do
(tero, ja que antes dos 30 anos a maioria (80%) das infecdes sao transitdrias, podendo, por este motivo,
o teste ser realizado de 5 em 5 anos gracas a elevada sensibilidade e especificidade associada a um teste
negativo™®”.

Em Portugal, o resultado citoldgico é atribuido com base na classificacao de Bethesda. A

classificacao citohistopatoldgica constitui um procedimento muito importante em Oncologia, embora seja



necessario recorrer a outras formas de avaliagao para o diagndstico definitivo e, ou tratamento tornando-

se imprescindivel efetuar o estadio das lesdes™ ™,

Tahela 2. Organizacio do rastreio do Cancro do Colo do Utero em Portugal

Inicio do 21anos e/ou 3 anos apos o inicio da atividade
Rastreio
Opcoes e <30 anos: citologia de 3 em 3 anos

Periodicidade 230 anos: 3 op¢oes de rastreio:
do Rastreio 1. Teste de HPV e citologia reflexa (se HPV positivo) de 5/5 anos
2. Citologia com teste de HPV associado (Co-teste) de 5/5 anos

3. Citologiade 3/3 anos

Mulheres comidade > 65 anos e que, durante os Ultimos 10 anos, tenham realizado pelo menos trés citologias com resultados
normais ou um teste de HPV negativo aos 65 anos, tém um risco muito reduzido de vir a desenvolver cancro, pelo que devem

discutir com o seu médico a continuagao do rastreio.

Mulheres que tenham sido submetidas a histerectomia total nao necessitam de realizar o rastreio do cancro do colo do ttero, a

nao ser que a cirurgia tenha sido realizada para tratamento de lesées malignas ou pré-malignas.

0 teste de citologia cervicovaginal, ou mais conhecido como teste de Papanicolaou, apresenta
limitacGes e valores de sensibilidade que podem variar entre 0s 18.6-94%, e de especificidade entre 77.8-
99.5%. A citologia em meio liquido permitiu aumentar francamente a sensibilidade para 76%".

Otestede HPV, vulgarmente designado por genotipagem de HPV, deteta a presenca dainfecdo paravarios
gendtipos de HPV de altorrisco, através de uma amostra citoldgica colhida por raspagem do epitélio do colo uterino.
0O teste de HPV representa uma abordagem mais sensivel do que a citologia isolada no rastreio, com um
valor preditivo negativo maior. Varios ensaios de HPV estao disponiveis comercialmente, mas apenas
alguns sao clinicamente validados e aprovados para triagem ou diagndstico™®.

Em Portugal, estao disponiveis varios testes moleculares para detecao de HPV. O teste de
captura hibrida, permite realizar o despiste inicial da infecao, no entanto, apesar de ser dos primeiros a ser
implementado em Portugal, ndo permite genotipar o HPV”'.

0O teste de genotipagem tem a vantagem de permitir identificar os tipos de HPV presentes na
amostra, apresentando maior especificidade e valor progndstico, embora apresente menor sensibilidade
que a captura hibrida. A associacao da citologia ao teste de HPV tem maior sensibilidade na detecao de
lesdes pré-malignas, possibilitando o alargamento do intervalo de rastreio nas mulheres de baixo

risco™®.



Outros testes complementares podem ser utilizados, como: o teste molecular para a avaliar a
expressao de acido ribonucleico (ARN) mensageiro E6/E7, que constitui um marcador de transformacao
neopldsica, permitindo diferenciar infecdes transitérias de infecoes persistentes com potencial
oncoldgico; e o teste de detecao da p16/Ki67 (marcadores de desregulacao do controlo do ciclo celular)
que permite identificar se a mulher tem elevada probabilidade de progressao para lesdes pré-malignas™.

Por meio do uso de métodos moleculares quantitativos, surgiu o conceito de “carga viral” na
virologia clinica, tendo sido pela primeira vez descrito na literatura em 1987 num relatdrio sobre a infecao
pelo VIH-17.

A carga viral é geralmente definida como o nimero de particulas de virus presentes na corrente
sanguinea e/ou outras regides do corpo, geralmente expressa como cdpias de acido nucleico por mililitro.
A determinacao da carga viral auxilia na definicao do prognostico de uma infecao, nas decisdes de
tratamento e na monitorizacao da sua eficacia®®-#3. Atualmente, a medicao da carga viral é considerada
essencial para avaliacao da hepatite viral (como virus da hepatite B (VHB) e virus da hepatite C (VHC)), da
infecao por VIH-1 e para monitorizar a infecao ou reativacao pelo citomegalovirus (CMV) e pelo virus de
Epstein-Barr (EBV) em pacientes imunocomprometidos e/ou com cancro

A Polymerase Chain Reaction (PCR) e uma das técnicas mais utilizadas na area de biologia
molecular. E um método muito sensivel por amplificar regides especificas de ADN, permitindo comparar
diferentes amostras e quantificar, sem necessidade de um organismo vivo. A metodologia de PCR em
tempo real quantitativo, conhecida pela sigla gPCR, e uma técnica de hiologia molecular que permite a
amplificacdo in vitro de ADN de forma répida. A grande diferenca desta metodologia e a detecdo do ADN
amplificado em tempo real a cada ciclo de amplificacdo devido a adicao de um oligonucleotideo marcado
com um fluoréforo que se liga ao ADN-alvo®#,

Para a quantificacdo, e usada uma curva padrdao com ADN de interesse, em diluicdes de
concentracdes conhecidas que ira servir de referéncia e permitira quantificar a amostra a analisar.
Portanto, esta técnica permite a amplificacdo especifica do genoma viral e sua quantificacao em tempo
real. No PCR em tempo real e continua a leitura do sinal de fluorescéncia a partir de uma ou mais reacdes
em cadeia da polimerase ao longo de uma gama de ciclos. Na gPCR ocorre a conversao dos sinais
fluorescentes de cada reacao num valor numérico para cada amostra®®,

Por sua vez, o produto de interesse pode ser quantificado de forma relativa ou absoluta. A
quantificacao absoluta utiliza padroes diluidos em série, com concentragdes conhecidas. A curva padrao
produz uma relacao linear entre o threshold cycle (CT) e o ARN ou ADN complementar (CADN). Na
quantificacao relativa, as alteracoes na expressao génica sao medidas com base num padrao externo ou
numa amostra de referéncia, também conhecida como calibrador®.

As estimativas de carga viral também podem ser Uteis para triagem, acompanhamento de mulheres

ja tratadas e para estudos epidemioldgicos. As associacoes entre a carga viral de HPV e orisco de infecao
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persistente e de lesdes pré-cancerigenas cervicais sao controversas, existindo estudos que mostraram
associagao contrariamente a outros estudos &',

Vdrios estudos sugerem que tanto o gendtipo quanto uma carga viral elevada de ADN de HPV podem
ser utilizados como marcadores para auxiliar na identificacao e triagem de mulheres com risco acrescido
de progressao para neoplasia, evitando gastos desnecessarios em tratamentos invasivos em mulheres
de baixo riscos®®3,

0 significado dos estudos sobre o uso da carga viral em infecées por HPV como marcador de
progndstico de uma infecao viral, nas decisoes de tratamento e na monitorizacao da sua eficdcia,
juntamente com a importancia de novas avaliac6es moleculares emergentes em virologia clinica tém

vindo a ser alvo de grande discussao pela pertinéncia na erradicacao do cancro do colo do utero.

1.6. Objetivos

O presente estudo tem como objetivo estimar a carga viral em mulheres infetadas com HPV de alto
risco através de PCR semi-quantitativo e avaliar a associacao da carga viral estimada com os dados
clinicopatoldgicos das pacientes, incluindo o resultado citoldgico, o diagndstico histoldgico, a idade das
pacientes e a presenca de coinfecdo. Adicionalmente, pretende-se avaliar o valor da carga viral como fator

progndstico da evolucao das lesdes cervicais.
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2. Maétodos
2.1.1. Selecao da amostragem/recolha de dados

Foram consideradas para este estudo amostras de pacientes sequidas no servico de ginecologia da
Unidade Local de Saude (ULS) de Matosinhos, Hospital Pedro Hispano, com resultado positivo para
infecao por HPV de alto risco e co-teste de citologia cervical, no periodo compreendido entre 5 de abril de
2021 e 29 de dezembro de 2021. Foram considerados como critérios de exclusao: mau
armazenamento/acondicionamento das amostras e consequente escassez de amostra para andlise.

Desta forma, foram considerados 365 casos como a amostra do presente estudo, tendo sido
efetuado o levantamento/recolha de informacao clinica pertinente de cada paciente, cumprindo a lei de
protecao de dados e de ética que se encontra em vigor na ULS Matosinhos. Os dados recolhidos foram a
idade da paciente, resultado citoldgico, diagndstico histoldgico e dados da genotipagem de HPV, assim
como diagndsticos anteriores ou posteriores, interpretados pela ULS Matosinhos.

As amostras de citologia foram avaliadas pelos citotécnicos e/ou citopatologistas de servico, de
acordo com a terminologia do sistema de Bethesda. O estudo histoldgico foi realizado por médicos
anatomopatologistas de acordo com a terminologia do sistema de Bethesda, tendo sido denominados de
“atipia/HPV" 0s casos em que no relatdrio estava descrito “nao se observa displasia”. A informacao acerca
do diagndstico histoldgico estava disponivel em 157 casos, tendo sido excluidas 17 amostras por falta de
material bioldgico representativo para diagndstico.

Desta amostra, foram identificadas 222 mulheres que apresentaram exame de genotipagem e/ou
histologia e/ou citologia de follow up, tendo sido estes exames realizados entre 5 a 12 meses apds a

genotipagem positiva para HPV.

365 casos com 157 casos com 222 casos com
resultado de resultado de resultados de
citologia histologia follow up

Figura 4. Nimero de mostras consideradas no estudo no global, e em cada uma das avaliagdes.

2.1.2. Genotipagem e determinacao da carga viral de HPV

Todas as experiéncias descritas foram realizadas de acordo com as normas de biosseguranca de
acordo com o Manual de Biossegurancada ULS Matosinhos, usando o equipamento de protecao individual
(EPI) e equipamento de protecao coletiva (EPC) recomendados. Cada etapa do processamento das

amostras foi realizada em salas designadas para o efeito.
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2.1.3. Extracao e Genotipagem de HPV

Para a extracao dos acidos nucleicos das amostras foi utilizado o kit “Sample Prep Kit 1"°* da
Alinity m, que e especifico para isolar os acidos nucleicos de amostras bioldgicas para amplificacdo pela
técnica de PCR. A detecao da infecao por HPV foi determinada usando o sistema automatizado Alinity m
com o kit "HR HPV AMP KIT"** da Alinity m, que permite a preparacao de amostras de forma automatica e
a amplificacao de PCR em tempo real e possui um software que integra os dois componentes.

Neste estudo, a detecao e a amplificacao por PCR foram realizadas em um unico tubo.
0 kit utilizado e qualitativo e deteta o ADN de 14 gendtipos de HPV de altorisco: 16,18, 31, 33, 35, 39, 45,
51,52, 56, 58, 59, 66 e 68. Especificamente, o kit deteta os gendtipos de HPV 16, 18 e 45 e agrupa os
outros gendtipos em dois grupos, o grupo A (31,33,52 e 58), e o grupo B (35, 39, 51,56, 59, 66 e 68).

O sistema também determina o valor CT de cada amostra, que corresponde ao limiar de

fluorescéncia e sinaliza a zona de aumento exponencial do ADN amplificado do HPV detetado.

2.1.4. Construcao de curvas padrao

0 sistema Alinity m permite a determinacao do CT de amplificacao viral em cada amostra, que por
PCR corresponde a uma determinada carga viral.

Através de uma série crescente de diluicdes seriadas de amostras de concentracao conhecida,
cedidas pela Abbott Laboratdrios, Lda (Portugal), foram construidas retas de calibracdo de amostras
padrao de comparacao com as amostras de carga viral de HPV desconhecido.

As amostras de referéncia diluidas foram introduzidas no Alinity m, e a sua extracao e
amplificacao foram realizadas simultaneamente com as restantes amostras do estudo.

A utilizacao da técnica qPCR ao invés da técnica PCR convencional justifica-se neste contexto,
pois as amostras que sao submetidas ao PCR convencional sao manipuladas p6s PCR, os resultados sao
analisados por eletroforese em gel de agarose, o que adiciona tempo a andlise, além de aumentar o risco

de ocorrer contaminacao, sendo o rendimento das amostras inferior.

13



Reta Calibracdo HPV 16 Reta Calibragdao HPV 18

35 35
Q.
0 6. 30 | T g,
® S R s
25 | e e
....... ® @

20 20
) y =-0,0039x + 29,845 15 y =-0,0048x + 31,205

5
10 10

5 5

0 0

0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000 2500

Figura 5. Curvas padrao de HPV16 e HPV18 utilizadas para o cdlculo da carga viral das amostras em estudo.

2.1.5. Quantificacao da carga viral

Uma vez obtidos os valores de CT das amostras padrao a inclinacao da reta foi calculada entre as
medicdes consecutivas de carga viral usando um modelo de regressao linear simples (y=a+bx).

Depois de obtidas as retas de calibracao de cada um dos gendtipos em estudo os valores de CT
obtidos nas amostras foram utilizados para quantificar a carga viral, produzindo um resultado expresso
como o ntimero de cdpias (Cp) virais por mililitro (ml). Para a quantificacdo das amostras com a curva
padrao foi considerado o resultado obtido pela reacao e considerados fatores como o volume de RNA por
reacao e o volume de amostra utilizado para extracao de ADN. Com base nestes parametros foi calculado
um fator de conversao de copias/reacdo para cdpias/mL.

Das 365 amostras utilizadas, em 51 amostras nao foi possivel fazer a correlacao pois
apresentaram um valor acima da linha de regressao, tendo sido consideradas nao validas. Assim, foram
consideradas 314 amostras com resultado valido para quantificacao viral; destas amostras 309
apresentavam resultado citoldgico e 138 apresentavam diagndstico histoldgico, podendo ser analisados

estatisticamente estes resultados com o resultado da quantificacao viral.

2.3  Anadlise Estatistica

A andlise estatistica e respetiva representacao grdfica foi realizada recorrendo ao GraphPad
Prismversao 9.4.1(San Diego, Califérnia). Nesta analise foram consideradas como variaveis a carga viral,
a idade das pacientes, o resultado da citologia, o diagndstico histoldgico e o resultado da genotipagem,
tendo sido elaboradas tabelas descritivas. Para indicar significado estatistico foi considerado um valor de
p <0,05. Foi efetuado o teste de normalidade de D'Agostino & Pearson para determinacao da normalidade
das amostras. Consoante o resultado, foram aplicados os testes paramétricos de ANOVA com pds-teste
de Bonferroni e nao paramétricos de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn,para avaliar adiferenca entre

médias da carga viral nas diferentes varidveis em estudo. Foi utilizado o teste do Qui-Quadrado para

14



analisar a associacao entre a carga viral <2000 Cp/mL e o grau de displasia, tendo ainda sido realizado o

calculo da sensibilidade e especificidade da carga viral como fator de diagndstico.
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3. Resultados
31 Idade das mulheres e genotipagem

Foi realizado o sequimento de 365 mulheres com teste positivo para HPV de alto risco, sendo que
64 (17,53%) tinhamidade inferior a 30 anos, 154 (42,19%) tinham entre 31-45 anos e 147 (49,27%) tinham
mais de 46 anos. A média de idade das mulheres foi de 42,5 anos e a mediana de 43 anos, com idades
entre 0s 18 e 0s 66 anos.

De entre as 365 mulheres, 278 (76,16%) apresentavam infecao por HPV de outros tipos que ndo o
16 e 018. No global, ainfecao pelos virus do grupo B é amais frequente, particularmente em mulheres mais
jovens (<30 anos), sendo detetado em 160 mulheres (43,84%) isoladamente, e em 42 mulheres (11,51%)
em associacao com outros tipos de HPV de alto risco. O HPV 16 foi detetado em 46 mulheres (12,60%)
isoladamente e associado a outros tipos de HPV de alto risco em 19 mulheres (5,2%). O HPV 18 foi
detetado em 20 mulheres (5,48%) isoladamente e associado a outros tipos de HPV de alto risco em 6
mulheres (1,64%). 0 HPV 16 e 18 sao mais frequentes nas mulheres com mais de 31 anos, existindo 78
casos (21,37%) quando comparado com as mulheres mais jovens.

Das 365 amostras, em 14,25% foi detetado mais de um tipo/grupo de HPV de alto risco, revelando
a existéncia de coinfecoes. Contudo, devido a metodologia utilizada para detecao de HPV no presente
estudo, é possivel que a taxa de coinfecOes esteja subvalorizada, por nao ser possivel distinguir entre
infecao Unica ou coinfecao nas classes de HPV do grupo A e grupo B. Na Tabela 3 estd representada a

distribuicao da genotipagem realizada, por faixa etaria.

Tabela 3. Distribuicao das amostras com base na genotipagem e faixa etaria.

<30 [31-45] >46 Total
Genotipagem n % n % n % n %
HPV16 055 6,58 548 46 12,60
HPV18 027 3,01 219 20 5,48
HPV45 0,27 164 11 n 3,01
Grupo A 3,84 9,32 767 76 20,82
Grupo B 9,59 14,79 19,45 160 4384
GrupoAeB 192 2,47 11 20 5,48
HPV16 / HPV18 - 0,82 0,27 4 11
HPV16 / outros 055 164 192 15 inm
HPV18 / outros - 027 027 2 0,55
HPVA45 /outros 0,55 1,64 0,82 M 3,01
Total 64 1753 154 4219 147 49,27 365 100

No grupo estudado, 161 (44,11%) mulheres apresentavam genotipagem anterior para HPV de alto

risco, revelando que ainfecdo é persistente nestes casos.
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3.2

Genotipagem e correlacao citohistoldgica

A andlise da relacao entre diagndstico citoldgico e a genotipagem também foi efetuada nas 365

amostras (Tabela 4), sendo o resultado de ASC-US o mais atribuido (41,37% dos casos) para todos os tipos

de virus de alto risco, a excecao do virus do tipo 18. As lesGes escamosas intraepiteliais de alto grau (HSIL)

foram observadas essencialmente em mulheres com infecao por virus do tipo 16.

Tabela 4. Distribuicdo das amostras com base na genotipagem e no exame citopatoldgico

NILM Alteracoes  ASC-US LSIL ASC-H/  AGC Total
reativas* HSIL

Genotipagem N % N % % n % n % n % n %
HPV16 11 1,37 466 1,64 3,84 027 49 13,42
HPV18 - 247 2,19 0,82 - - 20 5,48
HPV45 0,55 0,55 1,92 0,27 - - 10 2,74
Grupo A 3.29 192 8,49 493 2,19 027 77 211
Grupo B 493 6,85 18,63 1,78 1,92 - 161 44M
GrupoAeB 0,27 0,82 2,19 1,92 - - 19 5,21
HPV16/HPV18 - 0,55 0,27 - 0,27 - 4 11
HPV16/outros - 0,55 137 11 0,55 - 13 3,56
HPV18/outros - - 0,27 - - 027 2 0,55
HPV45/outros - - 137 0,82 0,55 - 10 274
Total 37 1014 55 15,07 4137 85 2329 18 931 3 082 365 100

*padrao atrdfico/alteragdes reativas a inflamacao

Em 157 amostras, foi possivel analisar a relagao entre diagndstico histoldgico e a genotipagem

(Tabela5). Nesta anadlise, verifica-se que o diagndstico histoldgico mais frequente é o de neoplasia cervical

intraepitelial grau 1(CIN1), em 71,34% dos casos, sequindo-se o de neoplasia cervical intraepitelial grau 2

(CIN2), em 13,38% dos casos. O resultado de CIN2 e neoplasia cervical intraepitelial grau 3 (CIN3) é mais

frequente em mulheres HPV16 positivas. Considerando os casos de infecao unica por HPV e os de

coinfecao com este gendtipo, totalizam-se 15 casos (45%) de todos os casos de CIN2 e CIN3.
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Tabela 5. Distribuicao das amostras com base na genotipagem e do exame histopatoldgico.

Negativo Atipia / HPV CIN1 CIN2 CIN3 Total
Genotipagem n % n % n % n % N % n %
HPV16 1,27 8,92 573 2,55 29 18,47
HPV18 - 510 - - 1 7,01
HPV45 - 446 - - 8 5,10
Grupo A 0,64 1,91 14,65 446 191 40 25,48
Grupo B 0,64 2,55 28,66 1,91 0,64 61 38,85
GrupoAeB - 318 0,64 0,64 8 510
HPV16/HPV18 - 127 - 064 3 1,91
HPV16 / outros 064 318 - 064 8 5,10
HPV18 / outros - - - - 0 0
HPVA45 /outros - 191 0,64 064 4 2,55
Total 3 19 9 573 12 7,34 21 13,38 12 764 157 100

3.3 Determinacao da carga viral

Combase na curva padrao construida, foi possivel determinar a carga viral presente nas amostras

em estudo. A Tabela 6 regista os valores em média para os diferentes genétipos de HPV, isolados ou em

associacao com outro tipo de virus. Da analise dos resultados é possivel verificar que a média é mais

elevada para o HPV16, Grupo A e Grupos B, apesar de se verificar em todos os grupos uma grande

discrepancia entre 0 minimo e maximo de carga viral determinada para cada genétipo.

Tabela 6. Quantificacdo da carga viral de acordo com os diferentes gendtipos/grupos.

Média Minimo e maximo Mediana
Genotipagem (cp/mL) (Cp/mL) (cp/mL)
HPV16 41 2215 19 -4950 2153
HPV18 16 1595 47-3572 1735
HPV45 10 1479 19 -2637 1702
Grupo A 66 2283 289-4248 2422
Grupo B 130 219 188 -4395 1989
GrupoAeB 20 2349 910 - 4447 1939
HPV 16 / HPV 18 4 2214 751-3829 1460
HPV 16 / outros 15 2399 771-3490 2612
HPV 18 / outros 2 1713 1061-2558 1061
HPV 45 / outros 1 2214 598 - 3235 2305

Das amostras analisadas podemos verificar que a média da carga viral é mais elevada nos

gendtipos em coinfecao do que nos gendtipos isolados, verificando-se assim uma tendéncia na carga viral
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dos gendtipos em coinfecao em relagao aos gendtipos isolados, sem significancia estatistica, tal como
mostra a Figura 6. Em amostras que apresentam infe¢do por mais de um gendétipo/grupo de HPV o

ndmero de copias é sempre elevado para ambos os gendtipos/grupos (Anexo ).
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2000 =1 1
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O

HPV16 HPV18 HPV45 Grupo A Grupo B

Figura 6. Distribuicdo das amostras de acordo com o genétipo e a carga viral. Os

resultados estao expressos segundo a média das amostras e o erro médio padrao.

3.4 Associacao da carga viral comaidade

Das 309 amostras com avaliacao da carga viral, é possivel verificar o decréscimo da carga viral

com o aumento da idade, sem significancia estatistica, de acordo com os dados da Tabela 7 e da Figura 7.

Tabela 7. Quantificacao da carga viral de acordo com os diferentes grupos de idade.

Média Minimo e maximo Mediana
Idade " (Cp/mL) (Cp/mL) (Cp/mL)
<30 54 2401 433 -4117 2325
[31-45] 130 2136 47 -4950 2126
>46 125 2097 119 - 4573 2049
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Figura 7. Distribuicdo das amostras de acordo com a idade e a carga
viral. Os resultados estao expressos segundo a média das amostras

e 0 erro médio padrao.

Quando agrupadas as mulheres com idade igual ou inferior a 30 anos e as mulheres com mais de

30 anos, nao foi possivel observar diferencas estatisticamente significativas (p=0,0969).

3.5 Associacao da carga viral com o resultado citoldgico

A andlise da associacao entre o resultado citoldgico e a carga viral, foi realizada nas 239 amostras
com informacao disponivel para o efeito. Alguns resultados citoldgicos foram agrupados, por se verificar
gue apresentam carga viral semelhante: NILM e Alteracdes reativas (p>0,9999); e ASC-H e HSIL
(p>0.9999). Da andlise efetuada, é possivel verificar que a média da carga viral é superior em LSIL e ASC-
H/HSIL, de acordo com os dados da Tabela 8. A Figura 8 mostra que as categorias de LSIL e ASC-H/HSIL
apresentam valores de carga viral superiores, geralmente superiores a 2500 Cp/mL, quando comparados
com dos casos com resultado citoldgico de NILM (LSIL vs NILM, p<0,0001; ASC-H/HSIL vs NILM, p<0,05),
e de ASC-US (LSIL vs ASC-US, p<0,0001; ASC-H/HSIL vs ASC-US, p<0,001).)
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Tabela 8. Quantificacao da carga viral de acordo com os diferentes resultados citoldgicos.

N Média Minimo e mdximo Mediana
Resultado Citolégico (Cp/mL) (Cp/mL) (Cp/mL)
NILM 29 1780 119-3564 1721
Alteracoes reativas 174 1731 47-411M 1696
/ASC-US
LSIL 75 3095 433-4950 3173
ASC-H / HSIL 34 2538 1560-3740 2423
AGC 2 1959 1061-3468 1349
*k
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Figura 8. Distribuicdo das amostras de acordo com o resultado citoldgico e a
carga viral. Os resultados estdo expressos sequndo a média das amostras e

o0 erro médio padrao. *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001

3.6  Associacao da carga viral com o diagndstico histolégico
A andlise da associacao entre o diagndstico histoldgico e a carga viral, foi realizada nas 138
amostras com informacao disponivel para o efeito. Da analise efetuada, é possivel verificar que a média

da carga viral aumenta com o grau de neoplasia, de acordo com os dados da Tabela S.
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Tabela 9. Quantificacao da carga viral de acordo com os diferentes resultados histoldgicos.

. . Média Minimo e maximo Mediana
Histologia n
{Cp/mL) (Cp/mL) (Cp/mL)
Negativo 3 2713 2133-3490 2614
Atipia / HPV 9 1801 119-3564 1935
CIN1 95 1936 119-4395 1894
CIN2/3 31 2295 910-3928 2289

No entanto, os casos com diagndstico negativo e Atipia/HPV apresentam um valor de média e de
desvio padrao elevado devido aos valores dispares e aum ndmero de amostras muito reduzido, nao tendo
sido possivel obter significancia estatistica. Na Figura 9 é possivel verificar que a carga viral varia com o
diagndstico histoldgico (CIN1vs CIN2/3) estando situagdes de displasia moderada ou severa associadas

a niveis de carga viral superiores a 2000 Cp/mL. Contudo, ndo foi possivel verificar diferencas

estatisticamente significativas (p=0,078).
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Figura 9. Distribuicdo das amostras de acordo com o diagndstico
histoldgico e a carga viral. Os resultados estdo expressos segundo a
média das amostras e o erro médio padrao

Um facto a salientar é a discrepancia observada entre os resultados citoldgicos e os respetivos

resultados histoldgicos, identificados na Tabela 10, juntamente com a respetiva carga viral média. Das 157
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mulheres que apresentavam resultado da citologia e diagndstico histoldgico, apenas 52 (33,12%) casos
se mostram concordantes. Das 33 amostras com resultado de HSIL, a maioria apresenta concordancia
citohistoldgica (57,58%). A maioria dos casos de nao concordancia pertencem a lesdes com resultado

citoldgico de ASC-US e diagndstico histoldgico de CIN1.

Tabela 10. Associacdo entre a carga viral e o diagndstico citoldgico e histoldgico.

Res citoldgico NILM Alteracdes LSIL ASC-H /HSIL Média (Cp/mL) /
n(x=Cp/mL)  reativas/ ASC-US  n (x=Cp/mL) n (x=Cp/mL) desvio padrao
Dx histoldgic n (x=Cp/mL)
Negativo 1(2298) 1(2133) 1(3224) 0 25421594
Atipia/HPV 3(19M) 5(1450) 0 1(3224) 180041171
CIN1 8(1300) 72 (1616) 27 (2949) 4(2181) 1940+1018
CIN2/CIN3 1(1423) 8(1886) 5(2328) 19 (2449) 22871720
Carga viral xx0= 15444972 1627+862 28511817 24361578

(Cp/mL)

Contudo, quando analisados os dados da Tabela 10 é percetivel um desvio padrao globalmente
menor entre casos com o mesmo resultado citolégico do que entre casos com o mesmo diagndstico
histoldgico. Para além disso, dos 5 casos de resultado citolégico ASC-H/HSIL, cuja confirmacao
histoldgica foi possivel, 4 (20%) revelaram resultado de CIN2/3 no follow up; por sua vez, dos 9 casos de
diagnéstico histoldgico de CIN2/CIN3 cujo resultado citolégico foi muito discrepante, o follow up revelou
que 5 (45% dos casos) mantiveram o diagnéstico de CIN2/3 em follow up, num dos casos (11%) o
diagndstico de follow up mostrou regressao da lesao sendo o diagndstico de CIN1, nao existindo dados de
follow up para os restantes casos; o caso de histologia negativo/citologia LSIL manteve o resultado de

LSIL no follow up.

3.7  Follow up das pacientes
Das 365 pacientes, apenas 222 mulheres realizaram exames de follow up, apresentando exame
de genotipagem e/ou diagnéstico de histologia e/ou resultado de citologia, tal como demonstrado na

Tabela11.
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Tabela 11. Avaliacdo do follow up para mulheres com uma carga viral inferior e superior a 2000 Cp/mL.

<2000 >2000 Total
< & Positivo para outro gendtipo 1(50%) 1(50%) 2
£ S 3
g g- o Positivo para o mesmo genétipo 36 (52%) 33 (48%) 69
2 3 =
=
§ 2 E Negativaram 25 (52%) 23 (48%) 48
e e
S NILM 21(46%) 25 (54%) 46
2o
E :.'—1 — Alteracdes reativas/ ASC-US 28 (44%) 35 (56%) 63
o a v
= g
S N & LSIL 8 (27%) 22 (73%) 30
T 8 =
g5 E ASC-H /HSIL 2 (17%) 10(83%) 12
S
8 3 AGC 1(100%) 0 1
3 Atipia/HPV 2 (22%) 7(78%) 9
S W
g € g
g £ CIN1 31(51%) 30(49%) 61
=
\o ° E
c v
g 5L
e g = CIN2/3 13 (29%) 32 (71%) 45
) Q
0n 3
=

Os dados mostram que nao existe associacao entre a carga viral e a persisténcia da infecao
(p<0,05), explicada pelo facto da proporcao de mulheres cuja infecao negativou, manteve resultado
positivo para 0o mesmo gendtipo ou em que se verificou reinfecao por novo gendétipo, ser semelhante entre
mulheres com carga viral acima ou abaixo dos 2000 Cp/mL, de acordo com a Tabela 11.

E percetivel que ha uma maior propor¢ao de mulheres com resultado citoldgico de LSIL e HSIL,
assim como de CIN 2/3 quando a carga viral estimada foi superior a 2000 Cp/mL, em comparacao com
as situacoes de follow up morfoldgico de gravidade inferior. Usando como critério de doenca a
confirmacao no follow up de CIN2/3, verifica-se que a carga viral elevada se revela um fator preditor de
doenca com uma sensibilidade de 71% e de especificidade de 47% e que existe associacao entre a carga
viral superior e o grau da lesdo no diagndstico histoldgico (CIN1vs CIN2/3) (p=0,0235). E possivel verificar
gue o nimero de casos com carga viral superior a 2000 Cp/mL varia com o resultado citoldgico (NILM vs
ASC-H/HSIL), apesar de nao ser atingida a significancia estatistica (p=0,0676). Quando analisada a
associacao entre a carga viral e o resultado citoldgico de follow up em mulheres com idade acima ou
abaixo dos 30 anos verifica-se que as mulheres mais novas tendem a apresentar uma maior carga viral
em relacao as mulheres com uma idade superior, embora estas diferencas nao tenham significancia
estatistica, de acordo com os dados da Figura 10. Por sua vez, independentemente da faixa etdria, a carga
viral é mais elevada quando existe LSIL ou HSIL, em comparagao com os grupos sem lesao. Estas

diferencas sao estatisticamente significativas em mulheres com idade igual superior a 30 anos (ASC-
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H/HSIL vs >30 NILM, p<0,01; >30 LSIL vs >30 NILM, p<0,0001; >30 ASC-H/HSIL vs >30 alteracoes
reativas/ASC-US, p<0,01; >30 LSIL vs >30 alteracdes reativas/ASC-US, p<0,0001). Estas associacoes
nao se verificam em mulheres com menos de 30 anos provavelmente devido ao nimero de amostras ser

reduzido.
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Figura10. Representacado gréfica da carga viral, de acordo com o resultado citoldgico, em mulheres com
idade inferior ou superior a 30 anos. Os resultados estao expressos segundo a média das amostras e 0
erro médio padrao. **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001

Quando se compara a carga viral com o diagndstico histoldgico de follow up, verifica-se que a
carga viral é inferior em mulheres com idade superior a 30 anos. Apesar de nao ser possivel obter
diferencas estatisticamente significativas em nenhum dos grupos histoldgicos, verifica-se uma tendéncia
acentuada nos casos de Atipia/HPV versus CIN1(p=0,056). Para além disso, verifica-se, a tendéncia para
0 aumento da carga viral em mulheres com histologia de follow up de displasia moderada ou severa,
apesar de, tal como na histologia inicial (Figura 11) a diferenca nao atingir a significancia estatistica
(p=0,085).

Da consulta da restante informacao clinica, é possivel aferir que 44 pacientes foram submetidas
atratamento cirdrgico, existindo casos em que este tratamento foi ineficaz na eliminacao do virus. Nestes
casos, a carga viral da genotipagem realizada anteriormente foi superior a 2000 Cp/mL. Por sua vez, a
infecao regrediu em 31 mulheres (a maioria com genotipagem para o grupo A ou B, 1 caso de HPV16 e 1
caso de HPV45) sem qualquer tipo de cirurgia, ndo sendo possivel, no entanto, averiguar se foi realizado

outro tipo de tratamento.
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Figura 11. Representacao grafica da carga viral, de acordo com o resultado histoldgico, em
mulheres com idade inferior ou superior a 30 anos. Os resultados estao expressos sequndo a

média das amostras e o erro médio padrao.

Dos 70 casos em que foi possivel comparar a histologia de follow up com a histologia anterior, 11
mulheres mostraram uma evolugdo da lesao (a maioria de LSIL/CIN1para HSIL/CIN2), sendo a média da
carga viral da genotipagem realizada anteriormente superior a 2400 Cp/mL, e apenas de 1670 Cp/mL
nos casos em que o diagndstico histoldgico se manteve. Apenas em 2 casos se verificou regressao da
lesdo, com uma média de 2171 Cp/mL (Tabela 12). A analise estatistica realizada mostra que nao ha
associacao entre a carga viral superior a 2000 Cp/mL e a evolu¢ao da lesao cervical no follow up nos

casos considerados (p>0,05).

Tabela12. Avaliacao do diagndstico histoldgico inicial versus follow up.

n (x=Cp/mL)

= Regressao 2 (2171)

o & o

¢ E 3

2 g E Progressao 11(2425)

&5 8 8

T 5 w

8 & > Inalterado 57 (1670)
2

Foram identificadas 156 mulheres que nao apresentaram exame de genotipagem, histologia ou de
citologia de repeticao. A avaliacao precisa desta frequéncia pode estar limitada pelo periodo de
abrangéncia do estudo e a impossibilidade de rastrear mulheres que migram para unidades bdsicas de

saude atendidas por outros laboratdrios ou para o sistema de satide privado.
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3. Discussao

O impacto da carga viral nas infecdes por HPV de alto risco, enquanto fator de pior progndstico para o
desenvolvimento de lesdes cervicais, continua por esclarecer. Estudos mostraram que em infec6es por
HPV, cargas virais elevadas com resultado citoldgico de NILM sao um risco para o desenvolveimento de
carcinoma in situ, e até carcinoma cervical invasor®. Para além disso, outros estudos verificaram que a
carga viral do HPV é um marcador de risco para carcinoma invasivo, sendo sugerido que existe uma
associagao entre a carga viral elevada e a persisténcia da infecao por HPV86-93%,

No decorrer do presente estudo, identificaram-se algumas limitacdes, como o periodo do estudo, por
nao ser 0 mais adequado para realizar um follow up completo de todos os casos. Tentou-se atenuar este
obstaculo pelo facto de se tratar de um estudo com uma amostra contemplando um grande ndmero de
mulheres com HPV positivo de alto risco (365 amostras) onde todas possuiam resultado de citologia e/ou
diagndstico histoldgico aquando da genotipagem, e em que a maioria apresentou registos de genotipagem
e/ou citologia e/ou histologia de follow up. Na populacao em estudo, concluiu-se que o niimero maior de
casos positivos de HPV correspondia a mulheres com mais de 30 anos, representando 91,46% das 365
mulheres com infecao. As mulheres consideradas neste estudo constituem a populacao de seguimento
em consulta de ginecologia do Hospital, existindo um maior ndmero de pacientes com histdria clinica
prévia de lesdo e, portanto, sao mulheres mais velhas.

Outra limitacao foi o facto do niimero de casos de mulheres com idade inferior a 30 anos ser reduzido,
nao sendo possivel estabelecer algumas associacoes entre as varidveis em estudo.

A maioria das mulheres deste estudo apresentou uma genotipagem positiva para o grupo B (que
contempla os gendtipos 35, 39, 51, 56, 59, 66 e 68). Esta informacao é particularmente importante,
considerando que os gendtipos de HPV16 e HPV18 sao descritos como os mais prevalentes e 0s gendétipos
apresentados no grupo B nao estao contemplados nas vacinas existentes no mercado. Devido a
implementacao da vacinacao, com a vacina quadrivalente desde 2008, e mais recentemente nonavalente
gue acrescentou 5 gendtipos de elevado risco oncogénico (tipo 31, 45, 22, 52 e 58), a incidéncia de
infecdes por determinados gendtipos estd a diminuir e com provavel tendéncia a desaparecer, e outros
gendtipos de HPV de alto risco envolvidos em lesdes intraepiteliais podem ocupar esse nicho bioldgico®
38.

Embora nos ultimos anos tenham sido desenvolvidas vacinas que parecem ser eficazes contra o
HPV16 e o HPV18, as caracteristicas intrinsecas da infecao (principalmente assintomatica, com
progressao lenta e outros gendtipos de alto risco implicados) tornam essencial rastrear as mulheres e
estabelecer os gendtipos do virus presente. Nesse contexto, estudos como este contribuem para um

melhor conhecimento acerca da monitorizacao e tratamento das mulheres com infecao por HPV.
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Namaioria das mulheres cominfecao por HPV de altorisco, o resultado citoldgico foi de ASC-US, o qual
apresenta caracteristicas citomorfoldgicas sobreponiveis com atipia estando descrito que apresentam
um risco aumentado de desenvolvimento de lesdes pavimentosas cervicais® 8.

Dufloth et al.> demonstraram que a faixa etdria com maior frequéncia de ASC-US é entre os 20 e 0s 29
anos, e que pode ser atribuido a fatores intrinsecos ou extrinsecos as mulheres, entre eles, a maior
variabilidade de parceiros, o que aumenta a probabilidade de infecdes recorrentes e transitdrias pelo
HPV99'1°°.

Por sua vez, de entre os 33 casos de diagndstico de CIN2/CIN3 detetados, 28 (84,85%) pertencia a
mulheres com idade superior a 30 anos. De acordo com a literatura, esta faixa etdria esta mais associada
ao desenvolvimento de lesdes de displasia moderada ou grave, essencialmente dado o tempo necessario
desde a infecao até ao desenvolvimento do processo displdsico. Por sua vez, mulheres mais novas
apresentaram raras lesoes CIN3 e auséncia de lesoes invasivas, uma maior taxa de regressao da infecao

1

elevada frequéncia de alteracdes citoldgicas minor e de lesdes de baixo grau com baixo grau histoldgico,

cujo progndstico usual e a regressao completam.

Das 365 amostras em estudo, em 14,25% foi detetado mais de um tipo/grupo de HPV de alto risco.
Neste trabalho, o nimero de coinfe¢oes encontrado foi inferior ao descrito noutros estudos, o que podera
provavelmente dever-se ao facto da maioria das mulheres ter mais de 30 anos, onde esta descrita uma
menor taxa de coinfecoes'?"'%>, Por outro lado, a metodologia utilizada ndo permite distinguir coinfecoes
de infecdes por um Unico gendtipo nos grupos A e B. Assim, realca-se a importante de um ensaio de
diagndstico com a capacidade de identificar e quantificar tipos individuais de HPV, essencialmente em
estudos desta natureza.

Um fator controverso na progressao e persisténcia da infecao pelo HPV é a presenca de coinfeccoes,
existindo estudos que consideram a coinfecao um fator de risco para a persisténcia do HPV e para lesoes
cervicais pré-invasivas e invasivas'®'%’. No presente estudo, a carga viral em amostras com mais de um
gendtipo foi sempre elevada para todos os gendtipos presentes, sendo a média da carga viral mais
elevada nos gendtipos em coinfecao do que no grupo de casos com infecao com os respetivos gendtipos
isolados, independentemente do gendtipo e da existéncia ou ndo de lesao'”’.

Neste estudo, analisando a relacdo entre a carga viral e a idade, verifica-se que uma carga viral mais
baixa se correlaciona com uma idade mais avancada, resultados que vai de encontro a estes achados.
Flores R et al. relataram que a carga viral de HPV de alto risco diminuiu com a idade, sendo
significativamente maior em mulheres mais jovens'®®. No entanto, existem estudos de base populacional,
que mostraram que a carga viral de HPV é maior em idades mais avancadas'®®™.

A carga viral pode estar relacionada com o equilibrio entre a aquisicao de novas infecdes de HPV de
alto grau e aeliminacao do virus pelo sistemaimunoldgico. Mulheres mais jovens podem apresentar novas

exposicoes ao HPV, quando uma resposta imunolégica ao HPV ainda nao foi estabelecida. Por sua vez
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mulheres mais velhas sao mais propensas a apresentar disturbios fisioldgicos e imunoldgicos durante a
transicao da menopausa, sendo menos provdvel a eliminagao espontanea de uma infecao por HPV"™=™4,

Na populacao em estudo, quando comparados os gendtipos e o diagndstico histoldgico, foi possivel
observar que o HPV16, HPVs do grupo A e do grupo B estao relacionados com um maior nimero de
diagndstico de lesoes pavimentosas, tendo apresentado, em média, uma maior carga viral. Curiosamente,
nos tipos de virus HPV 18 e HPV45 a carga viral ndo estd relacionada com a existéncia de lesdes, embora
tenha sido observada uma ligeira tendéncia de aumento da carga viral em situacoes de lesao. Estes
resultados sao concordantes com outros estudos ja publicados™™®.

Quando analisada a associacao da carga viral com o resultado citoldgico, verificamos que a carga viral
é significativamente superior nos casos de LSIL e ASC-H/HSIL quando comparados com os casos de
resultado citoldgico de NILM e ASC-US/alteracdes reativas, com significado estatistico (NILM (LSIL vs
NILM, p<0,0001; ASC-H/HSIL vs NILM, p<0,05), e de ASC-US (LSIL vs ASC-US, p<0,0001; ASC-H/HSIL
vs ASC-US, p<0,001).

Por sua vez, amostras com diagndstico histoldgico de CIN2/3 possuem em média uma maior carga
viral do que amostras com diagndstico de CIN1, sendo ainda possivel verificar que situacoes de displasia
moderada ou severa estao associadas a niveis de carga viral superiores a2000 Cp/mL (p=0,078). O facto
de haver uma maior associacao entre a carga viral e o resultado citoldgico é facilmente justificado com a
amostra sobre a qual recaem os diferentes exames: a genotipagem e o estudo citolégico foram efetuados
na mesma amostra, ao passo que a histologia foi realizada numa amostra diferente, com os potenciais
problemas associados a amostragem'?’""18,

Foram identificados 222 casos que apresentaram exame de genotipagem e/ou histologia e/ou
citologia de follow up, sobre o quais foi efetuada uma andlise entre a carga viral avaliada inicialmente o
resultado do follow up.

0 grau do resultado citoldgico de follow up e a carga viral estao associados. De uma forma geral, em
ambos os grupos de idades (acima e abaixo dos 30 anos), verifica-se que a carga viral foi mais elevada
quando existe LSIL ou HSIL quando comparada a encontrada nos grupos sem lesao, sendo estas
diferencas estatisticamente significativas no grupo de mulheres com idade superior a 30 anos ) (ASC-
H/HSIL vs >30 NILM, p<0,01; >30 LSIL vs >30 NILM, p<0,0001; >30 ASC-H/HSIL vs >30 alteracoes
reativas/ASC-US, p<0,01;>30 LSIL vs >30 alteracdes reativas/ASC-US, p<0,0001).

Para além disso, verificou-se que no follow up das pacientes, 0s casos com uma carga viral superior a
2000 Cp/mL apresentam uma percentagem mais elevada de lesoes de maior grau (tanto na citologia
como na histologia) mostrando que a carga viral pode ser um potencial fator preditivo para
desenvolvimento de CIN2/3 (p=0,0235).

Por outro lado, os resultados deste estudo nao corroboram a associacao estabelecida anteriormente

acerca da associacdo entre a carga viral e a persisténcia do virus™. Verificou-se uma proporcao
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semelhante de casos nas situacdes em que a infecao por HPV persiste e em que a infecao negativa,
independentemente da carga viral. Isto sugere que os gendtipos possuem caracteristicas especiais
(variante genotipica, integracao, etc.) independente de outros marcadores infeciosos, como a carga viral.
Contudo, seria necessdrio um periodo de follow up mais longo, de modo a ser definido o curso da infecao
permitindo tirar conclusoes acerca deste tdpico.

0 mecanismo pelo qual a carga viral e a progressao neopldsica estao associadas estd pouco explorado.
Alguns autores sugerem que a desregulacao celular, devido a integracao do virus, e consequente
progressao da doenca sao eventos que propiciam a reproducao viral, e nao o inverso, ou seja, 0 aumento
da carga viral € uma condicao para a progressao para carcinoma'®'22, No entanto, serd necessario realizar
mais estudos com uma maior amostragem de pacientes, com diferentes gendtipos, envolvendo
acompanhamento a longo prazo de cada um deles para ajudar a clarificar esta situacao.

Outros métodos de quantificacao viral poderiam ter sido utilizados para estimar a carga viral na
amostra, possivelmente com resultados diferentes dos deste estudo. Nesses métodos estao incluidos o
Digital Droplet PCR'™? TagMan-based qPCR"®'#* Linear Array's> Captura Hibrida"® e low-stringency
PCR'™®, Contudo, quando comparados com qPCR, esses métodos sao mais demorados e mais trabalhosos
e requerem condicoes controladas da amostra. As técnicas baseadas em PCR usadas para medir a carga
viral, em geral, sdo reprodutiveis e adaptdveis a testes em larga escala em estudos epidemioldgicos'.

Como a replicacao viral geralmente precede o desenvolvimento da patologia associada ao virus e a
diminuicao da carga viral durante o periodo de follow up precede a eliminacao do virus, em diferentes tipos
de gendtipos, a capacidade de quantificar a carga viral do HPV em pacientes com risco acrescido de
doenca pode ser um indicador de progndstico muito (til 22127128,

Apesar de serem necessarios mais estudos, no global, os resultados deste estudo revelam que a
carga viral estd associada com o desenvolvimento de displasia, verificando-se que uma carga viral
superior a 2000 Cp/mL pode ser um indicador de pior progndstico, por estar relacionada com um

elevado ndmero de casos em que ha progressao da lesao, no follow up.
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4. Conclusao

O presente estudo é pioneiro em Portugal e contribui substancialmente para um maior conhecimento
da epidemiologia, viruléncia do HPV de alto risco, assim como do seu papel no desenvolvimento de lesoes
cervicais.

Os resultados deste estudo mostram que a carga viral esta associada com o grau de lesao na citologia,
verificando-se que uma carga viral superior a 2000 Cp/mL pode ser um indicador de pior progndstico,
com uma maior proporcao de mulheres com resultado histolégico de CIN2/3, no follow up.

Apesar de ser necessdrio alargar a andlise a um maior ndmero de pacientes, o presente estudo
transversal confirma que cargas virais altas estdo relacionadas com o desenvolvimento de displasia,
sendo a carga viral um potencial fator a considerar na definicao do progndstico das pacientes com infecao
por HPV de altorrisco.

0 uso da genotipagem tem-se revelado muito promissor, sendo os resultados deste estudo uma mais-
valia para a estratificacao de mulheres com infecao por HPV, a luz das mais atuais diretrizes da pratica
clinica nesta drea. Assim, na era da vacinacao e implementacao generalizada do rastreio molecular, abre-
se caminho para a aplicacao de novas abordagens diagndsticas que contemplem a carga viral no

progndstico da displasia cervical.
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ANEXOS



Anexo | - Resultado da quantificacao da carga viral em casos com mais de um gendtipo

Carga Viral (Cp/mL)

HPV16 HPV18 HPV45 GRUPO A GRUPOB
3619 0
1460 751
1394 1382
3829 3061
2155 2528
2735 2793
3263 2872
314 2628
1691 1607
2940 2900
0 2426
2325 2271
2958 3490
2822 2792
2829 2779
2612 2545
m 1828
1553 880
1724 1742
1884 2558
1349 1061
2454 2414 0
2163 2030 0
2256 2498 2354
2396 2471
598 219
2444 3097
2026 1938
0 1983
1712 1421
3235 2426
3944 3409
1770 0
142 0
1651 1195
2205 1997

4447 3861



Carga Viral (Cp/mL)

HPV16 HPV18 HPV45 GRUPO A GRUPOB
3761 3719
986 959
2805 0
3026 0
1300 1939
2930 0
1886 1704
1823 1564
4365 3407
3835 3121
910 1428
2677 2888
147 164

1579 1666



