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Distribuicdo dos gendtipos de HPV e integracaoHi®¥ 16/18 em mulheres da

regido sul do Paran&/Brasil com anormalidades ca&isvi

RESUMO

A identificacdo dos tipos dPapilomavirusHumano (HPV) de alto risco (HR) oferece a
possibilidade de melhorar a eficiéncia dos progseg&rastreamento do cancer cervical. A
identificacdo de fatores que modulam o risco dgn@ssao da doenca podem servir Como
biomarcadores preditivos. O objetivo do presentedesfoi determinar através da técnica da
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), a digtdbude gendtipos do HPV e a interrupcao
do gene E2 dos HPV16/18 para avaliar se a integreical total esta correlacionada com o
grau de anormalidades cervicais em mulheres SBrasil. Um total de 137 mulheres foram
estudadas entre novembro de 2009 e agosto de 2@lhmostras foram coletadas no
ambulatério de colposcopia de Unido da Vitéria-RRdade média foi de 33,60 + 30,72 anos
(variacdo 16-78 anos), sendo as mulheres com ocaneinnvasivo (IC) relativamente mais
velhas (p<0,05). A prevaléncia do total de DNA-HPR-HPV e multiplas infec¢cbes foi de
56,2%, 38,7% e 12,4%, respectivamente, e foram praiglentes em pacientes com lesfes
de alto grau (HSIL) e carcinomas invasores (IC)0(p5). O gendtipo mais comumente
detectado foi HPV-1§17,5%; p< 0,05). Os HPVs de baixo risco (LR-HPV) foram
detectados em 29,2% dos casos, sendo HPV-72 o comsm (15,3%), sendo que 0s
gendtipos 6 e 11 ndo foram detectados na populesiiiclada. As infecgds multiplas mais
prevalentes foram entre os HPVs 72 e 16 (64,7 %odas as co-infeccdes e 8,0% das
mulheres). A interrupcao total do gene E2 do HPVfdi8de 100% e esta infeccéao foi
distribuida uniformemente em atipias (ASC-H), lesd@e baixo grau (LSIL), HSIL e IC
(0,7% cada). Para o gene E2 do HPV 16, a interoufmtal foi de 54,2% e ocorreu em 50,0%
das atipias (ASC), 66,7% em LSIL, 53,8% em HSILO&5m IC(p > 0,05).Considerando
os resultados semelhantes para a integracdo tt&élRY-16 entre os diferentes graus de
anormalidades citolégicas, desde ASC até IC, odas®CR nao parece ser aplicavel para

distinguir as mulheres com maior propenséo paragr@ssao das lesdes.

Palavras-chave:DNA-HPV. Gendtipos. Integragdo. Anormalidadeslogas.



Distribution of HPV genotypes and integration of \HR6 / 18 in women of
south region of the Parana/Brasil with cervical@bmalities

ABSTRACT
The identification of high-risk (HR) Humaapillomavirus(HPV) types offers the possibility
of improving the efficiency of cervical screeningpgrams. Therefore, there is a continuing
need for the identification of factors that modal#te risk of disease progression, and which
might serve as predictive biomarkers. The aim a& fhresent study was determine by
polymerase chain reaction (PCR) the distributionH®¥V genotypesand the E2 gene
disruption of the HPV16/18 to assess whether \prade integration is correlated with the
degree of cervical abnormalities in South Brazilimomen. A total of 137 women were
studied between November 2009 and August 2011jozdrgsamples were collected in the
colposcopy clinic at Unido da Vitdria city, southdgil. The mean age was 33.60+£30.72 years
(range of 16-78 years), and those with invasiveinama (IC) were older (g 0.05). The
prevalence of total DNA- HPV, HR-HPV and multiplefections in all women was 56.2%,
38.7% and 12.4%, respectively and were higher tedein those with high-grade lesions
(HSIL) and invasive carcinomas (IC) €00.05). The most common HPV detected types was
HPV-16 (17.5%; p< 0.05). The low-risk (LR)-HPV types were detected29.2%, being
HPV-72 the most common (15.3%) and HPV-6 and -l1iewet detected. For multiple
infections, the most common occurred between HP\AT@ 16 (64.7% the all co-infections
and 8.0% of the women). The overall HPV-18 E2 gdiseuption was 100.0% and this
infection was evenly distributed in atypia (ASC-Hw-grade lesions (LSIL), HSIL and IC
(0.7% each). For HPV-16 E2 gene, the overall disonpvas 54.2%, and occurred in 50.0%
in ASC, 66.7% in LSIL, 53.8% in HSIL and 50% in [@ > 0.05). Considering the similar
results for pure integration of HPV-16 among didietr degrees of cytological abnormalities
since ASC to IC, the use of PCR does not seem tappécable to distinguish women with

greater propensity for progression of the lesions.

Keywords: DNA-HPV. Genotypes. Integration. Cytologic abnolitres.
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CAPITULO |

EPIDEMIOLOGIA DO CANCER CERVICAL

Os carcinomas do trato anogenital, particularmeatecancer cervical, sao
responsaveis por quase 12% de todos os carcinoanasulher, e por isso, representam a
sexta maior causa de neoplasia ginecologica nalBsasado evitavel e curavel se detectado
precocemente por se desenvolver de maneira lgnevisivel [1].

O cancer cervical é o segundo tipo mais comum etheras no mundo, precedido
apenas pelo cancer de mama, sendo a segunda eansatd por esta doenca no mundo e a
primeira nos paises em desenvolvimento, onde apemamente 500.000 novos casos sao
estimados por ano no mundo [2]. As taxas de incidéséo relativamente baixas nos paises
desenvolvidos e varia entre diferentes regibes dodm, sendo inferiores a 14 casos para
cada 100.000 mulheres [2, 3]. No Brasil, 0 nUmarandvos casos estimados para o ano de
2011 é de 18.430. Somente no Estado do Parandaeataaria de 21 a 23 casos por 100.000
mulheres [1, 3, 4].

Estas diferencas podem ser atribuidas ao fato eeupaises desenvolvidos existe
elevada cobertura populacional com as campanhasppavencéo e tratamento da doenca,
bem como facil acesso ao tratamento. Isto geratecgho precoce e consequentemente o
estabelecimento de tratamento curativo efetivo, lgua a diminuicdo na incidéncia deste
cancer [5,6].

O carcinoma cervical é a principal causa de mootecancer entre mulheres que
vivem em paises em vias de desenvolvimento, sestdnaglo em torno de 273.000 6bitos em
todo o mundo, sendo 85% deles em paises menosvdesédas, incluindo os da Ameérica do
Sul [3]. No Brasil, as taxas de mortalidade porce@rtervical sdo também elevadas, em torno
de 8.275 casos anuais, que correspondem a 38,76bitbs por este tipo de cancer na
América do Sul [1]. Assim, € considerado um graweblema de Saude Publica,
principalmente por acometer mulheres consideradasng e produtivas, o que gera um
grande impacto familiar e social para o pais.

A citologia oncoética cérvico-vaginal ou exame depdacolaou (Pap) detecta as
lesBes pré-cancerosas e cancerosas cervicais, samétodo de escolha para triagem deste
tipo de cancer. Este exame € responsavel peladedie;80% das taxas de incidéncia e morte
nos paises desenvolvidos [7]. No Brasil, emboraaewscorrido atualmente um aumento ao

acesso para realizacédo do exame de Pap, existdmraintos fatores que contribuem para as
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elevadas taxas, mas trés aspectos podem ajudarpemnder melhor o problema e merecem
destaque: as coberturas do exame Pap, seu desengerdstadiamento avangcado em que 0s
casos sao diagnosticados. As coberturas populasiamala sdo muito inferiores a cobertura

minima necessaria recomendada pela OMS para que itm@acto nos indicadores de

morbimortalidade, que € de 80% das mulheres de 5% anos de idade. Esse € certamente
um dos principais fatores que contribui para a rreamfio das elevadas taxas de cancer
cervical no pais [3]. Outro fator importante quatcibui para os altos indices de morte € que
o diagndstico em varias regioes brasileiras aind@akzado apenas no estagio avancado da

doenca [8].

LESOES PRE-CANCEROSAS E CARCINOMA CERVICAL

O carcinoma escamoso cervical € uma doenca de gélienta, que apresenta
estagios precursores conhecidos como displasiasaplasias intraepiteliais cervicais (NIC).
Segundo o Sistema Bethesda para Diagnostico Citol@001) [8], estas alteracdes sdo
classificadas em: atipias em células escamosas )(A8Gignificado indeterminado (ASC-
US) ou néo se pode excluir lesédo de alto grau (A$Gtipias em células glandulares (AGC),
lesdo intraepitelial de baixo grau (LSIL) e les@raepitelial de alto grau (HSIL). Este
sistema foi desenvolvido para promover uma comgamaeficaz entre ginecologista e
citopatologista em relacédo aos achados citologeleyantes nas amostras cervicais [8,9].

A histéria natural das lesBes pré-cancerosas aypeesgrande variabilidade
individual. Porém, ja esta bem estabelecido quegressao do carcinoma cervical ocorre a
partir das LSIL para HSIL, evoluindo para o caramadn situ e, finalmente, para carcinoma
invasivo [10]. Cerca de 90% dos casos de carcirmenacal invasor evolui a partir da HSIL,
mas nem toda alteracdo pré-neoplasica progrideyparprocesso invasor [1]. Cerca de 70%
das LSIL regridem espontaneamente sem tratamen&stiMativa € que de 15 a 17% das
LSIL infectadas com HPV 16 evoluam para HSIL [1],12

Diversos critérios sdo utilizados para a avaliad@arau das alteragdes citologicas,
entre elas 0 aumento da relacdo nucleo/citoplasleacédo do formato nuclear e arquitetura
da cromatina. Apesar da alta especificidade, o exaitologico apresenta sensibilidade
limitada, uma vez que o carcinoma cervical e s@s®ds precursoras constituem uma
patologia complexa, com multiplos determinanteségjieos [13]. Em decorréncia disto, o
exame de Pap é considerado de triagem para o c@&ecdcal e ndo um método de

diagndstico conclusivo [7].
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Papillomavirus Humano (HPV) E A CARCINOGENESE CERVICAL

O carcinoma cervical esta associaddapillomavirusHumano (HPV), um membro
da familiaPapilomaviridag que séo virus epiteliotropicos, com tropismoqaulas epiteliais
e mucosas, capazes de induzir a alteracdes noaslitar destas células. A infeccéo pelo
HPV, transmitida sexualmente, é considerada o ipahéator na génese do cancer cervical,
associado a 99,7% dos casos de carcinomas invg$#,4%,16,17].

O HPV infecta células epiteliais imaturas da juned&oamo-colunar (JEC) do colo
uterino, sendo considerada uma infeccdo viral gatgmente transitoria, uma vez que 0s
individuos desenvolvem um tipo de resposta imupedfca, o que faz a infeccao regredir
[18]. Aproximadamente 1% da populagdo apresenteugas genitais (estagio clinico da
infeccdo) e 4% das mulheres desenvolvem lesGearpmgas como LSIL ou HSIL [19].

Cerca de 1% das mulheres infectadas por um dossvépos virais oncogénicos
apresenta risco para desenvolvimento de cancebetgsecursoras induzidas pelo HPV se
desenvolvem aproximadamente uma década apoOs acdofemicial, permitindo seu
reconhecimento através de recursos diagnosticosatamiento prévio a transformacgao
neoplasica [20]. A maior prevaléncia da infeccambservada nas mulheres em torno de 25
anos, havendo diminuicdo na faixa dos 45 a 50 ene® algumas populagdes ocorre uma
elevacdo da prevaléncia no periodo da menopausalo Sessim, 0 acometimento ocorre
principalmente em mulheres sexualmente ativas,rgerde nos anos seguintes a primeira
relacéo sexual [21].

Em torno de 200 subtipos do virus ja foram idesddios e 40 infectam o sistema
genital feminino. A classificacdo do HPV dependesda habilidade em causar progressao
maligna nas lesdes que eles causam [22,23,24]Junlgpos de HPV, entre eles: 6, 11, 40,
42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 e 81, sdo consideradodaixo risco por causarem lesdes
condilomatosas e verrugas genitais, em areas daayaggrvice uterina, vulva, pénis e reto.
Outros tipos sao considerados de alto risco comad8,631, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68, 73 e 82, pois sdo capazes de promover alteragdBNA das células infectadas e levar a
progressao maligna [25,26,27]. Nos Estados estsdadoBrasil, 0 genoétipo 16 € o mais
comum, seguido do gendtipo 18, semelhante ao quecomundialmente [22,23,28].

Os HPVs possuem DNA de cadeia circular compost@ @0 pares de bases (pb) e
sua regiao tardia (L1 e L2) é capaz de codificatghnas importantes do capsideo, enquanto
que a regido precoce codifica as proteinas E1,B82,E5, E6 e E7, necessarias para a

replicacdo e manutencao da particula viral em agluwifectadas. Na organizacdo do genoma,
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0 gene L1 possui a sequéncia de nucleotideos maservada, sendo base para classificacdo
taxondmica dos HPV e utilizada como principal mgddea iniciadores moleculares [29].

As proteinas E1 e E2 exercem funcbes de manutezmgi@somal do DNA viral,
porém E1 exerce também uma regulacdo positivapleagdo gendmica, enquanto que E2
funciona como repressora de E6 e E7. Estas Ultiepassentam o potencial oncogénico dos
HPV de alto risco, uma vez que inibem a funcdo esgmra de tumor da proteina p53 e
retinoblastoma (pRb), que s&o genes supressom@sldaelular [29,30].

Quando o virus integra seu DNA ao cromossomo dalacélospedeira, ocorre a
interrupcdo do gene E2. A falta deste gene levaparexpressao de E6 e E7, levando a
interrupcdo do ciclo celular [29,31]. A integragéal € um evento precoce no curso natural
da infeccao viral. Estudos tém demonstrado que @masositologicas normais apresentaram
integracédo de HPV de alto risco. O estado fisiom{a episomal ou forma integrada) do HPV
esta relacionado com o grau da leséo intraepitgl@itanto, quanto mais progride a lesdo
menos o HPV estara na forma epissomal e mais nefotegrada, principalmente o HPV 16
Por fim, a proteina E4 atua na producdo de L2 erampimento dos filamentos de
citoqueratina da célula hospedeira, ao passo qudt&ra os fatores de crescimento da mesma
[32].

A transformacé@o de uma leséo pré-cancerosa em wim@®a invasivo de cérvice
uterina estd acompanhada inicialmente por umarumpedio tecidual focal seguida pela
degradacdo da membrana basal pela acdo de protsasde que as metaloproteinases de
matriz (MMPs) 2 e 9 foram descritas por estarensgies em associacdo com HPV 16 em
linhagens celulares de neoplasias cervicais C82&ki e Siha [33].

Outro ponto observado na transformacédo do epitélivical normal até o cancer € o
equilibrio citogenético, no qual os biomarcadoresndrais sdo indicadores do estado
fisiol6gico das alteracdes pré-neoplasicas querecpdurante o processo de carcinogénese, e
podem ser utilizados para distinguir pacientes asoo individual para progresséo da lesao
[13,34,35]. A instabilidade cromossOGmica na formeadélecao, duplicagédo e amplificacdo de
varias regides gendmicas esta presente em myitos tie canceres, sendo comum nos de
origem epitelial. Normalmente estas alteracdes oss@micas desenvolvem-se nos estagios
iniciais da neoplasia e podem ser vistas até alatsto da doenga. Um dos principais fatores
que causam estas instabilidades no cancer ceévealesregulacdo dos oncogenes virais (E6
e E7), que precedem a integracao viral do HPV aoma do hospedeiro [14,36,37]. Varios
biomarcadores para o cancer de colo uterino tern s&tentemente propostos, mas

encontram-se a nivel de pesquisa, entre eles 8*Pfee ¢ um inibidor dependente de
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ciclinas comumente detectado em lesdes cervicasl§l Dentre as anormalidades
cromossoOmicas, ja foram descritas que insercoebrago longo do cromossomo 3 estédo
associados a progressao da leséo cervical e @iésraa sequéncia da regido 3926 contribuem
para uma vantage de crescimento das células idéecfzelo HPV [37]. Outros biomarcadores
cromossomais estudados na carcinogénese cervical délecao na regiao 8p e a ampliagao
da regiao 8q [38]

DIAGNOSTICO DO HPV

A andlise citopatoldgica pelo método de Pap é denasda referéncia na triagem
populacional do HPV, de lesGes precursoras e casgercervicais. Isto porque existe a
possibilidade de detectar através deste exameagies morfoldgicas, tanto epiteliais quanto
celulares, apos a infeccdo da camada escamosapeds#lPV e sua consequente replicacao
nestas células. Uma limitacdo da metodologia deéappossibilidade de detectar somente
alteracdes morfoldgicas resultantes da replicagdd1BV, presente nas lesdes clinicas e
subclinicas da infeccdo. Nos casos de laténci§ wiia ha manifestacdes cito-morfologicas e
consequentemente o HPV néo é detectado [39].

As técnicas moleculares para diagnostico do HP\sym®a vantagens por serem
capazes de detectar o HPV também no seu estaduelatéstas técnicas auxiliam no
progndéstico das pacientes e no seu acompanhamésttratamento [40]. Além disto, a
associacao dos resultados dos exames de Pap cositigiglade e genotipagem do HPV em
muito contribuem para o conhecimento das caratiterfsepidemiologicas e da patogénese da
doenca em relagcdo a populagéo estudada. Dentrétodas moleculares destaca-se a técnica
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que eamrélecia da amplificacdo do DNA,
possui grande sensibilidade e especificidade, sidupara quantidades muito pequenas de
DNA viral [39].

Com uma variacao da técnica de PCR, a PCR-RFLiEM@dismo do tamanho dos
fragmentos de restricdo), os genotipos podem taméeEmfacilmente determinados [41].
Como um exemplo da utilizacdo da técnica de PCR:PRpara a genotipagem de HPV,
destaca-se a descrita por Santiago et al. [42],ugiliza apenas uma enzima de restricao
(HpyCH4V), com a qual é possivel genotipar 40 geodtde HPV, dentre eles de alto risco
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,/8% 82), risco indeterminado (26, 53 e 66) e
baixo risco (6, 11, 30, 34, 40, 42, 43, 44, 54,@hK,62, 64, 67, 69, 70, 72, 74, 81, 83, 84 e
91).
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JUSTIFICATIVA

Até o momento, a utilizacdo dos testes de integragal em programas de rastreio
do cancer cervical ou no manejo de pacientes ceuitaelos citoldgicos anormais permanece
obscuro. Embora a maioria das mulheres em algumemimnda sua vida foram infectadas
com HPV de alto risco, uma pequena parcela irarpdiigpara o cancer cervical. Portanto, ha
necessidade da identificacdo de fatores que modalasto de progressao da doenca, e 0s
testes de deteccéo e genotipagem de HPV e tambémedeacao viral podem servir como

biomarcadores preditivos.

OBJETIVOS

GERAL
Determinar a distribuicdo de genoétipos do HPV entariupcdo do gene E2 dos
HPV16/18 para avaliar se a integracdo viral totsla ecorrelacionada com o grau de

anormalidades cervicais em mulheres do Sul do Brasi

ESPECIFICOS

Determinar através da técnica de PCR a distribudagendtipos do HPV em
mulheres sul brasileiras com anormalidades cesjicai

Avaliar através da técnica de PCR a interrupddayene E2 dos HPV16/18 para
determinar se a integracdo viral total estd carieteda com o grau de anormalidades

cervicais.
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The identification of high-risk (HR) humaRapillomavirus (HPV) types offers the
possibility of improving the efficiency of cervicatreening programs. Although most women
will at some time have been infected with HR-HPYéy, very few will progress to invasive
disease. Therefore, there is a continuing needhi@iidentification of factors that modulate
the risk of disease progression, and which mightesas predictive biomarkers [1].

Viral integration of HR-HPV into the host cellrgame often disrupts the E1 and/or
E2 region and results in the up-regulation of ti@lVE6 and E7 oncogenes, which might
promote the development of neoplasia [2]. To ddie,role that integration testing play in
cervical screening programs or in managing patievitt abnormal cervical cytological
results remains unclear. In the present study, sexl PCR methodology to determine the
distribution of HPV genotypeand HPV16/18 E2 disruption to assess whether yitae
integration is correlated with the degree of calvabnormalities in South Brazilian women.

Between November 2009 and August 2011, cervicalpkzsmwere collected in the
colposcopy clinic at the Unido da Vitéria city, sioiBrazil and classified according to their
previous cytology findings, HSIL and IC that is iomed by histopathology. Genomic DNA
was extracted by DNAzol solution (Invitrogen, Chdd, CA, USA), the HPV-PCR was
carried out using MY09/MY11 primers [3] and the gemping by PCR-restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) using the enzyapyCH4V [4]. For integration test, was
also used PCR method with E2 type-specific primeHR-HPV-16 and -18 [5]. The absence
of the E2 gene amplification was considered to Isga of E2 region disruption and pure
viral integration. Written consent was obtainedrirall study subjects, and the research was
approved by the Committee for Ethics in Researebliing Humans at the State University
of Maringé/Brazil.

The mean age of the 137 women studied was 33.6023@ars (range 16-78 years),

and those with invasive carcinoma (IC) were olgex 0.05). The prevalence of total DNA-
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HPV, HR-HPV and multiple infections in all women své&6.2%, 38.7% and 12.4%,
respectively and were higher detected in those WM8IL and IC (p< 0.05). The most
common HPV detected was HPV-16 (17.5%x 0.05), in agreement with other studies in
other regions of the world [1,6]. The most commoR-HPV, HPV-16, -51 and -45 were
more detected in HSIL and IC, whereas HPV-18 a8y in IC (p< 0.05) (Table 1).

The low-risk (LR)-HPV was detected in 29.2%, beid§V-72 the most common
(15.3%) and HPV-6 and -11 were not detected. Fdltiphel infections, the most common
occurred between HPV-72 and 16 (64.7% the all éectrons and 8.0% of the women) and
up to three genotypes were detected in a singleemom

The overall HPV-18 E2 gene disruption was 100.0% #ms infection was evenly
distributed in ASC-H, LSIL, HSIL and IC (0.7% eacltjor HPV-16 E2 gene, the overall
disruption was 54.2%, and occurred in 50.0% in AB& /% in LSIL, 53.8% in HSIL and
50% in IC (p> 0.05; Fig. 1). The DNA-HPV can be found in cervVicalls in episomal,
integrated or mixed forms (integrated plus episobfdA). Although the PCR method used is
quick and easy to perform, so that can be applhethboratories as a biomarker of viral
integration, it not able to recognize mixed forrasly pure integrated form [2]. Considering
the similar results for pure integration of HPV-aéhong different degrees of cytological
abnormalities since ASC to IC, the use of this témphe does not seem to be applicable to

distinguish women with greater propensity for pesgion of the lesions.

Synopsis
The number of infected women with HR-HPV was higispecially HPV 16. The PCR

techniqgues to integration showed that HPV 18 irgtegt 100% since the initial lesions.
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Table 1 Distribution of HPV genotypes according to cytatofindings.

Variable Overall ASC-US ASC-H LSIL HS Invasive % value
carcinoma

Number of patients 137 47 16 34 34 06

®Mean age 33.60+30.72 31.25+10.65 35.06+14.56 34.75+12.99 36.56+16.02  48.83+8.70 0.0002

HPV-DNA + % 56.2 29.8 50.0 47.0 97.1 100.0 0205

HPV-HR % 38.7 10.6 31.2 20.6 88.2 100.0 0.0325

HPV-Multiple 12.4 8.5 6.2 29 26.5 33.3 0.0457

infection

HPV-16 prevalence % 17.5 12.5 12.5 8.8 38.2 33.3 0.0258

HPV-18 prevalence % 2.9 - 7.2 2.9 2.9 16.7 0.1121

HPV-51 prevalence % 5.1 - 7.2 - 14.7 16.7 0.0938

HPV-82 prevalence % 3.6 - 7.2 5.9 2.9 16.7 0208

HPV-45 prevalence % 2.9 - - - 8.8 16.7 0.2041




31

Abbreviations: HPV, human papilomavirus; HPV-DNA pgsitive HPV-DNA; HR-HPV, high risk HPV; *Cytologifindings (according to
Bethesda System 2001): atypical squamous cellsdétermined significance (ASC-US); atypical squasnceils of undetermined significance,
cannot exclude high-grade squamous intraepithidgbn (ASC-H); low grade squamous intraepitel@dion (LSIL); high grade squamous
intraepitelial lesion (HSIL); Invasive carcinomausimous cell carcinoma.

aStatistical analysis was carried out using GrapHR&im (GraphPad Software, USA) and the statissicaificance was set at0.05.

PMean age: mean + SD.

%: calculated in total 137 women.
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Fig. 1. HPV-16 prevalence (N) and E2 gene total disrup{idf#o) in different grades of cytological cervicdbreormalities (p> 0.05). The
absence of the E2 gene amplification was considered a sign of E2 region disruption and purelwri@gration.

Abbreviations: HPV, humarPapillomavirus Cytologic findings (according to Bethesda Syst2601): ASC, atypical squamous cell of
undetermined significate; LSIL, low grade squammtisaepitelial lesion; HSIL, high grade squamousaepitelial lesion; Invasive carcinoma,

squamous cell carcinoma.
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CAPITULO 1l

CONCLUSOES

O estudo realizado com 137 mulheres com anormafladrvicais da regido Sul do Estado

do Parana demonstrou que:

1)

O numero de pacientes infectadas com HPV deiatto foi elevado, principalmente pelo

HPV 16. Os HPVs 6 e 11, considerados os de basoo mais prevalentes na populagéo
mundial, ndo foram detectados na populagdo estudada-infeccdo mais prevalente

observada foi entre os HPV 16 (alto risco) e 72x(baisco). No entanto, mais estudos
epidemiolégicos em mulheres com anormalidadesogichs devem ser realizados em
diferentes regides do nosso pais, a fim de seaanalieal frequéncia da infec¢do por HPV
e distribuicdo genotipica.

2) A prevaléncia de HPV de alto risco foi significaimente maior em pacientes com lesées

3)

4)

5)

de alto grau e carcinomas, e os HPV de baixo detectados nestes grupos estavam em
co-infecgdo com HPV de alto risco.

A média de idade foi significativamente maior nasipntes com Carcinoma Cervical,

guando comparado com 0s outros grupos de anorrdafidatoldgicas.

Considerando os resultados semelhantes para aagéegtotal do HPV-16 entre os
diferentes graus de anormalidades citol6gicas,ed@8C até Carcinomas, o uso da PCR
nao parece ser aplicavel para distinguir as muthe@n maior propensdo para a

progressao das lesdes.

A interrupcédo total do gene E2 do HPV 18 foi de %08 esta infeccdo foi distribuida
uniformemente em ASC-H, LSIL, HSIL e Carcinomas. técnica de PCR para a

integracdo mostrou apenas resultados satisfajgai@so HPV-18.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos resultados obtidos, torna-se importaakzar estudos de seguimento das
pacientes, principalmente daquelas cuja integragéd total de E2 foi verificada, para
avaliacdo da progressao da leséao através de exdtwlégicos e/ou histoldgicos e verificar a
persisténcia da infec¢do dos HPV de alto riscoasqsicientes.

Seguindo a mesma linha de pesquisa, pretende-siarinrambém o estudo de
biomarcadores de infeccdo pelo HPV, através deicsnde Hibridizacaan situ pela
fluorescéncia (FISH), objetivando correlacionar resultados obtidos neste estudo com
anormalidades cromossémicas das mulheres. Outagdé para o0 estudo da interrupcao
tecidual focal seguida pela degradacdo da membrasal serdo também realizados para
avaliar o risco de progressdo das lesGes de alio mgira carcinomas invasores, através do
estudo das proteases, como a Metaloproteinase PNV

Andlises adicionais de correlagdo dos HPV com Hlasse | e Il também serdo

avaliados.
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Guide for Authors

Statement of purpose Since its inception, thénternational Journal of Gynecology &

Obstetrics(IJGO) has had two primary purposes:

(1) to serve an international audience by publighioriginal scientific articles and
communications originating in low-income countribich emphasize important obstetric
and gynecologic problems, issues, and perspectseety as maternal mortality and family
planning; as well as publishing original articlesdacommunications from the scientific
community of high-income countries, with particumphasis on sharing advances in the
specialty of obstetrics and gynecology; and

(2) to further the organizational purposes of thiernational Federation of Gynecology and
Obstetrics (FIGO) by providing a means of bringiaghe readership decisions of the officers
and executive board, reports of the standing cotegstof FIGO, and information from the
FIGO Secretariat in the intervals between meetinfisthe executive board and the
international congresses; and by providing inforamatrom the World Health Organization
and those other important international organizetithat deal with women's health and the

specialty of obstetrics and gynecology.

Conflict of interest. All authors must sign the Author(s) Guarantee F@awailable online at
submission) and include a statement in the cottarland before the reference section in the
article itself to declare any conflicts of intere$he author(s) must guarantég) that the
article has not been published elsewhere; (2) it isot being considered for publication
elsewhere; and (3) that it has been submitted witthe full knowledge and approval of
the institution or organization given as the affilation of the author(s). Submission of

multi-authored manuscripts implies the consentacheof the authors.

Submission.Authors must submit manuscripts online using trseer Editorial Submission

System (EES)=sees.elsevier.com/ijgHard copy submissions will not be considered or

returned. Once submitted, manuscripts undergoainsicreening by the editorial staff and
editors. To ensure timely processing of the higmber of submissions received, papers that
do not meet the journal's requirements will be ided at this stage, without peer review, and

the authors will receive prompt notification. Alher papers will be peer reviewed.
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Authors must register using EES when submittingaaunscript, at which time they will be
given a login and password for access to their HBange (please remember this information
and avoid creating duplicate accounts). Authorsukhosend queries concerning the

submission process or journal procedureauthorsupport@elsevier.corauthors can check

the status of their manuscript within the reviewogass using EES. All correspondence,
including notification of the Editor's decision aretjuests for revision, takes place by e-mail

and via the Author's homepage.

Changes to Authorship

This policy concerns the addition, deletion, orrraagement of author names in the
authorship of accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published inrdme issue Requests to add or remove an
author, or to rearrange the author names, mustebe te the Journal Manager from the
corresponding author of the accepted manuscriptnamst include: (a) the reason the name
should be added or removed, or the author namesnggd and (b) written confirmation (e-

mail, fax, letter) from all authors that they agweéh the addition, removal or rearrangement.
In the case of addition or removal of authors, thedudes confirmation from the author being

added or removed. Requests that are not sent bgothesponding author will be forwarded

by the Journal Manager to the corresponding autivig must follow the procedure as

described above. Note that: (1) Journal Manageitsniorm the Journal Editors of any such

requests and (2) publication of the accepted maipiso an online issue is suspended until
authorship has been agreed.

After the accepted manuscript is published in almenssue Any requests to add, delete, or

rearrange author names in an article publishea iordine issue will follow the same policies

as noted above and result in a corrigendum.

Guidelines for types of articlesRandomized Controlled Trials (RCTs). Submission of
RCTs must include reference to ethics approvakgmanation of why ethics approval was

not received). Authors must consult CONSORT chstkjuidelines+ http://www.consort-

statement.org/consort-statemesuhd include a flow chart as a Figure with the asanipt.

Clinical trial registration : Authors are strongly encouraged to register céihtrials in free,

public clinical trial registries. As a condition obnsideration for publication, this requirement
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will be compulsory for all RCTs submitted aftdanuary 1, 2012. The clinical trial
registration should be included at the end of thstract.

Systematic reviewsbased on the following recommended guidelines adratklists will be
given preference. Systematic reviews should folloevPRISMA guidelines. Meta-analysis of
observational studies should follow the MOOSE glings. Further information can be

obtained from the EQUATOR web sitesshttp://www.equator-network.org/resource-

centre/library-of-health-research-reporting/repaytguidelines

Useful resource The EQUATOR Network website ={ http://www.equator-

network.org/homp explains what reporting guidelines are and whgyttare needed. It

contains links to the checklists described abowk@ovides useful guidance for authors and

editors.

Layout of manuscripts Full-length clinical articles should not exceed500 wordsin the
body of text, excluding the title page, abstract fmore than 200 words), synopsis, keywords,
figure legends, tables and figures, acknowledgmamis references (no more than 25). Please
include the word count in the cover letter and be title page of the manuscript. Subject
matter should be organized under suitable headisigsh as Structured Abstract,
Introduction, Materials and methods, Results, Discasion, Acknowledgments and
References.Footnotes should be avoided and their contentrpiocated into the texThe
first page should contain:(a) title; (b) full name(s) of author(s); (c) affition(s) of author(s)
(i.e. department, section or unit of an institutibwspital or organization, city, state and/or
country where it is located (please note streetbmrsmand name are not required); (d) full
contact details of the corresponding author; (djsaof 3-6 keywords for indexing and
retrieval; (f) synopsis no longer than 25 wordafiaty in one or two sentences the conclusions
of the paper. The reference list should not excgdeferences. Papers are published in
English, using American spelling. The editors resethe right to make any necessary
editorial changes. Clinical research should incladestatement that the study has been

approved by the Institutional Review Board or othgpropriate body.

Systematic review articlesshould adhere to QUOROM or MOOSE guidelines, withmore
than 3000-3500 words and 40 references. A struttabstract of no more than 200 words is
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