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RESUMO

Os Papilomavirus humano (HPV) sdo responsaveis por causar lesdes epiteliais,
podendo evoluir a diversos tipos de carcinomas. Segundo a Organizacdo Mundial
de Saude, a infeccéo pelo HPV é o principal fator de risco para o cancer cervical
sendo detectado em aproximadamente 99% dos casos. O HPV 16, assim como o
HPV 18, sdo os gendtipos virais mais prevalentes em carcinomas cervicais
invasivos no mundo. O teste molecular é mais eficiente em exames preventivos,
ratificando sua utilizacdo para a triagem do HPV e, desta forma, favorecendo a
prevencdo das lesGes causadas pelo virus. A presente dissertacdo teve como
objetivo identificar os genétipos prevalentes do HPV em amostras cervicais
consideradas normais e com alteracdes. O estudo de corte transversal foi realizado
com 241 mulheres de 18 a 60 anos, atendidas numa Unidade de Saude da Familia
do municipio de Olinda - PE. As amostras de DNA foram extraidas de células de
raspado do colo uterino utilizando kit comercial. A infec¢ao pelo HPV foi investigada
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utlizando os primers
consensus MY09/11 e GP5+/6+. Alteracbes celulares foram visualizadas pelo
exame citopatologico (Papanicolaou). O PapilloCheck® HPV-screen DNA-chip foi
utilizado para genotipar os HPV presentes nas amostras biol6gicas. Através do
exame citopatolégico observou-se que apenas 2,90% das pacientes apresentaram
alteracbes celulares caracteristicas da infeccdo pelo HPV, enquanto que o
diagndstico molecular permitiu detectar a presenca do DNA viral em 23,23% das
pacientes. Os dois pares de primers testados tiveram eficiéncias similares, sendo o
MY09/11 com 15,35% e, o GP5+/6+ com 17,01%, entretanto o percentual de
concordancia entre ambos foi de apenas 39,28%. Neste estudo, o HPV6 (16,94%) e
os HPV16 e HPV1l1l, cada um com 10,16%, foram os gendtipos virais mais
prevalentes, em conjunto respondendo por quase 30% dos casos. O percentual de
amostras com multipla infeccdo foi de 22,03% sendo o HPV52 o gendtipo mais
prevalente (8,47%). Neste estudo o HPV 18 néo figurou como sendo um dos
gendtipos mais prevalentes. A alta prevaléncia dos genétipos HPV6, 16 e 11
contribui para a discussao sobre estratégias de implantacdo de uma vacina contra o
HPV, melhorando assim, a qualidade da assisténcia a saude, além de reduzir os
gastos publicos com tratamentos. Contudo, estudos incluindo uma maior
amostragem em diferentes areas do municipio se faz necessario para obter uma
visualizacdo mais detalhada da prevaléncia genotipica do HPV na regido.

Palavras-chave: Papilomavirus, PCR, genotipagem.



ABSTRACT

The human papillomavirus (HPV) are responsible for epithelial damage, which can
progress to various types of carcinomas. According to the World Health
Organization, HPV infection is the major risk factor for cervical cancer is detected in
approximately 99% of cases. HPV 16, and HPV 18 viral genotypes are more
prevalent in invasive cervical cancers worldwide. The molecular test is more
effective in preventive examinations, confirming its use for screening of HPV, and
thus promoting the prevention of injuries caused by the virus. This dissertation
aimed to identify the prevalent genotypes of HPV in cervical samples with normal
and considered changes. The cross-sectional study was conducted with 241 women
from 18 to 60 years, attended a Family Health Unit of the municipality of Olinda -
PE. DNA samples were extracted from cells scraped from the cervix using a
commercial kit. HPV infection was investigated by Polymerase Chain Reaction
(PCR) using primers and MY09/11 consensus GP5 + / 6 +. Cellular changes were
viewed by the Pap test (Papanicolaou). The PapilloCheck HPV-DNA-chip screen
was used to genotype the HPV present in biological samples. Through the Pap test
showed that only 2.90% of patients showed cellular changes characteristic of HPV
infection, whereas the molecular diagnosis allowed us to detect the presence of viral
DNA in 23.23% of patients. The two primer pairs tested had similar efficiencies, and
the MY09/11 with 15.35% and the GP5 + / 6 + 17.01%, however the percentage of
agreement between them was only 39.28%. In this study, HPV6 (16.94%) and
HPV16 and HPV11, each with 10.16%, were the most prevalent viral genotypes,
together accounting for nearly 30% of cases. The percentage of samples with
multiple infections was 22.03%, with HPV52 the most prevalent genotype (8.47%).
In this study, HPV 18 did not figure as one of the most prevalent genotypes. The
high prevalence of genotypes HPV6, 16 and 11 contributes to the discussion on
strategies for implementation of an HPV vaccine, thus improving the quality of health
care, and reduce public spending on treatments. However, studies including a larger
sample in different areas of the county is required to obtain a more detailed view of
the prevalence of HPV genotype in the region.

Keywords: Papillomavirus, PCR, genotyping
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1. Introducao

Os Papilomavirus (PV) s&o responsaveis por causar diversas lesfes
epiteliais, infectando epitélios cutaneos e mucosos, e causando desde lesdes
benignas a carcinomas. O Papilomavirus humano (HPV), sexualmente
transmissivel, apresenta grande ocorréncia na populacdo mundial estando
relacionado com a carcinogénese cervical.

Atualmente, sabe-se que existem mais de 150 gendétipos de HPV (Bravo, et
al, 2010) e que cerca de 40 podem ser encontrados na regido anogenital, causando
o cancer cervical. No entanto, o HPV pode ser encontrado em varios outros locais
de infeccao, levando a outros tipos de canceres, tais como: olho, cabeca e pescoco,
faringe, laringe, pele, mama, dedo e unha, pulmao, figado, estbmago, bexiga, célon,
vagina, vulva, pénis e anus (zur Hausen, 2009a, 2009b, Beltrdo et al., 2010), sitios
de infeccéo diferentes ao qual foi originalmente vinculado (zur Hausen et al., 1977,
Shukla et al., 2009).

O cancer do colo do utero € o segundo tipo de cancer mais comum entre as
mulheres, com aproximadamente 530 mil casos novos por ano no mundo, sendo
responsavel pelo 6bito de 274 mil mulheres por ano (WHO, 2010). Segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), no ano de 2011, sdo esperados, no Brasil,
18.430 casos novos, com um risco estimado de 18 casos a cada 100 mil mulheres
(INCA, 2010). Desta forma, o cancer de colo de utero constitui um problema de
saude publica e apesar do exame citopatolégico ser realizado para deteccéo
precoce, ainda apresenta limitagbes importantes devido a erros na coleta,
preparacdo e leitura das amostras citologicas (Gontijo et al., 2004; Jordao et al.,
2003).

Atualmente existe grande preocupacédo em torno do aperfeicoamento dos
meétodos de deteccdo citopatologicos do HPV, portanto se faz necesséaria a
implementagdo de novas ferramentas diagnosticas mais sensiveis e especificas,

tais como o diagnéstico molecular. Devido aos resultados rapidos e precisos das



técnicas de biologia molecular, como na reacdo em cadeia de polimerase (PCR), é
provavel que seja incorporado aos laboratoérios citopatologicos como rotina de
trabalho (Carmo; Fiorini, 2007).

Em Pernambuco, a grande incidéncia do HPV e do cancer cervical (INCA,
2010) ratifica a necessidade de implantacdo dessas novas estratégias de
diagnostico, com o intuito de tornar o tratamento e acompanhamento dessas
pacientes mais eficazes.

Desta forma, tendo em vista a importancia social e econémica do tema, a
presente dissertacdo buscou avaliar a prevaléncia do HPV na populacdo feminina
de Olinda, identificando os diferentes genaotipos responsaveis pelo desenvolvimento
do céncer do colo do utero, visando contribuir para a discussao sobre a implantacéo
de programas de vacinacao frente ao HPV no Sistema Unico de Salde.

Assim, esse estudo podera servir como uma ferramenta para o
gerenciamento e possivel implementacéo, via gestdo publica, de novas politicas
sociais de combate ao HPV e, consequentemente, do cancer do colo uterino,
melhorando assim, a qualidade da assisténcia a saude, além de reduzir os gastos

publicos com tratamentos.



2. Revisao Bibliografica
2.1 Taxonomia

De acordo com o International Council on the Taxonomy of Viruses (ICTV), o
Papilomavirus humano (HPV) pertence a familia Papillomaviridae, que agrega,
atualmente, 29 géneros, dentre os quais cinco tém como hospedeiro o homem: alfa-
papilomavirus, beta-papilomavirus, gama-papilomavirus, mu-papilomavirus e nu-
papilomavirus (Figura 1) (de Villiers et al.,2004). Clinicamente, o género alfa-
papilomavirus é o mais importante, sendo dividido em espécies 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10,
gue agregam todos os genotipos de HPV associados as lesdes da mucosa genital.
O HPV16, por exemplo, esta classificado no género alfa, espécie 9 (Bernard, 2005).

A validacéo entre tipos, subtipos e variantes € determinada pelo gene L1,
um dos genes mais conservados do genoma dos Papilomavirus (PV), e que vem
sendo usado para identificacdo e classificacdo. Para que um novo tipo de PV seja
registrado € necessario que seu genoma tenha no minimo 10% de diferenca entre
todos os tipos de PV conhecidos. Foi criado o termo subtipos para diferencas na L1
abaixo de 10% e acima de 2%. Diferencas abaixo de 2% entre o genoma novo e o
prototipo, genoma de referéncia, sdo classificados como variantes. Tais variantes
tém sua diferenca maxima no genoma quando se compara grupos €tnicos com uma
longa separacéo temporal (de Villiers et al., 2004; Bernard et al., 2010).

As arvores filogenéticas também podem ser observadas como uma

representacao hipotética da histéria da evolugdo molecular. A importancia de
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Figura 1: Arvore filogenética dos Papilomavirus construida por alinhamento de aminoacidos das
proteinas E1, E2 e L1. O género Alfa estd destacado em vermelho. Modificado a partir de Bernard et

al., 2010.



conhecer a diversidade, taxonomia e evolucdo viral para o diagndstico se
correlaciona com o fato de que abordagens terapéuticas tém sido valorizadas, visto
gue dados epidemiolégicos e interacbes a nivel molecular tém sido apontadas
como dependente destes fatores (Bernard et al., 2006).

A partir da década de 70, o virologista alemao Harold zur Hausen iniciou 0s
estudos sobre papel do HPV no cancer cervical, até que em meados da mesma
década, ele estabeleceu o papel do HPV como sendo o fator promotor para esta
neoplasia, tal descoberta Ihe rendeu o Prémio Nobel de Medicina em 2008.

Mais de 150 gendtipos de HPV ja foram sequenciados e bem caracterizados
(Bravo et al., 2010), sendo que cerca de 40 estdo relacionados as infeccdes
anogenitais. Os gendtipos virais podem ser classificados quanto ao risco de
malignidade que oferecem ao trato genital em: alto-risco (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 e 82), e baixo risco, associado com lesdes
benignas genitais e verrugas na pele (HPV6, 11, 40, 42, 43, 44) (Dalstein et al.,
2009). O HPV16, assim como o HPV18, sdo os gendtipos virais mais prevalentes
em carcinomas cervicais invasivos e neoplasias intraepiteliais cervicais, sendo
encontrados em mais de 50% dos achados (zur Hausen, 1996; Wheeleret, 2009;
Vijayaraghavan et al., 2010).

Existem oito gendtipos de HPV responséaveis por cerca de 90% de todos os
canceres cervicais no mundo, aqui apresentados em ordem decrescente de
frequéncia: HPV16, 18, 45, 31, 33, 52, 58 (Wright et al., 2006). Atualmente, sabe-se
gue o HPV pode ser encontrado em sitios de infeccdo diferentes ao qual foi
originalmente vinculado (zur Hausen et al., 1977, Shukla et al., 2009). Através de
técnicas de biologia molecular ja se consegue detectar o DNA do HPV em 92,9% a
99,7% dos espécimes de cancer cervical invasivo (Mufioz et al., 2006).

2.2 Genoma Viral

Os HPV sao responsaveis por causar diversas lesbes epiteliais, infectando

epitélios cutaneos e mucosos, e causando desde lesbes benignas a carcinomas.



A organizacao gendmica de todos os HPV é semelhante, possuindo todas as
suas regides com potencial para codificar proteinas, denominadas ORFs (Open
Reading Frames) numa mesma fita do DNA (Esquenazi et al., 2010).

O material genético do virus é caracterizado por uma dupla cadeia de DNA
circular, com aproximadamente oito mil pares de bases, (Figura 2) envolvida com
as histonas H2a, H2b, H3 e H4, constituida por oito genes que sdo agrupados de
acordo com a velocidade pela qual s&o expressos. Os genes de expresséo tardia
‘Late” L1, de 55kD de tamanho (80% da proteina total viral) e L2, de peso
molecular de 70kD codificam proteinas do capsideo viral. O capsideo viral possui
forma icosaédrica com um diametro de 50nm a 60nm, €& formado por 72
capsdmeros e nao é revestido por envelope lipidico. Os genes de expresséao rapida
“Early’: E1, E2, E4, E5, E6 e E7 codificam proteinas envolvidas na replicacao,

transcricao e transformacéao viral (Esquenazi et al., 2010).

™ -
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Figura 2: Representacdo do mapa gendmico do HPV 16. URR (LCR) — Regido regulatéria upstream.
L1 e L2 - genes “late”; E2 a E7 - genes “early”. Modificado a partir de Stanley, 2010.

O genoma viral ainda possui uma regiao reguladora longa (LCR ou URR)
nao codificante, apresenta sequéncias ativadoras e repressoras da transcricao viral,
além da origem de replicacdo (ORI), variando de 400 a 1000 pb, localizada entre as
regides L1 e E6 (Kisseljov, 2000; Burd, 2003; Silva et al, 2003).
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Durante a transcricdo, o genoma do HPV €& controlado por diversos
promotores, dentre os quais, o promotor P97 (para o HPV-16) € considerado o
principal, sendo responséavel pelo direcionamento da expressdo de E6 e E7 (Chow,
2010). Varios promotores adicionais ja foram identificados em diferentes regides do
genoma viral, porém seus significados para a expressdo dos genes precoces e
tardios e sua atividade relacionada com a diferenciacdo celular ainda ndo sé&o
conhecidos em detalhe (Mistry, 2007).

O genoma do HPV pode sofrer variacdes por mutagdes pontuais, delecdes e
insercdes, que podem se tornar permanentes numa populacdo, se selecionadas
positivamente ou, se forem funcionalmente neutras, pela expansdo seletiva da

populacdo hospedeira infectada (Bernard, 2010).

2.3 Infeccéao pelo Papilomavirus humano (HPV)

A infeccéo por HPV ocorre pelo contato direto, através de microlesées na pele
gue expbem a membrana basal do epitélio, sendo considerada como causa
majoritaria para o desenvolvimento do cancer cervical, porém apenas 10% das
mulheres infectadas por genétipos de alto-risco devem desenvolver a doenca
(Cavalcanti; Carestiato, 2006).

As vias de transmissao do HPV podem ser sexual, ndo sexual (familiar ou
nosocomial por fébmites) ou materno — fetal, podendo ser gestacional, intra e
periparto. Entre elas, a via sexual representa a grande maioria dos casos. Outros
tipos de contato genital com auséncia de penetracao, incluindo o sexo oral, também
tém sido relatados. Com relacéo a via ndo-sexual, € provavel que o HPV possa ser
transmitido também pelo instrumental ginecolégico, quando nado esterilizado
adequadamente (Queiroz; Cano; Zaia, 2007).

A maioria dos virus infectam uma célula-alvo e passam a produzir a
progénie viral a partir dessa mesma célula infectada. Por outro lado, em infec¢des
por HPV, a sintese de novos virions ocorre somente apds a célula infectada ter
sofrido mitose e uma das filhas dessa célula infectada ter-se diferenciado (Howley,
2007).



O ciclo de vida do HPV (Figura 3) inicia-se por um processo infeccioso que
ocorre na camada basal de queratindcitos do epitélio, resultando numa infeccao
clinica ou subclinica. No primeiro estagio do ciclo viral, o genoma do HPV é
estabilizado na forma de elemento extracromossdmico (epissomo) na célula basal
epitelial, o qual é replicado para um numero de 50 a 100 coOpias aproximadamente
junto com o DNA do hospedeiro, na fase S. Os primeiros genes a serem expressos
sdo E1 (helicase) e E2 que formam um complexo para se ligar a origem de
replicacdo do genoma viral e recrutar a maquinaria necesséria da célula, como
polimerase e proteinas acessorias (Mohr et al., 1990; Frattini et al., 1994; Conger et
al.,, 1999). Além disso, a proteina E2 funciona como um fator de transcricdo que
ativa ou reprime a transcricdo dos outros genes E (McBride et al., 1991). As
proteinas E5, E6, e E7 participam da transformacdo celular pela inducdo da
proliferacdo basal e parabasal das células, levando a hiperplasia epitelial com
papilomatoses de varias extensdes (Stoler et al., 1989; Haller et al., 1995).

O segundo estagio do ciclo corresponde a um alto nivel de expressao de
proteinas virais nao-estruturais (E4) e estruturais (L1 e L2) para a montagem dos
virions e sua liberacdo. A proteina E4 facilita a liberacdo dos virions através do
rompimento do citoesqueleto citoplasméatico (Doorbar et al., 1991). Nesta fase,
ocorre a migracao de uma das células infectadas para as camadas mais superiores
(sentido apical) do epitélio com a finalidade de acompanhar o programa de
diferenciacdo dos queratindcitos enquanto isso, a célula-filha infectada que
permaneceu na camada basal se multiplica e mantém um verdadeiro reservatério
de DNA viral (McCance, 2005).

O tempo de infeccdo até a liberacdo das particulas virais € de
aproximadamente trés semanas e corresponde ao tempo necessario para a
diferenciacdo completa e descamacédo do queratindcito basal (Stanley, 2005). O
tempo entre a infeccao inicial e o aparecimento de papilomas pode depender da
concentracdo e do tipo do virus que infecta o tecido, também é sugerido que o
estado de laténcia pode resultar da baixa concentracdo de virus inoculado (Zhang
et al., 1999; Campo, 1995).
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Figura 3: Esquema mostrando a infec¢do pelo Papilomavirus humano. Modificado a partir de
Simonetti et al., 2010.

2.4 HPV versus cancer cervical

O céancer do colo do utero é caracterizado por uma replicacdo desordenada
do epitélio de revestimento do dito 6rgdo, comprometendo o tecido subjacente,
chamado de estroma, e podendo invadir estruturas e 6rgdos contiguos ou a
distancia. Existem duas principais categorias de carcinomas invasores do colo
uterino, dependendo da origem do epitélio comprometido: o carcinoma
epidermdide, tipo mais incidente e que acomete o epitélio escamoso (representa
cerca de 80% dos casos), e o adenocarcinoma, tipo mais raro e que acomete o
epitélio glandular (20% dos casos) (Moscicki et al., 2006).

E uma doenca de desenvolvimento silencioso, que pode cursar de maneira
assintomatica em fase inicial e evoluir para quadros de sangramento vaginal
intermitente ou apos a relacdo sexual, secrecdo vaginal anormal e dor abdominal
associada com queixas urinarias ou intestinais nos casos mais avangados (Moscicki
et al., 2006).



O seu desenvolvimento ocorre a partir das lesdes cervicais precursoras que
se apresentam em trés graus evolutivos, do ponto de vista cito-histopatolégico, e
séo classificadas como neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) de graus | (leséo de
baixo grau), Il e Ill (lesGes de alto grau) (Sampaio; Almeida, 2009), como se pode

ver na Figura 4.

colo normal

Figura 4: Imagem esquematica e colposcépica dos diferentes graus de lesBes cervicais possiveis de
serem observados durante o exame de colposcopia. Fonte: American society colposcopy and
cervical pathology, Seattle STD/HIV prevention training center, Hopkins Medicine. Disponivel em:
http://gineco.med.br/hpv/

O processo de transformacdo maligna das células infectadas pelo HPV
(Figura 5) é mediado através da interagdo entre os produtos dos genes virais E6 e
E7 e as suas oncoproteinas, que tém demonstrado serem suficientes para garantir
a transformacao, imortalizacdo celular e formacao do tumor (Munger et al., 1989;
Doobar, 2005; Mundz et al., 2006).

A atividade transformadora da oncoproteina E6 é dependente da sua ligacédo
com a proteina supressora de tumor p53 por uma via ubiquitina-dependente
(Thomas et al., 1999). A associacdo da E6 com a p53 é mediada por uma proteina
celular adicional, chamada proteina associada a E6 (E6-AP). A formacdo do
complexo E6-p53 é fundamental para a inativacdo das funcdes supressoras da p53.

Essa parece ser uma atividade especifica dos HPV de alto risco, visto que os de
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Figura 5: Processo de transformacédo maligna das células infectadas pelo HPV. A progressdo das
lesdes cervicais estd associada com a integragdo do genoma do HPV em cromossomos do
hospedeiro (nucleos vermelhos), com perda associada ou interrupcdo de E2 e subsequente
expresséo dos oncogenes E6 e E7. Modificado de Ciaran et al, 2007.
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baixo risco que codificam E6 ndo inativam a p53 pelo mesmo mecanismo
(Werness et al., 1990). Embora os efeitos da oncoproteina E6 de alto risco sobre a
p53 sejam fundamentais para o desenvolvimento de cancer genital, rotas
alternativas e independentes da p53 desempenham papéis igualmente importantes
(Moody et al., 2010).

A proteina E7 também contribui para a imortalizacdo celular devido a sua
capacidade de interagir com a proteina supressora tumoral do retinoblastoma
(pRb), assim como membros de sua familia, a p107 e p130. A familia do Rb
controla a transicédo de fase G1 para S, regulando a atividade da familia de fatores
de transcricdo E2F (Dyson et al. 1998). Além de formar complexos com a pRb, a
E7 também orienta a degradacdo através da via proteossémica ubiquitina-
dependente (Boyer et al. 1996) induzindo a anti-apoptose.

Desta maneira, os oncogenes E6 e E7 dos HPV de alto risco quando co-
expressos podem facilitar a imortalizacdo de células epiteliais primarias. A continua
expressdo de E6 e E7 € necessaria para a manutencao do fenétipo transformado
em quase todos os carcinomas cervicais. Este processo é potencializado pela acao
de outra oncoproteina viral, a E5 (Moody et al, 2010), na qual sua expressao
prolongada causada pela infeccéo persistente possibilita o acimulo de aberracdes
cromossOmicas que culminam em transformagdo maligna. (Duesing e Munger,
2004) (Figura 6).

12



| Proliferaca
pRo < G —| "reasar | — (oo ] — () §—r53

Y

@ [ Imortalizagao | <ES>
Instabilidade
gendmica

Figura 6: Mecanismos moleculares pelos quais as oncoproteinas do Papillomavirus humano
cooperam para induzir a carcinogénese cervical. A a¢do das oncoproteinas E6 e E7 é potencializada
pela atividade da oncoproteina E5 (seta tracejada vermelha). Modificado de Moody et al, 2010.

2.4.1 Cofatores

Além da infeccdo pelo HPV, alguns cofatores contribuem para desenvolver o
cancer cervical. Esses potenciais fatores de risco associados podem ser divididos
em trés grupos: (1) cofatores ambientais ou exdgenos, incluindo o uso de
anticoncepcionais orais, tabagismo, e co-infeccdo pelo HIV ou outros agentes
sexualmente transmissiveis; (2) cofatores virais, tais como infeccdo por
determinados tipos de HPV, carga viral, integracao viral e co-infeccdo com mais de
um tipo de HPV; (3) cofatores do hospedeiro: multiparidade, hormdnios enddgenos,
resposta imunoldgica e susceptibilidade genética (Von Linsingen, 2008).

O uso prolongado de contraceptivos orais aumenta o risco de desenvolver
carcinoma cervical, uma vez que contém hormbnios como dexametasona,
progesterona e estrégenos que intensificam a expressao genética do HPV (Albring;
Brentano; Vargas, 2006).

O habito de fumar também contribui para a oncogénese cervical devido a
exposicdo direta do DNA de células epiteliais cervicais a nicotina e a cotidina, e aos
produtos metabdlicos componentes da fumaca do cigarro. Além disso, o tabagismo

diminui significativamente a quantidade e funcdo das células de Langherans,
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células apresentadoras de antigenos e que sado responsaveis pela ativacdo de
imunidade celular local contra o HPV (Queiroz; Cano; Zaia, 2007).

O numero de parceiros sexuais, durante a vida, e a promiscuidade do
parceiro sexual séo fatores de risco importantes para a infecgéo por HPV genital.
Tem sido relatado ainda que parceiros sexuais de mulheres com cancer cervical
tiveram varias infec¢des genitais, incluindo verrugas e até cancer de pénis. A alta
paridade é um fator consistente para o cancer cervical em mulheres que possuem
DNA do HPV uma vez que o fator de risco dobra nas que tiveram quatro filhos,
guando comparado com as que tiveram um ou nenhum (Albring; Brentano; Vargas,
2006).

2.5 Epidemiologia do cancer cervical

Com aproximadamente 530 mil casos novos por ano no mundo, o cancer do
colo do atero é o terceiro tipo de cancer mais comum entre as mulheres, sendo
responsavel pelo 6bito de 274 mil mulheres por ano e, sua incidéncia é cerca de
duas vezes maior em paises menos desenvolvidos quando comparada aos paises
mais desenvolvidos (WHO, 2008a). A prevaléncia dos cinco gendtipos mais
frequentes do HPV no mundo pode ser visualizada na Figura 7.
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Figura 7: Prevaléncia do HPV entre mulheres com citologia normal e prevaléncia dos cinco
gendtipos mais frequentes do HPV no mundo. Modificado de www.who.int/hpvcentre, 2009.

As taxas de incidéncia estimada e de mortalidade no Brasil apresentam
valores intermediarios em relacdo aos paises em desenvolvimento, porém sao
elevadas quando comparadas as de paises desenvolvidos com programas de
deteccdo precoces bem estruturados. Paises europeus, Estados Unidos, Canada,
Japao e Australia apresentam as menores taxas, enquanto paises da América
Latina e, sobretudo, de regides mais pobres da Africa, apresentam valores bastante
elevados. Segundo a OMS, mais de 80% dos casos de cancer do colo do Utero
ocorrem nos paises em desenvolvimento (WHO, 2008b), que concentram 82% da
populacdo mundial (UN Populations Divisions, 2009).

O Brasil tem uma populacdo de 69,14 milhdes de mulheres com idades a
partir dos 15 anos, que estdo em risco de desenvolver cancer cervical. As
estimativas atuais indicam que a cada ano 24.562 mulheres sdo diagnosticadas
com cancer de colo uterino e 11.055 morrem da doenca. O cancer cervical aparece
como o segundo tipo mais frequente de cancer entre as mulheres no Brasil, e 0
segundo cancer mais frequente entre as mulheres entre 15 e 44 anos de idade. A
infeccéo pelo HPV é estimada em 14,1% das mulheres na populagdo com citologia
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normal (Tabela 1), em um determinado momento de suas vidas. Como podemos
observar na Figura 8, 70,7% dos canceres cervicais invasivos sado atribuidos aos
HPV 16 ou 18 (WHO, 2010).

Tabela 1: Incidéncia da infeccdo pelo HPV no Brasil. Modificado de WHO, Set. 15, 2010.
N° testados % (95% Cl)
Prevaléncia do HPV em mulheres com

citologia normal 5582 14.1 (13.2-15.1)
Prevaléncia HPV 16/18:
Citologia normal 842 3 (3.0-5.9)
Lesdes cervicais de baixo grau® 144 34 7 (27.0-43.1)
Lesdes cervicais de alto grau® 191 54.0 (46.6-61.1)
Cancer cervical 573 70.7 (66.8-74.4)

“ Lesdes cervicais de baixo grau: LSIL ou NIC-1.
b Lesdes cervicais de alto grau: NIC-2, NIC-3 ou HSIL.

45.4

Cancer cervical
Gendtipos do HPV

I T T T T

0 20 40 60 80
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Figura 8: Os dez tipos mais freqientes de HPV entre as mulheres com e sem lesdes cervicais no
Brasil. Modificado a partir de WHO, Set. 15, 2010.

Segundo o INCA, no Brasil, para o0 ano de 2011, sdo esperados 18.430
€asosS novos, com um risco estimado de 18 casos a cada 100 mil mulheres, como
mostrado na Tabela 2 (INCA, 2009).
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Tabela 2: Estimativa para os anos de 2010/2011 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil e de
nameros de casos novos por cancer, no Brasil, em mulheres, segundo localizacdo primaria. Fonte:
INCA, 2010.

Localizagao Primaria
Neoplasia Maligna

Mama Feminina
Colo do Utero
Colon e Reto
Traqueia, Bronquio e Pulmao
Estdmago
Leucemias
Cavidade Oral

Pele Melanoma
Estifago

QOutras Localizagoes
Subtotal

Pele nao Melanoma
Todas as Neoplasias

*Niimeros arredondados para 10 ou multiplos de 10

Estimativa dos Casos Novos
Estado Gapital
Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta
49.240 49,27 17.540 74,56
18.430 18,47 5.280 22,50
14.800 14,80 5.530 23,54
9.830 9,82 3.130 13,37
7.680 7,70 2.340 9,94
4.340 433 1.330 5,52
3.790 3,76 1.090 4,48
2.970 2,92 860 3,38
2.740 2,69 660 2,h5
78.770 78,83 28.510 121,33
192.590 192,74 66.270 262,03
60.440 60,51 12.800 54,45
253.030 253,23 19.070 336,52

Na andlise regional no Brasil, o cancer do colo do Utero se destaca como o

primeiro mais incidente na regido Norte, com 23 casos por 100 mil mulheres. Nas

regides Centro-Oeste e Nordeste, o cancer cervical ocupa a segunda posi¢ao, com

taxas de 20/100 mil e 18/100 mil, respectivamente, e € o terceiro mais incidente nas
regides Sudeste (21/100 mil) e Sul (16/100 mil) (INCA, 2009). Na regido Nordeste,
Pernambuco tem uma taxa estimada de 1.020 novos casos de cancer de colo de
Utero para cada 100.000 mil habitantes para os anos de 2010/2011 (Tabela 3)

(INCA,

2010).

Tabela 3: Estimativa para o ano de 2011 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil e de niumeros
de casos novos por cancer, em mulheres do estado de Pernambuco, segundo localizagdo priméria.
Fonte: INCA, 2010.

Localizagao Primaria
Neoplasia maligna

Mama Feminina

Colo do Utero
Cdlon e Reto
Traquéia, Bron
Estémago
Leucemias
Cavidade Oral
Pele Melanoma
Esdfago

quio e Pulmao

Outras Localizaces

Subtotal

Pele ndo Melanoma

Todas as Neo|

plasias

Estado
Taxa Bruta

Casos
2,120
1.020
440
350
310
190
210
60
110
2.470
7.280
3.880
11.160

Estimativa dos Casos Novos

46,35
2,21
9,53
7,72
6,72
4,11
4,46
1,22
2,31
54,02
159,22
84,81
244,04

Casos

Capital

720
190
170
110
70

50

30

20
1.240
2.610
480
3.000

Taxa Bruta

84,25
25|
20,39
13,13
8,80
5,97|
4,11
1,69
2,11
145,77
306,83
57,00
363,12
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As maiores prevaléncias de HPV sao encontradas em mulheres com idade
abaixo dos 25 anos, com progressivo declinio linear apds esta idade, devido a
elevacdo da idade resultar em mudangas dos habitos sexuais, tornando as
mulheres menos expostas (Rama et al., 2008). A mortalidade aumenta
progressivamente a partir da quarta década de vida, com expressivas diferencas
regionais, porém, € o cancer que apresenta maior potencial de prevencdo e cura
guando diagnosticado precocemente (Brasil. Datasus/SIM).

Impulsionado pelo Programa Viva Mulher, criado em 1996, o controle do
cancer do colo do utero foi firmado como prioridade na Politica Nacional de Atencéo
Oncolégica (PNAO) (INCA, 2005) e no Pacto pela Saude (BRASIL, 2006).

2.6 Métodos de diagnostico para HPV e alteragcdes cervicais

Na maioria dos paises em desenvolvimento, o cancer cervical é a doenga
maligna lider do sexo feminino e uma causa comum de morte entre as mulheres de
meia idade. Em populacdes desenvolvidas com opc¢bes de boa triagem, o cancer
cervical invasivo é uma condi¢ao relativamente rara. (Bosch e De Sanjose, 2003).

Ha necessidades atuais na perspectiva do controle do cancer cervical que
podem ser atendidas pela ampliacdo e pelo aperfeicoamento do diagnéstico,
rastreamento e tratamento das lesdes precursoras e dos casos de céancer
detectados, que podem ter impacto na reducdo da mortalidade em
aproximadamente 10 anos (WHO, 2002), principalmente na populagdo com maior
incidéncia deste tipo de cancer.

O diagnoéstico para o HPV pode ser realizado de maneiras distintas, de
acordo com a fase na qual se encontra a infeccdo. Na fase latente, utilizam-se as
técnicas de diagnostico molecular, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
enquanto que na fase sub-clinica preza-se pela colposcopia (bidpsia) e microscopia
dos raspados vaginais em busca das alteracbes celulares caracteristicas da
infeccdo viral. O achado citolégico caracteristico € a presenca de coilécitos, (Figura
9) células binucleadas com halo perinuclear e bordos delimitados, contendo

particulas virais em seu interior.
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Na fase aguda, a andlise é feita observando as manifestacfes clinicas de

condiloma acuminado (verrugas) e extensas lesdes (Burd et al, 2003).

Figura 9: Microscopia 6ptica demonstrando alteragbes morfologicas celulares causadas por HPV —
Coilécitos. Fonte: Instituto Nacional do Cancer. Disponivel em:
http://www1.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=327

Devido a variedade dos laudos citopatolégicos para diagnéstico de células
infectadas pelo HPV, estudiosos vem buscando padronizar a classificagcdo das
lesbes. A primeira normatizacdo existente foi dada em 1941 por George
Papanicolaou, a qual foi modificada em 1988 pela Classificacdo de Bethesda. Em
1991, esta classificacéo foi revisada e em 2001 introduziram-se novas técnicas para
deteccdo do HPV em achados citologicos, passando a ser conhecido por sistema
NIC (Tabela 4). (Frappart et al., 2006).
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Tabela 4: Classificacdo de Papanicolau, Bethesda e NIC para — Interpretacdes e orientagfes.
(modificado a partir de Burd et al. 2003) e http://www.prevencaodecancer.com.br

Classificacao Interpretacao Orientacio
Papanicolau Sistema Bethesda Sistema NIC
Classe | Negativo para células Normal Normal Repetir exame em 1 ano
neopldsicas ou conforme orientacao
médica.
Classe 11 Inflamatério Caracteristico Repetir exame em 1 ano
da 2? fase do ou conforme orientacao
cicloou médica e tratar inflamacao
corrimento se necessario.
Atipia ASCUS - atipias de Leve suspeita de Colposcopia e biopsia
celular células escamosas de alteracao dirigida definirao o
escamosa carater desconhecido tratamento
Atipia AGUS - células NIC 1 Suspeita de Colposcopia e a bidpsia
celular glandulares atipicas alteragao dirigida que definird o
glandular tratamento. Em caso de
menopausa, investigar o
endométrio.
Classe 111 LSIL - lesdo intra- NIC 2/ 3 Alterado Colposcopia e bidpsia
epitelial de baixo dirigida definirdo o
erau tratamento
HSIL - lesdo intra- Alterado Idem

epitelial de alto grau

Classe IV HSIL - lesdo de alto Alterado Idem
grau
Classe V Suspeita de cincer Carcinoma celular Alterado Idem
€scamoso
invasivo,
Adenocarcinoma

O INCA (2010) reconhece o teste citologico de Papanicolau como muito
efetivo no diagndstico precoce e na prevencdo do cancer invasivo do colo do Utero.
Porém, a incidéncia da doenca mantém-se como uma das mais altas entre as
neoplasias malignas que ocorrem em mulheres brasileiras.

A PCR €& uma técnica baseada na amplificacdo enzimatica de segmentos
especificos de DNA (Figura 10) do HPV através de oligonucleotideos iniciadores
especificos (primers) e polimerizagdo com enzimas (DNA polimerase). A PCR
realizada no diagnéstico do HPV pode ser de dois tipos: genérica e especifica. No
caso da PCR genérica, utilizam-se primers consensuais para detectar uma grande

variedade de tipos de HPV em uma s6 amplificacéo, resultado do reconhecimento
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da regidao conservada do genoma viral correspondente ao gene L1. A PCR
especifica € normalmente utilizada na genotipagem do virus, pois se baseia nas
variacbes presentes nos genes E6 e E7 de cada tipo de HPV, que apresentam

variacdes nucleotidicas determinantes da patogenia viral (Magalhées et al., 2008).

» !
/
———— Extensao dos
 E— de DNA niciadores
DNA em
cadeia dupla @
>

Etapa 1 Efapa 2 Etapa 3

Figura 10: Técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Modificado a partir de:
www.jornalufgonline.ufg.brpage.phpsite_id=242&noticia=1300114675

A amplificacdo por PCR é considerada o método mais sensivel para a
deteccdo de DNA do HPV, sendo altamente reprodutivel e de facil

acompanhamento (Depuydt et al.,2007).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a prevaléncia do HPV na populacéo feminina de Olinda - PE, identificando

os diferentes genotipos presentes.

3.2 Objetivos Especificos
e Avaliar a presenca do HPV nas amostras cervicais coletadas de mulheres
atendidas em Unidade de Saude da Familia no municipio de Olinda, Brasil;
e Avaliar o genotipo do HPV presente nas amostras positivas;
e Analisar a epidemiologia da infeccdo pelo HPV na comunidade de Olinda

com énfase nos gendtipos de HPV encontrados.
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ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to genotype human papillomavirus present in
cervical samples of women with normal cytology.

Methods: The cross-sectional study was conducted with 241 women from Olinda,
Brazil. DNA samples were extracted from cells scraped from the cervix using a
commercial kit. HPV infection was investigated by PCR using primers consensus
MY09/11 and GP5+/6+. Cellular changes were viewed by the Pap test
(Papanicolaou). The PapilloCheck HPV-DNA-chip screen was used to genotype the
HPV present in biological samples.

Results: A cross-sectional study detected viral DNA in 23.23% of the samples, using
consensus primers MY09/11 and GP5+/6+. They showed similar efficiency for both
primers, despite the low agreement percentage (39.28%). Among low-risk, HPV6
was present in 17.30% of infections, followed by HPV11 with 9.61%. Among high-
risk, HPV16, 45, 53 and 56 was present in 7.69%, each one. The percentage of
samples with multiple infections was 19.23%, with HPV16 and 53 as the most
prevalent genotypes (7.69%).

Conclusions: The high prevalence of genotypes HPV6, 11 and 16 contributes to the
discussion on strategies for implementation of an HPV vaccine, thus improving the
quality of health care and reducing public spending on treatment.

Keywords: Papillomavirus, PCR, genotyping.
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Introduction

With approximately 530.000 new cases per year worldwide, cervical cancer is
the second most common cancer among women and is responsible for the death of
274,000 women per year. Its incidence is about two times higher in developing
countries when compared to developed countries®. According to the National
Cancer Institute (NCI), 18.430 new cases are expected to be diagnosed in Brazil in
2011 with an estimated risk of 18 cases per 100.000 women? Human
papillomavirus (HPV) is responsible for causing various epithelial lesions, infecting
cutaneous and mucosal epithelia, and causing benign lesions from carcinomas?®. It is
already established the role of HPV as the promoting factor for cervical cancer, and
it is now known that HPV can also be detected in cancer of the eye, head and neck,
pharynx, larynx, skin, breast, finger and nail, lung, liver, stomach, bladder, colon,
vagina, vulva, penis and anus*®. Genomic organization of all HPV genotypes is
similar, with ORFs in the same DNA strip. The viral genetic material is characterized
by a double-stranded circular DNA with approximately 8,000 bp, consisting of eight
genes: L1 and L2 encode capsid proteins, while E1, E2, E4, E5, E6 and E7 protein-
coding is involved in replication, transcription and transformation. Moreover, there is

a non-coding control region (LCR), varying in size among the papillomas, which
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contains the sequence of replication origin (ORI) and most of the transcription
promoters®.

More than 150 HPV genotypes have been identified” and about 40 are
related to anogenital infections. They can be classified according to risk of
malignancy to the genital tract as high-risk (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 and 82) and low risk associated with benign genital
and skin warts (HPV6, 11, 40, 42, 43, 44)®,

Cervical cancer is the leading cancer among females in most developing
countries, being a common cause of death among middle-aged women. Despite the
use of the Pap test in these countries for early detection, there are still significant
limitations that lead to errors in the collection, preparation and reading of cytological
specimens®. The potential for direct detection of HPV in cervical samples was
observed through the techniques of DNA amplification, hybrid capture and DNA
microarray’®. These molecular techniques provide an alternative approach to
cervical screening and patient treatment. Developed countries began using HPV
genotypes research on women over 30 years for cervical cancer screening, in
association with cytology positive cases'. A reduction in incidence rates and
mortality from cervical cancer has been observed in these countries in recent years.
This is mainly due to modern screening programs in systematic risk populations*?. A
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reduction in mortality over the next 10 years will be related to the expansion and
improvement of diagnosis, screening and treatment of precursor lesions and
cancers™®, especially in populations with higher incidence of this cancer. Therefore,
the introduction of new diagnostic approaches, which are more sensitive and
specific, based on molecular biology, can provide fast and accurate results. This
technique will be deployed in cytopathology laboratories to aid diagnosis
confirmation**. Genotypic differences are important in an era of HPV vaccination.
Current vaccines such as the quadrivalent vaccine offer protection against HPV16,
18, 6 and 11 directly with suggestive evidence of cross-protection against HPV 45
and 31, but no protection against other genotypes'®. Therefore, in view of the social
and economic importance of the topic, this study examined the prevalence of HPV in
the female population of Olinda - PE, a touristic city in Brazil Northeast, identifying
the different genotypes that may contribute to the precursor lesions in woman in
order to contribute to the discussion on the implementation of vaccination programs

against HPV in the Unified Health System.

Materials and Methods

Study population and sample collection
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A total of 241 women, seen between April and June 2011 were included in
the study. Gynecological samples were collected from the uterine ectocervix and
endocervix using an Ayre spatula and cervical brush. Both were used for slide
preparation and once identified, the slides were immersed in absolute ethyl alcohol
for fixation and sent for Pap staining and analysis. Cervical brush containing cell
samples were stored and transported in pH 7.0 PBS Buffer (Invitrogen®) at 10°C to
prevent cell degradation. The exclusion criteria were: women younger than 18 years
and above 60 years, hysterectomized patients, HIV positive and pregnant women,

according to CEP/CCS/UFPE No. 275/08.

Extraction of DNA samples

Genomic DNA was extracted from cervical cells using the Wizard Genomic
DNA Purification kit (Promega®) following the manufacturer's instructions. -globin
gene was used as the reporter gene to ensure the quality of DNA extraction from
biological samples, amplifying a region of 268pb with specific primers (Fw: 5'-
GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3" and Rv: 3-CAACTTCATCCACGTTCACC-5).
The amplification was prepared for the final volume of 12.5uL containing: 1uL DNA
extracted, 1uL of each primer (10pmoles), 3.25uL ultrapure water and 6.25uL

GoTagGreen of Master Mix (Promega®). The PCR conditions were: initial
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denaturation for 10 min at 94°C followed by 40 cycles of denaturation at 94°C for 1
min, annealing at 62°C for 1 min and extension at 72°C for 1 min. The final
extension step was performed at 72°C for 7 min. Ultrapure water was used as a
negative control reaction and DNA extracted from human blood was used as the

positive control.

Genome amplification and HPV identification

Identification of the presence of HPV in the DNA extracted from samples was
PCR was carried out wusing consensus primers MY09/11 (5'-
CGTCCMARRGGAACTGATC-3/5'-GCMCAGGGCATAAYAATGG-3') that amplify a
fragment of 450 bp from L1 gene, beyond the primers GP5+/6+ (5'-
TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3/5-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3)
that amplify a fragment of 150 bp from the same gene. The final volume of the
reaction was 12.5uL containing: 1uL DNA extracted, 1uL of each primer (10pmoles),
3.25uL ultrapure water and 6.25uL GoTaqGreen of Master Mix. Amplification
conditions were performed as follows: (i) 94°C for 3 minutes, (ii)) 34 cycles of
denaturation at 95°C for 1 minute, annealing for 1 min and extension at 72°C for 1
minute, (iii) final extension at 72°C for 10 min. MY09/11 primers annealed at 55°C,
whereas GP5+/6+ annealed at 45°C. The positive control used was pBR322.HPV16
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plasmid, while for negative control it was used ultrapure water. Amplicons were
visualized in 1% agarose gel electrophoresis containing 5ul ethidium bromide

(Img/ml) under ultraviolet light.

Cytopathological analysis

Slides were stained for Papanicolaou analysis and results were categorized
using the 2001 Bethesda System Nomenclature, as follow: Negative for
Intraepithelial Lesion or Malignancy in the material analyzed, including (within
normal limits, benign reactive cellular changes and inflammation), atypical
squamous or glandular intraepithelial lesions, low grade Squamous (LSIL) or high

grade Squamous (HSIL) and squamous cell carcinoma or adenocarcinoma®®.

HPV genotyping

The PapilloCheck® HPV-DNA-chip screen was used for the genotyping of
HPV present in biological samples from the amplification of a region of 350 pb HPV
E1l gene by 24 pairs of type-specific probes, to identify six low-risk HPV genotypes
(06, 11, 40, 42, 43, 44/55) and 18 high-risk HPV genotypes (16, 18, 31, 33, 35, 39,

45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73, 82).
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Statistical analysis
The statistical analysis was performed in GraphPad Prism 5.00 for Mac,
GraphPad Software (San Diego, California, USA), including Fischer Test. Values of

p<0.001 were considered statistically significant.

Results

The sample comprised 241 patients, with similar age distribution ranging from
21 to 30% (Table 1). There was a predominance of women with one or two sexual
partners (50.22%) and with two children (21.57%). Most women underwent tubal
ligation (41.90%) and condom use during intercourse was surprisingly low (14.10%).

Among the cervical DNA subjected to PCR for HPV, 56 samples (23.23%)
were described as positive and 185 (76.77%) showed negative results for this
technique. Considering the age factor related to the characteristics of the 56 women
with a HPV DNA presence in the cervix, the highest percentage of infection was
observed in patients between 26 and 35 years (32.20%), but without significant

statistical value.
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Table 1: Characteristics of age and sex of patients seen between April and June 2011.

Parameter MNumber of Patients % Number of Patients %
Total Infected
Age group
18- 25 yrs 53 21,89% 16 27,11%
26 - 35 yrs 70 29,06% 15 32,20%
36 -45yrs 66 27,38% 15 25,44%
46-60yrs 52 21,57% g 5,25%
Sexual Partners
1to2° 121 0 21 35,55%
3tod g4 e 18 %
5 or more 56 3 20 33,89%
Contraception
Condom 34 14,10% 8 13,55%
P a1 17,01% 12 20,33%
njecticn® 22 8,12% 13 22,03%
Tubal Ligation 101 41,%0% 20 33,89%
Nene 40 16,59% 6 10,16%
Others g 3,31% 0 0,00%
Parity
MNone 26 - 6,77%
One 48 17 28,81%
Two 52 9 15,25%
Three a7 10 16,54%
Four 26 6 10,20%
Five or more - 13 22,03%
Smokers
Yes 5% 18 30,5C%
No 182 41 69,50%

P value: <0.001.

According to the type of contraceptive method, 33.89% had underwent tubal

ligation, but without statistical significance (p> 0.001). Contraceptive injection was

the second method most widely used, considered a significant risk factor for HPV

infection (p = 0.0003, OR =5.432, RR = 2.813), as observed in 22.03% of infected

women.

Regarding the number of sexual partners, 35.59% infected women had one

or two partners during their lifetime, characterized as a protective factor against viral
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infection (p = 0.0003; OR = 0.3220, RR = 0.4267). Regarding parity, the highest
percentage of positivity for HPV was observed in patients who had only one child
(28.81%), followed by five or more children (22.03%), but without significant value.

Assessing consensus primers for HPV positivity, we found a similar pattern in
this cross-sectional cohort identification. MY09/11 revealed a positivity of 15.35%
while the primer GP5+/6+ showed a slightly higher positivity of 17.01%. However,
the correlation of positivity between them was only 39.28%.

Among 56 samples positive for HPV-DNA, 52 showed normal cytology
despite 18 different HPV genotypes had been detected, being 57.69% high-risk HPV
and 38.48% low-risk HPV, in single or multiple infections. Considering only high-risk
genotypes, HPV16, 45, 53 and 56 showed similar rates (7.69%) in the samples
tested. HPV18 was not observed in any sample analyzed, as well as genotypes 33,

40, 51, 70 and 82 (Table 2).
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Table 2: Distribution of HPV genotypes among the 52 negative samples by Pap smear.

HPYV Genotypes Single Infections Multiple Infections  Total  Percentage

i6 1 3 4 7,68
18 0 C 0 0
45 4 0 4 7,65
31 0 2 2 3,84
33 0 0 0 0
52 1 2 3 5,76
58 1 0 i 1,92
35 1 0 1 1,92
58 0 1 1 1,92
56 2 2 4 7,68
51 0 0 0 0
38 0 1 1,92
68 0 2 2 3,84
73 2 0 2 3,84
82 0 0 0 0
53 1 3 4 7,65
66 0 1 1 1,82
7 0 C 0 C
[ 7 2 S 17,3
11 5 0 5 g61
40 0 0 0 0
42 0 1 1 1,92
43 1} 1 2 3,84
44/55 1 2 3 5,76
Tota 27 23 50
Multiple Infections 10 19,23

HPV6 was present in 17.30% of the samples tested, while HPV11 showed
9.61% frequency.

We also observed that 19.23% of samples showed multiple infections with
two or three viral genotypes, with HPV16 and 53 being the most prevalent (7.69%).

Otherwise, the prevalence of negative analysis by Papillocheck® was 30.84%

41



(Figure 1), a high percentage considering sampling already identified as HPV+ by

MY09/11 and GP5+/6+.

35,39,42,58,59,66
31,43,68,73
44/55,52
16,45,53,56

11

6

Genotypes of HPV

Negative Analysis

Q Q o o KN

Prevalence (%)

Figure 1: Most prevalent HPV genotypes in women without cervical lesion.

Among the sample of 241 patients, 7 showed varying degrees of cervical
injury, 57.14% aged between 18 and 25 and none of them using condom during
sexual intercourse. We observed that 57.14% of women had five or more partners
throughout their lives.

Four samples were identified as HPV-DNA by PCR, but two HSIL samples
and one ASCUS have not been identified as positive by MY09/11 or GP5+/6+.
Genotyping of these samples showed HPV16 as the most prevalent in association

with high-grade lesions (Table 3).
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Table 3: Cervical lesions associated with HPV genotype, age and number of partners.

CYTOLOGY
INJURY GENOTYPES AGE PARTNERS
ASCUS HPV52, 66, 82 18 5 or more
Negative
HSIL analysis 37 5 or more
HSIL HPV16 26 5 or more
HSIL HPV16 23 3to4
HPV, 52, 56,

HSIL 68 60 1t02
LSIL HPV6,11 24 3to4
LSIL HPV35 19 5 or more

HPV66 and 82, considered as high-risk, were associated with atypical cells,
conferring a risk of progression to cervical injury. HPV6, 11 were associated with
low-grade lesions, as expected. However, HPV35 was present in single infection in
LSIL, despite being high-risk type. Only one sample with abnormal cytology was
found as negative for PCR and microarray, which may be related to the

spontaneous development of lesions without viral involvement.

Discussion

The risk factor can contribute in many different ways to HPV infection and
cervical cancer development. Women with 26 — 35 years come to be monitored
more rigorously, since the regression of HPV infection is less common after 30
years'’. Prolonged use of oral contraceptives also could increase the risk of

developing cervical cancer, since they contain hormones like dexamethasone,
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progesterone and estrogen that enhance HPV gene expression'®. However, a study
with 610 women in Recife showed no association between hormonal contraceptive
use and HPV infection™®.

Women with the highest number of sexual partners did not display a high
HPV infection rate in our study, despite a risk factor of invasive cervical cancer®.
However, the sexual behavior of the partner may interfere with the demonstration of
this association?’. Despite no significance for pregnancy had been found in our
study, history of seven or more pregnancy terms represents a 3.8 times greater risk
of squamous cell cancer, according to a multicenter case-control study with cervical
carcinoma in four continents?.

The positive values founded with the molecular method are similar to the
national prevalence, which is around the world 10% - 15%%. However, research for
HPV infection may involve several parameters, being most evident according to the
methodology employed. The sensitivity and specificity of the PCR method may vary
depending on the primers, the size of the amplicon, the condition of the reaction and
the spectrum of HPV infection types®*. The type of sample can also influence the
efficiency of the PCR amplification.

A study conducted with 452 Albanian women using primers GP5+/6+ and
MY09/11 to found 15% HPV-DNAZ. However, a study conducted in Estonia with
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845 women from 18 to 35 years, found 38% positivity using MY09/11%°. GP5+/6+
primers were able to detect HPV-DNA in 99.7% of cervical lesion NIC3%. In
squamous cell carcinoma from lip, MY09/11 and GP5+/6+ detected around 45.5%
HPV, with no statistical difference between the two primers used?.

In South Africa, 159 women from Pretoria with normal cytology showed a
higher prevalence of HPV16, being the most commonly genotype found?. In Spain,
496 women from Barcelona showed 68% prevalence using LIPA-HPV Genotyping,
which allows the identification of 26 HPV genotypes®. In a population of 99 Thai
women with invasive cervical cancer, found a higher prevalence of HPV16 (80.2%),
followed by genotypes 52 (10.4%) and 18 (68.3%)>".

The frequency of different HPV genotypes can vary according to geographic
distribution, mainly in country with continental dimensions. HPV16 was the high-risk
genotype most frequent in all samples analyzed, but HPV18, described as the
second most prevalent genotype in the country and the world®3, was not found in
any sample in our study. Otherwise, our study was the first to evidence HPV45, 53
and 56 with high frequency in normal cervical samples in Brazil. In Recife, it was
already found high prevalence of HPV16, varying from 47.2% to 78% according to
the study, followed by genotypes 31 and 33 in a population attended at reference
center'®3233 |n Natal, analysis with HSIL samples revealed HPV16 (60.5%) as the
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most prevalent, followed by 18 (10.5%) and 58 (7.4%)**. In 214 young women from
Rio de Janeiro described the prevalence of HPV16 (6.2%), followed by HPV31
(4.1%) and HPV66 (3.7%)%*. In samples of 104 women from Minas Gerais had
previously reported a higher prevalence of HPV6 and 16 (47.1%) followed by
HPV11 (19.5%)%. Another study with 98 women from southern Brazil also found
HPV16 (9.2%) as most prevalent followed by HPV18 (3.1%), but HPV6 and 11 could
not be identified in the samples®’. These data demonstrate that HPV16 is, indeed,
the most frequent genotype in Brazil, as observed worldwide. However, genotype 18
cannot be considered the second most common throughout Brazil, despite being in
this position on worldwide prevalence scale. Therefore, these evidences should be
considered together to provide a profile of infection in a given country.

The occurrence of HPV45, 53 and 56 was observed in some studies in North
America and Asia, with HPV53 (1.1%) in the second position and HPV56 (0.8%) as
fifth most prevalent, respectively®®. HPV53 was the fourth most prevalent genotype
(10.2%) in a study of 1.5 million women with LSIL, worldwide. In the same study
HPV 56 was the fifth most prevalent genotype (9.5%)°.

The possibility of multiple infections in the samples is another factor that
influences the efficiency of HPV infection. The value of 19.23% multiple infections
with two or three HPV types is lower than other studies, probably due to the nature
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of the samples, once we observed in normal cytology patients. Multiple infection rate
was observed at 49.7% among 213 Italian women, comprising between two and five
types of HPV, with HPV16 and 53 being the most prevalent (7.69%).

In a study of 57 women from Indonesia, HPV18 was the most prevalent
(31.81%) when associated with multiple injuries, followed by HPV16 (27.27%). In
this study, no relationship was found between HPV53 and multiple infections*..
Otherwise, the most frequent association between multiple infections were HPV16
with 53 (11 patients) in 496 women with HSIL from Barcelona®.

When a high-risk HPV is found as a single agent or in combination with one
or more low-risk HPV, it is assumed to be the cause of cellular changes. However,
when more than one type of high-risk HPV is found in the same specimen, it is not
possible to conclude which of the types is responsible for cell transformations®.

Current vaccines, such as quadrivalent offers protection against HPV16, 18, 6
and 11directly, with evidence suggestive of cross protection against HPV31e 45, but
no protection against other genotypes™.

The negative results found in PapilloCheck® analysis with HPV+ samples
can portray viral genotypes that are not recognized by the DNA-based chip. Primers
GP5+/6+ show low efficiency for HPV53 and HPV61*, as well as MY09/11 displays

a low sensitivity for HPV35, 51, 68 and 45*%°. On the other hand, they are able to
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recognize HPV13, 30, 32, 34 and 61, which are outside the range of sensitivity of
Papillocheck®*®. These findings indicating the necessity of further studies in this
HPV infected region, once it could change the infection profile of HPV in cervical
smears.

These findings may have strong effects on clinical and epidemiological
studies for HPV, influencing the false negative samples without apparent injury.
Therefore, the use of genotyping tests can be more advantageous to predict the
efficiency of HPV vaccine according to the circulating virus genotype. Therefore,
genotypes prevalent in one region may have little or no involvement in cervical
infections of other locations, mainly because it could influence the effectiveness of a

HPV vaccine.

Conclusions

The high prevalence of oncogenic genotypes HPV16, 45, 53 and 56 in
addition to low-risk HPV6 and 11 shows that the distribution profile of HPV in Brazil
may not be the same in all regions, or even in all public health centers in a given
state. Further studies may encourage the expanded production of a vaccine with the
aim of reducing the incidence of cervical cancer and thus improving the quality of

health care, while simultaneously reducing public spending on treatment.
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6. ConclusoOes e Perspectivas

Os dados apresentados neste trabalho ddo uma indicacéo do estado do HPV
em uma area com uma alta incidéncia de cancer cervical.Foi encontrada uma alta
prevaléncia dos genotipos HPV16, 52, 6 e 11. Este achado favorece a insercéao de
futuros programas de prevencédo, como por exemplo a implementacdo de uma
vacina, ja disponivel, que inclui quatro genotipos virais (HPV16, 18, 6 e 11),
melhorando assim, a qualidade da assisténcia a saude, além de reduzir os gastos
publicos com tratamentos.

Os métodos de genotipagem podem ser utilizados para o rastreamento do
cancer cervical e para a identificacdo dos gendtipos presentes em infeccbes
persistentes, bem como para o monitoramento da eficacia de vacinas contra o HPV.

O Brasil € um pais de dimensBes continentais, dotado de uma populacao
geneticamente diversificada. Para uma visdo mais detalhada da prevaléncia dos
inimeros gendtipos do HPV, principalmente os potencialmente carcinogénicos,
pesquisas futuras devem incluir mais areas de abrangéncia e uma maior

guantidade de participantes.
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7. Informacboes Complementares

Trabalho aceito para o XXVIII Congresso Brasileiro de Patologia e de La Sociedad

Latinoamericana de Patologia.

3 Axiny
2 Congresss

Promogio e Realizagao
Sociedad
‘./' SocedadeBrasho dePaooga[L2tncamericana
Séao Paulo, 15 de AGOSTO de 2011.
Dr(a). MAREK HENRYQUE FERREIRA EKERT
Ref:
Autores:
Ekert,MHF; Nunes,M]G; Silva,KMP; Camaroti, JRSL; Peres,AL; Pontes-Filho,NT; Br ,D; L Filho,JL

Caro(a) Colega,

A Comissao Cientifica do XXVIIl Congresso Brasileiro de Patologia e do XXVIIl Congreso de la
Sociedad Lati icana de Patologia tém o prazer de comunicar que o trabalho:

ANALISE DA EFICIENCIA DO TESTE MOLECULAR PARA HPV FRENTE AO EXAME CITOPATOLOGICO
CONVENCIONAL NA PREVENGAO DO CANCER DO COLO DO UTERO

Foi selecionado para apresentagao na forma de POSTER.

Cada poster devera estar dentro do tamanho 0,90 x 1,20 e ter nas duas extremidades suporte de madeira
ou tubo de plastico rigido. Na parte superior devera ter um cordao preso ao suporte, para que o poster
possa ser dependurado. Nao sera possivel afixar poster com fita crepe ou alfinetes.

Em breve vocé recebera informagdes sobre dia e horério de fixagdo e apresentagao de seu trabalho.

Gostariamos de agradecer pela sua valiosa contribuigdo e motivaga@o para enriquecer o0 nosso Congresso.

Atenciosamente,
W ‘
N Jarol M.
Dr. Henrique de Oliveira Costa Dr. Fermidngb Augusto Soares
Presidente President
XXVIII Congresso Brasileiro de Patologia XXVIII Congreso de la Sociedad

Latinoamericana de Patologia
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8. Anexos

8.1 Cddigo dos nucleotideos que apresentam ambiguidade —
IUPAC

Y =T ou C (pirimidina)

R = G ou A (purina)

M = A ou C (amino)

K =G ou T (keto)

S = G ou C (interacao forte: 3 pontes de H)
W = A ou T (interacdo fraca: 2 pontes de H)
B=GouTouC(ndo é A)
V=GouCouA (ndo éT, ndo € U)
D=GouAouT(ndo é C)
H=AouCouT (ndo é G)

N =G ou Aou T ou C (nucleotideo desconhecido)
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8.2 Questionario padronizado para obtencdo de informacdes
socio-demograficas, comportamentais, nutricionais e reprodutivas

das pacientes.

Cod. Pronex

1. DADOS DE IDENTIFICACAO DATA:
Local de coleta Grupo do participante
(preenchimento posterior)
Niimero do prontudrio [ ] controle [[Jcaso
2. INFORMACOES PESSOAIS
Nome
Data de nascimento Idade Sexo:[ JF [ M
Endereco Atual
Bairro Cidade
Municipio UF [ CEP:
Zona [ ]Urbana [ ] Rural Tempo de residéncia atual:
Telefone
Proximidades:

[ Imineradora [ Jarte ¢/ pedra sabdo [ | fabricas/indstrias [ ] outros
Residéncia anterior:

Bairro: Cidade: UF:
Zona: | Tempo de residéncia:
Proximidades:

[ Imineradora [ ]arte ¢/ pedra sabdo [ ] fabricas/industrias [] outros

3. SITUACAO SOCIOECONOMICA E DEMOGRAFICA
Etnia [ ]branca [ |parda [ Jpreta [ Jamarela [ |indigena
Situacdo conjugal: [ ]solteira [ Jcasada [ ]viava [|separada [ ]unido consensual (estavel)

Qual a sua escolaridade: [Jnenhuma [ ] NS/Recusa

[ JFund. menor incompleto  [_JFund. menor completo
[ JFund. maior incompleto [ ] Fund. Maior completo

[JMédio incompleto [ Médio completo

[ JSuperior incompleto [ ]Superior completo

Profissio: Tempo: CBO [T

Sua principal ocupagio? Tempo: CBO [TTT1T1]1

(Por Exemplo: Motorista de dnibus, mecanico de automéveis, Office boy, auxiliar de pesquisa, veterindria, etc.)
Onde a Sra. trabalha?

(Ex: Oficina de automéveis, escritorio de contabilidade,veterinria, restaurante, etc.) COD [ [ [ [ []
Qual foi a ocupagiio que a Sra. teve por mais tempo?
(Por exemplo: Auxiliar de escritério, arquiteta, enfermeira, bombeiro hidréulico,etc.) coD [ T1T1T11

A Sra. tem ou ja teve alguma atividade de trabalho, em que ficava em contato com produtos
quimicos?

[In3o
[Jsim [ JNS/NR

Que tipos de Produtos Quimicos?

[ JTintas [JCombustiveis/lubrificantes [ Jpreservativos de madeira
[]Solvente [ Jinseticidas, pesticidas e herbicidas [ Corantes e pigmentos

[ JResinas [Jacidos e cdusticos fortes [Jproduto para fabricacdo de pldsticos
[“Iproduto para fabricagdo de borracha [JNS/NR

[]Outros produtos quimicos (especifique) COD [ ] | | fecdd. Posterior)
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A Sra. tem ou jd teve alguma atividade de trabalho em que teve contato com metais pesados, comeo cromo,
cdadmio, niguel ou outros?

[Jnao  [Jsim [ JNS/NR

Que tipo de metais pesados?

[ JCromo [ ]Cddmio [ [Niquel [ [Mercurio [ [Chumbo [ JNS/NR

[ ] Outros metais pesados (especifique) COD [ [ T T | fcéd. Posterior)

A Sra. tem ou ja teve alguma atividade de trabalho em que teve contato com algum tipo de radia¢io?
[INao
[]Sim []NS/NR

Que tipo de radiagio?

[JSolar [JRaio X e outras radiagdes ionizantes [ JNS/NR

[JQutras radiagdes (especifique) COD [ ] | [ T Jcod. Posterior)
Contando com salario, pensio, aluguel, bico, etc., em que faixa de renda a Sra. se encaixa:
[JN4o tenho renda [JMenos de 1SM [JDe 1 amenosde2SM
[[JDe 2 a menos de 3 S.M []De 3 a menos de 5 S.M [[]De 5 a menos de 10 S.M
[[]De 10 a menos de 20 SM [ De 20 a menos de 30 S.M [[] De 30 a menos de 40 S.M
[] De 40 a menos de 50 S.M 150 8.M ou mais [CINS/Recusa

3.8 N° de pessoas no domicilio :

4. HISTORIA SEXUAL E REPRODUTIVA

Relacies Sexuais []sim [In@o (pular para 3)

Idade da primeira relagdo sexual Numero de parceiros

A Sra. estd grdvida ou []Sim, estou gravida []Ndo, ndo estou grdvida/amamentando
amamentando? [ ]Sim, estou amamentando [ JNS/NR

Numero de gestacies ldade da primeira gestacdio

Idade que nasceu o primeiro filho Numero de abortos

Niimero de partos Normal Cesdria

5. HISTORICO CLINICO

Qual é a sua altura? O m [] NS/NR
Qual é o seu peso? [ T 1 1Kg [[INS/NR

Com que freqiiéncia vai ao ginecologista?

[[Jmensal [ Jtrimestral [ ]|semestral [ ]anual [[Inunca [ JNS/NR

Quando fez o ultimo exame preventivo?

[Omenosde 1 ano [ |1 ano [ mais de 1 ano []indeterminado [ ] nunca [_JNS/NR

A Sra j4 fez exame de Papanicolau? [ ]nio [Jsim [INS/NR

Qual foi o resultado? [ ] negativo [ ] positivo [ ]NS/NR

Qual o seu método contraceptivo atual? [Inio uso (pular para préximo) [[]NS/Recusa
[Jligadura de trompa [ Jinje¢io [Jeoito interrompido []DIU [Joutre
[Jimplante [Jtabelinha [ Jcamisinha feminina [pilula

[Jespermaticida [preservativo [Jmétodo do muco [Jdiafragma

[ Janel vaginal [ Jadesivo [ Jvasectomia do parceiro [ _]pilula do dia seguinte
Quanto tempo de use? [ Jmenos de I ano [Jmais de 1 ano [ JNS/NR

A Sra. estd na menopausa? [ |nio

[Jsim [ JNS/NR

A Sra. utiliza medicacio para menopausa? [ Jndo [Jsim [ JNS/NR
Qual o tipo ? [ ] hormonal [ Jquimico [ JNS/NR

Algum mal estar? [] ndo

[Jtontura [Jfragueza [] nduseas [Jsonoléncia
[Jeoceira, Onde?

[Jdor, onde?

62




Algum médico, enfermeiro ou agente comunitirio de satde ja lhe [ nao
disse que a Sra. tem pressiio alta?

[ Jsim

Atualmente, a Sra. estd usando o remédio para baixar sua pressdo?

[Tnéo [Jsim

Alguma vez a Sra. fez exame de sangue para medir o seu colesterol? [INao

[Tsim [JNS/NR

Quando foi a ultima vez que a Sra. fez exame para medir o seu colesterol?

[ JHd até 6 meses [ JHd mais de 6 meses até | ano
[JHd mais de I ano até 2 anos [JHd mais de 2 anos até 5 anos
[JHdé mais de 5 anos [JNS/NR

Algum médico, enfermeiro ou nutricionista jd lhe disse que a Sra. tem colesterol alto? [ _|Nio

[Tsim [ JNS/NR

A Sra. ji fez exame para medir o ac¢licar no sangue ou diagnosticar diabetes? [INio

[Jsim [ JNS/NR

Algum médico jd lhe disse que a Sra. tem diabetes? [INio

[Tsim

Depois que disseram que a Sra. é diabética, algum médico, enfermeiro ou nutricionista receitou uma
dieta para diabetes (pouco agiicar, pouco macarrio, etc)? [ Nio

[sim

A Sra. estd seguindo essa dieta? [ Nio

[Tsim

Depois que disseram que a Sra. é diabética, algum médico lhe receitou remédio para o seu diabetes?
[Inéo [sim

Esse remédio é:

[JApenas comprimido [Tinjegio de insulina [Jambos

Atualmente, a Sra. estd tomando os remédios para diabetes? [JNido

[sim

Tem alguma outra doenca cronica? [ ]nio

[ Jsim Quais?

Atualmente, a Sra. faz uso de alguma outra medica¢do? [ |Nio

[ Jsim [ NS/NR
Quais? [ Jimunosupressora [ Jantibidtico [ Jcardiovascular [ [psicotropico [ _INS/NR
Outra? Quanto tempo?

Ja fez alguma cirurgia? [ |nio

[ Jsim

Quais? Quando?

Quais? Quando?

A Sra. ja recebeu transfusio sanguinea? [Jnio [Jsim [JNS/NR
A Sra. ja recebeu algum transplante? ? [Inao []sim [JNS/NR

Algum médico ja disse que a Sra. tem ou j4 teve cincer? [ Nio

[ Jsim

O médico disse para a Sra. qual é o local deste cincer? [[INao

[Tsim

Qual era a localizacdo deste cincer na época do diagndstico?

(Se uitero, perguntar se foi/ é cancer de colo do utero ou de corpo do iitero. Se ela ndo souber anotar

UTERO SOE). cop [1J17
Qual era a sua idade quando disseram que a Sra. tinha (este) cancer? [ ] | Anos
A Sra. iniciou tratamento para este cincer? [ Jnéo [ Jsim
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A Sra. continua em tratamento para este cdncer? | [ndo [Jsim
Por que a Sra. ndo estd se tratando atualmente?

[ Tratamento foi concluido [ JAbandonei [ /NS/NR
[JOutre (especifique)

A Sra. j4 fez algum tratamento radiolégico pélvico? [ Jnio [ Jsim [ JNS/NR

A Sra. ja apresentou algum dos problemas abaixo? [INio [CINS/NR
[Jinfecgdo por HPV [Jcorrimento [ prurido [Jardéncia
] Clamidia [] candidiase [] gonorréia [ sifilis
] Outros (especifique)
Algum médico ja lhe disse que a Sra. tem ou teve algumas das seguintes doengas? [Onao
] Doenga da coluna ou costas [J Artrite/Reumatismo (ndo infeccioso/Gota)
] Tendinite/LER (Lesdo de esforgo repetitivo) ] Ataque do coragio
] Angina ou doenga das corondrias ] Insuficiéncia cardiaca
] Derrame ] Dengue [] Depressao [] Enfisema
] Asma [ Cirrose do figado [] Hepatite [ Tuberculose
] Malaria [] Hanseniase ] AIDS/SIDA ] Outra
6. HISTORICO FAMILIAR
Algum parente com doenca crénica? [ |néo [INS/NR
[sim
Grau de parentesco: Qual doenga?
Grau de parentesco: Qual doenga?
Algum parente com céincer ? [ |ndo [JNS/NR
[sim
Grau de parentesco: Qual tipo?
Grau de parentesco: Qual doenga?
7. TABAGISMO
Fuma? [Ondo
[] fumava mas parei (pular o préximo bloco)
[Osim

Hd quanto tempo fuma? [ ] Janos [ ]| [meses [ JNS/NR
Qual tipo de cigarro?

[Jde palha [ Jcom filtro [ Jsem filro [ Jcharuto [ Jcachimbo [ Jindiano

Quantidade por dia?

[Jila3 [J4a6 [J7al10  [Jmaisde 10 [ JMago [ Joutro Qual?

Quanto tempo depois de acordar a Sra. fuma o primeiro cigarro?

[ Nos primeiros 5 minutos []De 6 minutos a 30 minutos

[]De 31 minutos a 60 minutos [JApés 60 minutos

A Sra. jd parou de fumar por pelo menos 1 dia, porque estava tentando seriamente parar de vez?
[néo [sim

Quando foi a nltima vez que a Sra. tentou parar de fumar?

[ Durante o ultimo més [JMais de um més até 6 meses atrds

[ IMais de 6 meses até 12 meses atris [ JHd mais de 12 meses

Alguma vez a Sra. jd experimentou ou tentou fumar cigarros, mesmo uma ou duas tragadas?
[Tndo [sim
A Sra. fica em contato com a fumaga do cigarro de outras pessoas em sua casa, trabalho ou escola?

[ ndo [ Jsim

Hd quanto tempo a Sra. parou de fumar?

[T Janos [ I Jmeses [ NS/NR

Quando a Sra. fumava, quantos cigarros a Sra. fumava, em média, por dia?
[ ] Cigarros por dia [ | [Macos por dia [ INS/NR/Variavel
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A Sra. parou de fumar porque tinha algum problema de saiide que foi causado ou que piorou por causa
do cigarro?
[Jnao [Jsim
Para parar de fumar a Sra. :
[JRecebeu algum tipo de tratamento com profissionais de satide ou usou algum tipo de medicamento
[ ] Parou por conta prépria
Qual foi o tipo de tratamento ou medicamento que a Sra. recebeu?
["JRecebeu orientagdes em consulta com médico ou enfermeiro ou psicélogo
[ Participou de grupos para ajudar o fumante a parar
[[]Fez tratamente com laser ou acupuntura
[]Usou adesivos ou chiclete de nicotina
[JUsou outros tipos de medicamentos?
[JOutros

8. HISTORICO ALIMENTAR

Consome Bebidas alcoélicas? [_] ndo
[ ndo agora, mas ja consumiu (pular para préximo bloco)

[Jsim
Qual o tipo ?
[ JAguardente [] Cerveja []Vinho [Jwhisky [Jiicor
[Joutros [ JNS/NR
Com que idade que iniciou?
Com que freqiiéncia costuma beber?

[Jdiariamente [ ] semanalmente [ Jmensalmente [ Jraramente
Qual a quantidade de copos/dia?
[Jla?2 [] 3a4 [ ] 5a6 [ mais de sete [ Joutros

Com que idade que parou de beber?
Por quantos anos bebeu?
Passou por algum tratamento para parar de beber?

[Inéo [sim [ JNS/NR

8.3 - Cozimento

Ingere broto de samambaia? [ ]nio

[Jsim [ JNS/NR
A quantos anos ingere?

Qual a forma de preparo? [ Jcru [ Jcozido [ ] outros
Qual 0 numero de dgua desprezadas?
Qual a quantidade de por¢des que ingere por vez ?

[]1 a2 colheres [ 13 a 4 colheres

[ [ ]Vezes por

[ Dia [} Semana [T Meés [JRara/Nunca
Usa Fogdo a Lenha? [Inio

[sim [Jia usei

Tem Fogio a Lenha em casa? [ ] ndo
[Jsim

A quanto tempo?
Vocé cozinha neste fogdo? [sim [Indo A quanto tempo?
Vocé costuma queimar madeira para outro fim: [ [sim [ [ndo

8.4 Alimentos

A Sra. come frango? [ONio

[]Sim

Com que fregiiéncia a Sra. come frango?

[ I JVezes pordia [ ] |Vezes por semana [ _] | Vezes por més
[ Menos que uma vez por més/raramente [ INS/NR
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Quando a Sra. come frango, o que normalmente faz com a pele:

[ [Na maioria das vezes retira
[ ] Quase nunca retira

[]Néo come carne que tenha muita gordura

[ JSempre retira a pele antes de comer
[ ] Algumas vezes retira
[Nunca retira

[INS/NR

A Sra. come carne vermelha?
[ JSim

Com que freqiiéncia a Sra. come carne?

[T JVezes por dia

[JSempre retira
[ Algumas vezes retira
[Nunca retira
[INS/NR

Com que freqiiéncia a Sra. come:
Alimentos na brasa (ex: churrasco)?
[Jvezespordia [ Vezes por semana
[] Menos que uma vez por més/raramente
Bife ou carne cozida?

[JVezespordia [ Vezes por semana
[[]Menos que uma vez por més/raramente
Hambirguer ou carne moida?
[JVezespordia [ Vezes por semana
[[] Menos que uma vez por més/raramente
Lingiii¢a ou salsicha (exceto de frango)?
[JVezespordia [ Vezes por semana
[] Menos que uma vez por més/raramente
Peixe?

[JVezespordia [ Vezes por semana
[[]Menos que uma vez por més/raramente
Carne de porco?

[[JVezespordia [ ] Vezes por semana
[[] Menos que uma vez por més/raramente
Queijo ou requeijio?

[[JVezespordia [ ] Vezes por semana
[[]Menos que uma vez por més/raramente
Manteiga ou margarina?
[JVezespordia [ Vezes por semana
[[]Menos que uma vez por més/raramente
Biscoitos?

[[JVezespordia [ ] Vezes por semana
[[] Menos que uma vez por més/raramente
Bolos e tortas?

[[JVezespordia [ ] Vezes por semana
[[]Menos que uma vez por més/raramente
Batata frita?

[[JVezespordia [ ] Vezes por semana
[[]Menos que uma vez por més/raramente

Carnes ou peixes conservados no sal (ex:bacalhau, charque, pé de porco)?

[Jvezespordia [ Vezes por semana
[ Menos que uma vez por més/raramente

Enlatados ou conserva (ex: milho, ervilha, palmito, azeitona, salsicha, extrato ou massa de tomate)?

[JVezespordia [ Vezes por semana
[ Menos que uma vez por més/raramente

[T ]Vezes por semana
[ JMenos que uma vez por més/raramente
Quando a Sra. come carne vermelha, o que normalmente faz com a gordura visivel:

[JNa maioria das vezes retira

[]Quase nunca retira

[INédo come carne que tenha muita gordura

[IN#o

[INS/NR

[JVezes por més
[INSAR

[J Vezes por més
[]NS/NR

[J Vezes por més
[]NS/NR

[] Vezes por més
[INSAR

[] Vezes por més
[]NS/NR

[] Vezes por més
[]NS/NR

[] Vezes por més
[INS/NR

[] Vezes por més
[INS/NR

[] Vezes por més
[]NS/NR

[] Vezes por més
[INS/NR

[] Vezes por més
[JNS/NR

[JVvezes por més
[INS/NR

[J Vezes por més
[CINS/NR
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Frios (ex: presunto, mortadela, salame, apresuntado)?

[[JVezespordia [ ] Vezes por semana [ | Vezes por més

[]Menos que uma vez por més/raramente [ ]NS/NR

Leite e derivados (ex: achocolatado, iogurtes, vitaminas)?

[JVezespordia  []Vezes por semana [_] Vezes por més

[]Menos que uma vez por més/raramente [ ]NS/NR

Frutas e sucos de frutas preparados a partir da fruta, polpa ou concentrado?
[JVezespordia  []Vezes porsemana [ ] Vezes por més

[[]Menos que uma vez por més/raramente [ JNS/NR

Batata cozida, batata-doce, batata-baroa, aipim, cara , inhame?

[JVezespordia  []Vezes porsemana [ ] Vezes por més

[JMenos que uma vez por més/raramente [CINS/NR

Qutros legumes (ex: abobrinha, beterraba, chuchu, cenoura, quiabo, vagem)?
[[JVezespordia [ ] Vezes por semana [ | Vezes por més

[JMenos que uma vez por més/raramente [INS/NR

Hortaligas (ex: agrido, alface, brécolis, chicdria, couve, couve-flor, espinafre, repolho)?
[JVezespordia  []Vezes por semana [_] Vezes por més

[]Menos que uma vez por més/raramente [ ]NS/NR

Feijdes (ex: preto, mulatinho, fradinho, roxo), lentilha, ervilha seca ou griio de bhico?
[JVezespordia  []Vezes porsemana [ ] Vezes por més

[[]Menos que uma vez por més/raramente [ JNS/NR

Sem contar saladas, com que freqiiéncia a Sra. costuma colocar sal no prato de comida?
[JNunca coloca sal no prato de comida

[JProvo e coloco se estiver sem sal

[[] Coloco quase sempre mesmo sem provar

9. ATIVIDADE FISICA

Em quantos dias de uma semana comum a Sra. caminha por pelo menos 10 minutos seguidos?
(ex: em casa, no trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por lazer ou como forma de
exercicio)

[] Dia(s) na semana [ Nenhum [JNS/NR

A Sra. faz atividades MODERADAS, por pelo menos 10 minutos seguidos, no trabalho, por lazer, por
esporte, como forma de exercicio, como parte das suas atividades dentro de casa, no quintal ou
qualquer outra atividade que aumente moderadamente a sua respiracio ou batimentos do coracgio?
(ex: pedalar leve na bicicleta, nadar, dangar, fazer ginastica aerdbica leve, jogar vélei recreativo, carregar pesos leves,
fazer servigos domésticos na casa ou no quintal, como varrer, aspirar, cuidar do jardim ou trabalhos como soldar,
operar méquinas, empilhar caixas)

[nio [sim [CINS/NR

Em gquantos dias de uma semana comum, a Sra. faz essas atividades MODERADAS, por pelo menos 10

minutos seguidos?
[ ]Dia(s) na semana [ JNS/NR

AQ QUESTIONADOR

ESTADO DE ATENCAO DO ENTREVISTADO
[ bastante disperso  [_| disperso [Jatento [ bastante atento ~ [_] outros

COMPREENSAQO DO ENTREVISTADO
[Indo compreende [ | compreende com dificuldade [ ] compreende

Entrevistador
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8.3 Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

SERVICO PUBLICO FEDERAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DEE PERNAMBUCO
Comit de Etica em Pesquisa
Of. N. ©403/2008 - CEP/ICCS Recife, 18 de Dezembro de 2008

Regstro do SISNEP FR — 215803
CAAE - 0267.0.172.000-08
Registro CEP/CCS/UFPE N° 275/08

Titulo: “Andlise do Perfil Epidemiolégico de Infecgdes Causadas pelo Papilomavirus Humano em
Mulheres Atendidas pelo Programa Sadde da Familia na Cidade de Olinda-PE"

Pesquisador Responsavel: Danyelly Bruneska Gondim Martins

Senhora Pesquisadora;

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pemambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e
analisou, de acordo com a Resolugio N.® 196/96 do Conselho Nacional de Saide, o protocolo
de pesquisa em epigrafe, aprovando-o e liberando-o para inicio da coleta de dados em 18 de
dezembro de 2008.

Ressaltamos que o pesquisador responsavel devera apresentar relatério anual da
pesquisa

Atenciosamente

//7

Prof. Geraldo Bosco Lindoso Couto
Coordenador do CEP/ CCS / UFPE

A
Dra. Danyelly Bruneska Gondim Martins
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA/UFPE
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8.4 InstrucOes para autores

8.4.1 International Journal of Infectious Diseases

rnational Journal of Infectious Diseases - Elsevier hitp://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.print/701730/g...

http://www.elsevier.oom/wps/ﬁnd/joumaldesuiption.cws_home/701730/authorinstructions
International Journal of Infectious Diseases
Official Publication of the International Society for Infectious Diseases

Guide for Authors

If you have any problem submitting your paper online please contact Annette Fowler at
DID@elsevier.com

The International Journal of Infectious Diseases (1JID) is published monthly by the International
Society for Infectious Diseases. IJID

Please noted as of January 2010 the International Journal of Infectious Diseases will be
published online only:

Original articles on infectious disease topics of broad interest. We particularly welcome papers that
discuss epidemiological aspects of international health, clinical reports, clinical trials and reports of
laboratory investigations. Original articles should not exceed 5000 words in length.

Reviews on topics of importance to readers in diverse geographic areas. These should be
comprehensive and fully referenced. Maximum length 6000 words.

Perspectives are papers that advance a hypothesis or represent an opinion relating to a topic of
current interest or importance. They should be fully referenced, and should not exceed 2000 words
in length.

Correspondence relating to papers recently published in the Journal, or containing brief reports of
unusual or preliminary findings. Maximum length 400 words, one table or figure and a maximum of
10 references.

Case Reports must be carefully documented and must be of importance because they illustrate or
describe unusual features or have important therapeutic implications. Maximum length 1200 words,
no more than a page and a half in length and a maximum of 1 table or figure. Case reports do not
require a structured abstract and should include no more than 5 references.

Medical Imagery: We would like to invite submission of high-quality, interesting and instructive
images (such as dlinical and other photographs, figures or diagrams, photomicrographs, or diagnostic
imaging) suitable for the general readership of DID. These should include no more than 200 words of
explanatory text, and under 5 references. It is necessary to have appropriate permissions from
subjects for an identifiable clinical image to be published.

Manuscript Submission
Manuscripts should be submitted online at: =» http://ees.elsevier.com/ijid

Covering letter: Manuscripts must be accompanied by a covering letter signed by ALL the authors
stating that the current "Instructions to Authors” have been read, thereby indicating compliance with
those instructions and acceptance of the conditions posed. The letter should state that the authors
have seen and agreed to the submitted version of the paper, that all who have been acknowledged
as contributors or as providers of personal communications have agreed to their inclusion, that the
material is original and that it has been neither published elsewhere nor submitted for publication
simultaneously. In addition the letter should state that if accepted, the paper will not be published
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ternational Journal of Infectious Diseases - Elsevier hitp://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.print/701730/g...

elsewhere in the same form, in English or in any other language, without written consent of the
copyright holder.

A scanned image of the signed covering letter should be submitted via the online submission system.
If this is not possible the letter should be posted or faxed to the Editorial Office.

1t is strongly advised for Authors to suggest three non-conflicted peer reviewers with expertise as
much for content as for methodology of their submission, with contact details including email
address. This will significantly help the editorial office in facilitating timely external peer review.

Conflict of Interest: manuscripts cannot be published until we have received a signed Conflict of
Interest Declaration form. You may obtain a Conflict of Interest Declaration document to be
completed from the link below or upon request from the 1JID Editorial Office IJID@elsevier.com. You
are strongly advised to provide the declaration at the time you first submit your paper. A scanned
image of the signed declaration should be submitted via the online submission system. If this is not
possible the declaration should be posted or faxed to the Editorial Office.

Conflict of Interest Dedlaration (pdf format) [To read the PDF file you must have Adobe Acrobat
Reader installed on your system. Download a free copy of Adobe Acrobat Reader. =
hitp://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html

Upon acceptance for publication, manuscripts will become the permanent property of the
International Society for Infectious Diseases and may not be published elsewhere without the
permission of the Society.

Manuscript format

General: The text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as
possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular,
do not use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. Do not embed 'graphically designed’ equations or tables, but
prepare these using the wordprocessor's facility.

When preparing tables, preferably use a table grid and use only one grid for each individual table
and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic
text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts. Do not import the
figures into the text file but instead, indicate their approximate locations directly in the electronic
text. Each figure must be submitted separately as requested at the file upload stage of submission.
For further information on the preparation of electronic illustrations, please refer to the "Tables and
Figures" section.

To avoid unnecessary €rrors you are strongly advised to use the 'spelichecker’ function of your
wordprocessor.

The entire manuscript, including the abstract, acknowledgements, references, tables, figures, and
legends, must be double spaced, with a margin of at least 5.5 cm. On assignment to an editor, each
manuscript will be assigned a number, which will be provided to the author. The author should refer
to this number in all ensuing correspondence. All manuscripts (including correspondence) will be
subject to peer review. A rapid response to the authors will be more feasible if the manuscript is
prepared as stipulated in the Instructions to Authors. Expressions of Latin origin, for example, in
vivo, et al., per se should not be in italics.

Language and language services
Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who require information about language editing and copyediting services pre- and

post-submission please visit httg:[[www.elsevier.com[languageediting or our customer support site
at =+ http://epsupport.elsevier.com for more information.
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Numbers and measurements: Use decimal points (not commas); use a space for thousands (10 000
and above).

Title Page: The title page must include each author's full name and academic affiliations. The author
to whom correspondence concerning the manuscript and to whom requests for reprints should be
directed must be designated, as well as the corresponding address, telephone, fax, and e-mail.
Manuscripts that were presented as part of a meeting must include the title, location, and date of the
meeting on the title page. Abstract: A structured abstract of 150 to 200 words must be provided as
part of each manuscript, except correspondence. The abstract should consist of four paragraphs,
labelled with the following headings: objectives, design or methods, results, conclusions, or

alternative headings appropriate to the format of the paper. The abstract should not refer to
footnotes or references.

Keywords: Immediately after the abstract, provide a maximum of six keywords, avoiding general and
plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’, 'of"). Be sparing with abbreviations:
only abbreviations firmly established in the field may be used.

Acknowledgements: Place acknowledgements, including information on grants received, before the
references, in a separate section, and not as a footnote on the title page.

References: Indicate references by superscript numbers in the text.

Number the references in the list in the order in which they appear in the text.
Examples:

Reference to a journal publication:

1. Van der Geer 1], Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci Commun
2000;163:51-9.

Reference to a book:

2. Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 3rd ed. New York: Macmillan; 1979. Reference to a
chapter in an edited book:

3. Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith
RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 1999, p. 281-304.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than six authors the first six
should be listed followed by 'et al.' For further details you are referred to "Uniform Requirements for
Manuscripts submitted to Biomedical Journais" (J Am Med Assoc 1997;277:927-934) (see also &
httD://www.neim.oru/qeneralltext/requirements/l.htm) References to personal communications and
to unpublished material must be incorporated, in parentheses, at the appropriate place in the text.
References to congress abstracts should be cited in the reference section if they have been published
previously in an official book of abstracts from the congress; otherwise they should be incorporated
in the text. The author is responsible for the accuracy and completeness of the references.

Citing and listing of web references: Such article citations should include the DOI (digital object
identifier).

For example:
Boutayeb A, Twizell EH, Achouayb K, Chetouani A. A mathematical model for the burden of diabetes
and its complications. Biomed Eng Online 2004;3:20. doi:10.1186/1475-925X-3-20. The DOI is a

persistent identifier, which remains with the article even after it is published in print. See &+
http://www.doi.org for details.
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If the reference does not have a DOI, the full URL should be given, Any further information, if known
(author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be given.

Style: For stylistic questions, authors are referred to the Chicago Manual of Style, 14th Edition,
1993, published by the University of Chicago Press.

Abbreviations: Abbreviations in the text are discouraged. If a term appears repeatedly, however, an
abbreviation may be introduced parenthetically at the initial mention of the term and used thereafter

in place of the term. Abbreviations of conventional or SI units of measurement may be used without
introduction.

References to drugs: The generic name of a drug should be used as a general rule; however, the full

name or the commercial name of the drug, as well as the name and location of the supplier, may be
given in addition if appropriate.

Tables and Figures: Data reported either in a table or in a figure should be illustrative of information
reported in the text, but should not be redundant with the text. Each table must be presented at the
end of the manuscript on a separate page and numbered in order of appearance in the text. The title
of the table must appear after the number. Each table must include appropriate headings. Footnotes,
when necessary, must be identified by letters. Units of measurement must be clearly indicated.

Figures should not be imported into the manuscript text file but submitted separately as requested at
the file upload stage of submission. A short detailed legend should be provided for each figure. All
legends must be collected together on a separate page following the body of the manuscript.

For further information on the preparation of electronic artwork, please see http://www.elsevier.com
/artworkinstructions.

Photomicrographs should include a micron bar or other appropriate scale marking.

Bacterial nomenclature: Microbes should be referred to by their scientific names according to the
binomial system used in the latest edition of Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (The
Williams and Wilkins Co.). When first mentioned, the name should be in full and written in italics.
Thereafter, the genus should be abbreviated to its initial letter, e.g. 'S. aureus' not 'Staph. Aureus'.
If abbreviation is likely to cause confusion or render the intended meaning(s) unclear the names of
organisms should be given in full. Only those names included in the Approved Lists of Bacterial
Names (Int J Syst Bacteriol 1980; 30: 225-420) and/or which have been validly published in the Int
J Syst Bacteriol since January 1980 are acceptable. If there is a good reason to use a name that does
not have standing in nomenclature, it should be enclosed in quotation marks and an appropriate
statement concerning its use made in the text (e.g. Int J Syst Bacteriol 1980; 30: 547-556).

Symbols for units of measurement must accord with the Systéme International (SI): However, blood
pressure should be expressed in mmHg and haemoglobin as g/dl.

GenBank/DNA sequence linking: Many Elsevier journals cite "gene accession numbers” in their
running text and footnotes. Gene accession numbers refer to genes or DNA sequences about which
further information can be found in the databases at the National Center for Biotechnical Information
(NCBI) at the National Library of Medicine. Elsevier authors wishing to enable other scientists to use
the accession numbers cited in their papers via links to these sources, should type this information in
the following manner:

For each and every accession number cited in an article, authors should type the accession number
in bold. underlined text . Letters in the accession number should always be capitalised. (See
example below). This combination of letters and format will enable Elsevier's typesetters to recognise
the relevant texts as accession humbers and add the required link to GenBank's sequences.

Example: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511 , AI632198 , and BE223228 ), @ B-cell
tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BEG675048 ), and a T-cell
lymphoma (GenBank accession no. AA 117 )".
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Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error in a letter or
number can result in a dead link. In the final version of the printed article, the accession
number text will not appear bold or underlined. In the final version of the electronic copy , the
accession number text will be linked to the appropriate source in the NCBI databases enabling
readers to go directly to that source from the article.

Supplementary material submission. Elsevier accepts electronic supplementary material to
support and enhance your scientific research. Supplementary files offer the author additional
possibilities to publish supporting applications, movies, animation sequences, high-resolution images,
background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online
alongside the electronic version of your article in Elsevier web products, including ScienceDirect: =+
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly usable,
please ensure that data is provided in one of our recommended file formats. Authors should submit
the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. Upon acceptance of an article, authors will be asked to transfer copyright (for
more information on copyright see http:[[www.elsevier.com[wgs[ﬂnd[authorsview.authors
/copyright). This transfer will ensure the widest possible dissemination of information. A letter will be
sent to the corresponding author by email, confirming receipt of the manuscript, together with a
form facilitating the transfer of copyright. If excerpts from other copyrighted works are included, the
author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the
article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases : contact Elsevier's Rights
Department, Philadelphia, PA, USA: Tel. (+1) 215 238 7869; Fax (+1) 215 238 2239; e-mail
healthpermissions@elsevier.com . Requests may also be completed online via the Elsevier homepage
(http:[[www.elsevier.com[Iocate[germissions).

Ethical Consideration. Work on human beings that is submitted to International Journal of
Infectious Diseases should comply with the principles laid down in the Declaration of Helsinki;
Recommendations guiding physicians in biomedical research involving human subjects. Adopted by
the 18th World Medical Assembly, Helsinki, Finland, June 1964, amended by the 29th World Medical
Assembly, Tokyo, Japan, October 1975, the 35th World Medical Assembly, Venice, Italy, October
1983, and the 41st World Medical Assembly, Hong Kong, September 1989. The manuscript should
contain a statement that the work has been approved by the appropriate ethical committees related
to the institution(s) in which it was performed and that subjects gave informed consent to the work.
Studies involving experiments with animals must state that their care was in accordance with
institution guidelines.

Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed consent which
should be documented in your paper. Patients have a right to privacy. Therefore identifying
information, including patientsé images, names, initials, or hospital numbers, should not be included
in videos, recordings, written descriptions, photographs, and pedigrees unless the information is
essential for scientific purposes and you have obtained written informed consent for publication in
print and electronic form from the patient (or parent, guardian or next of kin where applicable). If
such consent is made subject to any conditions, Elsevier must be made aware of all such conditions.
Written consents must be provided to Elsevier on request. Even where consent has been given,
identifying details should be omitted if they are not essential. If identifying characteristics are altered
to protect anonymity, such as in genetic pedigrees, authors should provide assurance that alterations
do not distort scientific meaning and editors should so note. If such consent has not been obtained,
personal details of patients included in any part of the paper and in any supplementary materials
(including all illustrations and videos) must be removed before submission.

Randomised Controlled Trials. All randomised controlled trials submitted for publication in
International Journal of Infectious Diseases should include a completed Consolidated Standards of
Reporting Trials (CONSORT) flow chart. Please refer to the CONSORT statement website at
http://www.consort-statement.org/?0=1001 for more information. International Journal of Infectious
Diseases has adopted the proposal from the International Committee of Medical Journal Editors
(ICMJE) which require, as a condition of consideration for publication of dlinical trials, registration in
a public trials registry. Trials must register at or before the onset of patient enrolment. The clinical
trial registration number should be included at the end of the abstract of the article. For this
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purpose, a clinical trial is defined as any research project that prospectively assigns human subjects
to intervention or comparison groups to study the cause-and-effect relationship between a medical
intervention and a health outcome. Studies designed for other purposes, such as to study

pharmacokinetics or major toxicity (e.g. phase I trials) would be exempt. Further information can be
found at www.icmije.org.
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