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RESUMO

Thomann P. Avaliagido da dinamica da resposta imune humoral
desencadeada pelo papilomavirus humano. S3o Paulo; 2005. [Tese de
Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

Os anticorpos neutralizantes sao cruciais na protecgo contra doencas virais
mediadas por vacinagdo. A elevada protegdo adquirida contra infecgoes
. persistentes causadas pelo papilomavirus humano, por meio da imunizacao
de mulheres com capsidios vazios de HPV-16, é conferida por este tipo de
anticorpos. Os anticorpos neutralizantes detectados em amostras séricas de
mulheres vacinadas foram capazes de neutralizar variantes divergentes de
HPV-16. Ademais, sua detecgdo foi observada tanto em amostras séricas
provenientes de mulheres vacinadas quanto naquelas coletadas de
mulheres néo vacinadas, em ensaios de neutralizagdo de pseudovirions de
HPV. Pouco se sabe, entretanto, sobre a inducdo de anticorpos
neutralizantes por infecgées HPV-induzidas entre mulheres n&o vacinadas e
o suposto papel deste tipo de anticorpos durante o curso natural de uma
infeccao por HPV. Neste trabalho detectaram-se anticorpos neutralizantes
em amostras séricas obtidas de mulheres nao vacinadas participantes de um
estudo sobre os fatores de risco para o desenvolvimento de infecgbes pelo
HPV e das neoplasias cervicais. O impacto da presenca deste tipo de
anticorpos foi analisado por meio das principais manifestacoes virais durante

o curso natural da infecgdo pelo HPV. A eficacia dos anticorpos



neutralizantes foi comparada com a sororeatividade de imunoglobulinas
totais de classe G, detectada por meio do ensaio de ELISA, em uma
amostragem constituida por 150 amostras séricas coletadas 4 admissao do
estudo. A eliminagdo de infeccdes HPV-16 induzidas nao pareceu ter sido
facilitada pela presenca de altos niveis de nenhum dos tipos de anticorpos
reativos a HPV-16 (anticorpos neutralizantes — OR: 0,64 [IC95%: 0,16-2,58]
X ELISA — OR: 0,64 [IC 95%: 0,19-2,16]). Pacientes portadoras de titulos de
anticorpos neutralizantes equivalentes a diluicdo 640 ou superiores
apresentaram elevados riscos para a detecgdo dos seguintes resultados
virais: infecgdo cumulativa causada pelo HPV-16 (OR: 6,24 [IC95%: 0,88-
270,1]), persisténcia da infeccdo causada por HPV-16 (OR: 5,17 [IC95%:
1,50-17,83] até OR: 27,33 [IC95%: 2,02-1376,6], de acordo com a categoria
de referéncia utilizada — resultados de infeccoes transientes ou resultados
negativos, respectivamente), aquisicdo de novas infecgdes causadas pelo
HPV-16 (OR: 3,45 [IC95%: 0,17-207,2]) e elevadas cargas virais de HPV em
geral (OR: 4,05 [IC95%: 1,05-15,66]). Essas correlagbes nao foram
encontradas para os anticorpos detectados por meio de ELISA. Logo, titulos
de anticorpos neutralizantes equivalentes a diluicdo 640 ou superiores atuam
como marcadores extremamente especificos da infec¢do causada pelo HPV-

16 durante o curso da histéria natural das infecgbes pelo HPV.



SUMMARY

Thomann P. [Evaluation of the dinamics of the hummoral immune

response triggered by human papillomavirus] Szo Paulo: 2005. [Tese de
Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

Neutralizing antibodies (NAb) are crucial for vaccine-mediated protection
against viral diseases and presumably play the key role in the high degree of
protection from persistent papillomavirus infection seen after virus-like
particles (VLP) vaccination in recent clinical trials. Neutralizing antibodies
detected in serum samples of HPV-16 VLP vaccinated women were able to
neutralize divergent variants of HPV-16 and their detection was achieved for
serum samples collected from both vaccinated and non-vaccinated women
through a HPV pseudovirus neutralization assay. However, little is known
about the induction of NAb after genital HPV infections among non-
vaccinated women and the putative role that these antibodies could play
during the natural course of HPV infections. This work looked for HPV-16
NAbs in serum samples obtained from non-vaccinated women participating
of a study for HPV infection and neoplasia risk factors. The impact of NAbs
presence was analyzed through viral major outcomes during the natural
course of HPV infection. The efficiency of Nabs was compared to HPV VLP
ELISA seroreactivity in a 150 serum samples casuistic obtained at the
enroliment of the study. The clearence of HPV-16 infection did not appear to

be improved by the presence of high titers of any kind of anti-HPV-16



antibodies (Nabs — OR: 0,64 [Cl 95%: 0,16-2,58] X ELISA - )R: 0,64 [CI95%:
0,19-2,16]).- Women with neutralizing antibodies titers equal or superior to
640 dilutions showed higher risks of harboring the following HPV outcomes:
cumulative HPV-16 infection (OR: 6,24 [CI95%: 0,88-270,1]), persistence of
HPV-16 infection (OR: 5,17 [CI95%: 1,50-17,83] to OR: 27,33 [CI95%: 2,02-
1376,6], according to the reference category used — transient or negative
results, respectively), acquisition of new HPV-16 infection (OR: 3,45 [CI95%:
0,17-207,2]) and higher HPV viral load (OR: 4,05 [CT95%: 1,05-15,66]). The
same was not observed for women with higher titers of HPV-16 VLP
seroreactivity. Neutralizing antibodies titers equal or superior to the 640
dilution play an important role as highly specific markers for HPV-16 infection

during HPV natural history course.
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1 INTRODUGCAO

1.1 CARCINOMA DE COLO DE UTERO E HPV

O carcinoma de colo de Gtero foi comprovadamente associado a um
determinante de risco principal, que é a infecgao pelo papilomavirus humano
(HPV) (FRANCO et al. 1999b).

A taxa de prevaléncia do DNA de HPV determinada em uma grande
amostragem de tumores de colo de Utero testados por meio de PCR foi de
99,7 por cento (WALBOOMERS et al. 1999). Assim, considera-se a
ocorréncia do carcinoma de colo de utero sem o envolvimento de tipos de
HPV especificos como excepcional.

O carcinoma de colo de utero apresenta-se como a segunda
neoplasia mais importante dentre a populagédo feminina mundial e como a
terceira neoplasia feminina mais importante dentre a populagdo brasileira.
Esta neoplasia €& responsavel por cerca de 466.800 novos casos/ano e
233.400 mortes a cada ano em todo mundo (BOSCH e SANJOSE 2003),
dentre os quais estima-se que cerca de 20.690 novos casos/ano e 10.138
mortes ocorrerdo no Brasil no ano corrente de 2005 (Ministério da Saude
2004).

Os papilomavirus sdo virus hospedeiro-especificos, pertencentes a
Familia Papillomaviridae, género Papillomavirus (VAN REGENMORTEL et

al. 1999), que se encontram disseminados pelos epitélios dos mais diversos



géneros e sao responsaveis pela formacéo de lesGes verrucosas ou chatas
sem provocar inflamagéo local (FRAZER 1996). Estas lesdes podem,
eventualmente, evoluir para neoplasias benignas ou malignas. Um dos
eventos necessarios para a progressao das lesdes verrucosas precursoras
para neoplasias € a integragdo do genoma viral ao genoma da célula
hospedeira (DURST et al. 1985), que ocorre muito cedo no desenvolvimento
do carcinoma cervical (LEHN et al. 1988).

O HPV é um virus de didametro compreendido entre 55 e 60 nm, que
se apresenta sob a forma de particulas icosaédricas nao envelopadas
(ZHOU e FRAZER 1996). O genoma deste virus compde-se por DNA dupla
fita circular, constituido por aproximadamente 7.200 a 8.000 pares de bases
(ZUR HAUSEN 1996b; VILLA 1997), e divide-se em trés segmentos de
tamanhos desiguais: uma regido nao codificadora denominada de regiao
longa de controle ou LCR, uma regido precoce e uma regiao tardia.

A LCR é responsavel pelo controle da replicagao/transcricdo do
genoma viral e constitui somente 10% do genoma (HOWLEY 1996). A regiao
precoce é caracterizada por seis genes (E6, E7, E1, E2, E4 e Eb), cujas
proteinas sao responsaveis por pela persisténcia do genoma viral, replicacao
do DNA viral e ativacdo do ciclo produtivo, dentre outras, e & representada
por cerca de 50% do genoma. A regido tardia caracteriza-se por dois genes
(L1 e L2), cujas proteinas estruturais sao responsaveis pela formag¢ao do
capsidio viral, e & constituida por cerca de 40% do genoma viral (IARC 1995;

ZUR HAUSEN 1996Db).



A detecgao recorrente de alguns tipos de HPV em lesées precursoras
ou neoplasicas, dentre os quais os tipos 16 e 18 sdo os mais prevalentes,
permitiu que os mais de 100 tipos de HPV fossem segmentados em duas
classes. Os HPV de alto risco oncogénico sao preferencialmente detectados
em lesGes malignas enquanto que os HPV de baixo risco, dos quais os tipos
6 e 11 sdo os mais prevalentes, sdo preferencialmente encontrados em
verrugas genitais ou em condyloma acuminatum, respectivamente
(LORINCZ et al. 1992).

Logo, a infecgdo do trato ano-genital por tipos de HPV de alto risco
oncogénico predispbe os individuos afetados a um risco mais elevado de
desenvolver lesdbes escamosas intraepiteliais de alto grau (VILLA 1997) e,
potencialmente, aumenta o risco desses pacientes de virem a desenvolver o

carcinoma do colo de utero.
1.2 FATORES DE RISCO DO CARCINOMA DE COLO DE UTERO

Os fatores de risco para o carcinoma do colo de utero podem ser
divididos em doi.s grandes grupos: os fatores de risco intrinsecos a neoplasia
per se e os fatores de risco intrinsecos ao agente etioldgico da neoplasia, o
HPV, ou aos individuos infectados.

O carcinoma de colo de utero comporta-se epidemiologicamente
como uma doenca sexualmente transmitida (DST) (ZUR HAUSEN 1996a),

pois o seu surgimento é fortemente influenciado pelas medidas de atividade



sexual, seja das proprias mulheres ou de seus parceiros (BRINTON et al.
1989; BURK et al. 1996; CASTELLSAGUE et al. 1997: VILLA 1997).

Os fatores de risco intrinsecos ao desenvolvimento do carcinoma de
colo de utero compreendem a baixa condigao socio-econdmica, 0s maus
habitos de higiene (Ministério da Saude 2004), o tabagismo (ROUSSEAU et
al. 2000), a idade precoce da mulher no primeiro coito, a elevada paridade
da paciente, o elevado nimero de parceiros sexuais durante toda a vida da
paciente (MUNOZ e BOSCH 1996) e o uso prolongado de anticoncepcionais
(YLITALO et al. 1999).

As infecgbes por HPV, até mesmo aquelas causadas por tipos virais
oncogeénicos, sdo tdo comuns na populagdo em geral que o simples fato da
infec¢ao per se ndo pode mais ser considerado como um fator determinante
na carcinogénese cervical (SCHIFFMAN e KJAER 2003). Como somente
uma pequena porcentagem da populagao total de mulheres infectadas por
tipos oncogénicos de HPV efetivamente chega a desenvolver o carcinoma
de colo de utero (IARC 1995), o passo critico para a maioria das mulheres
infectadas parece ser o posterior desenvolvimento de lesdes pré-malignas,
como uma resultante da infecgao viral (SCHIFFMAN e KJAER 2003).

Em virtude disso, os fatores de risco inerentes ao HPV ou aos
individuos infectados tornam-se muito importantes na tentativa de desvendar
as razbes que levam ao desenvolvimento do carcinoma de colo de utero. O
estudo prospectivo Ludwig/McGill sobre os fatores de risco que levam a
deteccdo de infeccoes pelo HPV e ao desenvolvimento de lesdes

precursoras do colo do utero contribuiu para o conhecimento em diversas



vertentes. Além da infeccdo por tipos de HPV de alto risco oncogénico,
também a presenca de variantes moleculares de determinados tipos de HPV
(VILLA et al. 2000), em especial HPV-16 e HPV-18, de elevadas cargas
virais (SCHLECHT et al. 2003), de integracdo do DNA viral ao genoma
celular (KLA.ES et al. 1999), de polimorfismos no cédon 72 da proteina p53
(MAKNI et al. 2000) ou nas moléculas de HLA de Classes | e || (MACIAG et
al. 2000 e MACIAG et al. 2002) poderiam favorecer a replicacao do virus em
larga escala e aumentar a probabilidade do desenvolvimento de lesées
novas ou recorrentes e da progressdo de lesGes ja estabelecidas (IARC
1995).

A taxa de aquisicdo de novas infecgbes causadas por HPV em
mulheres negativas para a detecgdo de DNA viral e citologicamente normais
apresenta-se dentro de um intervalo de 1-1,3% por més (FRANCO et al.
1999b; SYRJANEN et al. 2004). Por outro lado, a taxa de aquisicao de um
resultado citolégico anormal dentro de um grupo de mulheres
citologicamente normais que apresentem a deteccao de DNA viral de HPV
de alto risco, pode atingir 3,8% ao més. Estas mulheres apresentam um
risco estatisticamente significativo de, aproximadamente, sete vezes, para
desenvolverem reéuitados citolégicos anormais ao longo do seguimento do
estudo (SYRJANEN et al. 2004).

As infecgdes causadas por tipos de HPV de baixo risco oncogénico
apresentam, em geral, uma taxa de eliminagdo maior em um menor periodo

de tempo (12,2% em 170 dias de seguimento) do que as infec¢bes causadas
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por tipos de HPV de alto risco oncogénico (9,5% em 226 dias de
seguimento) (FRANCO et al. 1999b; BROWN et al. 2005).

Em uma coorte de universitarias canadenses, a taxa de infeccao
cumulativa por HPV-16 foi calculada em 12%, ao longo de 24 meses de
seguimento. Essas infecgdes apresentavam também a maior persisténcia
(18,3 meses) e a maior freqiiéncia de aquisicao (5,2% em cada 1000
mulheres/més) (RICHARDSON et al. 2003).

A persisténcia da detecgdo do HPV apds o tratamento das lesdes
precursoras por LLETZ (large loop excision of the transformation zone)
parece ser favorecida pelo fumo, idades superiores a 35 anos,
independentemente da positividade das margens cirtrgicas e a margens
cirurgicas positivas em mulheres mais jovens do que 35 anos (SARIAN et al.
2004). A persisténcia da detecgao viral apos o tratamento de carcinoma
cervical por radioterapia esta em geral associada a um pior prognostico para
sobrevivéncia livre de doenca local e para sobrevivéncia como um todo
(NAGAI et al. 2004).

A deteccao positiva de HPV-16 com elevada carga viral relaciona-se
com o risco elevado (cerca de cinco vezes) de que as portadoras viessem a
desenvolver uma lesao precursora de alto grau (RAJEEVAN et al. 2005). A
elevada carga viral de HPV-16, especificamente, foi responsavel pela
elevagao do risco de que as portadoras viessem a desenvolver um
carcinoma in situ de cerca de trinta e sete vezes, quando comparada com os
riscos calculados para as cargas virais elevadas de HPV-31 (3,2) e de HPV

18/45 (2,6) (MOBERG et al. 2005).



O estudo intensivo dos mecanismos associados as respostas
imunolégicas disparadas pela infeccdo pelo HPV tem por objetivos
principais: desvendar as causas que influenciam a demora na criacao de
respostas imunoldgicas efetivas ou a geracdo de padrées menos eficientes
de respostas celulares e determinar perfis imunolégicos de maior

suscetibilidade a infecgao viral.

1.3 IMUNIDADE HUMORAL AO HPV

A detecgéo soroldgica da infecgédo pelo HPV ainda nao se tornou uma
pratica de rotina na maioria dos laboratérios clinicos. Tal realidade deve-se
ao fato de que os primeiros ensaios sorologicos, por terem sido
desenvolvidos com proteinas do capsidio viral desnaturadas ou com
proteinas precoces virais regulatorias, ndo apresentaram sensibilidade e
especificidade suficientes para garantir resultados absolutamente confiaveis
(SCHILLER e RODEN, 1996).

O desenvolvimento de ensaios sorolégicos que utilizam capsidios
virais integros de varios tipos de HPV como antigeno, entretanto, permitiu
que os pesquisadores tivessem acesso a outra ferramenta metodolégica
capaz de determinar a relevancia das infecgdes por HPV na etiologia de
neoplasias ano-genitais (GALLOWAY 1996). Além disso, estes mesmos
ensaios tém demonstrado a utilidade de terem-se anticorpos séricos anti-

virions como marcadores de infecgcdo de HPV (SCHILLER e RODEN, 1996).



A importancia do desenvolvimento das metodologias de investigacao
soroldgica reside no fato de que a auséncia de material gendmico
amplificavel em amostras de esfregagos cervicais coletadas de maneira
inadequada ou a presenca de uma carga viral suficientemente baixa para
escapar a sensibilidade dos métodos baseados em PCR em amostras de
esfregacos cervicais pode limitar o poder de deteccdo das metodologias de
biologia molecular (GALLOWAY, 1996).

O advento dos ensaios sorologicos serem capazes de detectar a
disseminagdo da infecgdo por HPV por meio de simples amostras de
sangue, teria implicagbes muito importantes em termos de satde publica,
justificando o empenho em desenvolver uma metodologia de deteccdo
sorologica padronizada e confiavel (SCHILLER e RODEN, 1996).

A abordagem que proporcionou um novo impulso aos estudos de
imunologia humoral das infecgbes por HPV e, em especial, ao
desenvolvimento dos ensaios soroldgicos, foi a producdo dos capsidios
virais vazios ou virus-like particles (VLP) de HPV-16 em células eucaribticas
(FRAZER, 1996; GALLOWAY, 1996; SCHILLER e RODEN, 1996). O
primeiro sistema desenvolvido para a elevada expressao das VLP baseava-
se na infeccdo de ceélulas eucaridticas de insetos por baculovirus
recombinantes para os genes tardios L1/L2 de HPV-16 (KIRNBAUER et al.,
1992;: 1993; 1994). Atualmente, estdo disponiveis outros sistemas de
expressao para VLP de diversos tipos de HPV, tais como bactérias (LI ef al.,
1997), leveduras (SASAGAWA et al. 1995; LOWE et al., 1997) e vaccinia em

células COS-7 (UNCKELL et al. 1997).



9

As VLP apresentam uma conformacdo semelhante aos virions
selvagens infecciosos, mas nao possuem o material genético e
potencialmente oncogénico responsavel pelo estabelecimento da infeccao
viral. Esse fato permite que as mesmas sejam utilizadas tanto como
.antfgenos em imunoensaios quanto como antigenos indutores de respostas
imunolégicas em protocolos de imunizagéo (SCHILLER e RODEN, 1996).

A primeira metodologia utilizando VLP para deteccao de anticorpos
séricos contra diversos tipos de HPV descrita foi um ensaio do tipo ELISA
direto (KIRNBAUER et al, 1994). Entretanto, a busca por desenvolver
metodologias capazes de detectar esses anticorpos de maneira mais
sensivel e especifica tem se intensificado ao longo dos anos.

Os ensaios de radioimunoprecipitagido (RIPA) e de ELISA de captura,
embora apresentem elevada sensibilidade e especificidade, sao de
complexa execugdo e nao se aplicam ao teste rotineiro de um elevado
numero de amostras (MESCHEDE ef al., 1998).

A busca de metodologias que detectassem os anticorpos séricos
contra HPV de maneira mais sensivel do que os ensaios do tipo ELISA
direto originaram o desenvolvimento de radioimunoensaios (RIA) (PALKER
et al. 2001) e de ensaios luminescentes do tipo multiplex, ou seja, capazes
de detectar anticorpos gerados contra tipos diferentes de HPV presentes na
mesma amostra sérica (OPALKA et al. 2003).

A detecgao soroldgica de diversos tipos de HPV por meio de ensaios

imunologicos que utilizam VLP tem demonstrado uma elevada concordancia



10

com a detecgdo concorrente do DNA viral na cérvix uterina (DILLNER,
1999).

A soropositividade em um ELISA-VLP parece refletir a exposicao
- cumulativa relativa aos HPV, especialmente em populagbes geograficas que
apresentam um elevado risco de desenvolver cancer cervical, de maneira
mais eficiente do que a propria deteccdo do DNA deste virus
(NONNENMACHER ef al., 1996, OLSEN et al, 1996, STRICKLER ef al.,
1999).

Os estudos de WIDEROFF et al. (1995) demonstraram que a
detecgdo persistente do DNA de HPV-16 confere uma elevacgao brutal da
taxa de soropositividade para anticorpos contra HPV-16. SASAGAWA et al.
(1998) relataram que a soropositividade contra HPV-16 parece refletir
infecgbes virais persistentes que podem aumentar o risco para progressao
maligna de lesdes cervicais, sugerindo que essas infecgdes sado cruciais
para o desenvolvimento de respostas humorais efetivas contra o HPV.

Segundo DE GRUIJL et al. (1997), os anticorpos especificos contra
VLP de HPV-16 nao seriam responsaveis pela eliminagdo das lesdes
induzidas pelo virus, mas poderiam ser indicativos de um risco aumentado
para o cancer cervical em pacientes com infec¢des persistentes por HPV-16,
funcionando mais como marcadores de progressdo do que como agentes

eliminadores de infeccdo.

CARTER et al. (1996) avaliaram estudantes universitarias no inicio de
sua vida sexual durante um periodo de 3 a 4 anos em um estudo de

seguimento e concluiram que mulheres positivas para o DNA de qualquer



HPV tém cerca de 12 vezes mais probabilidade de soroconverter do que as
mulheres negativas para o DNA destes virus, e que esta soroconversio
ocorre dentro de um periodo médio de 8,3 meses apods a deteccdo do DNA
viral. Concluiram também que a resposta humoral, apesar de demorar mais
tempo para surgir, mantém-se por muito mais tempo no individuo do que a
deteccdo do DNA viral (= 3 anos contra = 14 meses). Além disso, todas as
mulheres que soroconverteram tinham cerca de 6 vezes mais probabilidade
de desenvolver SIL associadas ao HPV-16 do que as mulheres que nao
soroconverteram.

Em uma publicagdo mais recente, CARTER et al. (2000) descreveram
que a detecgdo transiente do DNA viral foi constantemente associada com
uma falha em soroconverter, embora algumas mulheres que portavam
detecc@o persistente do DNA viral também nunca tenham soroconvertido.
Foram detectadas também diferengas tipo-especificas dentre as respostas
humorais: a soroconversao de mulheres infectadas com HPV-16 ocorreu
mais freqiientemente entre 6 e 12 meses a partir da deteccdo do DNA, ao
passo que a soroconversao para o HPV-6 coincidiu com a detecgao do DNA
viral. As respostas humorais contra HPV-16 e -18 foram significativamente
mais persistentes durante o seguimento destas mulheres do que as
respostas humorais contra HPV-6.

A presenca de soropositividade no momento da admissédo ao estudo
Ludwig-McGill foi mais fortemente associada com infec¢des persistentes
pelo HPV durante o primeiro ano de seguimento, sendo também capaz de

prever um risco cumulativo maior para a infecgao por tipos de HPV de alto




risco. Além disso, a soropositividade no momento de admissdo ao estudo
também conferiu um maior risco do desenvolvimento de quaisquer SIL,
prevalentes ou incidentes, aliado a um risco mais elevado para o
desenvolvimento especifico de HSIL do que qualquer SIL, mesmo apés o
ajuste das analises para presenga de DNA de HPV e idade a admiss3o
(CANDEIAS 1998; CANDEIAS et al. 1999).

NAKAGAWA et al. (2002) sugeriram a presenca de memoria
imunolégica em um pequeno grupo de pacientes analisadas tanto para
respostas humorais (detecgéo de anticorpos contra VLP de HPV-16) quanto
para respostas celulares (respostas de linfocitos T citotoxicos). Estes autores
verificaram que as pacientes que apresentaram dois episédios de infeccao
pelo DNA de HPV-16 separados por algumas visitas negativas tiveram uma
eliminagédo do DNA viral muito mais rapida do que as que apresentaram
apenas um episodio de infeccdo. Além disso, estas mesmas pacientes
apresentaram um rapido surgimento tanto de anticorpos contra VLP de HPV-
16 quanto de uma resposta de linfécitos T citotéxicos no momento do
segundo episdédio de infeccdo pelo HPV. Entretanto, os autores também
discutem que os baixos niveis de anticorpos contra VLP de HPV-16 podem
ndo ser suficientes para prevenir a re-infeccdgo com o HPV-16 ou o
ressurgimento deste virus, mas desempenhem uma fungcédo de controle
destas novas infecgdes.

HO et al. (2002), por outro lado, demonstraram que anticorpos
persistentes contra VLP de HPV-16 estavam associados com um risco

reduzido para infecgdes subseqiientes com este tipo viral e com tipos virais



filogeneticamente relacionados (HPV-31, HPV-33, HPV-35. HPV-52 e HPV-
58).

Ao longo dos Ultimos anos, uma questio tem intrigado varios
pesquisadores: se alguma fragéo, dentre as imunoglobulinas G (IgG) totais
detectadas por meio de ELISA e geradas contra VLP de HPV-16, apresenta
a capacidade de impedir que as particulas de HPV-16 penetrem nas células
do hospedeiro. E, em caso afirmativo, qual seria o titulo dos anticorpos
neutralizantes presentes?

Sabe-se que anticorpos gerados contra VLP de HPV-16 apresentam
efeitos neutralizantes e sdo capazes de proteger as células do hospedeiro
de infecgao pelo HPV (HO et al. 2002). De maneira geral, estes anticorpos
sdo produzidos apds um procedimento de imunizacdo dos individuos com
VLP/L1L2 especificas de varios tipos de HPV (MURAKAMI et al. 1999;
LOWE et al. 1997), DNA viral (MATSUMOTO et al. 2000) ou VLP/L1L2E7
quiméricas (JOCHMUS et al. 1999).

TOBERY et al. (2003) demonstraram que a via de imunizacao de L1
de HPV-16 em macacos rhesus altera drasticamente a natureza da resposta
imune contra L1 de HPV-16 que é deflagrada. A imunizacdo de macacos
com a proteina L1 de HPV-16 originou uma resposta humoral potente com
anticorpos fortemente neutralizantes e uma resposta Th2 fortemente
especifica contra L1 de HPV-16, de acordo com a medida da producdo de
IL-4 por células T CD4+. A imunizagcao de macacos com DNA plasmidial ou
com um vetor adenoviral expressando o gene de L1 de HPV-16 induziu uma

resposta Th1 forte, de acordo com a dosagem da produgdo de IFN-gamma



pelas células T CD4+ ou T CD8+, além de uma resposta humoral igualmente
forte, porém baseada em anticorpos nao neutralizantes.

BOUSARGHIN et al. (2002) relataram a detecgdo de anticorpos
neutralizantes tanto nos soros provenientes de pacientes imunizadas com
VLP de HPV-16 quanto nos soros de pacientes ndo imunizadas. PASTRANA
et al. (2001), por sua vez, relataram que anticorpos neutralizantes presentes
nos soros de pacientes imunizadas com VLP de HPV-16 sdo capazes de
neutralizar variantes moleculares divergentes de HPV-16. Finalmente,
KAWANA et al. (2002) demonstraram que a presenga de anticorpos
neutralizantes estava associada a uma elevada taxa de regressao das
lesbes de colo uterino e parece retardar a progressao destas lesdes.

Varios sao os protocolos descritos para detectar anticorpos
neutralizantes em amostras séricas, mas todos eles fundamentam-se em
ensaios de neutralizacdo de pseudovirions de HPV (YEAGER et al. 1999;
PASTRANA et al. 2001, BOUSARGHIN et al. 2002, KAWANA et al. 2002,
RODEN et al. 1996a). O protocolo de geragdo de pseudovirions utilizado
neste estudo foi descrito por BUCK et al. (2004) e o ensaio de neutralizagao
de pseudovirions de HPV-16 foi descrito por PASTRANA et al. (2004).

Pouco tem sido descrito, entretanto, a respeito do papel dos
anticorpos neutralizantes contra o HPV-16 gerados em mulheres nao
imunizadas, seguidas num contexto de histéria natural de infecg¢ao viral. Em
virtude disso, optamos por avaliar a presenga de anticorpos neutralizantes
nos soros proveniente das pacientes acompanhadas pelo estudo prospectivo

Ludwig/McGill, investigando um eventual papel da presenga destes



anticorpos na ocorréncia de diversos eventos relacionados as infecgoes pelo
HPV-16, tais como persisténcia, aquisicao de novas infecgoes, eliminagao

de infeccdes prevalentes, carga viral e prevaléncia cumulativa do HPV-16.
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OBJETIVOS

Avaliar a presenca de anticorpos neutralizantes desenvolvidos contra
o HPV-16 em amostras séricas de mulheres niao imunizadas e
correlacionar os dados obtidos com a detecgdo do DNA de HPV-16

por meio de PCR em amostras pareadas de esfregacos cervicais.

Determinar se ha correlagédo entre a detecgao de anticorpos da classe
IgG por meio de ELISA-VLP para HPV-16 e a detecgao de anticorpos
neutralizantes por meio do ensaio de neutralizagdo de pseudovirions

de HPV-16, realizada nas mesmas amostras séricas.

Comparar os resultados sorolégicos obtidos por meio de ELISA-VLP e
do ensaio de neutralizacdo de pseudovirions de HPV-16 com os
resultados de historia clinica das pacientes, coletados ao longo do
primeiro ano de seguimento do estudo prospectivo Ludwig/McGill:
persisténcia/transiéncia e aquisicao/eliminagdo de infeccdes

causadas pelo HPV-16, além da detecgao de carga viral de HPV.

Avaliar a estabilidade dos anticorpos neutralizantes ao longo do

tempo.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 ESTUDO PROSPECTIVO LUDWIG MC/GILL

Os espécimes biologicos (esfregacos de colo uterino e soros)
utilizados neste estudo foram coletados de mulheres assintomaticas para a
infecgdo pelo HPV que concordaram em participar do estudo prospectivo
Ludwig/McGill. Este estudo, de longa duracéo, refere-se a historia natural da
infecgdo pelo HPV e da neoplasia de colo uterino e aos fatores
determinantes da persisténcia destes virus no colo do utero. A coordenagio
deste estudo tem sido realizada pela Dra. Luisa Lina Villa, do Instituto
Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, filial Sdo Paulo, e pelo Dr. Eduardo L.
Franco, da Universidade McGill, Montreal/Quebec, Canada. Além disso, vale
salientar que o estudo Ludwig/McGill foi aprovado por todos os comités de
ética dos hospitais e instituicdbes envolvidos. A populagdo amostral deste
estudo consiste de mulheres pertencentes a uma populagao de baixa renda
da cidade de Sao Paulo.

Os critérios de inclusdo e exclusado de pacientes, bem como todos os
detalhes do estudo prospectivo Ludwig/McGill foram previamente publicados
(FRANCO et al. 1999a). Brevemente, 2529 mulheres atendidas pelas
clinicas de ginecologia e planejamento familiar do Hospital Municipal de Vila
Nova Cachoeirinha, zona norte da cidade de Sao Paulo, foram admitidas em

um estudo constante de multiplas etapas. A admissdo, as mulheres



arroladas respondiam a um questionario padrdo, aplicado por
entrevistadores experientes, que visava avaliar habitos de higiene, atividade
sexual e condigbes socio-demograficas das pacientes.

Em seguida, estas eram encaminhadas para a coleta de amostras de
esfregacos de colo uterino e de sangue. Os espécimes cervicais seriam
posteriormente submetidos aos exames citolégicos de Papanicolaou e de
deteccao, tipagem e quantificacdo do DNA de HPV, ao passo que os
espécimes séricos seriam submetidos aos testes imunolégicos para
deteccao de imunoglobulinas das classes G e M contra capsidios de HPV-
16.

Estes mesmos procedimentos foram repetidos com intervalos de
quatro meses durante o primeiro ano de seguimento e, posteriormente, com
intervalos de seis meses para os esfregagos de colo de atero e de doze
meses para as amostras séricas, até o encerramento do estudo, que deve

ocorrer no final de 2005.

3.2 SELEGAO DE SOROS PARA DETECGCAO DE ANTICORPOS

NEUTRALIZANTES CONTRA O HPV-16

A selegdo de soros para a deteccgao de anticorpos neutralizantes
baseou-se no processo de amostragem conhecido como caso-controle
aninhado (nested case-control sampling).

A populagdo amostral deste estudo compreendeu 506 mulheres,

pertencentes ao estudo Ludwig/McGill, dentre as quais os controles
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apresentavam resultados consistentemente negativos para a deteccdo de
DNA de HPV ao ango do primeiro ano de seguimento do estudo (admisséo,
4 meses, 8 meses e 12 meses) e 0s casos apresentavam um ou mais
resultados positivos de deteccao de DNA de HPV-16 durante o mesmo
periodo.

Os resultados preliminares aqui apresentados correspondem a
detecgdo de anticorpos neutralizantes em uma parcela desta populacao
amostral, composta por amostras séricas provenientes de 150 mulheres e
coletadas a admissao ao estudo. Cerca de 100 amostras séricas pareadas,
coletadas 4 admissdo e apdés um ano de seguimento do estudo, foram
também testadas para averiguar a estabilidade dos anticorpos neutralizantes

ao longo do tempo.

3.3 EXAME CITOLOGICO DOS ESFREGACOS DE COLO

UTERINO

As laminas de esfregagos de colo uterino provenientes de cada
coleta, coradas pelo método de Papanicolaou, foram analisadas por um
citotécnico treinado no Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer.

A classificagdo das laminas empregou o sistema de Bethesda
(HERBST 1992) de diagnostico de citologia de colo uterino, instituido em
1989 e revisado em 2001 (HENRY 2003), que organizou o sistema de
classificagdo citopatologica para a leitura dos esfregacos nas seguintes

categorias:
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Células Escamosas Atipicas de Significado Indeterminado (ASCUS)
(do inglés afypicaf squamous cells of undetermined significance).
Lesdo Intraepitelial Escamosa (SIL) (do inglés  squamous
intraepithelial lesion).

Lesdo Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL) (do inglés low-
grade squamous intraepithelial lesion).

Lesdo Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIL) (do inglés high-

grade squamous intraepithelial lesion).

EXTRAGAO DO DNA DE HPV

As células oriundas dos esfregagos da regido genital foram colhidas

com o auxilio de uma escova (Cytobrush) e transferidas para tubos contendo

o tampao Tris/EDTA 10 mM/1mM (Tampé&o de Eluigdo ou TE). A extragdo do

DNA de HPV das amostras foi efetuada por tratamento com 1mg/ml de

dodecil sulfato de sddio (SDS) e 20mg/ml de proteinase K, seguido de

incubagcdo em banho-maria a 37° C overnight. Findo este periodo, efetuou-

se a inativagao da proteinase K por ebuligdo do material a 95 ° C durante 10

minutos. A purificacdo do DNA das amostras foi realizada por meio do uso

do kit Glass Max DNA Isolation (GIBCO BRL), segundo instru¢cdes do

fabricante.
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A deteccdo do DNA de HPV nas amostras foi realizada por meio da
reacdo de PCR utilizando-se os iniciadores genéricos MY 09/11, que
amplificam uma regido muito conservada de 450 pb do gene L1 de HPV
(BAUER et al. 1992).

A tipagem do HPV foi feita por meio da reagdo de hibridizacdo em
pontos (dot-blof) com sondas oligoméricas especificas para os seguintes
tipos de HPV: 06, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54,
55, 56, 57, 58, 59, 66, 68, 70, 72 e 73. Além disso, avaliou-se também a
presenca de alguns HPV isolados de espécimes clinicos que ainda nao
foram formalmente determinados, tais como PAP 155, PAP 291 e W13B

(BAUER et al. 1992; HILDESHEIM et al. 1993).

3.6 DETERMINAGAO DA CARGA VIRAL DE HPV NAS

AMOSTRAS

A determinacdo da carga viral de HPV nos espécimes cervicais foi
efetuada por meio da metodologia de PCR de Baixa Estringéncia ou Low-
Stringency PCR (LS-PCR), conforme descrita por CABALLERO et al. (1995)
e originou resultados notados em numero de copias virais/célula.

Esta metodologia baseia-se em uma reacdo de PCR de baixa
estringéncia, que utiliza um par de iniciadores degenerados em trés posigoes

(GP5+, GP6+), evidenciada por um gel de poliacrilamida (PAGE).
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O principio deste método é a competicao existente entre duas bandas
inespecificas geradas pela reacdo de PCR de baixa estringéncia, uma
amplificada do genoma viral (150 pb) e a outra amplificada do genoma
humano (192 pb). Em seguida, realiza-se a densitometria dos produtos
amplificados e os valores obtidos sdo colocados em um programa estatistico
com o objetivo de calcular o nimero de copias virais/célula. O logaritmo da
razao entre as duas bandas (DNA vira/DNA humano) é diretamente
proporcional ao logaritmo da quantidade de DNA de HPV do espécime
cervical. A quantificagdo é obtida pela interpolagao linear usando uma curva
padréo construida com o resultado de misturas-controle (DNA viral/DNA
humano) contendo diferentes quantidades de DNA de HPV.

A variavel carga viral de HPV-16 foi arbitrariamente dicotomizada em

alta (>100 copias/célula) e baixa (< 100 copias/célula) carga viral.

3.7 ELISA PARA A DETECGAO DE IgG CONTRA VLP DE HPV-16

A metodologia de ELISA utilizada neste estudo foi adaptada daquela
previamente descrita por KIRNBAUER et al. (1994) e WIDEROFF et al.
(1995). A Figura 1A ilustra, esquematicamente, a reacao de ELISA-VLP para
HPV-16 e a Figura 1B, ilustra os componentes de uma microplaca ELISA-
VLP.

A obtengéo de VLP deu-se por meio da expressao dos genes tardios

L1 e L2 do capsidio de HPV-16 recombinantes em células de inseto



(KIRNBAUER et al. 1992; KIRNBAUER et al. 1993) e do gene tardio L1 de

HPV-16 recombinante em leveduras (LOWE et al. 1997).

3.7.1 Soros Controle (BR)

A existéncia de outras formas de transmissdo do HPV, além da
transmissao via atividade sexual, ndo permite que se elimine a probabilidade
de que, virtualmente, todo soro apresente baixos niveis de anticorpos contra
o HPV. Até mesmo nos soros provenientes de populagées normalmente
utilizadas como controles negativos para a infecgdo por esse agente, devido
a sua provavel auséncia de atividade sexual, tais como freiras, virgens ou
recém-nascidos, a presenca de anticorpos gerados contra o HPV nao
poderia ser desconsiderada.

Entretanto, a necessidade de estabelecimento de soros cujos
intervalos de variagao de valores de absorbancia bruta resultantes fossem
conhecidos fez-se presente no momento da padronizacdo do ELISA-VLP
para HPV-16. Estes soros tém por objetivo atuar como soros de controle das
variacées intra e inter ensaios dessa metodologia.

Além disso, esses soros poderiam atuar como fatores de
normalizagdo dos resultados obtidos, pois, ao menos em teoria, eles
demonstrariam o background populacional quanto ao titulo de anticorpos
anti-HPV presentes naturalmente na populagdo. Esses anticorpos anti-HPV
populacionais adviriam de cicatrizes sorologicas obtidas apos contatos
prévios dos individuos com o agente e nao estariam, necessariamente,

sujeitos a presencga concomitante do DNA viral.




Para tanto, um pool de soros proveniente de mulheres doadoras de
sangue do Banco de Sangue do Hospital A.C. Camargo, Sao Paulo, foi
formado. Todos os soros componentes deste pool resultaram negativos para
os testes efetuados no momento da doagdo de sangue (Chagas, Sifilis, HIV,
Hepatites B e C, ALT e anti HTLV-1) e originaram um volume final de 4 litros
de soro.

Um dos principais cuidados tomados foi o de que o pool de soros
deveria apresentar um volume suficiente para a sua utilizagdo como controle
até o final do estudo. Assim, as eventuais variagdes que ocorreriam caso
houvesse o esgotamento do estoque em uso e fosse necessaria a
substituicdo desse pool por um novo lote de soro controle seriam evitadas.
As aliquotas deste soro, designado pool BR, estdo armazenadas em freezer

a uma temperatura de —20°C.

3.7.2 Etapa de Adsorgao do Antigeno a Microplaca

A solucdo de VLP de HPV-16 purificadas foi diluida em PBS 150 mM,
pH 7,3, até alcangar uma concentragao final de 0,01 pg/ml, para que um
volume de 50 pl (50 ng de proteina por pogo) desta diluicao fosse adicionado
as cavidades de uma microplaca de 96 pogos da marca Immulon Il
(DYNATECH, Chantilly, VA, USA). A seguir, a microplaca foi incubada em
camara umida por 2 horas a 37°C ou overnight a 4°C. Ap6s este periodo, a
placa foi lavada por trés vezes, durante trés minutos a cada vez, em um
lavador automatico de microplacas (BIORAD, USA) com PBS 150 mM,

pH7,3.
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3.7.3 Etapa de Adi¢ao dos Soros Pesquisados

Um volume de 50 pl dos soros dos pacientes diluidos a 1:10 e a 1:50
em “PBS enriquecido”, constituido por 0,5% de leite desnatado diluido em
PBS 150 mM, pH7,3, acrescido de 0,1% de soro fetal bovino [SFB -
GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD, USA] e 1% de albumina bovina sérica
fracdo V [BSA — INLAB, SP, BR], foram adicionados as cavidades da
microplaca logo apés a ultima lavagem. Apds incubagdo em camara imida a
37°C, durante 45 minutos, a microplaca foi lavada cinco vezes, durante trés
minutos a cada vez, em um lavador automatico de microplacas, com PBS
150 mM, pH7,3.

A diluicdo das amostras séricas em teste em PBS enriquecido tem por
objetivo bloquear reacgdes inespecificas entre os componentes do soro e as
VLP adsorvidas as microplacas ou entre estes mesmos componentes e o
proprio poliestireno da microplaca.

As solugdes de PBS enriquecido utilizadas nestes ensaios foram
feitas no dia de cada reagdo e foram centrifugadas a 2000 rpm por 10
minutos antes do uso para evitar a presenca de grumos de leite ou de outros
compostos nao totalmente dissolvidos.

Todos os soros em teste foram testados em duplicata, e a média
aritmética da absorbancia apresentada por cada soro foi utilizada no calculo
dos pontos de corte ou cut-off e dos indices de absorbancia normalizada
(vide adiante) e na andlise estatistica. Utilizamos como controles da reacao
de ELISA seis canaletas blank (constituidos apenas por antigeno, anticorpo

anti IgG conjugado com peroxidase acida, OPD e H,SO,) e seis canaletas



em que o pool de soros (BR) foi adicionado. A média dos valores de
absorbancia obtidos para os soros BR foi também utilizada para o calculo

dos indices de absorbancia normalizada.

3.7.4 Etapa de Adicdo do Conjugado

Foram adicionados as cavidades 50 pl de soro de cabra anti IgG
humana conjugado com peroxidase (TAGO IMMUNOLOGICALS, USA),
diluido a 1:10.000 em “PBS enriquecido”. A microplaca foi incubada por uma
hora, em camara umida, a 37°C e, posteriormente, lavada por 3 vezes,
durante 3 minutos a cada vez, em um lavador automatico de microplacas,

com PBS 150 mM, pH7,3.

3.7.5 Etapa de Adicao do Substrato

Foram adicionados a microplaca 100 pl da solugcdo de substrato

peréxido de hidrogénio ou H;O; (10 pl), na presenga do cromogeno orto-
phenil-diamina ou OPD (10 mg) dissolvido em 25 ml de tampao citrato,
sendo esta incubada a temperatura ambiente, no escuro. Apés 20 minutos
da adicdo do substrato, a reagdo enzimatica foi bloqueada com acido
sulfurico ou H,SO,4 4N e a leitura espectrofotométrica foi realizada em um
leitor de microplacas MR 4000 (DYNATECH, USA), no comprimento de onda

de 490 nm.



3.7.6 Controle da Variagio dos Resultados na Reacao
Imunoenzimatica (ELISA)

A reatividade sorologica em ensaios imunoenzimaticos do tipo ELISA
€ medida diretamente pelos valores das absorbancias colorimétricas

correspondentes as amostras testadas, apos a subtracdo dos valores
correspondentes ao controle blank. Os valores de absorbancia referentes ao
blank indicam um "ruido" correspondente & atividade cromogénica basal dos
reagentes, que deve ser subtraido dos valores de absorbancia das
amostras.

A variabilidade em cada microplaca de ELISA-VLP, por sua vez, foi
evidenciada pela variagdo dos valores absolutos de absorbancia dos soros
controle BR, dentro de um intervalo pré-determinado, de um ensaio para o
outro. Essa variancia reflete, provavelmente, a grande variabilidade dentre
0s ensaios e as variagdes ocorridas em um mesmo ensaio, inerentes a um
meétodo sorologico tao sensivel as variagdes experimentais quanto o teste de
ELISA.

Para minimizar os efeitos dessa variabilidade inter e intra-ensaios, os
valores absolutos das densidades 6pticas (DO) das amostras de soros do
estudo, testadas nos ensaios imunoenzimaticos para 1gG, nas diluigdes de
1:10 e 1:50, foram convertidos nos valores de um indice, elaborado pelo Dr.
Eduardo L. Franco: a razdo de absorbancia normalizada [normalized
absorbance ratio (NAR)] segundo a formula abaixo descrita e, s6 entao,

foram analisados estatisticamente (FRANCO et al. 1999a).



Média aritmética das absorbancias das duplicatas do soro testado na diluicdao X

NAR =
Média aritmética das absorbancias das duplicatas do Pool de soros controle

testado na diluicao X e incluido na mesma placa onde o soro teste foi avaliado
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A utilizagdo desta normalizacdo atenua o efeito das variagcdées nas
condigbes dos reagentes utilizados e na conduta de cada ELISA realizado,
desde que estas sejam sistematicas, ou seja, semelhantes em intensidade
para um dado ensaio e afetando igualmente a todos os pogos de uma
mesma placa. Em teoria, estas variagbes estariam presentes tanto na
reatividade das amostras em teste quanto na dos soros controles para a

mesma placa e diluigdo.

3.7.7 Definicdo da Positividade Sorolégica

A definicdo de um valor de cut-off para os dados sorologicos gerados
por ELISA apresentou certa dificuldade, fundamentada no fato de que nao
ha um consenso em literatura cientifica sobre o que deveria ser considerado
como um critério ideal de definicdo de cut-off para soropositividade
detectada por meio desta metodologia. A literatura pertinente descreve
varios critérios, tais como: a definicdo a priori de valores de cut-off
(NONNENMACHER et al. 1996; VAN DOORNUM et al. 1994; HEINO et al.
1995: ANDERSSON-ELLSTROM et al. 1996); a definicdo de valores de cut-
off baseados na distribuicdo amostral estatistica de populagbes amostrais

especificas, portadoras de caracteristicas previamente definidas - mulheres



saudaveis, livres de carcinoma, virgens ou criangas nao expostas a doenca
(HAMSIKOVA et al. 1997; FISHER et al. 1996; VAN DOORNUM et al. 1998:
DE SANJOSE et al. 1996; SASAGAWA et al. 1996) — e por meio da curva
denominada como Receiver Operating Characteristic Curve (ROC)
(NONNENMACHER et al. 1995).

Além disso, a abordagem de outra estratégia para definicdo de
soropositividade em ensaios de ELISA-VLP de HPV-16 tornou-se
necessaria, devido a inexisténcia de soros comprovadamente negativos ou
positivos para a prevaléncia de anticorpos contra HPV-16, que permitissem a
definicdo a priori de um valor de cut-off.

Assim, a definicdo de um valor minimo de soropositividade para
anticorpos da classe IgG contra o HPV-16, detectados por meio de ELISA-
VLP, apos a normalizacdo das densidades Opticas de todas as amostras em
teste (calculo do NAR), fundamentou-se na medida de dispersdo baseada
em percentis.

Os percentis representam o percentual de observagdes posicionadas
abaixo do ponto indicado (25%, 50%, 75% ou 95%), quando todos os dados
sorologicos foram colocados em ordem descendente, sendo arbitrariamente
definidos como valores de cut-off para os dados oriundos dos ensaios de
ELISA.

Com o intuito de realizar as analises estatisticas e epidemiologicas
aqui apresentadas, optou-se pela definicdo arbitraria do valor de percentil de

95% (1,6) desta distribuicdo como um valor de cut-off. Assim, todos os
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resultados superiores 1,6 foram considerados como soropositivos e os

inferiores a esse valor foram considerados como negativos.

3.8 ENSAIO DE NEUTRALIZAGAO DE PSEUDOVIRIONS DE

HPV-16

A produgéo dos pseudovirions de HPV-16 e de BPV-1 seguiu o
protocolo de transfecg¢ao é purificacdo descritos por BUCK et al. (2004) e
esta esquematizada na Figura 2. A deteccdo de anticorpos neutralizantes
contra o HPV-16 foi realizada por meio de um novo formato de um ensaio de
neutralizagao de pseudovirions de HPV-16, adaptado para microplacas de

96 pogos (PASTRANA et al. 2004) e esquematizado nas Figuras 3 e 4.

3.8.1 Plasmidios e Linhagens Celulares

Os plasmidios utilizados no desenvolvimento deste ensaio incluiram
as seguintes construcdes: o gene L1 de HPV-16 (puL1B), selecionado por
blasticidina (Tabela 1, Figura 5), o gene L2 de HPV-16 (pliL2), selecionado
por ampicilina (Tabela 2, Figura 6), os genes L1 e L2 de BPV-1 (pSHELL),
selecionados por kanamicina (Tabela 3, Figura 7) e o gene da fosfatase
alcalina secretavel, colocado a montante de uma origem de replicacao do
virus SV40 e do promotor EF1-a de citomegalovirus (CMV), denominado de
pYSEAP, e também selecionado por blasticidina (Tabela 4, Figura 8).

Tanto na produgdo dos pseudovirions de HPV-16 quanto no ensaio

de neutralizacao de pseudovirions de HPV-16, a linhagem celular utilizada
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foi a 293TT. Esta linhagem foi gerada a partir da tansfecgao da linhagem
parental 293 T (que expressa constitutivamente o gene termo-sensivel do

antigeno T grande do SV40) (http://www.atcc.org) com o plasmidio pTIH

linearizado e a subseqiiente selegcdo de clones com 400 g de higromicina
B/ml (BUCK et .al. 2004).

Um conjunto de quatro ampolas de bactérias Escherichia coli, da
linhagem JN109, foi transformado, respectivamente, com pulL1B, pulL2,
pYSEAP e pSHELL e plaqueado com seus respectivos marcadores de
selecao em meio LB Agar. Seis clones para cada plasmidio foram coletados,
propagados em meio LB liquido e submetidos a uma Mini-Prep para extrair o
DNA plasmidial. Cada clone foi submetido a uma reagdo de digestdo
enzimatica com a enzima Pvu Il para confirmacgao do inserto. Os clones que
demonstraram maior expressdo, definida visualmente por meio da
intensidade das bandas no gel de agarose 0,8%, corado com brometo de
etidio 1mg/ml, foram escolhidos para fazer o estoque de cada um dos
plasmidios. Para tanto, foram propagados em meio LB e posteriormente
congelados a -80° C com glicerol 60%.

A linhagem celular 293TT foi cultivada em meio de propagagéo,
constituido por DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) com vermelho
de fenol, 10% Soro Fetal Bovino (SFB), 1% de Glutamax, 100mM (GIBCO-
BRL) e 1% de Suplemento de Aminoacidos Nao Essenciais 100mM (GIBCO-
BRL) para a producao dos pseudovirions. Para os ensaios de neutralizagao
de pseudovirions de HPV-16, as células 293TT foram cultivadas em meio de

neutralizacao, constituido por DMEM sem vermelho de fenol, 10% SFB, 1%



de Glutamax, 100 mM, 1% de Suplemento de Aminoacidos Nao Essenciais,
100 mM, 1% de HEPES (GIBCO-BRL) e 1% de Pen-Strep-Fungizone
(GIBCO-BRL). O cultivo foi realizado a 37° C e a uma atmosfera de 5% de
gas carbénico (CO,) e o congelamento foi realizado em meio de propagagao

com 5% (v/v) de DMSO.

3.8.2 Geracao dos Pseudovirions de HPV-16 e BPV-1

Os clones referentes aos quatro plasmidios foram amplificados em
500 ml de meio LB com os respectivos marcadores de selegao e purificados
por meio dos protocolos de Maxi-Prep por Lise Alcalina e gradiente de
cloreto de césio (CsCl) descrito por SAMBROOK e ROUSSEL (1999).

Duas garrafas T150, rotuladas para a producgdo de pseudovirions de
HPV-16 e de BPV-1, respectivamente, foram pré-plaqueadas com células
293TT em meio de propagacdo, sem antibidticos, a uma concentragdo de
18x10° células/garrafa, cerca de 16 horas antes da realizagdo do protocolo
de transfecgao.

O protocolo de transfecgao foi realizado como se segue: 25 pg de
cada DNA plasmidial (pYSEAP, piuL1B e piL2 para geragcdo de
pseudovirions de HPV-16 ou bYSEAP e PSHELL para geragdao de
pseudovirions de BPV-1) foram adicionados a 1875 pl de meio OPTI-MEM
(GIBCO-BRL) e reservados. Um volume de 82.5 pl de Lipofectamina 2000
(INVITROGEN) foi adicionado a outros 1875 pl de OPTI-MEM e incubado a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Findo este periodo, a

Lipofectamina foi misturada aos plasmidios e a solugdes finais foram
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incubadas & temperatura ambiente por outros 20 minutos. Apos a incubacgao,
cada uma das solugbes de Lipofectamina/DNA (HPV-16 e BPV-1) foi
adicionada a uma das garrafas de 293 TT. As células foram ent&o incubadas
a 37°C e 5% de CO, durante 6 horas. Finalmente, o meio de transfeccao foi
substituido por meio de propagacgao fresco e as células foram incubadas
overnight. No dia seguinte, as células foram repicadas para quatro garrafas
T150 (duas para os pseudovirions de HPV-16 e duas para os pseudovirions
de BPV-1) e deixadas em repouso por mais 24 horas.

A coleta das células transfectadas foi realizada no dia posterior ao
repique. Primeiro, o sobrenadante das garrafas foi coletado e reservado para
recuperacao de células transfectadas que estivessem em suspensdo. As
garrafas foram lavadas com 1,5 ml de Tripsina e incubadas com outros 1,5
ml de Tripsina a 37°C por 5 minutos. A seguir, as células tripsinizadas foram
ressuspendidas com o sobrenadante (previamente reservado) e
centrifugadas a 1000 rpm durante 5 minutos. Apos a centrifugagcdo, o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em D-PBS
(GIBCO-BRL) e contadas. Ap6s um novo passo de centrifugacao, as células
foram ressuspendidas em D-PBS com 10 mM de MgCl,, a uma
concentragdo de 1 x 10® células/ml.

A lise celular para recuperagdo dos pseudovirions foi efetuada por
meio da adicdo de uma concentracao final de 0,2% de uma solucao de Brij
58 (SIGMA), 0,2% de benzonase (SIGMA) e de 0,1% de Plasmid Safe
(EPICENTRE), seguida de incubagéo por 10-15 minutos a 37°C e por outro

passo de incubagao a temperatura ambiente overnight.
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A purificacdo dos pseudovirions foi realizada por meio de um
gradiente de solugdes de 27%, 33% e 39% de OPTI-PREP (SIGMA) em um
rotor Beckmann SW55. O gradiente foi montado cerca de 4 horas antes da
adicao das amostras, a temperatura ambiente. Quarenta minutos antes da
formacdo dos gradientes, a preparagdo maturada do lisado celular foi
colocada em gelo durante 10 minutos. Apds este periodo, foi adicionado
0,17X volumes de NaCl 5 M a cada lisado e incubados novamente em gelo
por 10 minutos. A seguir, os lisados foram centrifugados a 1500 x g, 4°C,
durante 10 minutos e o sobrenadante resultante foi colocado no topo dos
gradientes de OPTI-PREP.

Os tubos foram entdo balanceados e foi efetuada uma corrida de
ultracentrifugacdo de 3,5 horas a 50.000 rpm, 16°C, com aceleragdo e
desaceleracdo lentas. Apos a ultracentrifugagéo, as fragdes foram coletadas
em tubos siliconizados e guardadas a 4°C até que o processo de checagem
das mesmas para a presencga de pseudovirions — por meio de géis de SDS-
PAGE e de um ensaio de neutralizagdo de pseudovirions utilizando
anticorpos monoclonais para titular a concentracdo de pseudovirions -
estivesse terminado. As fragbes tituladas que continham os pseudovirions
purificados foram reunidas, aliquotadas e armazenadas a -80°C por um

periodo maximo de trés meses.
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3.8.3 Ensaio de Neutralizagao de Pseudovirions de HPV-16

A Figura 4 ilustra o esquema de uma microplaca de ensaio de
neutralizagao de pseudovirions de HPV-16.

Cerca de 2-3 horas antes da realizagdo do ensaio as células 293TT
foram pré-plaqueadas em microplacas de 96 pocos de fundo chato, tratadas
para cultura de tecidos. Para realizar este pré-plaqueamento, as células
foram tripsinizadas, ressuspendidas em meio de neutralizacdo e contadas.
Foram adicionados 100 pl de meio de neutralizagdo contendo 3 x 10°
células/pog¢o nos pogos centrais da microplaca. Para evitar a evaporacao
dos pogos externos, estes foram preenchidos com 200 pl de meio de
propagacdo. Apds o plaqueamento, as células foram incubadas a 37°C em
estufa até o momento em que a neutralizagdo dos pseudovirions ja estivesse
terminada.

Em seguida, os soros em teste foram diluidos em meio de
neutralizagdo. Foram realizadas diluicdes de fator quatro, a partir de um
titulo inicial de 1:40 até 1:2560. Estas diluicdes foram efetuadas em
microplacas de poliestireno de 96 pogos, seguindo a mesma disposi¢ao das
placas de células. Este passo foi primordial para minimizar a adesédo dos
pseudovirions ao plastico das microplacas e, conseqiientemente, a perda de
titulo.

Os pseudovirions de HPV-16 e BPV-1 foram diluidos dentre 1:1200-
1:1500, de acordo Cbm o resultado da titulagdo, em meio de neutralizagao e
utilizando também tubos cdnicos de poliestireno. Com o uso de uma pipeta

multi-canal e de ponteiras siliconizadas, foram acrescentados 80 ul da
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solugao de pseudovirions aos 20 pl de soros em teste previamente diluidos
nas microplacas em poliestireno. A sequir, as microplacas foram incubadas
em gelo por uma hora, para permitir a eventual neutralizagdo dos
pseudovirions pelos anticorpos presentes nos soros em teste.

Apoés a incubagdo, o mix de pseudovirions/anticorpos foi adicionado
as ceélulas pré-plaqueadas. As placas foram entdo incubadas a 37°C, 5% de

CO; durante 72 horas.

3.8.4 Deteccao Quimioluminescente da Fosfatase Alcalina Secretada
nos Ensaios de Neutralizagdao de Pseudovirions de HPV-16

A deteccao da fosfatase alcalina secretada, cuja producéo foi induzida
pela insercao do plasmidio pYSEAP pelos pseudovirions de HPV-16 ou
BPV-1 em células 293 TT durante o ensaio de neutralizacao, foi realizada
por meio do uso do kit de detecgao de quimioluminescéncia denominado
GREAT ESCAPE SEAP (BD/CLONTECH).

Apés a incubacdo do ensaio por 72 horas a 37°C e 5% de CO,, as
placas foram retiradas da estufa e agitadas para misturar o meio. Em
seguida, um volume de 60 pl foi removido de cada pocgo e transferido para
uma placa de poliestireno. As placas foram centrifugadas a 3000 rpm por 5
minutos. Neste ponto, o protocolo pode ser interrompido e os sobrenadantes
podem ser congelados a -20°C até o momento da revelagao.

Para o protocolo de revelagao, foram adicionados 45 il do tampao de
diluicao 1X do kit a cada pogo de uma microplaca de 96 pocos opaca branca

de fundo chato. Em seguida, 15 pl do sobrenadante clarificado dos ensaios
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de neutralizagdo de pseudovirions foram adicionados ao tampao de diluicao
de amostras e a placa foi coberta com filme plastico e incubada durante 30
minutos a 65°C, para inativar a fosfatase alcalina endégena das células.

A seguir, as placas foram incubadas em gelo durante 5 minutos. Findo
este periodo, adicionou-se 60 pl de tampao de ensaio 1X a cada pogo e a
placa foi incubada a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Durante esta incubagdo, o substrato quimioluminescente foi
preparado conforme as instrugdes do fabricante (1 parte do substrato para
19 partes do enhancer) e um volume de 60 pl por poco foi adicionado a
placa. Esta foi entdo incubada a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Finalmente, a quimioluminescéncia da microplaca foi lida em um
luminbdmetro e os valores de quimioluminescéncia foram medidos em
unidades relativas de luminescéncia (URL). Foram considerados como
resultados positivos de neutralizagdo de pseudovirions os pogos em que o
valor médio de URL das amostras em teste foi inferior a 50% do valor médio
de URL obtido pelos quatro pogos controle contendo pseudovirions e

nenhum anticorpo.

3.8.5 Definigdo dos Controles do Ensaio de Neutralizagao de

Pseudovirions de HPV-16

A confiabilidade e a reprodutibilidade dos resultados obtidos em cada
microplaca de ensaio de neutralizacdo de pseudovirions de HPV-16 foram

asseguradas pelos diversos tipos de controles utilizados (Figura 3).



38

O controle especifico de neutralizagso dos pseudovirions de HPV-16
€ realizado pelos anticorpos monoclonais denominados de HPV16.V.5
(CHRISTENSEN et al. 1996), que neutralizam os pseudovirions de HPV-16
a um titulo maximo de 25 milhdes. O controle especifico de neutralizacao
dos pseudovirions de BPV-1 é realizado pelos anticorpos monoclonais
denominados de 5.B.6 (BOOY et al. 1998), capazes de neutralizar os
pseudovirions de BPV-1 a um titulo de 100.000.

O controle de fosfatase alcalina enddgena basal das células 293TT é
realizado pela detecgdo quimioluminescente do sobrenadante das células
sozinhas, sem adicdo de pseudovirions ou anticorpos. O controle de
fosfatase alcalina exdgena maxima, na auséncia de neutralizagdo, é
realizado pela deteccdo do sobrenadante das células infectadas com
pseudovirions de HPV-16. Nesta situagéo, a inser¢ao do plasmidio pYSEAP
pelos pseudovirions de HPV-16 no citoplasma das células induz a producéo
maxima de fosfatase alcalina exégena.

Os pseudovirions de BPV-1 sao utilizados como um controle adicional
de especificidade da reagdo de neutralizacdo realizada pelos anticorpos
presentes nos soros em teste. Por motivos que ainda estdo sob
investigagao, algumas amostras séricas, que apresentam neutralizacao de
pseudovirions de HPV-16 a um titulo de 40, também neutralizam
pseudovirions de BPV-1 neste mesmo titulo. Por sua vez, amostras que
neutralizam pseudovirions de HPV-16 a um titulo de 160 ou maior nao

costumam neutralizar inespecificamente os pseudovirions de BPV-1.
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Assim, uma amostra sérica que neutraliza pseudovirions de HPV-16 a
um titulo de 40 s6 é considerada especificamente neutralizante se ela nio
neutralizar os pseudovirions de BPV-1 neste mesmo titulo. Em caso
contrario, ela é considerada como um soro neutralizante inespecifico e seu

resultado € computado como negativo.

3.8.6 Definicao da Positividade Sorolégica

Devido a auséncia de um valor de cut-off previamente reportado em
literatura cientifica para definir a positividade para os anticorpos
neutralizantes detectados pelo ensaio de neutralizagdo de pseudovirions de
HPV-16 e a necessidade premente de definir algum tipo de limiar para poder
efetivar as analises estatisticas e epidemiolégicas dos dados, optou-se por
definir arbitrariamente o valor de cut-off para o ensaio de neutralizagdo de
pseudovirions de HPV-16.

A Tabela 5 ilustra a distribuicdo das frequéncias de individuos
portadores de diversos niveis de anticorpos neutralizantes, detectados por
meio do ensaio de detecgao de pseudovirions de HPV-16, de acordo com os
resultados da detecgdo de DNA de HPV-16. A andlise cross-seccional
(Tabela 5A) foi realizada com amostras séricas e esfregagos cervicais
coletados a admissdo ao estudo enquanto a analise cumulativa (Tabela 5B)
foi realizada com amostras séricas coletadas a admissao ao estudo e com
esfregacos cervicais colhidos ao longo do primeiro ano de seguimento do

estudo.
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O criterio utilizado para a definicao do valor de cut-off para o ensaio
de neutralizagdo de pseudovirions de HPV-16 foi demonstrado na Tabela 5,
em que os niveis de anticorpos neutralizantes equivalentes ou superiores ao
titulo de 640 compreendem o maior nimero possivel de individuos positivos
para a deteccdo de DNA de HPV-16 (12 na analise cross-seccional e 7 na
analise cumulativa) e o menor numero possivel de individuos negativos para
a deteccao do DNA viral (2 na analise cross-seccional e nenhum na analise
cumulativa). Aésim, para prosseguir nas analises epidemioldgicas oriundas
desses dados, optou-se por definir a positividade para anticorpos

neutralizantes como titulos equivalentes ou superiores a 640.
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) VLP HPV-16

)' Soro

AntiIg6/IgM

peroxidase

H,0, substrato

Legenda: BLANK - controle de ruido, contendo VLP, conjugado, H,O0, OPD.
BR — controle de variabilidade intra e inter-ensaios.
TESTE — amostras séricas em teste, corridas em duplicatas.

Legenda: A. Esquema geral de um ELISA direto. Antigeno: VLP de HPV-16.
B. Esquema de uma microplaca de ELISA-VLP para HPV-16.

Figura 1: ELISA-VLP para detecgdo de anticorpos da classe 1gG gerados
contra o HPV-16.



O 00

O 00 CGAO
O 00 LIPOFECTAMINA

PYSEAP pL2 plL1

PLASMIDIOS PARA
HPV-16 E BPV-1

*

000000000000
000000000000
8:2::3:::8:8 TULACAO
TITULA
@0010]000]0]000]e) ¢
000000000000 s
000000000000
000000000000

DETECGAO POR
QUIMILUMINESCENCIA

42

2%

*

CELULAS 293 TT

d3¥d-1LdO
ovovoldiind

o
~

Kb K

PSEUDOVIRIONS DE
HPV-16 E BPV-1

Figura 2: Esquema simplificado da producao de pseudovirions de HPV-16

e BPV-1.




43

SOROS EM TESTE
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CELULAS 293 TT

DETECCAO DO ENSAIO PRE-PLAQUEADAS

Figura 3: Esquema simplificado do ensaio de neutralizacdo de
pseudovirions de HPV-16.
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Amostras em teste

1 2 3 4 5 6 7 8 Controles

Legenda: Vermelho: Pogos externos preenchidos com 200 ul de meio de propagacéo para

minimizar os efeitos da evaporagao. Verde: Pogos controle contendo pseudovirions de BPV-
1. Lavanda Pogos controle contendo pseudovirions de BPV-1 associados ao anticorpo
monoclonal especifico 5.B.6 na diluigdo 1: 100.000. Branco: Pocos controle contendo
células 293 THi sem adicdo de pseudovirions ou de anticorpos — controle de produgdo
endogena basal de fosfatase alcalina. 71/ ©/=/© Pogos para teste contendo pseudovirions
de HPV-16. “ /== = Pogos controle contendo pseudovirions de HPV-16 associados ao
anticorpo monoclonal especifico 16.V.5 nas diluigdes 1:250.000, 1: 2.500.000, 1: 25.000.000
e 1: 250.000.000. Azul escuro: Pogos controle contendo pseudovirions de HPV-16 sem
adicdo de anticorpos. As amostras séricas em teste foram adicionadas em diluicdes
seriadas de fator 4, iniciando em 1:40.

Figura 4 - Esquema de uma placa de ensaio de neutralizacdo de
pseudovirions de HPV-16.



Tabela1: Mapa fisico do plasmidio puL1B.

Legenda: Este vetor foi desenvolvido a partir de modificagbes realizadas no
vetor parental pTR-FU3 (ZOLOTUKHIN et al. 1996) e a sequéncia
completa do mesmo encontra-se disponivel no site:
http//ccr.cancer.gov/staff/links.asp?staffiD=443.

Locus Definigao

pUL1B.Gb 4744 pb dsDNA

Caracteristicas
Promotor
5 UTR
Intron
CDS
Sinal de Poly A
Origem de Replicagdo
Promotor
Origem de Replicacao
Promotor
CDS
Sinal de Poly A
Sequéncia Finalizadora

Sequéncia Finalizadora

Contagem de A
Bases 1122

Acesso

Circular

Localizacao
13 -249
257 - 523
664 - 758
828 - 2345
2397 - 2645
2671 - 3393
3415 - 3758
3607 - 3758
3793 - 3847
3867 - 4289
4343 - 4560
4588 - 4641
4644 - 4737

1360

Palavra-Chave Fonte

“Syn” 10-Mar-2003

Qualificativo

“Core” do promotor hEF1a

Sequéncia lider de HTLVR-U5S

Intron tardio de SV40

L1 de HPV-16 (segundo Muiller)
Poly A tardia de SV40

MB1 Ori

Promotor precoce de SV40

SV40 Ori
Promotor de EM7
Blasticidin R
Poly A de BGH

Pausa de Transcrig&o (a2 globina)

Finalizador da Transcricéo

T Qutra
1006 0
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A0d
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Legenda: Sequéncia completa presente no site:
http//ccr.cancer.gov/staff/links.asp?staffiD=443, locus pulL1B.

Figura 5: Esquema do plasmidio puL1B.
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Tabela 2: Mapa fisico do plasmidio pulL2.

Legenda: Este vetor foi desenvolvido a partir de modificagdes realizadas no
vetor parental pTR-UF3 (ZOLOTUKHIN et al. 1996) e a seqliéncia
completa do mesmo encontra-se disponivel no site:
http//ccr.cancer.gov/staff/links.asp?stafflD=443.

Locus Definicao Acesso Palavra-Chave Fonte
p16L2h.Gb 5685 pb dsDNA Circular “Syn” 27-Mar-2002
Caracteristica Localizagao Qualificativo
Sequéncia LTR 1-167 AAV TR
Promotor 180 - 708 Promotor de CMV r
Diferencial 800 - 859 Sequéncia homologa ao SV40
Intron 827 - 921 Intron tardio de SV40
Diferencial 870 - 956 Sequéncia homéloga ao SV40
CDS 991 >2412 L2 de HPV-16 (Segundo Muller)
Mutacéo 1924 - 1924 Silenciosa de C->T
Mutacéo 1978- 1978 Silenciosa de C->T
Mutagéo 2011 - 2011 T no subclone “Cindy”
Mutacéo 2034 - 2034 Silenciosa de C->T
Mutagao 2200 - 2200 Silenciosa de C->T
Sinal da cauda Poly A 2465 -2676 Poly A de BGH
Sequéncia LTR 2679 - 2845 AAV ITR
Origem de Replicagéo 3032 - 3705 Col E1 Ori
CcDSs Complementar (3850 — 4710) AmpR
Origem de Replicacao 5147 - 5603 F1 Ori
Contagem de A C G T Outra
Bases

1351 1696 1470 1168 0
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Legenda: Sequéncia completa presente no site:
http//ccr.cancer.gov/staff/links.asp?stafflD=443, locus p16hL2.

Figura 6: Esquema do plasmidio pL2.



Tabela 3: Mapa fisico do plasmidio pShell.
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Legenda: Este vetor foi desenvolvido a partir de modificagbes realizadas no
vetor parental pCI-PRE (BUCK et al. 2001) e a sequiéncia completa do
mesmo encontra-se disponivel no site:
http//ccr.cancer.gov/staff/links.asp?stafflD=443.

Locus

pShell.Gb

Caracteristicas
Promotor
RNAmM
CDS
Intron
CDs
Sitio de Poly A
Sinal de Poly A
Sitio de Poly A
Origem de Replicacéo
CDS
Diferencial
CDS
Sinal de Poly A
Sitio de Poly A
CDS
Virion
CDS
Origem de Replicagéo

Contagem de A
Bases 2466

Definicao

10782 pb dsDNA

Acesso Palavra-Chave Fonte
Circular “Syn” 30-Jun-1997
Localizacao Qualificativo
1->589 Promotor de CMV
583 - 583 Inicio da Transcrigdo
641 ->2129 L1 de BPV-1 “ADAP”
2165 - > 2740 EMCV IRES
2741 - > 4150 L2 de BPV-1 (Segundo Zhou)
4227 - 4232 Sinal de Poly A
4227 - 4277 Poly A de SV 40
4256 - 4261 Sinal pA
4324 - > 4780 F1 Ori
5278 - 5361 ORF Lacig-junk
5278 - > 5303 Sequéncia Lider Lacig
5354 - 6148 Kan/NeoR
6326 - 6595 Sinal de pA de HSV-TK
6384 -6402 Sitios de pA de HSV-TK
6627 - >9641 ORF de LacZ (Split)

Complementar (9729 — 10009)
Complementar (9729 — 10007)
10057 - 10700

3132 2903

VacHind3fragJ (Split)

ORF de Vac TK
PuC Ori
T QOutra
2281 0
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Legenda:

Figura 7:
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10782 pb

| 4

Sequéncia completa presente no site:
http//ccr.cancer.gov/staff/links.asp?stafflD=443, locus pSHELL.

Esquema do plasmidio pShell.



Tabela 4: Mapa fisico do plasmidio pYSEAP.

Legenda: Este vetor foi desenvolvido a partir de modificacdes realizadas no
vetor parental pSEAP2Basic, comercialmente disponibilizado pela BD-
Clontech. A sequéncia completa do mesmo encontra-se disponivel no
site:
http//ccr.cancer.gov/staff/links.asp?stafflD=443.

Locus Definicao Acesso Palavra-Chave Fonte
pYSEAP.Gb 5296 pb dsDNA Circular “Syn” 10-Mar-1998
Caracteristicas Localizagdo Qualificativo
Diferencial 41 -> 166 Fragmento da URR de BPV1
Recombinagéo 167 - 377 Fragmento de E1 de BPV1
Diferencial
Sinal Diferencial 201 -320 Sinal de empacotamento de virions
(Segundo Zhao/99)
Promotor 462 - 1640 Promotor de EF1 a
Diferencial 462 - 659 “Core” do promotor de EF1 o
Exon 660 - 692 Exon 1 de EF1 «
Intron 693 - 1632 Intron A1 de EF1
Exon 1632 - 1640 Exon 2 “lider” de EF1
CDS 1726 - 3282 SEAP
Sinal Diferencial 1726 - 1776 Peptidio sinalizador
Peptidio Maduro 1777 - 3282 SEAP Maduro
Diferencial 3244 - 3282 Extenséo C-terminal
Sinal de Poly A 3277 - 3498 Poly A de SV40
Sitio de Poly A 3396 - 3401 Sinal de pA tardio de SV40
Origem de Replilcacao 3794 - 4437 pUC Ori
CDS Complementar (4444 - < 4839) BlasticidinR
Promotor Complementar (4858 — 4913) EM7
Origem de Replilcacao Complementar (4948 — 5099) SV40 Ori
Promotor Complementar (4961 — 5270) Promotor precoce de SV40
Regido de Repeticdo Complementar (5059 — 5122) Repeticoes de 21 pb de SV40
Enhancer Complementar (5126 — 5197) Repeticoes de 72 pb enhancer

Enhancer Complementar (5198 — 5270) Repeticdes de 72 pb enhancer B



Tabela 4:

Locus

pYSEAP.Gb

Contagem
de

Bases

(continuacao)

Definicao
5296 pb dsDNA

A
1122

1360

Acesso

Circular

G
1256

Palavra-Chave

i Syl‘l“

1006

52

Fonte

10-Mar-1998

Qutra
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Legenda: Sequéncia completa presente no site:
http//ccr.cancer.gov/staff/links.asp?stafflD=443, locus pYSEAP.

Figura 8: Esquema do plasmidio pYSEAP.



54

Titulo d Detec¢do do DNA de
fulo de HPV-16 por PCR
Anticorpos Total.
Neutralizantes. Negativo | Positivo
0 (Negativo) 73 18 91
40 15 10 25
160 13 4 17

B Titulo de Detecgdo do DNA de
Anticorpos shiiOgent Total.
Neutralizantes. | Negativo | Positivo
0 (Negativo) 35 56 91
40 2 23 25
160 4 13 17
0
0
Total. 41 106 147
Legenda: A. Cross-seccional. B. Cumulativa.

Determinacao arbitraria do cut off (box vermelho) para o
ensaio e neutralizagcédo de pseudovirions de HPV-16, de
acordo com a deteccao de DNA de HPV-16

Tabela 5 :



55

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

3.9.1 Associagido entre Positividade Sorolégica e Risco de Infecgio
pelo HPV

Conforme descrito anteriormente, a estratégia utilizada para a escolha
das amostras a serem testadas, dentre aquelas provenientes de 2529
pacientes pertencentes a coorte do estudo prospectivo que vem sendo
desenvolvido neste laboratério, fundamentou-se na selecao de uma
amostragem caso-controle aninhada (nested case-control sampling).

Esse sistema de amostragem permite a utilizagdo do calculo das
Raz6es de Chance (OR), como uma estimativa direta do Risco Relativo
(RR), para a avaliacdo de ambas as medidas sorologicas (ELISA e ensaio
de neutralizagéo de pseudovirions).

Nesta abordagem, os individuos soropositivos apresentam riscos
multiplos da categoria de referéncia (grupo controle) para o desenvolvimento
das variaveis analisadas, visto que a escolha dos controles deu-se dentre
individuos pertencentes a mesma coorte e influenciados, portanto, pelos
mesmos fatores externos que os casos (individuos apresentando detecgéo
positiva do DNA de HPV) durante um longo periodo de seguimento.

Especialmente em algumas tabelas de contingéncia 2 X 2 geradas a
partir de dados oriundos do teste para anticorpos neutralizantes,
encontramos células em que o nimero de observagdes € inferior a 2. Para
estes casos, a estimativa de OR foi calculada por meio do uso do Teste de

Probabilidade Exata de Fisher.
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A significancia estatistica das correlagbes encontradas e a precisdo
das estimativas calculadas foram corroboradas pelo calculo dos intervalos
de confianga a 95% (IC 95%).

Além disso, vale salientar que, embora o nimero amostral avaliado
neste estudo seja de 150 amostras séricas, em algumas analises o nimero
total de observagées atingiu 146 ou 147 amostras. Os individuos excluidos
das analises pertenciam a uma das seguintes categorias: 1. apresentavam
apenas resultados pela técnica de ELISA-VLP, 2. apresentavam apenas
resultados pelo ensaio de neutralizagdo de pseudovirions e 3. apresentavam
resultados para ambas as metodologias sorologicas, porém néo

apresentavam resultados para a detec¢dao de DNA de HPV-16.

3.9.2 Avaliacao da Validade e Confiabilidade das Medidas de
Reatividade Sorolégica

As ferramentas epidemiolégicas mais comumente utilizadas para
avaliar novas metodologias laboratoriais sdo as estimativas de sensibilidade,
e especificidade. A sensibilidade mede a proporgao de individuos positivos
para uma determinada caracteristica pelo método gold standard que sao
corretamente detectados pela nova metodologia em teste. A especificidade,
por sua vez, mede a propor¢ao de individuos negativos pelo método gold
standard que sao corretamente identificados pelo novo teste.

Assim, optou-se por avaliar a validade das medidas de exposicédo e

resultado originadas pelo ensaio de ELISA-VLP e pelo ensaio de
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neutralizacao de pseudovirions de HPV-16 por meio do calculo dos valores
de sensibilidade e especificidade.

A comparagéo entre as duas metodologias foi realizada por meio do
calculo da porcentagem de concordancia total e do calculo do valor de
kappa.

A confiabilidade do.ensaio de neutralizagao de pseudovirions de HPV
também foi testada utilizando o calculo do valor de kappa para os resultados
obtidos por meio do teste de 100 amostras pareadas coletadas a admissao e
ap6s um ano de seguimento do estudo. Segundo LANDIS e KOCH (1977),
valores de kappa inferiores ou iguais a 0.40 indicariam concordancia pobre,
0,41-0,60 indicariam concordancia moderada, 0,61-0,80 indicariam
concordancia excelente e de 0,81-1,00 indicariam concordancia quase
perfeita.

| O coeficiente de Spearman é geralmente calculado em ocasides em
gue nao é conveniente, econdémico ou possivel observar valores reais para
determinadas variaveis, mas somente designar uma escala de ordem para
exemplos de cada variavel. Trata-se de um melhor indicativo de existéncia
de uma relagdo entre duas variaveis quando esta relacdo ndo e linear
(http//www.websters-online-dictionary.org). Assim sendo, o coeficiente de
Spearman foi calculado para testar a hipétese de que ambas as medidas

soroloégicas eram independentes.
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3.9.3 Avaliagao da Carga Viral de HPV-16

A variavel carga viral de HPV-16 foi arbitrariamente dicotomizada em
alta (>100 copias/célula) e baixa (< 100 copias/célula) carga viral. A
eficiéncia das duas medidas de reatividade sorolégica — ELISA e ensaio de
neutralizagdo de pseudovirions de HPV-16 - em prever o aparecimento de
resultados positivos de carga viral de HPV-16 ao longo do primeiro ano de
seguimento do estudo prospectivo foi avaliada de duas maneiras diversas.

Na primeira analise, a variavel carga viral foi considerada uma
variavel binaria e a eficiéncia de detecgao foi avaliada por meio da estimativa
de OR para ambos os testes.

Na outra analise, a carga viral foi considerada como uma variavel
continua. Assim, dois tipos basicos de médias (aritmética e geométrica)
foram calculados em trés conjuntos de observagées diferentes. O primeiro
calculo compreendeu o conjunto de dados de carga viral em geral, de
maneira independente ao resultado sorolégico (65 individuos). O segundo
calculo compreendeu somente o conjunto de dados de carga viral
pertencente aos individuos que apresentavam uma deteccao de baixos
niveis de anticorpos neutralizantes (52 individuos). E, finalmente, o terceiro
calculo compreendeu apenas o conjunto de dados de carga viral
pertencentes aos individuos que apresentavam uma detecg¢do de niveis
elevados de anticorpos neutralizantes a admissao (13 individuos).

Assim, a eficiéncia com que os niveis de anticorpos neutralizantes
contra HPV-16 detectados em amostras coletadas a admissdo do estudo

correlacionavam-se as elevadas cargas virais de HPV ao longo do primeiro



ano de seguimento do estudo foi avaliada pela comparacao entre as médias

calculadas para os trés conjuntos de observacoes.
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4 RESULTADOS

A busca por uma estratégia de comparagido dos resultados obtidos
com o ensaio de neutralizagdo de pseudovirions e com o ELISA-VLP fez
com que exercitassemos alguns calculos, que agora apresentaremos, na
tentativa de avaliar de maneira matematica, embora nao-significativa,
algumas estimativas de validade.

Entretanto, algumas ressalvas devem ser levadas em conta. O ensaio
de neutralizagdo de pseudovirions de HPV-16 ainda nao foi completamente
validado em literatura cientifica, por tratar-se de uma metodologia muito
recente. Além disso, ainda hoje ha a existéncia de uma perene controvérsia
com relacdo a melhor estratégia para definir valores de cut-off para
metodologias sorolégicas que detectam anticorpos anti-HPV. Finalmente, o
baixo numero amostral que foi submetido aos testes laboratoriais e,
posteriormente, as analises estatisticas, contribuiu para que alguns dos
resultados apresentados ndo apresentassem significAncia estatistica,
indicando apenas tendéncias de associacao e nao associacoes fortes.

A avaliacdo da validade e da reprodutibilidade de ambas as medidas
foi realizada por meio do calculo da sensibilidade e especificidade para
ambas as metodologias, utilizando a detec¢gao de DNA de HPV-16 por PCR
como método gold standard. A analise de validade foi realizada utilizando
dados cross-seccionais (Tabelas 6 e 7) para a detecgdo de DNA de HPV-16

por meio de PCR. Além disso, a deteccdo de uma metodologia sorologica foi
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comparada a outra (Tabelas 8 e 9) e o valor de kappa foi calculado com o
intuito de observar a extensdo em que a concordancia dentre estas
metodologias implementava a concordancia esperada ao acaso.

As analises cross-seccionais (Tabelas 6 e 7) para ambas as medidas
sorologicas, utilizando-se a detecgdo do DNA de HPV-16 por PCR como
meétodo gold standard, denotam que, embora ambas as metodologias
apresentem taxas de sensibilidade inferiores a 50%, a deteccéo por ELISA
(45%) parece detectar mais individuos positivos do que o ensaio de
neutralizagao (27%). Em termos de especificidade, ambas as metodologias
apresentam indices muito bons (78% para ELISA e 98% para o ensaio de
neutralizagdo), embora o ensaio de neutralizacdo apresente uma
especificidade mais apurada.

As Tabelas 8 e 9 expressam os resultados obtidos quando as duas
metodologias sorolégicas sdo comparadas. O valor de kappa calculado foi
de 21%, o que significa que a implementacdo que qualguer uma destas
metodologias acrescenta ao que seria observado meramente por obra do
acaso € minima. A porcentagem de concordancia total (75%), entretanto,
indica que as duas metodologias tendem a concordar com relagcdo a
deteccdo da maioria das amostras testadas, podendo ser considerada boa.
Essa correlagédo pode ser visualizada graficamente na Figura 9

Além disso, a técnica de ELISA detecta muito bem os individuos
negativos, mas falha em detectar especificamente as infec¢des causadas
por HPV-16 quando comparada ao ensaio de neutralizacdo de pseudovirions

de HPV-16 (Figura 12).
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A Figura 9 ilustra graficamente a existéncia de uma tendéncia de
concordancia entre os niveis de anticorpos neutralizantes detectados por
meio do ensaio de neutralizagdo de pseudovirions de HPV-16 e os niveis de
anticorpos mais elevados de soropositividade (definidos pelos percentis de
75% e 95%) detectados por meio do ensaio de ELISA-VLP para HPV-16 em
um mesmo grupo de pacientes.

O célculo do coeficiente de Spearman, utilizando os dados contidos
na Tabela 8, originou um valor de 0,501, indicativo de que ambos os
conjuntos de dados (detectados por ELISA e ensaio de neutralizagéo) nao
sé@o independentes, embora correlacionem-se fracamente. A representagdo
grafica dessa tendéncia de associagao também esta ilustrada na Figura 9.

A Tabela 10 indica os resultados obtidos na andlise de amostras
pareadas coletadas a admissédo e ap6s um ano de seguimento e testadas
pelo ensaio de neutralizacdo de pseudovirions. O valor do coeficiente de
kappa foi calculado em 0,755, como uma estimativa de reprodutibilidade da
técnica e resultou em uma concordancia substancial entre os dois conjuntos
de dados.

O proximo passo foi a comparacao entre as duas metodologias de
- reatividade sorolégica (ELISA e o ensaio de neutralizagao de pseudovirions
de HPV-16) de acordo com a capacidade que mesmas demonstraram em
detectar alguns dos indicativos de infec¢ao pelo HPV-16 mais comuns, tais
como infecg:éd cumulativa, aquisigéo e eliminagao de infecgdes, persisténcia

e transiéncia de infecgbes e carga viral (Tabela 11).
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As tendéncias de sensibilidade e especificidade calculadas a partir
dos dados apresentados nas Tabelas 6 a 9 podem ser visualizadas de
maneira grafica nas Figuras 10 a 13.

A Figura 10 representa a prevaléncia da deteccao do DNA de HPV-16
dentre as mulheres portadoras de niveis de anticorpos neutralizantes contra
pseudovirions de HPV-16 a admissao em amostras de esfregacos coletadas
a admissao do estudo, ou seja, de maneira cross-seccional.

A Figura 11, por sua vez, ilustra a prevaléncia cumulativa da deteccao
do DNA de HPV-16, ao longo do primeiro ano de seguimento do estudo,
dentre as mulheres portadoras de niveis de anticorpos neutralizantes a
admissdo. Nota-se, em ambas as analises, que as mulheres que
apresentaram niveis de anticorpos neutralizantes equivalentes ou superiores
a 640 em amostras de soro coletadas a admissao do estudo apresentaram a
freqiéncia de detecgdo de positividade do DNA de HPV-16 compreendida
entre 76 e 100%, tanto na medida cross-seccional quanto na cumulativa.
Com relagado as mulheres que apresentaram niveis de anticorpos
neutralizantes inferiores a 160, notamos que a auséncia de deteccdo de
DNA de HPV-16 neste grupo de mulheres foi cerca de 80%.

Na Figura 12 pode ser notado que os altos niveis de anticorpos
neutralizantes detectados a admissdo do estudo parecem atuar como
marcadores muito especificos de infeccdo concomitante pelo HPV-16, seja
na forma de uma infecgdo isolada ou de uma infeccdo multipla. Nota-se
também nesta figura a presenca de cerca de 18% de mulheres negativas

para a detec¢gao do DNA de qualquer tipo de HPV que apresentam niveis de
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anticorpos neutralizantes contra HPV-16 equivalentes ou superiores a 640,
indicando, provavelmente, um evento de cicatriz sorolégica e uma exposigéo
prévia ao HPV-16.

O aparecimento freqiiente de niveis de anticorpos neutralizantes
inferiores a 160 dentre as mulheres negativas para a detecgao do DNA de
qualquer tipo de HPV enfatiza a habilidade de discriminacdo deste ensaio
dentre individuos negativos e infectados por HPV-16, pois os portadores de
infecgOes correntes com este tipo viral invariavelmente apresentaram niveis
de anticorpos neutralizantes equivalentes ou superiores a 640 a admissao
ao estudo.

Outro aspecto a ser avaliado na Figura 12, que corrobora a maior taxa
de especificidade do ensaio de neutralizacdo de pseudovirions, € a
frequéncia extremamente baixa de niveis de anticorpos neutralizantes
inferiores a 160 dentre as mulheres portadoras de infecgées por outros tipos
oncogénicos de HPV, que também podem ser devidas a eventos prévios de
exposicao ao HPV-16 e a cicatrizes sorologicas.

A Figura 13, por sua vez, demonstra que os elevados niveis de
anticorpos medidos por meio do ELISA-VLP parecem ndo ser tao
especificos em discriminar as infecgdes pelo HPV-16 associadas a outros
tipos oncogénicos. Pelo contrario, a deteccdo de anticorpos da classe IgG
realizada pelo ELISA parece discriminar muito bem as mulheres negativas
para a deteccdo do DNA de HPV daquelas que apresentam algum tipo de
infeccao, conforme notado pela alta prevaléncia de niveis mais baixos (75-

80%) de soropositividade dentre estas mulheres. A taxa de 59% de
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prevaléncia de niveis elevados de anticorpos detectados por ELISA dentre
as mulheres negativas para a detecgdo de DNA de qualquer tipo de HPV
deve-se a eventos de exposigdo prévia ao HPV e de cicatriz soroldgica.
Nota-se também que ha uma deteccdo moderada (40%) de infecgoes
concomitantes causadas unicamente pelo HPV-16, que se dilui muito
quando o HPV-16 esta associado a outros tipos de HPV (10%) ou quando as
mulheres apresentam infecgdes por outros tipos de HPV oncogénico (5%).

A Figura 14 sumariza os dados demonstrados pelas Figuras 10 a 13
por meio da comparagdo da eficiéncia de ambas as metodologias de
detecgao de reatividade sorolégica apds o estabelecimento de um valor de
cut-off arbitrario para ambas as técnicas. A soropositividade para ELISA foi
arbitrariamente definida em valores de NAR superiores a 1,6,
correspondente ao percentil 95% da distribuicdo descendente de todos os
valores de NAR obtidos. A soropositividade para o ensaio de neutralizagdo
de pseudovirions de HPV-16 foi definida como niveis superiores ao titulo de
160.

Nota-se que a analise cross-seccional aqui demonstrada indica que o
ensaio de neutralizagdo apresenta uma detecgdo de negativas (alta
especificidade) muito mais eficiente do que o ELISA. O ensaio de
neutralizagdo detectou quase 100% de soronegativas dentre as mulheres
negativas para a detecgdo especifica de HPV-16, enquanto que o ELISA
detectou apenas cerca de 55% de soronegativas neste mesmo grupo.
Embora o ELISA aparentemente detecte uma maior porcentagem de

mulheres portadoras de infecgbes especificas causadas unicamente pelo
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HPV-16 (17/35) quando comparadas com o ensaio de neutralizagéo (07/35),
0 ensaio de neutralizacdo tem uma melhor capacidade em detectar
anticorpos gerados contra HPV-16 dentre aquelas mulheres portadoras de
infeccbes multiplas (causadas por HPV-16 em associagio com outros tipos
virais) do que o ELISA (05/09 contra 03/09, respectivamente). Finalmente,
ambas as metodologias apresentam taxas semelhantes de detecgdo de
anticorpos gerados contra HPV-16 dentre as mulheres portadoras de outros
tipos de infecgédo (entre 10-20%).

Conforme pode ser observado na Figura 11, a especificidade do
ensaio de neutralizacdo de pseudovirions de HPV-16 atinge a marca dos
100% em analises cumulativas da presenga do DNA de HPV-16 ao longo do
primeiro ano de seguimento do estudo.

A Tabela 11 ilustra os principais resultados obtidos apés o calculo de
OR (IC 95%) para os riscos das mulheres portadoras de anticorpos
detectados por meio de ambas as metodologias de deteccdo sorolégica a
admissao do estudo apresentassem a deteccdo de diversas estimativas de
infeccao pelo HPV-16, ao longo do primeiro ano de estudo.

Nota-se nesta tabela, que as mulheres portadoras de anticorpos
neutralizantes tiveram uma razao de risco cerca de 3 vezes maior do que as
portadoras de anticorpos detectados pelo ELISA de terem uma infecgao
causada pelo HPV-16 detectada ao longo do primeiro ano de seguimento do
estudo ou de adquirir uma nova infecgdo causada pelo HPV-16 na visita

seguinte durante o acompanhamento do estudo.
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A presenca de células com valores nulos ou inferiores a 2 em tabelas
de contingéncia 2 X 2, como as exemplificadas nas Tabelas 12 e 13 requer a
utilizagdo do Teste de Probabilidade Exata de Fisher para calcular a
estimativa de risco, em vez da OR. Esse cdlculo também foi utilizado na
estimativa para o risco de desenvolver infecgdes cumulativas (dados nao
mostrados), conforme demonstrado pelo grande intervalo de confianga a
95% (Tabela 11).

A deteccao de titulos equivalentes ou superiores a 640 de anticorpos
neutralizantes a admissao do estudo elevou de 5 a 7 vezes a razao de risco
destas pacientes de terem uma infecgao HPV-16 persistente detectada ao
longo do primeiro ano de seguimento, quando comparada a deteccdo de
niveis elevados de anticorpos medidos por ELISA (Tabela 11). Os resultados
foram similares para a determinagao de persisténcia de infeccoes de HPV-
16 ao longo do primeiro ano de seguimento, de maneira independente a
categoria de referéncia utilizada: mulheres negativas para o DNA de HPV-16
ou aquelas que apresentaram apenas um evento de deteccdo do DNA de
HPV-16.

As portadoras de niveis de anticorpos neutralizantes equivalentes ou
superiores a 640 a admissdo apresentaram uma razdo de risco 4 vezes
maior do que as portadoras de soropositividade medida por ELISA de terem
uma infeccdo causada pelo HPV-16 com alta carga viral (superior a 100
copias virais/célula), detectada ao longo do primeiro ano de seguimento do

estudo (Tabelas 11, 14 e 15). A estimativa aproximada de OR também foi
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calculada por meio do Teste de Probabilidade Exato de Fisher, conforme
pode ser visto na Tabela 14.

A carga viral de HPV-16 foi também analisada como uma variavel
continua, conforme demonstrado pela Tabela 16. Os resultados de carga
viral global variam de 273 (média aritmética) e 7 (média geométrica).
Quando os resultados de carga viral sdo analisados apenas para o grupo de
mulheres portadoras de baixos niveis de anticorpos neutralizantes, nota-se
que estas médias nado se alteram significativamente (179-aritmética e 4-
geométrica). Entretanto, quando a analise de carga viral é limitada apenas
as mulheres portadoras de elevados niveis de anticorpos neutralizantes,
observa-se uma elevacdo dos valores das duas médias (648-aritmética e 40-
geométrica) que, novamente, corrobora a forte associacao dentre a detecgéao
de elevados niveis de anticorpos neutralizantes a admissdo do estudo e o
risco de detecgéo de infecgbes pelo HPV-16 de alta carga viral.

Entretanto, vale salientar que baixo numero de observactes desta
ultima categoria (N=13) ndo permite que haja significancia estatistica para
esta associacdo, que na melhor das hipéteses, pode ser considerada ainda

como uma tendéncia.
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Tabela 6: Comparacido entre a deteccdo do DNA de HPV-16 por PCR e a
detecgao de anticorpos da classe IgG reativos contra VLP de HPV-16
a admissao ao estudo.

CROSS-SECCIONAL

Deteccao do DNA de HPV-16 por
PCR

Total N (%)
Positivo N (%) | Negativo N (%)
% o | >16 (positivo) 20 (47,6) 22 (52,4) 42 (100)
% ; % < 1,6 (negativo) 24 (23,1) 80 (76,9) 104 (100)
‘_3, s Total 44 (30,1) 102 (69,9) 146 (100)

Sensibilidade: a/a + ¢ .. 20 (positivos verdadeiros) / 20 + 24 (falsos negativos) = 0,45
Especificidade: d / b + d ... 80 (negativos verdadeiros) / 22 (falsos positivos) + 80 = 0,78

Tabela 7: Comparacao entre a deteccao de DNA de HPV-16 por PCR e a
deteccao de anticorpos neutralizantes anti-pseudovirions de HPV-16
a admissao do estudo.

CROSS-SECCIONAL

Deteccao do DNA de HPV-16
por PCR

Total N (%)
Positivo N (%) | Negativo N (%)

£ > 640 (positivo) 12 (85,7) 02 (14,3) 14 (100)
o 2 N (%)
gge
g s > | <160 (negativo) 32 (24,1) 101 (75,9) 133 (100)
- T T N (%)

E

= Total 44 (29,9) 103 (70,1) 147 (100)

Sensibilidade: a/a + ¢ .. 12 (positivos verdadeiros) / 12+ 32 (falsos negativos) = 0,27
Especificidade: d /b + d .. 101 (negativos verdadeiros) / 2 (falsos positivos) + 101 = 0,98
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Tabela 8: Deteccdo de anticorpos circulantes da classe IgG reativos contra VLP
de HPV-16 versus a deteccdo de anticorpos neutralizantes contra
pseudovirions de HPV-16, a admissao do estudo

CROSS-SECCIONAL

Deteccéo de IgG anti VLP de
HPV-16 por ELISA

Total N (%)
> 1.6 (positivo) | < 1.6 (negativo)
N (%) N (%)
= > 640 (positivo) 09 (64,3) 05 (35,7) 14 (100)
o
Ese
8 E E < 160 (negativo) 32 (24,2) 100 (75,8) 132 (100)
tER T
e
2 41 (28,1) 105 (71,9) 146 (100)

Valor de kappa: 0,21

Porcentagem de concordancia total: 0,75

Coeficiente de Spearman: 0,501

Tabela 9: Deteccao de anticorpos neutralizantes contra pseudovirions de HPV-
16 versus a detecgao de anticorpos circulantes da classe IgG reativos
contra VLP de HPV-16, a admissao do estudo

CROSS-SECCIONAL

Anticorpo Neutralizante

para HPV-16 Total N (%)
> 640 (positivo) | <160 (negativo)
N (%) N (%)
B © _ > 1,6 (positivo) 09 (22,0) 32 (78,0) 41 (100)
% E.- % < 1,6 (negativo) 05 (4,8) 100 (95,2) 105 (100)
85’ s Total 14 (9,6) 132 (90,4) 146 (100)

Valor de kappa: 0,21

Porcentagem de concordancia total: 0,75
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Mo W40 [M160 [ 640 [] 2560

> 640

0.125 0.749 1.105 1.646

Sororeatividade em ELISA VLP para HPV-162
(percetis 25%, S0%, 75% e 95%)

1. Porcentagem de mulheres com titulos de anticorpos neutralizantes
que também apresentavam resultados em ELISA-VLP.

2. A sororeatividade contra HPV-16 foi medida em amostras séricas
coletadas a admissao do estudo.

3. Sororeatividade expressa em razao de absorbancia normalizada (NAR).

4. Box azul representativo dos valores de cut-off do ensaio de
neutralizacao de pseudovirions de HPV-16.

Figura 9: Comparagao entre a deteccdo de diversos titulos de anticorpos

neutralizantes contra HPV-16 e a detecgao de sororeatividade em
ELISA—VLP para HPV-16 definida por diferentes percentis em um
mesmo grupo de mulheres a admissao ao estudo.
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Tabela 10: Avaliacido da detecgdo dos titulos de anticorpos neutralizantes
contra o HPV-16 em amostras provenientes de um mesmo grupo de
pacientes coletadas em dois momentos no tempo: a admissao e
ap6s um ano de seguimento do estudo.

Tit.ulo de Titulo Eie Anticorpos Neut_ralizantes
N;:ttrl:;i)zr::; . Apoés um ano de Seguimento Total N (%)
A Admissao <160 N (%) > 640 N (%)
<160 N (%) 89 (93,7) 06 (6,3) 95 (100)
> 640 N (%) 0 (0) 11 (100) 11 (100)
Total 89 (84,0) 17 (16,0) 106 (100)

Valor de kappa = 0.755
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Titulo de Anticorpos Neutralizantes contra HPV-162

Legenda: 1. Deteccdo de DNA de HPV-16 em esfregagos coletados
apenas a admissao do estudo.
2. Titulos de anticorpos neutralizantes contra HPV-16
detectados em amostras séricas coletadas a admissao.

Figura 10: Prevaléncia da detecgcdao do DNA de HPV-16 dentre as mulheres
portadoras de variados titulos de anticorpos neutralizantes contra
o HPV-16 a admissao ao estudo.



74

[IHPV-16 DNA negativas D HPV-16 DNA positivas

—_
o
o

oo

Frequéncia de Detec¢do do DNA de HPV-16!

0 40 160 640 2560

Titulo de Anticorpos Neutralizantes contra HPV-162

Legenda: 1. Deteccao de DNA de HPV-16 em esfregacos
coletados durante o primeiro ano de seguimento
do estudo.

2. Titulos de anticorpos  neutralizantes  contra
HPV-16 detectados em amostras séricas
coletadas a admisséao.

Figura 11: Prevaléncia cumulativa da detec¢cdo do DNA de HPV-16 dentre as
mulheres portadoras de variados titulos de anticorpos
neutralizantes contra o HPV-16 a admissao ao estudo.
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Figura 12 : Avaliacao da especificidade do ensaio de neutralizacdo de

pseudovirions de HPV-16 em detectar infecgdes
causadas pelo HPV-16
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Figura 13: Avaliagao da especificidade da sororeatividade em ELISA-VLP
para HPV-16 em detectar infec¢des causadas pelo HPV-16
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Legenda: A. Especificidade do ensaio de neutralizacdo de
pseudovirions de HPV-16
B. Especificidade para a soropositividade total de
anticorpos da classe IgG medidos por ELISA.
* Porcentagem de mulheres com titulos de
anticorpos neutralizantes contra o HPV-16 na visita 1.
** Deteccao do DNA de HPV-16 DNA na visita 1.

Figure 14: Avaliacdo da especificidade de ambas as medidas de
reatividade soroldgica.



Tabela 11:
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Avaliacdo da deteccdo de anticorpos neutralizantes anti-
pseudovirions de HPV-16 e de anticorpos reativos a VLP de HPV-
16 em relacao a evolugao da infecgao pelo HPV.

Medidas de Reatividade Soroldgica
0,
Infecgdio por HPV-16 OR (Intervalo de Confianca 95%)
Anticorpos ELISA
Neutralizantes
Infeccao Cumulativa 6,24 (0,88-270,1) 1,98 (0,82-4,73)
Aquisicao de Infecgoes 3.45 (0.17-207.2) 1.09 (0.36-3.38)
Eliminacao de 0.64 (0.16-2.58) 0.64 (0.19-2.16)
Infecgoes
Carga Viral 4.05 (1.05-15.66) 0.64 (0.28-1.47)
Persistentes x 27.33 (2.02-1376.6) 4.12 (0.96-17.77)
Negativas
Persistentes x 5.17 (1.50-17.83) 1.21 (0.52-2.80)
Transientes
LEGENDA:

Infecgdo Cumulativa — caracterizada pela detecgdo de DNA de HPV-16 por
PCR, ao longo do primeiro ano de seguimento do estudo.

Aquisicao de Infec¢des — caracterizada pela detecgcdo do DNA de HPV-16 por
PCR quatro meses apés a admissdo ao estudo, em mulheres negativas a
admissao.

Eliminacao de Infecgdes — caracterizada pela auséncia da deteccdo do DNA de
HPV-16 por PCR quatro meses ap6s a admissdo ao estudo, em mulheres
positivas & admissao.

Carga Viral - caracterizada por resultados de carga viral elevada (> 100
cépias/célula), ao longo do primeiro ano de seguimento.

Infeccao Persistente — caracterizada pela detecgéo de dois ou mais resultados
de DNA de HPV-16 por PCR, consecutivos ou n&o, ao longo do primeiro ano de
seguimento do estudo.

Infeccao Transiente — caracterizada pela detecgdo de um resultado de DNA de
HPV-16 por PCR, ao longo do primeiro ano de seguimento do estudo.
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Tabela 12: Avaliacdo da habilidade do ensaio de neutralizagdo de pseudovirions
e do ELISA em discriminar mulheres portadoras de infecgdes
persistentes pelo HPV-16 daquelas consistentemente negativas ou
das portadoras de infecgbes transientes pelo HPV-16 ao longo do
primeiro ano de seguimento do estudo.

Tipo de Tipo de Infeccdo por Tipo de Infeccdo por
Anticorpos HPV-16 HPV-16
Total Total
Neutralizantes | Persistente | Negativa Persistente | Transiente
<160 N (%) 06 (12,8) 41(87,2) | 47 (100) 30 (32,6) 62 (67,4) 92 (100)
> 640 N (%) 04 (100) 0 (0) 04 (100) 10 (71,4) 04 (28,6) 14 (100)
Total 10 (19,6) 41 (80,4) | 51 (100) 40 (37,7) 66 (62,3) | 106 (100)
ELISA Persistente | Negativa Total Persistente | Transiente Total
<1,6 N (%) 09 (18,8) 39(81,2) | 48 (100) 26 (36,6) 45 (63,4) 71 (100)
>1,6 N (%) 01 (33,3) 02 (66,7) | 03 (100) 14 (41,2) 20 (58,8) 34 (100)
Total 10 (19,6) 41 (80,4) | 51 (100) 40 (38,1) 65 (61,9) | 105 (100)
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Tabela 13: Avaliagdo da habilidade do ensaio de neutralizacéo de pseudovirions
e do ELISA em discriminar: 1. mulheres portadoras de infeccées
incidentes pelo HPV-16 daquelas consistentemente negativas ao
longo do primeiro ano de seguimento do estudo e 2. mulheres que
tiveram a eliminagao da infecgdo pelo HPV-16 apds quatro meses da
admissdo ao estudo daquelas em que houve persisténcia da

infeccédo.
Tipo de Tipo de Infecgédo por Tipo de Infecgdo por
Anticorpos HPV-16 HPV-16
Total Total
Neutralizantes | Incidente | Negativa Eliminada | Persistente

<160N (%) | 21(20,8) | 80(79,2) | 101 (100) | 14 (43,8) 18 (56,2) | 32(100)

> 640 N (%) 02 (100) 0 (0) 02 (100) | 04 (33,3) 08 (66,7) 12 (100)
Total 23(22,3) | 80(77,7) | 103 (100) | 18(40,9) 26 (59,1) 44 (100)
ELISA Incidente | Negativa Total Eliminada | Persistente Total

<1,6N(%) | 17(21,2) | 63(78,8) | 80(100) | 11 (45,8) 13 (54,2) | 24 (100)

>1,6 N (%) 02 (10,5) 17 (89,5) | 19(100) 07 (35,0) 13 (65,0) 20 (100)

Total 19(19,2) | 80(80,8) | 99(100) | 18(40,9) 26 (59,1) | 44 (100)

F"\:‘l’.‘ll‘,‘-\wrﬁ!’s‘"‘." RN e
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Tabela 14: Avaliacdo da habilidade do ensaio de neutralizagdo de
pseudovirions em discriminar mulheres portadoras de infeccoes
pelo HPV com elevada carga viral daquelas portadoras de baixa
carga viral ao longo do primeiro ano de seguimento do estudo.

Carga Viral de HPV

Total N (%)
Elevada (> 100) Baixa (0-100)
N (%) N (%)

© > 640 (positivo) 02 (100) 0 (0) 02 (100)

a N (%)
g. Qo
- E -
S82 | <160(negativo) | 31(44.3) 39 (55,7) 70 (100)
C®T N (%)
<E

[+}]

z Total 33 (45,8) 39 (54,2) 72 (100)

Tabela 15: Avaliacdo da habilidade do ensaio de ELISA em discriminar mulheres
portadoras de infecgdes pelo HPV com elevada carga viral daquelas
portadoras de baixa carga viral ao longo do primeiro ano de
seguimento do estudo.

Carga Viral de HPV

Total N (%)
Elevada (> 100) Baixa (0-100)
N (%) N (%)

- > 1,6 (positivo) 04 (12,5) 28 (87,5) 32 (100)
o N (%)
Seg
=¥ S | <16 (negativo) 13 (33,3) 26 (66,7) 39 (100)
sxT W N (%)
Q
K=

Total 17 (23,9) 54 (76,1) 71 (100)
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Tabela 16: Carga viral de HPV, de acordo com os resultados da deteccao de
anticorpos neutralizantes de pseudovirions de HPV-16, através de
um ensaio de neutralizacdo de pseudovirions.

Analise de Variavel Continua

Tipo de Média | Valor da Média | Intervalo de Confianca OI:,ﬂmero 99
95% servacoes
Aritmética 273.04 84.85 - 461.23
Carga Viral em 65
Geral Geomeétrica 7.12 3.37-15.07
Carga Viral
degtre os Aritmética 179.39 25.91 - 332.88
portadores de
Baixos titulos 52
de Anticorpos
Neutralizantes | Geométrica 4.635 2.10-10.21
(< 160)
Carga Viral
e o Aritmética 647.61 115.41 - 1410.64
portadores de
Altos titulos de 13
Anticorpos
Neutralizantes | Geométrica 39.96 5.71-279.43

(> 640)
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5 DISCUSSAQ

A validade de um teste laboratorial &€ considerada como a extensdo
em que este instrumento é capaz de medir com exatiddo aquilo a que se
propée. Ela s6 pode ser avaliada quando existe um outro procedimento de
referéncia disponivel que pode ser categorizado como um método gold
standard, ou seja, um procedimento que indique quais amostras sao
esperadamente positivas ou negativas, para que o novo teste possa ser
avaliado (SILVA 1999).

Os valores de sensibilidade (45%) e especificidade (78%)
encontrados neste estudo para a deteccao de anticorpos por meio de ELISA,
quando o método gold standard utilizado era a detecgdo do DNA de HPV-16
nos esfregacos cervicais por PCR, foram muito similares aos encontrados
em outras populagbes estudadas. Por exemplo, em mulheres paulistas
portadoras de carcinoma cervical, as taxas de sensibilidade e especificidade
encontradas para a metodologia do ELISA foram 47% e 76%,
respectivamente, quando comparadas com a deteccédo por PCR do DNA de
HPV (SUN et al. 1999). Em um estudo visando elevacdo de sensibilidade e
especificidade dos ensaios de ELISA por meio da introducao de variados
reagentes, STUDENTSOV et al. (2002) relataram uma taxa de 57% de
sensibilidade e 78% de especificidade para o ELISA padrdao, sem

modificagéeé.
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A detecgdo de anticorpos neutralizantes pelo ensaio de neutralizacao
de pseudovirions de HPV-16 apresentou pobres taxas de sensibilidade e
elevadas taxas de especificidade, indicando que o seu uso poderia ser mais
apropriado como um teste confirmatério, ao invés de um teste para
screening.

De acordo com JECKELL et al. (1996), um teste de screening
populacional ideal deveria apresentar uma elevada sensibilidade, pois este
tipo de teste geralm-ente também apresenta uma baixa taxa de erro de falsos
negativos, assegurando que poucos casos positivos serdo perdidos. Os
testes confirmatérios, por outro lado, devem apresentar elevadas taxas de
especificidade, aliadas a uma baixa taxa de erro de falsos positivos,
assegurando que poucos casos negativos receberdo tratamento indevido.

A comparagao feita entre as duas metodologias de reatividade
soroldgica indica novamente que o ensaio de neutralizagdo de pseudovirions
& mais especifico (95%) do que sensivel (22%) quando comparado ao ELISA
(64% e 75%, respectivamente). PASTRANA et al. (2004) relatam no artigo
que descreveu a técnica em uso neste estudo que o percentual de
concordancia dentre estas duas técnicas variava de 67-74% e que os
valores de kappa variavam de 0,19 até 0,26. O valor de kappa de 0,21
calculado neste estudo encontra-se, portanto, dentro da faixa descrita em
literatura, indicando que a execugdo da metodologia ocorreu da maneira
esperada e que a transferéncia da metodologia entre laboratérios foi bem

sucedida.
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Este intervalo de valores de kappa pode ser considerado como
indicativo de uma concordancia pobre entre estas duas metodologias. E o
intervalo de valores para os percentuais de concordancia poderia indicar que
o ensaio de neutralizagéo seria mais sensivel do que o ELISA.

Deve-se ressaltar que a hipotese de que os dados apresentados nao
reflitam de maneira completa a realidade ainda ndo pode ser descartada,
visto que os calculos foram todos baseados em um baixo niimero amostral e
que o ensaio de neutralizagdo de pseudovirions de HPV-16 ainda nao foi
devidamente validado em literatura.

De acordo com BRYAN et al. (1997), ha uma correlagéo positiva entre
a concentragao de IgG total (medida por meio de ELISA) e a concentragdo
de anticorpos neutralizantes (medida por meio do sistema xenogréafico de
camundongos atimicos com concentragdes conhecidas de virions de HPV-
11 purificados), determinadas em uma mesma amostra de soro de animais
previamente imunizados com VLP. LEISEROWITZ et al. (1997) também
descreveram que 45% dos individuos portadores de condilomas genitais
possuiam anticorpos neutralizantes contra o HPV-11 (detectados por meio
do sistema de camundongos atimicos) e eram fortemente sororeativos
contra o HPV-11 em um ensaio de ELISA direto.

Ainda de acordo com a pouca literatura existente, esse fato poderia
indicar uma co-existéncia entre anticorpos neutralizantes e néo-
neutralizantes no titulo total de anticorpos em um mesmo soro, ou seja, que
ao menos uma fragdo dos anticorpos detectados por meio de ELISA-VLP

também seria capaz de neutralizar pseudovirions de HPV-16 in vitro.
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Assim, uma tendéncia de correlagéo dentre as duas metodologias,
mesmo que de pobre concordancia, seria esperada. O coeficiente de
Spearman foi, entdo, calculado a partir dos dados contidos na Tabela 9 e
indicou que ha uma tendéncia de correlagdo, ainda que pobre, entre os
dados provenientes do teste de ELISA e do ensaio de neutralizacdo de
pseudovirions.

Os anticorpos neutralizantes parecem manter-se relativamente
estaveis ao longo do tempo, a julgar pela correlagdo alta (valor de kappa de
0,75) entre a detecgao destes anticorpos em amostras de um mesmo grupo
de pacientes coletadas a admissao e apés um ano de seguimento do estudo
(Tabela 10). A estabilidade para os anticorpos séricos gerados contra o
HPV-16 e detectados por meio de ELISA-VLP ao longo do tempo foi
previamente descrita em até 4 anos (AF GEIJERSSTAM et al. 1998). Além
disso, esta analise também reforga o carater de reprodutibilidade do ensaio
de neutralizacdo de pseudovirions.

A detecgado sorolégica de anticorpos séricos, medida por meio de
ELISA-VLP, utilizando diversos tipos de HPV como antigeno, demonstra
uma concordancia consideravel com a deteccdo do DNA viral na cérvix
uterina. (DILLNER 1999). Assim, os resultados ilustrados nas Figuras 10 e
11, alem de concordarem com os dados previamente estabelecidos em
literatura, indicam o carater altamente especifico e acurado do ensaio de
neutralizacao de pseudovirions de HPV-16 em detectar especificamente as

infeccdes causadas pelo HPV-16.
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Outros estudos empregando ELISA-VLP para HPV-16 relatam, por
sua vez, uma prevaléncia crescente de anticorpos contra o HPV-16
principalmente nos grupos de individuos negativos para o DNA de HPV-16
(9-18%), de individuos positivos para outros tipos de HPV que nao o HPV-16
(17-40%) e para os individuos positivos para o DNA de HPV-16 (28-56%)
(SASAGAWA et al. 1996; WANG et al. 1997; VAN DOORNUM et al. 1998).

Assim, pode-se inferir a partir das Figuras 12 e 13 que, embora as
taxas prevaléncias de detecgdo do DNA de HPV-16 ou de outros tipos de
HPV dentre as mulheres portadoras de anticorpos, sejam eles neutralizantes
ou nao, corroborem taxas de prevaléncia previamente relatadas em
literatura. Ademais, os resultados obtidos por meio do ensaio de
neutralizacado de pseudovirions de HPV-16 realmente parecem discriminar
de maneira mais eficiente mulheres infectadas pelo HPV-16 (em infecgGes
unicas ou multiplas) do que aqueles obtidos pelo ELISA-VLP.

Nao poderia ser descartada a conhecida reatividade cruzada
sorologica que o HPV-16 tem com outros tipos oncogénicos de HPV, tal
como o HPV-33 (RODEN et al 1996b), em ensaios de ELISA, como uma
explicagao plausivel para a ocorréncia destas baixas taxas deteccdo de
niveis elevados de soropositividade por ELISA em infec¢gdes multiplas ou
mesmo em mulheres portando infecgdes causadas por outros tipos
oncogénicos de HPV. Assim, nota-se que a detecgcdo de anticorpos
neutralizantes a admissao do estudo parece atuar como um marcador muito
mais especifico de quaisquer infec¢cdes concomitantes causadas pelo HPV-

16 do que os anticorpos contra HPV-16 detectados por meio do ELISA.
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BURTON (2002) discorre em uma revisdo sobre o papel crucial dos
anticorpos neutralizantes na protegédo obtida por meio de vacinagao contra
doengas virais, seja neutralizando as particulas virais livres ou direcionando
a resposta imune celular contra as células infectadas. Entretanto, nada foi
descrito até o momento com relagéo ao suposto papel destes anticorpos no
contexto de uma infecgéo natural pelo HPV em mulheres nao vacinadas.

Portanto, verificou-se qual o papel desempenhado pelos altos niveis
de anticorpos neutralizantes contra HPV-16 detectados a admissao do
estudo em eventos caracteristicos da historia natural da infeccao pelo HPV,
tais como a prevaléncia de infecgbes especificas pelo HPV-16, a aquisi¢éo
de novas infeccoes também pelo HPV-16, a eliminagdo de infecgdes
causadas pelo HPV-16, a persisténcia e transiéncia de infecgdes pelo HPV-
16 e a carga viral de HPV-16.

Embora o nimero de amostras séricas testadas tenha sido baixo, o
que prejudicou os resultados e a realizacdo de algumas analises, algumas
consideracoes interessantes podem ser feitas a respeito do papel dos
anticorpos neutralizantes em um contexto de histéria natural da infeccao
pelo HPV-16.

A presenga de altos niveis de anticorpos neutralizantes anti-
pseudovirions de HPV-16 parece atuar como um marcador muito especifico
da infeccdo causada pelo HPV-16. A deteccdo de niveis elevados a
admissao do estudo foi acompanhada pela deteccao posterior de infecgdes
cumulativas e pela deteccao de infecgbes persistentes causadas pelo HPV-

16 ao longo do primeiro ano de seguimento. Além disso, a aquisicao de
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novas infecgbes causadas pelo HPV-16 e a presenca de elevadas cargas
virais dentre as portadoras de infeccdo também foram previstas pela
deteccao de elevados niveis de anticorpos neutralizantes.

Em uma coorte de universitarias canadenses, a taxa de infeccéo
cumulativa por HPV-16 foi calculada em 12%. Essas infecgoes
apresentavam também a maior persisténcia (18,3 meses) e a maior
freqiiéncia de aquisi¢do (5,2 em cada 1000) (RICHARDSON et al. 2003).

A deteccao positiva de HPV-16 com elevada carga viral elevou o risco
de que as portadoras viessem a desenvolver uma lesdo precursora de alto
grau em cerca de 5 vezes (RAJEEVAN et al. 2005). A elevada carga viral de
HPV-16, especificamente, foi responsavel pela elevagao do risco de que as
portadoras viessem a desenvolver um carcinoma in situ de cerca de 37
vezes, quando comparada com os riscos calculados para as cargas virais
elevadas de HPV-31 (3,2) e de HPV 18/45 (2,6) (MOBERG et al. 2005)

O estudo prospectivo Ludwig/McGill, visando investigar os fatores
determinantes de risco da infeccdo pelo HPV e do desenvolvimento de
neoplasias cervicais, gerou alguns resultados preliminares que suportam a
consisténcia dos resultados acima descritos. Por exemplo, a presenca de
soropositividade & admiss&o. medida por meio de um ELISA-VLP utilizando
capsidios de HPV-16, gerou uma razdo de risco de 2,2 para o
desenvolvimento de infecgdes cumulativas causadas por tipos oncogénicos
de HPV (dentre os quais o HPV-16 apresenta a maior taxa de prevaléncia)
ao longo do primeiro ano de seguimento. A razao de risco para a detecgao

de uma infecgdo persistente causada por tipos oncogénicos foi de 2,7 contra
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a razao de risco de 1,2 para a deteccdo de infecgdes transientes
(CANDEIAS et al. 1999; CANDEIAS 1998). A soropositividade a admiss&o
também originou uma razéo de risco de 3,1 para a deteccdo de uma alta
carga viral de tipos oncogénicos durante o primeiro ano de seguimento do
estudo (THOMANN et al. 2001). As leves diferencas das razdes de risco
calculadas anteriormente para as apresentadas aqui se devem,
provavelmente, ao fato de que, no passado, foram utilizados os dados
provenientes do grupo de HPV oncogénicos como um todo, ao passo que
nas analises atuais apenas as infecgdes por HPV-16 foram incluidas.

DE GRUIJL et al. (1997) encontraram resultados sugestivos de que
os anticorpos especificos contra VLP de HPV-16 nao seriam responsaveis
pela eliminacdo das lesdes induzidas pelo virus, mas poderiam ser
indicativos de um risco aumentado para o cancer cervical em pacientes com
infecgdes persistentes por HPV-16, funcionando mais como marcadores de
progressao do que como agentes eliminadores de infecgdao. Nossos dados
corroboram esta hipotese em parte, pois tanto a deteccdo de anticorpos
neutralizantes quanto a detecgao de anticorpos séricos contra VLP de HPV-
16 nao parece facilitar o processo de eliminacdo de infec¢gbes causadas por
HPV-16 ja estabelecidas, conforme demonstrado na Tabela 11.

A taxa de eliminacao de infecgdes causadas pelo HPV é maior para
as infecgdes causadas por tipos de baixa oncogenicidade - 12,2% e cerca de
170 dias de seguimento - do que aquela calculada para as infec¢des
causadas por tipos de alta oncogenicidade - 9,5% e 226 dias de seguimento

(FRANCO et al. 1999b; BROWN et al. 2005).
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CARTER et al. (2000) descreveu que mulheres seguidas
prospectivamente que apresentavam infecgdes incidentes pelo HPV dos
tipos —16, -18, ou -6 soroconverteram dentro de um periodo de 18 meses
apos a detecgdo do DNA de HPV correspondente. Os dados demonstrados
na Tabela 11 indicam que a detecgdo de anticorpos neutralizantes a
admissao eleva para 3 vezes o risco da deteccdo de uma nova infecgao
especificamente causada pelo HPV-16 apos um intervalo de 4 meses.

A taxa de aquisicdo de novas infecgdes causadas por HPV em
mulheres negativas para a detecgdo de DNA viral e citologicamente normais
apresenta-se dentro de um intervalo de 1-1,3% por més. (FRANCO et al.
1999b; SYRJANEN et al. 2004).

Finalmente, depreende-se da Tabela 11 que a detecgao de anticorpos
neutralizantes parece atuar como um marcador muito mais eficiente de
infecgbes correntes pelo HPV-16 do que a detecgdo de anticorpos medidos
por meio do ELISA-VLP.

Os anticorpos neutralizantes correspondem ao principal mecanismo
efetor da prevencao de doencas virais induzida pela imunizacdo. No caso
das infecgdes por HPV, a imunizagao profilatica baseia-se na injegao de uma
elevada concentracdo de VLP de HPV associada a adjuvantes como, por
exemplo, o hidroxido de aluminio, capaz de produzir elevados niveis de
anticorpos neutralizantes. Experimentos independentes de vacinagcao de
mulheres jovens com VLP de HPV-16 demonstraram a indugdo de uma
protecdo absoluta contra infecgdes persistentes causadas pelo HPV-16 e

contra lesbes pré-malignas da cérvix uterina HPV-16 induzidas,
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fundamentada em altos niveis de anticorpos neutralizantes que sao capazes
de persistir por até 18 meses apds a vacinagdo (KOUTSKY et al. 2002).
Curiosamente, embora a vacinagdo diminua a incidéncia de infeccoes
transientes HPV-16 induzidas nas mulheres vacinadas, ndo a previne da
mesma forma que o faz com as infecgdes persistentes (FRAZER 2004).

Os resultados preliminares demonstrados neste estudo indicam que
os anticorpos neutralizantes produzidos durante o curso de uma infeccao
natural pelo HPV-16 atuariam muito mais como marcadores especificos de
infeccdo HPV-16 induzidas do que como mecanismos efetores de protegao
contra infeccbes posteriores ou de eliminacdo de infecgdes correntes.
Entretanto, serdo necessarios novos testes e novas analises para assegurar

que as tendéncias aqui demonstradas refletem a realidade.
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CONCLUSOES

Os titulos de anticorpos neutralizantes equivalentes ou superiores a
diluicao 640 sao marcadores especificos para a exposicdo ao HPV-16
em mulheres infectadas ao longo da histéria natural destas infecgoes

virais.

Os niveis mais elevados de soropositividade contra HPV-186,
detectados por meio de ELISA-VLP, demonstraram uma tendéncia de
concordancia com a deteccdo de anticorpos neutralizantes contra

HPV-16.

Nao houve correlagdo entre a detecgcdo de elevados niveis de
anticorpos gerados contra o HPV-16, seja por meio de ELISA-VLP ou
do ensaio de neutralizacdo de pseudovirions de HPV-16, e a

eliminacao de infecgdes causadas pelo HPV-16.

Os titulos de anticorpos neutralizantes equivalentes ou superiores a
diluicdo de 640 foram significativamente associados com infecgdes
prevalentes causadas pelo HPV-16, com a persisténcia das infecgoes

causadas pelo HPV-16 e com elevadas cargas virais de HPV.
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5. Os titulos de anticorpos neutralizantes foram relativamente estaveis

durante o primeiro ano de seguimento do estudo.
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