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RESUMO

Introducao e objetivo: O papilomavirus humano (HPV) e o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) sdo as duas infec¢des sexualmente transmissiveis (IST) mais prevalentes
no mundo inteiro. O virus HIV é um dos fatores de risco para o contagio e persisténcia
do HPV. Este estudo objetivou detectar o HPV e identificar os seus tipos especificos na
mucosa cervical, anal e oral, de mulheres soropositivas para HIV e investigar a carga viral
e contagem de linfocitos CD4 e CD8. Métodos: Trata-se de um estudo do tipo transversal,
com abordagem quantitativa. A amostra foi composta por 86 mulheres HIV positivas em
terapia antirretroviral. As participantes responderam um questionario sobre dados
sociodemograficos, uso de contraceptivo, histéria sexual e reprodutiva. Contagem de
células T CD4, CDS e carga viral foram obtidas nos prontudrios eletronicos do servigo
especializado. As amostras biologicas (cervical, anal e oral) foram coletadas utilizando
swabs estéreis no servico ambulatorial de atendimento ginecoldgico de rotina nas
unidades de pesquisa. A extracdo de acido nucleico foi realizada utilizando-se o kit
QIAamp DNA Mini Kit™ (Qiagen®). A detec¢do de DNA-HPV foi realizada utilizando-
se amplificag¢do pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do tipo Nested,
utilizando iniciadores PGMY09/11. A genotipagem foi submetida a técnica de
sequenciamento de Sanger. Os dados foram categorizados de acordo com presenca ou
auséncia de DNA-HPV, presengca de DNA-HPV em um sitio anatdbmico ou em mais e
DNA-HPV baixo e alto risco oncogénico. Para andlises considerou-se um p valor
significativo < 0,05. Os testes foram realizados no programa estatistico IBM SPSS versao
24. Resultados: O DNA de HPV foi detectado em um total de 54,7%; sendo 65,9%,
cérvico-vaginal, 63,8% no canal anal e 4,2% na mucosa oral; 29,8% canal cérvico-vaginal
e anal concomitantemente e 2,12% em canal cérvico-vaginal, anal e oral
simultaneamente. A carga viral >75 copias HIV/ml associou-se a presenga de HPV.
Dentre as amostras genotipadas verificou-se maior prevaléncia do DNA-HPV do tipo 6,
baixo risco (34,0%), seguido pelos tipos de alto risco oncogénico 59 (17,0%) e 16
(14,9%). O sitio cervical apresentou maior prevaléncia de HPV de alto risco. Verificou-
se associagdo entre a carga viral e o HPV de baixo risco oncogénico. Conclusao: Houve
elevada frequéncia de infec¢do por HPV em mulheres soropositivas para HIV, com
destaque no sitio cervical e anal. O HPV 6 (baixo risco oncogénico) foi o mais frequente,
seguido pelos HPVs do tipo 59 e 16 (alto risco).

Palavras-Chaves: Papilomavirus Humano. Virus da Imunodeficiéncia Humana.

Coinfeccao.



ABSTRACT
Introduction and objective: Human papillomavirus (HPV) and human immunodeficiency
virus (HIV) are the two most prevalent sexually transmitted infections (STI) worldwide.
The HIV virus is one of the risk factors for infection with HPV. This study aimed to detect
HPV, identify its specific types in cervical, anal and oral mucosa of HIV-positive women,
and investigate the viral load, CD4 and CD8. Methods: This is a cross-sectional study
with a quantitative approach. The sample was composed of 86 HIV-positive women on
antiretroviral therapy. The participants answered a survey about sociodemographic data,
contraceptive use, sexual and reproductive history. CD4 and CDS8 T cell counts and viral
load obtained from the electronic medical records of the specialized service. Biological
samples (cervical, anal and oral) were collected using sterile swabs in the routine
gynecological outpatient service at the research units. Nucleic acid extraction performed
using the QIAamp DNA Mini Kit™ (QiagenR). Detection of HPV-DNA performed by
nested polymerase chain reaction (PCR) amplification using PGMY09/11 primers.
Genotyping submitted to the Sanger sequencing technique. Data were categorized
according to presence or absence of DNA-HPV, presence of DNA-HPV in one or more
anatomical sites, and DNA-HPV low and high oncogenic risk. For analyses, a significant
p value < 0.05 considered. The tests performed in the statistical program IBM SPSS
version 24. Results: HPV DNA detected in 54.7%; being 65.9%, cervico-vaginal, 63.8%
in anal canal and 4.2% in oral mucosa; 29.8% cervico-vaginal and anal canal
concomitantly and 2.12% in cervico-vaginal, anal and oral canal simultaneously. Viral
load >75 HIV copies/ml was associated with the presence of HPV. Among the genotyped
samples there was a higher prevalence of DNA-HPV type 6, low risk (34.0%), followed
by the types of high oncogenic risk 59 (17.0%) and 16 (14.9%). The cervical site showed
higher prevalence of high-risk HPV. There was an association between viral load and
HPV of low oncogenic risk. Conclusion: There was a high frequency of HPV infection
in HIV-seropositive women, especially in the cervical and anal sites. HPV 6 (low

oncogenic risk) was the most frequent, followed by HPV types 59 and 16 (high risk).

Key words: Human Papillomavirus. Human Immunodeficiency Virus. Co-infection.
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1 INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) ¢ um virus pertencente a familia
Papillomaviridae, género Papillomavirus, constituido de DNA circular de dupla fita que
infecta as células epiteliais da pele e de mucosas (Anal, Genital e Oral) (Kury et al,2021),
O HPV ¢ um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento das lesdes pré-
neoplésicas e neoplasicas intraepiteliais bem como do cancer de colo do utero (CCU)
(WHO; 2016.)

A infec¢do por HPV pode ser considerada uma doenga sexualmente transmissivel,
com uma prevaléncia de cerca de 11-12% a nivel mundial, variando de 16% a 24% entre
as mulheres (Forman D, et al.,2012; Bruni L[,2019). De acordo com Estudo
Epidemiologico sobre a Prevaléncia Nacional de Infecciao pelo Papilomavirus Humano
(HPV) (2015-2017) a prevaléncia de infeccao por HPV no Brasil ¢ de 53,6%. No que se
refere ao Maranhao, o mesmo estudo, afirma que 60,2% da populagdo de Sao Luis possui
infec¢do por HPV. No Brasil a estimativa para cada ano do triénio 2020-2022 aponta que
ocorrerao 16.590 casos de CCU, com um risco estimado de 15,43 casos a cada 100 mil
mulheres (INCA, 2020).

O HPV isoladamente ou em conjunto com outras infecgdes sexualmente
transmissiveis (IST) pode levar a infertilidade, complicacdes na gestagdo, neoplasia
intraepitelial e cancer de colo de utero. Porém, quando associado a imunossupressao,
induzida pela infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), eleva-se o risco de
risco de carcinoma invasivo em 6,8 vezes na mucosa cervical e 5,4 vezes na mucosa anal
(FRISCH et al., 2000; ZBAR et al., 2002; GRASSI et al., 2021).

O HIV ¢ um retrovirus constituido por duas moléculas de RNA simples idénticas,
cada uma dessas moléculas estd ligada a proteina chamada de transcriptase reversa,
importante na multiplicacdo do virus. Este infecta os linfocitos TCD4+ por meio da sua
interacdo com as glicoproteinas presentes na membrana plasmatica. Essa interagdo
produz alteracdo na quantidade de linfocitos no organismo do individuo, ocasionando
comprometimento do sistema imunoldgico, fazendo com que o portador se torne
suscetivel a infecgdes oportunistas e ao desenvolvimento de neoplasias (COELHO AVC,
etal., 2019).

Ciceron e cols. (2022) observaram que mulheres soropositivas para HIV possuem
risco quatro vezes maior quando comparadas as mulheres sem HIV de desenvolver cancer

do colo do ttero. Além disso, o estudo ressalta que o exame preventivo de cancer de colo



do tutero (PCCU), em mulheres soropositivas para HIV, deveria ser realizado dentro de
um ano apds a sexarca.

Nesse contexto, had a necessidade de verificar a prevaléncia de HPV e seus tipos
especificos nas mucosas cervico vaginal, oral e anal de mulheres soropositivas para HIV,
com a finalidade de promover a prevengdao em saude; além de contribuir com a
constru¢ao do conhecimento do perfil de gendtipos de HPV, fornecendo dados para que
politicas publicas de rastreio, monitoramento e de imunizag¢ao possam ser implementadas,
oportunizando cuidado em saiude e melhoria da qualidade de vida dessa populagao
imunodeprimida.

Além disso, no Brasil, poucos estudos foram realizados para analisar a presenca
do HPV em individuos soropositivos para HIV e ndo h4 dados que descrevem os
principais gendtipos virais encontrados nesse grupo especifico no Estado do Maranhao
(MA). Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi detectar a presenca de
papilomavirus humano e identificar os seus tipos especificos, na mucosa cervical, anal e

oral, de mulheres soropositivas para o virus da imunodeficiéncia humana.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 HIV: estrutura e epidemiologia

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é um retrovirus que possui capsideo
viral proteico, composto principalmente pela proteina p24. O nucleocapsideo ¢ formado
pelas proteinas p7 e p9, associadas a duas moléculas de fita simples de RNA. Situada
entre o envelope e o capsideo esta a matriz proteica, composta pela proteina p17 (Figura
1), que infecta principalmente os linfocitos TCD4+. A transmissdo ocorre pela troca de
uma variedade de fluidos corporais principalmente sexual (responsavel por cerca de 75%
das infec¢des), perinatais e por via sanguinea e compartilhamento de seringas

(MENEZES et al., 2018; COELHO et al., 2019).



Figura 1: Estrutura do virus HIV-1
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Fonte: Adaptado de Manual Técnico de Diagnostico para Diagnostico da Infec¢do por
HIV (2013).

Através de estudos sorologicos, foram evidenciados dois tipos de virus: HIV-1 e
o HIV-2 que se diferenciam na organizacao de seu genoma, sendo o HIV-1 o mais
virulento e de maior disseminagdo, ja o HIV-2, caracteriza-se por apresentar menor
patogenicidade em relacdo ao HIV-1, bem como seu curso da infec¢ao leva mais tempo
para progredir para a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Acredita-se que
a patogenicidade reduzida do HIV-2 em humanos seja o resultado de niveis mais baixos
de replicacdo do virus, talvez refletindo a adaptacdo incompleta do virus da
imunodeficiéncia simia (SIV) de chimpanzés ao hospedeiro humano (SANTOS et al.,
2021).

De acordo com o Programa Conjunto das Nagdes Unidas sobre HIV/AIDS
(UNAIDS, 2020), 37,7 milhdes de pessoas, mundialmente, estavam vivendo com HIV
em 2020. Além do mais, foram notificados 342.459 casos de infec¢@o por HIV no Brasil
no Sistema de Agravos e Notificacdes (SINAN). Em relagdo ao Maranhao, de acordo com
o boletim epidemioldgico HIV/AIDS, de 2021, a taxa de detec¢ao de casos de Aids
notificados no SINAN foi de 12,8%/10.000 habitantes em 2020.



2.1.2 Patogenia do HIV

O HIV infecta a célula humana em trés processos: a ligacdo do virus a célula, a
ativagdo e a fusdo. O complexo trimérico do envelope viral composto pelas proteinas
heterodimeras, gp120 e gp41 favorecem o reconhecimento do virus e sua ligacao com a
célula alvo. A gpl20 liga-se a glicoproteina monomérica de 58 kDA chamada de CD4
sendo expressa na superficie celular dos linfocitos T, além disso, a célula CD4 tem como
fungcdo ser um receptor do complexo principal de histocompatibilidade classe II
(FANALES-BELASIO et al., 2010).

Ap6s a ligacdo da gpl120 com o CD4 o complexo trimérico do virus altera-se
expondo o dominio especifico na gpl120 que se liga aos receptores de quimiocinas na
membrana da célula, responsaveis pelo recrutamento de células do sistema imune. A
dupla ligacdo da gp120 ao CD4 permite a fusdo a membrana celular pelo peptideo N-
terminal gp41, apos a fusdo, o nucleo do virus se reveste do citoplasma da célula alvo
liberando o RNA viral (FANALES-BELASIO et al., 2010).

Por meio de mecanismos provavelmente multidimensionais e ainda nao
totalmente definidos, o HIV causa perda progressiva de células T CD4+ e uma série de
anormalidades imunoldgicas. Assim a contagem absoluta de T CD4+ ¢ utilizada para
orientar o manejo clinico da infec¢do pelo HIV-1 e para a quantificagdo da magnitude da
restauragdo imune apos o inicio do tratamento (MILANE'S-GUISADO et al., 2018).

A célula T CD8+, se correlaciona com o declinio inicial da replicac¢do viral, ou
seja, da transmissdo do HIV-1, visto que sem o CD8+ o HIV se replica de forma
desordenada (SRINIVASULA et al.,2011). A razao CD4/CD8 também tem sido utilizada
para acompanhamento do tratamento, uma vez que estd menos suscetivel a variagdoes em
repetidas medigoes, diferentemente do CD4+ que possui alta variabilidade devido as
variagdes fisioldgicas do total de globulos brancos bem como das imprecisdes dos testes
(MILANE’'S-GUISADO et al., 2018).

O HIV ocasiona o comprometimento do sistema imunoldgico e torna o portador
do virus suscetivel a infec¢des oportunistas e ao desenvolvimento de neoplasias (CRUZ,

2017; COELHO et al., 2019; MENEZES et al., 2018).

2.2 Papilomavirus Humano (HPV)
O papilomavirus humano (HPV) é um virus do género Papillomavirus, da familia

Papillomaviridae. Sao pequenos virus com 55 nm de didmetro, ndo envelopados e com



simetria icosaédrica, constituido por 8000 pares de base (ZUR HAUSEN, 1999). Possui
genoma circular com dupla hélice de DNA envolto em um capsideo proteico (“capa
proteica”) (RODRIGUES et al., 2016). O seu DNA esta ligado a proteinas semelhantes a

histonas, sendo a principal L1 e, outra com menor representacao, a L2, que compde mais

internamente o capsideo — Figura 2 (CAMARA et al., 2008; LETO et al., 2011)

Figura 2. Genoma do Papilomavirus Humano.
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Fonte: Adaptado de SPURGEON; LAMBERT, 2017.

Esses virus sdo altamente tecido-especificos e infectam tanto o epitélio cutaneo
quanto o mucoso (epiteliotropicos). Com base na sequéncia gendomica de L1, regido do
gene mais conservada e que codifica a principal proteina do capsideo, mais de 200 tipos
de HPV foram identificados e caracterizados conforme o potencial oncogénico
(DOOBAR, et al., 2012) em baixo risco e alto risco oncogénico. Os principais tipos virais
estdo descritos no Quadro 1 (CHELIMO et al, 2012; ARMSTRONG, 2010;
SCHIFFMAN, 2009).

Quadro 1: Classificagdo do HPV de acordo com o potencial oncogénico

Classificacao Tipo de HPV
Alto Risco HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 ¢ 82.
Baixo Risco HPV 6, 11, 40,42, 43, 44, 54, 61, 62, 70, 72, 81 e 89.

Risco Intermediario HPV 26, 53 ¢ 66.

Fonte: Adaptado de Serrano, et al., 2018.



O HPV de baixo risco geralmente causa lesdes hiperproliferativas benignas e
raramente leva a lesdes malignas. Dentre esses os tipos mais frequentes sdo o HPV-6 e
HPV-11, responsaveis por 90% das verrugas genitais benignas (EGAWA, DOOBAR,
2017; FLORES-DIAS, et al., 2017). Os genotipos de HPV de alto risco mais prevalentes
sdo o HPV16, 18, 52,31 e 0 58. Os HPV-16 ¢ HPV-18 que causam a maioria dos canceres
relacionados ao HPV e cerca de 70 a 80% dos canceres cervicais e lesdes cervicais pré-
cancerosas (SCHIFFMAN, 2009; ARMSTRONG, 2010; CHELIMO et al, 2012). Sendo
assim, a determina¢do do genoétipo € crucial para a avaliagdo do espectro e gravidade da
doenga.

A infec¢@o pelo papilomavirus humano ¢ a infec¢do sexualmente transmissivel
(IST) viral de maior frequéncia entre homens e mulheres sexualmente ativos. A principal
via de contagio ¢ a sexual (vagina, oral e/ou anal), ndo sendo necessario o sexo com
penetragdo, pois o contato pele a pele também pode infectar (EGAWA, DOOBAR, 2017;
BRASIL, 2018). O HPV também pode ser transmitido por via perinatal de mae para filho,
resultando em papilomatose respiratoria recorrente no bebé (SABEENA, et al., 2017).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a incidéncia do HPV
chega a ser maior que 528.000 casos, sendo mais de 270.000 das mortes causadas pelo
cancer do colo do utero (SERRANO et al., 2018). Estima-se ainda, que mundialmente
75% dos adultos sexualmente ativos terdo pelo menos uma infeccdo por HPV 6 e 11
durante a vida, presentes em cerca de 80% das lesdes orais e mais de 90% das lesdes
genitais (TROTTIER e FRANCO, 2006). Aproximadamente 105 milhdes de pessoas sdao
portadoras de HPV dos tipos 16 e/ou 18 (Torres-Poveda e cols. (2019). Uma revisao
sistematica demonstrou que a prevaléncia de HPV em lesdes das mucosas em humanos
¢: 36,21% na regido peniana, 25,68% na regido anal, 24,11% na regido cervical uterina e
11,89% na oral (COLPANI et al., 2020).

A prevaléncia global do HPV em mulheres com citologia normal ¢ estimada em
11,7% (IC 95%: 11.6 — 11.7), apesar de haver variagdes regionais significativas
(SERRANO et al., 2018). Oceania ¢ Africa apresentam maior prevaléncia de HPV,
entretanto na maioria delas (70 — 90%) a infec¢do € assintomatica, sendo eliminada em
até 1 — 2 anos pelo proprio sistema imune (SERRANO et al., 2018). De acordo com o
estudo do Boletim Epidemioldgico da Secretaria de Vigilancia em Satde e Ministério da
Satde, de maio 2021, a prevaléncia mundial de infeccdo por HPV apresenta taxas mais

altas na Africa Subsaariana (24%), na Europa Oriental (21%) e na América Latina (16%).



Em relagdo a prevaléncia especifica para a idade, nota-se um pico em jovens de menos
de 25 anos e um rebote em idades mais avancadas (acima de 45 anos) nas Américas e na
Africa.

No Brasil a prevaléncia de HPV geral foi de 53,6%, sendo que 35,2%
apresentaram pelo menos um HPV de alto risco e 18,4% para outros tipos de HPV—
Prevaléncia de HPV por regido do pais ¢ de 58,09% no nordeste, centro-oeste 56,46%,
norte 53,54%, sudeste 49,92% e sul 49,68% (BRASIL, 2020).

Embora a infecgdo pelo HPV seja muito frequente, ela ¢ transitdria, regredindo
espontaneamente na maioria das vezes. Porém, a persisténcia da infecgdo, especialmente,
de tipos virais de alto risco oncogénico, pode levar ao desenvolvimento de lesdes
precursoras, que se nao forem identificadas e tratadas podem progredir para o cancer, nao
somente no colo do utero, mas também na vagina, vulva, anus, pénis, orofaringe e
cavidade oral. O que torna o virus um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento das neoplasias nestes sitios (CENTURIONI et al., 2005).

Na regido anogenital, principalmente os HPV-16 e HPV-18, estdo associados a
patogénese dos tumores malignos, com envolvimento em praticamente 100% dos casos
de cancer de colo de utero, 85% dos tumores anais, 50% dos tumores de pénis e vulva.

(COLPANI et al., 2020).

2.2.1 HPV e oncogénese

O ciclo de vida do virus estd intrinsecamente ligado ao programa de diferenciagao
celular, assim, o HPV precisa alcangar as células da camada basal do epitélio (células
com atividade mitotica) para que uma infecgdo se estabeleca (ZUR HAUSEN, 2002). O
virus atinge a lamina basal do epitélio estratificado pela interacdo das proteinas do
capsideo com receptores especificos da superficie celular, a partir de fissuras
(microabrasdes ou microlesdes) ou pela jungdo escamo colunar (DOORBAR, et al. 2012;
DOOBAR, et al., 2015). Na zona de transformacao cervical e no endocervice, pensa-se
que o HPV pode também ser capaz de infectar células epiteliais colunares, a células de
reserva epitelial, a infeccdo destes tipos de células pode estar associada a diferentes
padrdes de progressao da doenca e ao desenvolvimento de adenocarcinoma (DOORBAR,
et al. 2012). Uma vez dentro das células, o DNA viral ¢ liberado do capsideo, através da
acdo de enzimas nucleares, e € transportado até o ntcleo celular para que seja replicado

(HONG e LAIMINS, 2017).



O material genético do HPV pode permanecer quiescente na célula, antes ou
depois de uma infec¢do produtiva, assim, as células infectadas funcionam como um
reservatorio viral, com a permanéncia de varias copias de DNA-HPV na forma circular,
nao integrado ao genoma celular (forma epissomal) (WOODMAN; COLLINS; YOUNG,
2007). Nos estagios precoces da infec¢ao, o DNA epissomal replica-se, na camada basal,
concomitantemente ao DNA da célula hospedeira, gerando varias copias de virus por
célula (fase proliferativa) (WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007).

ApoOs a maturagdo celular o HPV passa a expressar os genes E6 e E7.
Eventualmente, os genes L1 e L2 passam a ser expressos € estdo associados a producao
de proteinas estruturais, que irdo encapsular o genoma viral para formar novos virions.
Assim, os virus formados conseguem iniciar um novo ciclo de infec¢do. Nas infecc¢des
por tipos de HPV associados ao cancer frequentemente hé integragdo do DNA do virus
na cé¢lula hospedeira, bem como a interacdo dos oncogenes virais E6 ¢ E7 (GANGULY;
PARIHAR, 2009; DOORBAR, 2016; HONG; LAIMINS, 2017).

O mecanismo de transformagdo maligna esta associado a carga viral, ao sitio
anatomico e a persisténcia da infec¢do. As oncoproteinas virais (E6 ¢ E7) levam a
degradagdo de, respectivamente, p53 e pRb (retinoblastoma) resultando em alteracdo de
varios processos celulares, incluindo reparo de DNA, angiogénese e/ou apoptose, que
eventualmente resultam em carcinogénese (DOORBAR, 2016; SZYMONOWICZ;
CHEN, 2020). Estudos indicam que o gene E6 interage com a proteina p53, promovendo
sua degradacdo por ubiquitina¢do, o que leva a diminui¢do da func¢do de p53 como
supressora de tumor e o ciclo celular ndo ¢ adequadamente regulado pela p21
(GANGULY; PARIHAR, 2009; HONG; LAIMINS, 2017; LI, et al., 2019). Por sua vez,
a E7 leva a degradagdo de pRb que também funciona como um supressor de tumor.
Devido a inibi¢do de pRb as células podem entrar prematuramente na fase S (ZUR

HAUSEN, 2009; DOORBAR et al., 2012) (Figura 3).



Figura 3: Efeitos das oncoproteinas virais E6 ¢ E7 nos processos celulares.
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Fonte: Adaptado de SZYMONOWICZ, CHEN, 2020.

Em geral, a degradag@o de p53 e pRb mediada por HPV de alto risco resulta em
imortalizagdo celular que presumivelmente leva ao desenvolvimento de displasia de alto
grau (NIC 2 e 3), com potencial para evoluir para carcinoma invasivo (KALOF;
COOPER, 2007, DOORBAR, 2015; SZYMONOWICZ; CHEN, 2020). No cancer de
colo de utero geralmente ha progressdo da neoplasia intraepitelial (NIC). O NIC ¢
classificado em trés estagios com base na propor¢ao do epitélio celular que apresenta
anormalidades. O NIC 1 representa uma infec¢do transitoria por HPV, enquanto o NIC 2

e 3 representa uma infecc¢ao persistente com risco de progressao para cancer (Figura 4).
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Figura 4: Representacdo esquematica do desenvolvimento do cancer de colo de tutero.
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Fonte: Adaptado de SCARTH, et al., (2021).

2.3 Coinfeccao HIV/HPV

O sistema imune, na infec¢do por HIV, encontra-se comprometido, ocorrendo a
imunossupressao do portador desse virus, logo, mulheres HIV soropositivas, sobretudo
aquelas com contagens baixas de células CD4 (< 200 células/mm?), possuem maior risco
de infeccdo e persisténcia do HPV, quando comparadas com mulheres HIV
soronegativas, aumentando o risco de anormalidades nas células cervicais e
desenvolvimento de cancer cervical (probabilidade de uma progressao mais rapida para a
malignidade da lesdo epitelial) (LEVI et al., 2002; LIU et al., 2018).

O estado do sistema imunolédgico ¢ considerado um fator crucial nas infec¢des
pelo HPV e pode determinar o desenvolvimento de persisténcia apos a infecgdo primaria,
a replicacdo do HPV pode ser mais eficiente em um hospedeiro imunodeficiente, o que
pode resultar em um aumento da taxa de detec¢ao, bem como em uma maior chance de
desenvolver infec¢do persistente pelo HPV (LEVI et al., 2002).

O mecanismo de interacdo entre o HIV e o HPV ainda nio esta totalmente
elucidado, mas a associagdo pode ser explicada pela imunossupressao que o HIV induz,
que consequentemente aumenta a suscetibilidade a infeccao pelo HPV, principalmente

quando os niveis de CD4+ estdo baixos (ZIZZA et al., 2021); além dos virus
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compartilharem fatores de risco epidemioldgicos, como relagao sexual precoce, multiplos
parceiros e presenca de outras ISTs.

Outra teoria € que na coinfec¢do HIV/HPV ocorre alteragdes no gene do HPV. A
proteina regulatoria TAT-1 do HIV-1 possivelmente combina-se com proteina E2 do
HPV oncogénico causando a ativagdo da regido regulatéria do HPV, estimulando a
expressdo dos genes E6/7 do HPV, isto ocorre, inclusive, em individuos que ndo
apresentam imunodeficiéncia grave (BONILHA et al., 2009). Assim, hd aumento da
“penetragdo” do HPV nas células epiteliais basais, ocorrendo aumento da transcri¢ao do
HPYV e dos oncogenes, bem como a expressao das proteinas do capsideo L. Em suma, o
HIV possui a capacidade de romper a coesdo das jungdes epiteliais facilitando a
penetragdo do HPV nas células epiteliais (ZIZZA et al., 2021).

Na revisao sistematica com meta-analise de Liu e cols. (2018) foi demonstrado
que mulheres HIV soropositivas apresentaram maior risco de desenvolver lesdo
intraepitelial de alto grau (HSIL) quando comparadas com as mulheres sem a infec¢ao
por HIV. Além do mais, Whitham e cols. (2017) verificaram que o risco de progressao
para HSIL na infec¢do por HPV foi trés vezes maior em pacientes HIV soropositivas
quando comparados a mulheres HIV soronegativas. Adler e cols. (2012) relatam que
mulheres com a contagem de CD4 mais baixa possuem maior risco de progressao para
diagnostico de HSIL quando sao HIV soropositivas.

Martins e cols. (2014) em sua coorte em trés centros de pesquisa no Brasil
verificaram que 47,5% das mulheres HIV soropositivas possuiam infec¢do por HPV.
Assim também, Miranda e cols. (2017) em um estudo multicéntrico no Brasil, verificaram
que dentre 802 mulheres HIV soropositivas, 28,4% apresentaram infec¢do por HPV. Da
mesma forma, Kury e cols. (2021) em estudo com mulheres HIV soropositivas do Rio
Janeiro, encontraram uma prevaléncia de 36% de infeccdo por HPV. Os estudos citados
demonstraram a forte associa¢do existente entre mulheres soropositivas para HIV e sua
maior probabilidade de infec¢do por HPV.

Ressalta-se que os tipos de HPV de alto risco como o 16 ¢ 18 possuem maior
poder de invasdo no sistema imunoldgico do hospedeiro, logo, pacientes HIV
soropositivas possuem maior risco de adquirir HPV 16 e 18 (MBULAWA et al., 2015;
LIU et al., 2018). Na meta-analise de Clifford e cols. (2016) o HPV 16 fo1 o tipo mais
detectado nas amostras de cancer cervical em mulheres HIV soropositivas, seguido pelo

HPV 18. O HPV 16 ¢ considerado o tipo mais comum encontrado tanto em mulheres HIV
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soropositivas quanto em mulheres soronegativas conforme aumenta a gravidade das
lesoes.

No estudo de Miranda e cols. (2017) foi encontrada uma prevaléncia de 8,1%
HPV 16 e 3,7% de HPV 18 em mulheres brasileiras positivas para HIV. Kury e cols.
(2021) citam que embora seja frequente ser encontrada uma alta frequéncia de infecgao
por multiplos tipos de HPV, hd uma tendéncia maior de infec¢do por HPV de alto risco
oncogénico como o 16, 18, 31, 33 e 45. Na revisdo sistematica de Parana e cols. (2022)
foi demonstrado que nos 51 artigos analisados o HPV 16 foi o gen6tipo mais prevalente
em mulheres com ou sem HIV. Além disso, outros tipos oncogénicos prevalentes foram
o HPV 58, HPV 31 e HPV 52.

Ha fatores de risco que podem corroborar para a maior probabilidade de infec¢ao
por HPV em mulheres soropositivas para HIV. Miranda e cols. (2017) encontraram
também no seu estudo que a idade entre 18 e 34 anos, uso de drogas ilicitas e citologia
cervical anormal foram fatores de risco para a infeccdo por HPV em mulheres HIV
soropositivas. De forma semelhante, Kury e cols. (2021) no seu estudo de coorte
prospectivo com mulheres HIV soropositivas, também verificaram que fatores como
idade, estado civil, nimero de filhos, numero de parceiros sexuais e contagem de
linfécitos CD4 foram fatores de risco para o desenvolvimento da infeccao para HPV.

Considerando o crescimento relevante da quantidade de casos de positividade para
HIV entre as mulheres e o aumento na prevaléncia da coinfeccdo HIV/HPV, em especial
em paises subdesenvolvidos (BRINGEL et al., 2021) e o impacto biologico
significativamente negativo da coinfeccdo HIV/HPV faz-se importante entender qual a
influéncia do HIV nesta relagdo, a fim de elucidar se ocorre aumento na sensibilidade
para a infeccao pelo HPV, ou se existe alterag@o nas interacdes entre os tipos de HPV e

as lesdes cervicais (BRINGEL et al., 2021).

3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Detectar o papilomavirus humano e identificar os seus tipos especificos, na
mucosa cervical, anal e oral, de mulheres soropositivas para o virus da imunodeficiéncia
humana.
3.2 Especificos
- Descrever os dados sociodemograficos;

- Analisar dados de carga viral e de contagem de linfocitos T CD4+ e T CD8+;
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- Identificar a prevaléncia de DNA-HPV nas amostras de escovado cervical, anal e oral;
- Obter a genotipagem do HPV;
- Relacionar a presenca de HPV e seus tipos especificos com dados sociodemogréaficos,

laboratoriais.
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RESUMO

O presente estudo objetivou detectar o papilomavirus humano e identificar os seus tipos
especificos, na mucosa cervical, anal e oral, de mulheres soropositivas para o virus HIV
e investigar a carga viral e contagem de linfocitos CD4 e CDS8. Métodos: Trata-se de um
estudo do tipo transversal, com abordagem quantitativa. A amostra foi composta por 86
mulheres HIV positivas em terapia antirretroviral. Coletou-se dados sociodemograficos e
de saude (contagem de células T CD4, CD8 e carga viral). As amostras biologicas
(cervical, anal e oral) foram coletadas utilizando swabs estéreis. Os dados foram
categorizados de acordo com presenca ou auséncia de DNA-HPV, presenca de DNA-
HPV em um sitio anatdmico ou em mais, ¢ DNA-HPV baixo e alto risco oncogénico.
Para as anélises, considerou-se um p valor <0,05. Os testes foram realizados no programa
estatistico IBM SPSS versdao 24. Resultados: A amostra foi composta por 86 mulheres
soropositivas para HIV com 54,7% positivas para o DNA-HPV. A presenca do HPV no
sitio cervico-vaginal foi de 65,9%, no canal anal 63,8% e na mucosa oral 4,2%, sendo
que 29,8% de mulheres apresentavam positividade para DNA-HPV em canal cérvico-
vaginal e anal concomitantemente. A carga viral >75 copias HIV/ml associou-se a
presenca de HPV. A contagem de TCD4 e TCD8 foi maior no grupo DNA-HPV negativo
com p<0,05. Dentre as amostras genotipadas verificou-se maior prevaléncia do DNA-
HPV de baixo risco oncogénico, o tipo 6 (34,0%), seguido pelos tipos de alto risco
oncogénico 59 (17,0%) e 16 (14,9%). O sitio anatdbmico com maior prevaléncia de HPV
de alto risco foi cervical, com 50%. A carga viral e contagem de linfocitos T das
participantes soropositivas para HIV e com presenca de DNA-HPV genotipadas foram
avaliados de acordo com o tipo de HPV (alto e baixo risco oncogénico) e verificou-se
associagdo entre a carga viral e o HPV de baixo risco oncogénico. Conclusdao: Houve
elevada frequéncia de infec¢do por HPV em mulheres soropositivas para HIV, com
destaque no sitio cervical e anal. O HPV 6 (baixo risco oncogénico) foi o mais frequente,
seguido pelos HPVss

do tipo 59 e 16 (alto risco).

Palavras-Chaves: Papilomavirus Humano. Virus da Imunodeficiéncia Humana.

Coinfecc¢ao.
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INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) ¢ um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento das lesdes pré-neoplésicas e neoplésicas intraepiteliais bem como do
cancer de colo do utero (BADIAL, et al., 2018). Mulheres soropositivas para HIV
apresentam uma incidéncia de 3 a 10 vezes maior de cancer cervical* e 15 a 25 vezes de
cancer anal em comparacdo a mulheres soronegativas. Além disso, homens e mulheres
soropositivos para HIV possuem um risco de 1,5 a 3 vezes maior de incidéncia de cancer
de orofaringe.’¢

No Brasil, em estudo de coorte com trés centros de pesquisa, verificou-se que
47,5% das mulheres HIV soropositivas possuiam infec¢do por HPV,® e em estudo mais
recente com mulheres HIV soropositivas do Rio Janeiro, foi observada prevaléncia de
infeccio por HPV de 36%°. O HPV 16 (8,1%) e HPV 18 (3,7%) foram os mais
prevalentes em mulheres positivas para HIV.!® Em recente meta-analise com trinta e sete
estudos envolvendo 8.436 mulheres com HIV revelou a prevaléncia combinada com HPV
de 62%, com 40% sendo HPV de alto risco em amostras cervicais. Também houve grande
variedade de genotipos de HPV de alto risco, sendo o 16 (16%) e HPV 58 (6%), os mais
detectados, sendo a baixa contagem de CD4+ o fator mais associado ao HPV de alto
risco.!!

Todos esses estudos enfatizam a importancia da triagem de HPV nessa populacao,
pois o uso da terapia antirretroviral reduz as infeccoes oportunistas e certas neoplasias
relacionadas a sindrome da imunodeficiéncia humana (AIDS)!2, mas tem-se verificado o
aumento de cancer associado a virus, como cancer anal e cervical relacionados ao HPV,
cancer hepatico associado ao virus da hepatite B e C, e ao linfoma de Hodgkin associado
a infec¢io pelo virus Epstein-Barr.!?

No Brasil, ha poucos estudos que relacionam a presenca do HPV em individuos
soropositivos para HIV com amostras bioldgicas em varios sitios além da regido cervical,
sobretudo, no Estado do Maranhdo (MA). O cenario local, que contrasta com a realidade
nacional, impulsiona estudos especificos nessa populacdo. No Maranhdo existe uma
proporcao de pessoas com CD4 < 200 células/mm3 no momento do diagnostico, 43%
acima da proporcdo nacional . Ademais, foi levantado o seguinte questionamento: como

estd a contagem de carga viral e de linfocitos nessas mulheres com coinfeccao HIV/HPV?



16

Um dos principais entraves para direcionar politicas de prevencao tem sido a
escassez de dados, a qual decorre, em parte, porque a triagem soroldgica ndo inclui o
rastreamento do HPV, ou, as vezes, ocorre a auséncia da integragcdo de dados clinicos dos
pacientes .Além disso a genotipagem do HPV ¢ um importante teste que pode contribuir
para a prevencgdo do cancer cervical e anal e € essencial para o melhor conhecimento dos
tipos de HPV de alto risco no estado do Maranhdo e ainda para a introducdo de um
programa de imunizacdo eficaz.

Desse modo, o objetivo do presente trabalho foi identificar a presenca do
papilomavirus humano e seus tipos especificos, através da genotipagem do HPV, na
mucosa cervical, anal e oral, de mulheres soropositivas para o virus da imunodeficiéncia
humana, associando com a carga viral e contagem de linfocitos. E ainda, identificar a
prevaléncia de DNA-HPV nas amostras cervical, anal e oral, relacionando sua presenca

e seus tipos especificos com dados sociodemograficos e laboratoriais.

METODOLOGIA
Tipo e Local do Estudo

Trata-se de um estudo do tipo transversal, prospectivo, quantitativo realizado no
periodo de janeiro de 2020 a dezembro de 2021 nos Centros de Referéncia para
tratamento de HIV na cidade de Sao Luis, Maranhdo, regido nordeste do Brasil
(Ambulatorio de Ginecologia e Laboratdrio de Andlises Clinicas e Histocompatibilidade
do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo e Ambulatorio de
pacientes do Servico de Atendimento Especializado na Unidade Basica de Satde do
bairro de Fatima em Sao Luis do Maranhdo).

Esta pesquisa foi aprovada no Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhdao (CEP-HUUFMA), Sao Luis/MA,
sob parecer de nimero 2.776.970 e CAAE 70989617.4.0000.5086, seguindo todas as

diretrizes da Resolucao CNS 466/12 e suas complementares.

Populacio do Estudo

Participaram deste estudo 86 mulheres HIV soropositivas acompanhadas por
profissionais de saude nos centros especializados. Foram incluidas no presente estudo
somente as mulheres HIV soropositivas atendidas nos centros de referéncia para consulta
de rotina, com idade entre 20 e 69 anos e que se encontravam em tratamento

antirretroviral. Nao foram incluidas gestantes, lactantes, mulheres imunocomprometidas
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por agente bioldgico que nao o HIV (previamente diagnosticada), histerectomizadas, em
periodo menstrual e mulheres com contraindicacao para o exame de Papanicolau (p. ex.:
uso atual de 6vulos vaginais, duchas vaginais nas ultimas 24h que antecederam a coleta

de amostra bioldgica).

Coleta de dados e Amostra biolégica

As coletas dos espécimes para pesquisa foram realizadas apods assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e resposta do questiondrio estruturado sobre
dados sociodemograficos (idade, sexarca, estado civil, nimero de parceiros sexuais,
quantidade de filhos), informagdes sobre tratamento medicamentoso. As informagdes
sobre a contagem de células T CD4, CDS (células/mm?) e carga viral (copias/ml), foram
obtidas nos prontuarios eletronicos do servigo especializado.

As coletas de espécimes clinicos foram realizadas através de escovado
endocervical, anal e oral resumo e usados para analises laboratoriais. Estas amostras
foram armazenadas em tampao Tris-EDTA pH 7,4 e mantidas em freezer a — 20°C e
submetidas a pesquisa de HPV no Laboratério de Estudos Gendomicos e de
Histocompatibilidade (LEGH) e Laboratorio de Biologia Molecular do Programa de Pos-
Graduagdo em Saude do Adulto (PPGSAD) da Universidade Federal do Maranhao
(UFMA).

Processamento das Amostras

A extrag¢do de acido nucleico foi realizada a partir dos swabs utilizando-se o kit
QIAamp DNA Mini Kit™ (Qiagen), de acordo com o protocolo descrito no manual do
fabricante. A deteccdo de DNA-HPV foi realizada utilizando-se DNA extraido e
submetido a amplificacdo pela técnica de reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) do tipo
Nested, utilizando dois conjuntos de iniciadores PGMY09 e 11 (amplificando sequéncias
de 450 pb da regido L1 do DNA viral) e GP+5 e GP+6 (amplificam sequéncias de 190pb
da regido L1 do DNA viral) (GRAVITT et al., 2000), utilizando o termociclador Thermal
Cycler PCR- VERITI Dx 96 well (Applied Biosystems, Thermo Scientific, California,
USA). Como controle positivo da reacao, utilizou-se amostras sabidamente positivas para

HPV e, como controle negativo, agua ultrapura.
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Os produtos amplificados foram observados através de eletroforese em gel de
agarose (1,5%), corados com intercalante de DNA Gel Red a 0,1% e visualizados em um
transiluminador de luz ultravioleta (BIO-RAD Laboratories, EUA).

Os produtos de PCR-Nested positivos para o DNA-HPV foram purificados com o
kit Genelute PCR Clean up de acordo com o protocolo do fabricante (Sigma-Aldrich,
USA). As reagdes de genotipagem foram submetidas a técnica de sequenciamento de
Sanger (1977) na empresa ACTGene Analises Moleculares Ltda. (Centro de
Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automatico AB
3500 Genetic Analyzer equipado com capilares de 50 cm e polimero POP7 (Applied
Biosystems). Os DNA-moldes foram purificados com o reagente ExoSAP-IT™ PCR
Product Cleanup (Applied Biosystems) e quantificados no equipamento Nanodrop 2000

¢ (Thermo Scientific).

Analise dos dados

Os dados foram categorizados em grupos mulheres soropositivas para HIV e
negativas para DNA-HPV (DNA-HPV negativo) versus mulheres soropositivas para HIV
e positivas para DNA-HPV (DNA-HPV positivas). Levando-se em consideragdo a
existéncia de um conjunto de participantes DNA-HPV positiva com a presenca do virus
em mais de um sitio anatdmico, esse grupo foi subdividido em DNA-HPV em um sitio
anatomico e DNA-HPV em mais de um sitio anatomico. E ainda no grupo DNA-HPV
positivas, apds a genotipagem, foi realizado a subdivisao em DNA-HPV baixo risco e
DNA-HPV alto risco. Assim, as varidveis categoricas foram avaliadas pelo teste do Qui-
quadrado ou teste G enquanto as varidveis numéricas foram submetidas ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, tendo distribui¢cdo ndo paramétrica. Assim, utilizou-se o
teste de Mann-Whitney para comparagdo entre dois grupos. Considerou-se valor de p

significativo <0,05. Os testes foram realizados no programa IBM SPSS versao 24.

RESULTADOS

A amostra foi composta por 86 mulheres soropositivas para HIV em tratamento
antirretroviral, onde 47 (54,7%) apresentaram positividade para o DNA-HPV. A mediana
da idade do grupo das mulheres DNA-HPV negativo foi de 46,5 anos (IC95% 34,5-59,2),
sendo superior a mediana de idade das DNA-HPV positivo (43,0 anos-1C95% 34-52,5),
porém sem significancia estatistica (p>0,05). A cor da pele autodeclarada foi

predominantemente preta em ambos os grupos (DNA-HPV negativo -59% versus DNA-
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HPV positivo - 57,4%), o estado civil sem companheiro (61,5%) e com companheiro
(58,7%) foram preponderantes, respectivamente, nos grupos DNA-HPV negativo e DNA-
HPV positivo. O numero de parceiros sexuais igual ou superior a 2 obteve maior
prevaléncia nos dois grupos, sendo 87,5% no grupo DNA-HPV negativo e 74,5% no
grupo DNA-HPV positivo, contudo sem significancia estatistica (p>0,05) (Tabela 01).
No que concerne a ter filhos, 89,7% no grupo DNA-HPV negativo ¢ 91,5% no
grupo DNA-HPV positivo declararam ter filhos, ainda, a idade da primeira relagdo sexual
foi predominantemente maior ou igual a 12 anos em ambos os grupos, com 87,2% no
grupo DNA-HPV negativo e 89,4% no grupo DNA-HPV positivo, contudo, sem
significancia estatistica para as duas variaveis citadas (p>0,05). Sobre o uso de método
contraceptivo hormonal, 97,4% ndo utilizavam no grupo DNA-HPV negativo ¢ 97,9%
também ndo utilizavam no grupo DNA-HPV positivo, também sem apresentar

significancia estatistica na diferenca entre os grupos (p<0,05) (Tabela 01).

Tabela 01. Caracteristicas sociodemograficas de mulheres soropositivas para HIV com e
sem coinfec¢do por DNA-HPV, Sao Luis, Maranhao, Brasil, 2021-2022.

DNA-HPV DNA-HPV

Variaveis negativo positivo
) : p-valor
Mediana (IC95%) | Mediana (IC95%)

Idade 46,50 (34,5-59,2) 43,0 (34-52,5) 0,7*

DNA-HPV DNA-HPV
Variaveis negativo positivo

39 (45,3%) 47 (54,7%) p-valor
Cor da pele
Preta 23 (59) 27 (57,4)
Branca 10 (25,6) 12 (25,5) 0,9
Indigena 6 (15,4) 8 (17)
Estado Civil
Com companheiro 24 (61,5) 19 (41,3)
Sem companheiro 15 (38,5) 27 (58,7) 0,06
Nuamero de parceiros
sexuais
>2 5(12,8) 12 (25.,5)
<2 34 (87,2) 35 (74,5) 0,1
Filhos
Sim 35(89,7) 43 (91,5) 0.7
Nao 4 (10,3) 4 (8,5) ’
Idade da 1° Relacao
Sexual

5(12,8) 5(10,6)

<12 anos 34 (872) 42 (89.4) 0,7
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= 12 anos

Contraceptivo

Hormonal

Sim 1(2,6) 1(2,1) 1.0
Nao 38 (97,4) 46 (97,9) ’

Dados analisados pelos testes Mann-Whitney, Teste-G, Qui-quadrado e Exato de Fisher.
a=0,05

Em relagdao a positividade do DNA-HPV nos diferentes sitios anatomicos
verificou-se que a presenca no sitio cervicovaginal foi de 65,9%, no canal anal 63,8% e
na mucosa oral 4,2%, sendo que 29,8% de mulheres apresentavam positividade para
DNA-HPV em canal cervico-vaginal e anal concomitantemente ¢ 2,12% com
positividade em canal cervicovaginal, anal e oral simultaneamente.

Na avaliagdo da carga viral e contagem de linfocitos verificou-se que a carga viral
<75 copias HIV/ml foi preponderante em ambos os grupos, sendo 90% no grupo DNA-
HPV negativo e 78,3% no grupo DNA-HPV positivo, com significAncia estatistica
(p<0,05) na comparacdo entre os grupos. Dados apresentados na Tabela 02.

Na contagem de linfocitos constatou-se que o linfocito TCD4 apresentou maior
valor de mediana no grupo DNA-HPV negativo (735,0; IC95% 601,75-888) quando
comparado ao DNA-HPV positivo (591,0; 1C95% 377,5-745,7), com significancia
estatistica (p<0,05). A contagem de TCDS8 apresentou-se maior no grupo DNA-HPV
negativo (812,0; 1C95% 727-910) quando comparado ao DNA-HPV positivo (676,0;
1C95% 414-895), com significancia estatistica (p<0,05). Por sua vez, a relagdo CD4/CD8
demonstrou maior valor de mediana no grupo DNA-HPV negativo (0,88-I1C95% 0,65-
1,26) quando comparado ao grupo DNA-HPV positivo (0,84-1C95% 0,51-1,16), porém

sem significancia estatistica (p>0,05). Dados apresentados na Tabela 02.

Tabela 02. Contagem de carga viral para HIV, de linfocitos TCD4 + ¢ TCD8+ de
mulheres soropositivas para HIV com e sem coinfeccdo por DNA-HPV, Sao Luis,
Maranhao, Brasil, 2021-2022.

DNA-HPYV negativo

DNA-HPYV positivo

Variaveis 30 (%) 46 (%) p-valor
Carga Viral

<75 copias/ml 27 (90%) 36 (78,3%) 0.005
> 75 copias/ml 3 (10%) 10 (21,7%) :
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DNA-HPYV negativo | DNA-HPV positivo
Variaveis Mediana (IC95%) Mediana (IC95%) p-valor
CD4 céls/mm3 735,0 (601,75-888) 591,0 (377,5-745,7) 0,02
CDS8 céls/mm3 812,0 (727-910) 676,0 (414-895) 0,02
CD4/CD8 0,88 (0,65-1,26) 0,84 (0,51-1,16) 0,6

Dados analisados pelos testes Mann-Whitney, Teste-G, Qui-quadrado e Exato de Fisher.

a=0,05

Ao se realizar a andlise dos parametros disponiveis, de carga viral e contagem de

linfécitos T das participantes soropositivas para HIV e com presenga de DNA-HPV em

um ou mais sitios anatomicos verificou-se que a carga viral <75 copias de HIV/ml foi

preponderante em ambos os grupos (84% DNA-HPV em um sitio anatomico e 81,8%

DNA-HPV em mais de um sitio anatdmico), sem significancia estatistica (p>0,05). A
contagem de TCD4 (654,50 versus 692,0 — p = 0,4), TCDS8 (833,0 versus 895,0 — p =
0,09) e a relagado CD4/CD8 (0,87 versus 1,71 — p = 0,1) também ndo apresentou

significancia estatistica entre os grupos DNA-HPV em um ou em mais sitios bioldgicos,

respectivamente. Dados apresentados na Tabela 03.

Tabela 03. Contagem carga viral para HIV, de linfécitos TCD4 + e TCD8+ de mulheres

soropositivas para HIV com coinfec¢ao por DNA-HPV, por sitio anatdmico, Sao Luis,
Maranhao, Brasil, 2021-2022.

DNA-HPYV positivo DNA-HPYV positivo em

Varidveis em um sitio anatomico mais sitios anatomicos _valor
(25) (11) P

Carga Viral
<75 copias/ml 21 (84%) 9 (81,8%) 0.8
> 75 copias/ml 4 (16%) 2 (18,2%) ’

DNA-HPYV positivo DNA-HPYV positivo em

em um sitio biologico | mais de um sitio biolégico
Variaveis Mediana (IC95%) Mediana (IC95%) p-valor
(N=34) (N=13)

CD4 céls/mm? 652,5 (415-844) 692,0 (283-1091) 0,4
CDS8 céls/mm? 833,0 (461-1286) 895,0 (615-1085) 0,09
CD4/CDS8 0,87 (0,49-1,78) 1,71 (0,89-18,00) 0,1

Dados analisados pelos testes Mann-Whitney, Teste-G, Qui-quadrado e Exato de Fisher.

0=0,05.
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Dentre as 47 amostras genotipadas verificou-se maior prevaléncia do DNA-HPV
do tipo 6 (34,0%), baixo risco oncogénico, seguido pelos tipos de alto risco 59 (17,0%) e
16 (14,9%).

A classificagdo da genotipagem quanto ao risco oncogénico demonstrou que
59,57% eram de baixo risco. Dentre os HPVs de baixo risco, o mais predominante foi o
tipo 6 (72,7%), seguido do 70 (10,71%) e 83 (10,71%). Por sua vez, o HPV de alto risco
prevaleceu o tipo 59 (38,1%) seguido por 16 (33,3%). O sitio anatdmico com maior
prevaléncia de HPV de alto risco foi cervical, com 50%.

Os gendtipos de HPV encontrados no sitio cervical foram 16, 51, 59 (HPV de alto
risco) e 6, 54, 70, 72, 81 e 83 (HPV de baixo risco) e o HPV 66 de risco intermedidrio;
no sitio anal os genotipos encontrados foram 18, 45, 59 (HPV de alto risco) e 6, 62,70
(HPV de baixo risco) e o 66 de risco intermedidrio e finalmente no sitio oral o HPV 6 de
baixo risco e o HPV 16 de alto risco. O HPV 6 foi encontrado concomitantemente nos
sitios anal, cervical e oral; o HPV 16 foi encontrado nos sitios cervical e oral ao mesmo
tempo; e 0 HPV 66 e 70 foram encontrados simultaneamente nos sitios Anal e cervical.
Na Tabela 04 estdo evidenciados os HPVs de alto e baixo risco oncogénico, de acordo

com o sitio anatomico.

Tabela 04: Distribuicdo dos gendtipos de HPV de alto e baixo risco oncogénico, de
acordo com o sitio anatdmico, de mulheres soropositivas para HIV, Sdo Luis, MA, Brasil,
2021-2022.

Variaveis Total de
DNA-HPYV alto DNA-HPYV de baixo Amostras
risco oncogénico risco oncogénico Genotipadas
Cervical 10 (45,5%) 11 (50%) 22 (100%)*
Anal 10 (43,5%) 12 (52,2%) 23 (100%)**
Oral 1 (50%) 1 (50%) 02 (100%)

*01 mulher com HPV de risco intermediério (HPV 66); **01 mulher possui HPV de risco
intermediario (HPV66).

Ainda sobre a classificagdo de risco oncogénico foi possivel observar que
amostras cervicovaginal de 06 participantes (12,7%) apresentaram multiplos tipos de

HPV, sendo que apenas 1 mulher nao tinha o tipo de alto risco (Tabela 05).
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Tabela 05: Distribuicdo dos multiplos gendtipos de HPV em amostras cervicovaginal, de
mulheres soropositivas para HIV, Sao Luis, MA, Brasil, 2021-2022.

Amostras cérvico-

vaginal Tipo de HPY alto risco Tipo de HPV (le baixo
oncogénico risco oncogénico
01 51 54
02 16, 51 81
03 59 6
04 59 6
05 59 6
06 - 6,51,72

Os parametros disponiveis, de carga viral e contagem de linfocitos T das
participantes soropositivas para HIV e com presenca de DNA-HPV genotipadas foram
avaliados de acordo com o tipo de HPV (alto e baixo risco oncogénico). O grupo
soropositivo para HIV com DNA-HPV de baixo risco oncogénico (DNA-HPV de baixo
risco) apresentou 70,6% das participantes com carga viral < 75 copias de HIV/ml e a
carga viral no grupo DNA-HPV de alto risco < 75 copias de HIV/ml esteve presente em
94,7% das participantes, demonstrando significancia estatistica (p<0,05) na comparagao
entre ambos 0s grupos.

No que concerne a contagem de linfocitos TCD4, o grupo DNA-HPV de baixo
risco demonstrou maior valor de mediana (627; 1C95% 474-853) quando comparado ao
grupo DNA-HPV alto risco (576; IC95% 151-775), porém sem significancia estatistica
(p>0,05). Da mesma forma, a contagem de linfocitos CD8 também apresentou maior
valor de mediana no grupo DNA-HPV de baixo risco (715; 1C95% 439-744) quando
comparado ao grupo DNA-HPV alto risco (615; 1C95% 388-914), contudo sem
significancia estatistica (p>0,05). A relagdo CD4/CD8 evidenciou maior valor do grupo
DNA-HPV de alto risco (1,0; 1C95% 1,0-1,0), porém sem significancia estatistica
(p>0,05). Dados apresentados na Tabela 06.
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Tabela 6: Contagem carga viral para HIV, de linfocitos TCD4 + ¢ TCD8+ de mulheres
soropositivas para HIV com coinfeccdo por DNA-HPV, distribuido por tipo de risco
oncogénico, Sao Luis, Maranhao, Brasil, 2021-2022.

Variaveis HIV + HPV baixo HIV + HPV alto p valor
risco risco

Carga Viral
<75 copias/ml 12 (70,6%) 18 (94,7%) 0,04
= 75 copias/mi 5 (29,4%) 1(5,3%)

HIV + HPYV baixo HIV + HPV alto
Variaveis risco risco p-valor
CD4 céls/mm? 627 (474-853) 576 (151-775) 0,2
CDS8 céls/mm? 715 (439-744) 615 (388-914) 0,9
Relacao
CD4/CD8 0,81 (0,28-1,10) 1,0 (1,0-1,0) 0,09

Dados analisados pelos testes Mann-Whitney, Teste-G, Qui-quadrado e Exato de Fisher.
0=0,05

DISCUSSAO

No Brasil, a epidemiologia de HPV, segundo Miranda e cols. (2017)!° em um
estudo multicéntrico, verificaram que dentre 802 mulheres HIV soropositivas, 28,4%
apresentaram infec¢do por HPV. Frequéncia menor que a observada no presente estudo,
pois mais da metade das participantes (54,7%) apresentaram DNA-HPV positivo,
resultados proximos aos dados de genotipagem do HPV em 213 mulheres HIV
soropositivas de Mbeya (Tanzania), das quais 57% tinham coinfec¢io pelo HPV.?* Outros
estudos como os de Teixeira e cols. (2018)'* e de Monteiro e cols. (2021)"° também
encontraram elevada prevaléncia de HPV em mulheres HIV soropositivas, sendo 31,1%
(Amazonas, Brasil) e 63% (Par4, Brasil), respectivamente. Na revisdo de Bogale (2020)'®
houve uma prevaléncia de 63% de infeccdo por HPV, ainda, na revisdo sistematica e
meta-analise de Verrier e cols. (2020)” a prevaléncia de HPV foi de 42,6 %, enquanto ha
relatos que no Brasil, a prevaléncia de HPV geral foi de 53,6%, sendo que 35,2%
apresentaram pelo menos um HPV de alto risco e 18,4% para outros tipos de HPV.!’

Os dados deste estudo apresentaram maior prevaléncia de HPV cervical em

relagdo a infeccdo nos sitios oral e anal. O sitio oral foi o que demonstrou menor
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prevaléncia, podendo ser explicado pela hostilidade da cavidade oral em estabelecer
agentes infecciosos devido a mecanismo de digestdo. '8 Porém, no estudo de Suehiro e
cols. (2020)'®, somente com pacientes do sexo feminino, verificou que a taxa de infec¢io
oral por HPV em mulheres soropositivas para HIV foi de 14,8%, sendo superior a de
mulheres soronegativas (9,4%), além disso, nesse mesmo estudo, 41% das pacientes
soropositivas apresentaram HPV positivos nos sitios cervical e oral. Destaca-se que
multiplas infec¢des por HPV sdo detectadas no mesmo individuo em diferentes areas
anatomicas, podendo ser explicado pela disseminacao heterogénea dos tipos virais em
todos os tipos de células e sua distribuicio em padrdes irregulares '° o que pode explicar
os resultados aqui apresentados, que se encontrou DNA-HPV positivo em mais sitios
anatomicos.

Neste trabalho também foi visto que a carga viral de pacientes com coinfec¢ao
para HPV/HIV foi predominantemente menor que 75 copias, sendo que em 10% no grupo
DNA-HPV negativo e 21,7% no grupo DNA-HPYV positivo apresentaram carga viral> 75
copias/ml, com significancia estatistica (p<0,05) na comparacao entre os grupos. Este
resultado torna-se relevante, pois, foi encontrada uma associag@o entre a carga viral do
HIV e a ocorréncia de lesdes cervicais, demonstrando que a carga viral pode aumentar
significativamente o risco de desenvolvimento de lesdes cervicais?’. Desse modo, a carga
viral favorece a infec¢ao persistente por HPV, além de possibilitar a recorréncia da lesao
cervical. 2022

No presente estudo, como todas as participantes estavam sob tratamento de
antirretroviral e eram acompanhadas por profissionais de saude nos centros
especializados, obteve-se a mediana da contagem de células TCD4+ mais elevada que o
padrao para o inicio da terapia antirretroviral (ART) que € entre <350 a <500 células por
L2

Por outro lado, observou-se um declinio moderado na frequéncia mediana das
células TCD4+ em mulheres HIV soropositivas com coinfec¢ao por HPV em comparagao
com as sem coinfec¢io®*, com significancia estatistica (p<0,05). Assim, ratificando que
as mulheres HIV soropositivas, sobretudo aquelas com contagens baixas de células
TCD4+ (< 200 células/mm?), possuem maior risco de infecgdo e persisténcia do HPV,
quando comparadas com mulheres HIV soronegativas.>

Ademais, Grinsztejn e cols. (2009)>* demonstraram que a contagem de TCD4+
<100 células/uL foi relacionado a presenga de infec¢ao cervical por HPV em mulheres

soropositivas para HIV, sugerindo que a contagem baixa de TCD4 pode ser considerada
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um fator de risco para a infec¢iio de HPV de alto risco, como o do tipo 16.%° Paralelamente,
a contagem de TCD4 + maior que 500/uL foi indicada como um fator protetor contra o
desenvolvimento de lesdes cervicais.?®

A infeccao por HIV induz a perda sistémica de células TCD4+ aumentando as
chances de desenvolvimento de infec¢des oportunistas como o HPV. Dessa forma, a baixa
contagem de TCD4+ em mulheres com coinfeccdo para HIV e HPV ¢ devido a
imunossupressao do HIV e ndo do HPV, podendo a baixa contagem de TCD4+ estar
associada a uma disfuncao imunoldgica, e, assim, aumentando o risco de infec¢ao por
HPV.

As participantes HPV negativas e as portadoras de HPV baixo risco apresentaram
maior contagem de células TCD8+. Tal resultado pode encontrar explica¢do na correlagao
entre a célula TCD8+ com o declinio inicial da replicagdo viral, visto que sem a presenca
de células do tipo TCD8+, o HIV pode se replicar de forma desordenada.?’

No presente estudo, as células TCD8+ também foram associadas com a infecgao
por HPV, ou seja, mulheres com coinfec¢do para HIV e HPV apresentaram menor
contagem de células T CD8 +. O estudo de Mondatore e cols. (2022)*® corrobora com os
dados aqui apresentados, uma vez que encontraram relagdo entre a reducdo de células
TCD8 + em mulheres soropositivas para HIV e as lesdes cervicais. As células TCD8+
possuem uma alta capacidade citotdxica e sdo associadas ao controle da replicacao viral
e a uma progressdo retarda do HIV, sua deple¢do pode contribuir para uma maior
probabilidade de infec¢do por HPV bem como para a persisténcia da infecgdo.?

A relagdo CD4/CD8 em mulheres HIV soropositivas ¢ refletida na mucosa
cervical, podendo a destruicao progressiva das células TCD4+ e a perda de imunidade
mediada por cé€lulas na populacao HIV soropositivas comprometer a resposta a infec¢ao
pelo HPV e potencialmente atuar no aceleramento do processo neoplasico.

Pode-se citar como pontos fortes do presente estudo, o emprego de técnicas de
sequenciamento para determinagdo do tipo de HPV em amostras biologicas avaliados em
diferentes sitios anatdmicos, nao somente no cervical, da mesma participante da pesquisa.
Adicionalmente, foram obtidos dados da carga viral e contagem de células T CD4 e CDS,
que permitiu fazer diversas analises, mesmo com limitagdes no nimero de participantes
(86) e a selecao desta amostra ter sido por conveniéncia; importante ressaltar que o
numero de amostras coletadas foi de 258, visto que cada participante contribuiu com
material cervical, anal e oral, o que possibilitou um incremento na quantidade das

amostras analisadas.
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Outro achado importante neste trabalho foi a alta prevaléncia de infeccao pelo tipo
de HPV 59 de alto risco, pouco relatado na literatura, com frequéncia similar ao HPV 16.
Reitera-se que o gendtipo do HPV, ¢ importante para a epidemiologia e implementagao
do programa correto de vacinagio contra o HPV. 3! Atualmente, no Brasil, as duas vacinas
disponiveis somente possuem cobertura para os tipos 6,11, 16 e 18, logo, a alta
prevaléncia de HPV 59 neste estudo pode corroborar para perspectivas futuras de
ampliagdo da cobertura vacinal, principalmente quando se referir a pacientes
soropositivos, justificando-se a importancia de serem realizados estudos de genotipagem

do virus antes da implementacio de programas de imunizagdo contra o HPV 3!

CONCLUSAO

Este estudo detectou que a presenga do HPV ¢ comum nas mulheres soropositivas
para o virus da imunodeficiéncia humana, ratificando que mulheres HIV soropositivas
possuem maior risco de infeccdo e persisténcia do papilomavirus humano. E mostra a
importancia da realizacdo do rastreamento do HPV através do teste de diagnostico
molecular destacando importante achado do genotipo HPV 59 de alto risco na populacdo

desse Estado.
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5 CONCLUSAO DA DISSERTACAO

Neste estudo foi possivel verificar elevada prevaléncia de infeccdo por HPV em
mulheres soropositivas para HIV no sitio cervical e anal. Os geno6tipos HPV6 (baixo
risco), bem como HPV59 e HPV16 (alto risco) foram mais prevalentes na populacao de
estudo. Além disso, observou-se que a carga viral em pacientes com coinfec¢ao para HPV
e HIV foi inferior a 75 copias/ml e ndo houve diferenga na contagem de linfocitos CD4,
CDS8 e na relagao CD4/CDS entre os grupos.
Estes dados podem fornecer valiosas informagdes acerca da coinfec¢ao HIV-HPV no
estado do Maranhao, onde programas relacionados a prevengao ¢ manejo da infec¢ao por
HPV em mulheres soropositivas para HIV ainda sdo escassos. Portanto, a detec¢do
precoce da infec¢do pelo HPV ¢ essencial para que medidas terapéuticas mais eficazes
sejam realizadas a fim de direcionar estratégias de prevengdo, criagdo e implementacao

de novas politicas de rastreio para o monitoramento desta populacao de risco.
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APENDICE A — QUESTIONARIO

I-DADOS DE IDENTIFICACAO SOCIO DEMOGRAFICOS

Data: Iniciais: Numero do prontuério:
Q1.Bairro/Municipio de Residéncia:

Q2.Naturalidade: Q3.Data de nascimento:
Q4.1dade? | | |anos Q5.Escolaridade (em anos):
Q6.0pgao sexual:

1. Heterossexual 2. Homossexual

Q7.Qual ¢ sua situacdo conjugal?

1. Solteira 2. Casada 3. Divorciada 4.Viava 5. Separada
QS8.Profissao:

Q9.Renda familiar?

1. Até 1 salario minimo 2. De 1 a 3 Saléarios Minimos

3. De 3,1 a 5 Salarios Minimos 4. Mais de 5 Salarios Minimos

Q10.Numero de pessoas que moram em sua residéncia?

[I-QUANTO AO USO DE DROGAS

QI1. Vocé fuma? 1. Sim 2. Nao

QI12A- Quantos cigarros?

1.Irregularmente, de tempo em tempo 2. Menos de 5 cigarros por dia
3.De 5 a 20 cigarros por dia 4.Mais de 20 cigarros por dia
Q12B-Se ndo, vocé ja fumou?

1.Sim, 1 ou 2 vezes 2. Sim, regularmente 3. Nao, nunca

Q13.Vocé bebe?

1. sim 2. Nao

Q14. Com que frequéncia?

1.Irregularmente, de tempo em tempo 2. Uma vez por dia
3.Uma vez por semana 4.Uma vez por mes.
Q15. Durante a semana que passou vocé bebeu alguma bebida alcodlica?

1.Nao 2. Uma vez 3.Varias vezes 4. Ficou bébada

Q16.Voceé utiliza algum medicamento do tipo?

1.Para ansiedade e stress 2.Antidepressivos 3. Nao
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Q17.Se sim, qual?

Q18.Voce ja utilizou algum outro tipo de droga?

1.Nao 2.Cola, éter 3. Cocaina 4.Crack  5.Remédios 6.0utras
Q19.Vocé ja utilizou droga injetavel?

1.Sim 2. Nao

I1I- QUANTO A INFORMACAO CONTRACEPTIVA

Q20.Voce utiliza algum método contraceptivo (anticoncepcional)?

1.Sim 2. Nao

Q21.Qual método contraceptivo?

1. Pilula 2.Preservativo 3.DIU 4. Muco cervical/billing
5. Temperatura 6.Tabela 7.Diafragma 8. Pilula do dia seguinte
9.Preservativo feminino

Q22.Vocé e seu parceiro(a) utilizam preservativos?

1.Sim 2. Nao

Q23.Se sim, com que frequéncia vocés fazem uso do preservativo?

1. sempre 2. As vezes 3. Raramente 4. Nunca

IV- QUANTO A HISTORIA SEXUAL E REPRODUTIVA

Q24. Possui vida sexual ativa?

1. Sim 2. Nao
Q24. Qual era sua idade quando vocé teve a primeira relagdo sexual? | | | anos
Q25. Qual era a idade do seu parceiro/a? | | |anos

Q26. Voceé tem ou ja teve relagdo sexual anal?

1.Sim 2. Nao 3. Nao respondeu

Q27. Vocé ja fez ou faz relagdo sexual oral?

Q28.Voce ja teve relagao sexual com individuo do mesmo sexo?

1.Sim 2. Nao 3. Nao respondeu

Q29. Em média, quantas relagdes vocé tem (ou tinha) por semana? | | | |
Q30.Quantos parceiros sexuais masculinos voce ja teve navida? | | | |
Q31.Quantos parceiros sexuais masculinos vocé teve nos ultimos 12 meses? | | | |
Q32.J4 lhe aconteceu de ser forgada a ter relagdo sexual contra sua vontade?
1.Sim 2. Nao 3. Nao respondeu

Q33.Se sim para Q32, com que idade? | | | |

Q34. Isso se repetiu?

1.Sim 2. Nao 3. Nao respondeu
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Q35. Se sim, quantas vezes? | | | |

Q36.Quem foi a pessoa?

1.Alguém de sua familia, um adulto 2. Alguém de sua familia, um jovem

3.Um conhecido 4. Um desconhecido 5. Varias pessoas.

Q37. Vocé ja engravidou?

1.Nunca 2.Uma vez 3.Virias vezes 4. Nao se aplica
Q38. Se sim, qual era sua idade na primeira gravidez? | | | anos
Q39. Numero: Filhos () Abortos espontaneos () Abortos provocados ()

Q40.Voce esta gravida?
1. Sim 2. Nao 3.Nao se aplica

V-SAUDE, DST E AIDS

Q41.Qual foi a Gltima vez que voce fez exame ginecoldgico (preventivo)? || |meses
Q42.Voce sabe dizer se vocé ja teve alguma doenga transmitida sexualmente?

1. Sim 2. Nao
Q43.Se sim para Q42, qual?

Q44.Como vocé descobriu essa doenca/infec¢ao?

1.Seu parceiro lhe disse que estava infectado

2.Voce apresentou sintomas que a levaram procurar um servico de saude

3.Durante uma consulta de rotina ou por outro motivo

Q45.Na ocasido dessa doenga vocé procurou?

1.Ninguém 2. Um médico/ Unidade do PSF 3. Uma farmécia
4. Servigo de DST

Q46.Voce avisou a seu parceiro que vocé€ tinha uma DST?

1.Sim 2. Nao

Q47.Apds o diagnostico da DST vocé utilizou mais frequentemente o preservativo?
1.Sim 2. Nao

Q48. Apos o diagnodstico da DST vocé reduziu sua atividade sexual? 1. Sim 2. Nao

Q49.Vocé saberia dizer se seu parceiro:

1.Tem outras parceiras 2. Usa drogas 3.Ja esteve preso

4. Histéria de IST 5. E HIV positivo

Q50.Em que momento vocé fez o teste anti-HIV?

1. Por iniciativa propria 2. Durante uma hospitalizacdo 3. Durante o pré-natal
4.Durante atendimento em clinica DST 5.Em outras circunstancias

Q51. Vocé tem algum dos seguintes sintomas?
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1.Dor pélvica 2.Sangramentos genitais frequentes 3. Coceiras
4.Corrimentos 5.Adenopatia inguinal (inguas na virilha) 6.Ardéncia ao urinar

7.Ferida genital 8.Verruga 9.0utras:
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ANEXO A

ANEXO A - NORMAS DA REVISTA

Jornal de Microbiologia, Imunologia e

Infeccdo
Guide for Authors

Aims and scope

Journal of Microbiology, Immunology and Infection, launched in 1968, is the official bi-
monthly publication of the Taiwan Society of Microbiology, the Chinese Society of
Immunology, the Infectious Diseases Society of Taiwan and the Taiwan Society of

Parasitology.

The journal is an open access journal, committed to disseminating information on the
latest trends and advances in microbiology, immunology, infectious diseases and
parasitology. Articles on clinical or laboratory investigations of relevance to
microbiology, immunology, infectious diseases, parasitology and other related fields that
are of interest to the medical profession are eligible for consideration. Article types
considered include perspectives, review articles, original articles, short communication

and correspondence.

The Editorial Board of the Journal comprises a dedicated team of local and international
experts in the field of microbiology, immunology, infectious diseases and parasitology.
All members of the Editorial Board actively guide and set the direction of the journal.

With the aim of promoting effective and accurate scientific information, an expert panel
of referees constitutes the backbone of the peer-review process in evaluating the quality

and content of manuscripts submitted for publication.

JMII is open access and indexed in SCIE, PubMed, MEDLINE, EMBASE, Scopus, AIDS
& Cancer Research, CABI, BIOSIS Previews, Biological Abstracts, EBSCOhost, and
Cancer Lit, Reactions Weekly (online), Chemical Abstracts, Health STAR, Global
Health, and ProQuest.
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The Editorial Board requires authors to be in compliance with the Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (URMs); current URMs are available

at http://www.icmje.org.

Types of article

1. Perspectives

These are comments on recent news or groundbreaking work and should provide a short
review of the current state of research and explain the importance of the new findings.
Perspectives on papers previously published in the JMII should add a different viewpoint
to the research and should not merely be a repetitive summary of the original paper.
Although many of the Perspectives published in the Journal are normally invited,
unsolicited Perspectives are welcome and will be given due consideration. As these are
meant to express a personal commentary, with rare exceptions, Perspectives should have

no more than 3 authors.

Format guide:
. Word limit: 1000 words (excluding the abstract and references).
. References: 10 or less.

. Tables/Figures: 1 table or figure.

2. Review Articles

These should aim to provide the reader with a balanced overview of an important and
topical subject in the field, and should be systematic and critical assessments of literature
and data sources. They should cover aspects of a topic in which scientific consensus exists
as well as aspects that remain controversial and are the subject of ongoing scientific
research. All articles and data sources reviewed should include information about the
specific type of study or analysis, population, intervention, exposure, and tests or
outcomes. All articles or data sources should be selected systematically for inclusion in
the review and critically evaluated. We welcome viewpoints that present the opinions of

the authors rather than new experimental data or literature reviews.
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Format guide:

. Word limit: 3500 words (excluding the abstract and references).

. References: 50 or less.

. Abstract: Up to 250 words, unstructured.

. Tables/Figures: Data in the text should not be repeated extensively in tables or
figures.

3. Original Articles

These articles typically include randomized trials, intervention studies, studies of
screening and diagnostic tests, laboratory and animal studies, cohort studies, cost-
effectiveness analyses, case-control studies, and surveys with high response rates, which
represent new and significant contributions to the field.

Section headings should be Abstract, Introduction, Methods, Results, Discussion,
Conlflicts of Interest Statement (if any), Acknowledgments (if any) and References. The
Introduction should provide a brief background to the subject of the paper, explain the
importance of the study, and state a precise study question or purpose.

The Methods section should describe the study design and methods (including the study
setting and dates, patients/participants with inclusion and exclusion criteria, or data
sources and how these were selected for the study, patient samples or animal specimens
used, explain the laboratory methods followed), and state the statistical procedures
employed in the research.

The Results section should comprise the study results presented in a logical sequence,
supplemented by tables and/or figures. Take care that the text does not repeat data that
presented in tables and/or figures. Only emphasize and summarize the essential features
of any interventions, the main outcome measures, and the main results.

The Discussion section should use to emphasize the new and important aspects of the
study, placing the results in context with published literature, the implications of the

findings, and the conclusions that follow from the study results.
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Format guide:

Word limit: 3000 words (excluding the abstract and references).
References: 40 or less.
Abstract: Up to 250 words, structured.

Tables/Figures: Data in the text should not repeated extensively in tables or

figures.

4.

Short Communications

Short Communications should present unusual aspects of common problems or novel

perspectives upon, or solutions to, clinically relevant issues.

Format guide:

5.

Word limit: 1500 words (excluding the abstract and references).
References: 10 or less.
Abstract: Up to 50 words, unstructured format

Tables/Figures: 1 table and figure.

Correspondence

Correspondences include letter to Editor, and comments that respond to a recently

published article in JMII or address an issue of interest to JMII readers. Replies will

published in the same issue as the letter, and invited at the discretion of the Editor.

Format guide:

Word limit: 500 words.
Tables/Figures: 1 figure or table.
References: 5 or less.

No subheadings.

Begin with 'Dear Editor".
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Editorial Office

Journal of Microbiology, Immunology and Infection

Department of Laboratory Medicine, National Taiwan University Hospital No. 7,
Zhongshan S. Road, Zhongzheng District

Taipei City 100, Taiwan (R.O.C.) Tel: 886-2-23123456 ext 65396

Fax: 886-2-23955072

E-mail: jmiieditorialoffice@gmail.com

Basic Criteria

Articles should be written in English (using American English spelling) and meet the
following basic criteria: the material is original, the information is important, the writing
is clear and concise, the study methods are appropriate, the data are valid, and the
conclusions are reasonable and supported by the data.

Manuscript Submission Online submission

Authors may submit manuscripts to EES at http://ees.elsevier.com/jmii/.

If assistance needed, the Editorial Office can contacted for any help necessary.

Important Information

. The corresponding author will notified by the editorial office when the manuscript
is accepted and sent to the Publisher. The corresponding author will receive a PDF proof
by e-mail from the Publisher within the next 2 months. JMII reserves the right to rescind
our provisional decision of acceptance if no response received from the author by the
date given by the Publisher.

. Articles submitted should be in Microsoft Word document format and prepared in
the simplest form possible. We will add in the correct font, font size, margins and so on
according to the journal's style.

. You may use automatic page numbering, but do NOT use other kinds of automatic
formatting such as footnotes, endnotes, headers and footers.

. Put text, references, and table/figure legends in one file.
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. Figures must submitted as separate picture files, at the correct resolution of a
minimum of 600 dpi. The files should name according to the figure number and format,

e.g. "Figl.tif", "Fig2.jpg".

Please ensure that the following documents are included (refer also to the checklist that
follows these author instructions):

(1) A cover letter. It must include your name, address, telephone and fax numbers,
and e-mail address (both of the first author and corresponding author), and state that the
manuscript has never been submitted, in whole or in part, to other journals. Your signature
and those of ALL your coauthors must be included.

(2)  Anauthorship and conflicts of interest statement. Each author's contribution to the
manuscript should listed. Any and all potential and actual conflicts of interest should also
listed (see relevant section below for more information). Please use the JMII Authorship
and Conflicts of Interest Statement form that follows these author instructions. The
corresponding author must sign on behalf of all the listed authors in the manuscript.

3) A copyright transfer agreement. In the event that your manuscript accepted for
publication in the JMII, you are required to transfer all copyright ownership in and
relating to the work to the Taiwan Society of Microbiology. Please use the JIMII Copyright
Transfer Agreement form that follows these author instructions. The corresponding
author must sign on behalf of all the listed authors in the manuscript.

4) An ethics statement. A letter of approval must accompany articles covering the
use of human or animal samples in research, or human or animal experiments from the
relevant review committee or authorities (see relevant section below).

(5) Articles where human subjects can identified in descriptions, a signed statement
of informed consent to publish (in print and online) the descriptions, photographs, must
accompany photographs or pedigrees and pedigrees from each subject who can be
identified (see relevant section below).

(6) Copyright permission. If you have reproduced or adapted material from other
copyrighted sources, the letter(s) of permission from the copyright holder(s) to reproduce
or adapt the copyrighted sources must supplied. Otherwise, such material must remove

from your manuscript.
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Ethics in publishing

Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for

journal publication.

Studies in humans and animals

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work
described has carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical
Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans. The manuscript
should be in line with the Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing and
Publication of Scholarly Work in Medical Journals and aim for the inclusion of
representative human populations (sex, age and ethnicity) as per those recommendations.
The terms sex and gender should use correctly.

Authors should include a statement in the manuscript that informed consent obtained for
experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must always
observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should carried
out in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated
guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes
of Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023,
revised 1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such
guidelines followed. The sex of animals must be indicated, and where appropriate, the

influence (or association) of sex on the results of the study.

Disclosure of Conflicts of Interest

A conflict of interest occurs when an individual's objectivity potentially compromised by
a desire for financial gain, prominence, professional advancement or a successful
outcome. JMII Editors strive to ensure that what published in the Journal is as balanced,
objective and evidence-based as possible. Since it can be difficult to distinguish between
an actual conflict of interest and a perceived conflict of interest, the Journal requires

authors to disclose all and any potential conflicts of interest.
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Conflicts of interest may be financial or non-financial. Financial conflicts include
financial relationships such as honoraria; educational grants; participation in speakers
bureaus; membership, employment, consultancies, stock ownership, or other equity
interest; expert testimony or patent-licensing arrangements. Non-financial conflicts
include personal or professional relationships, affiliations, academic competition,

intellectual passion, knowledge or beliefs that might affect objectivity.

Please ensure that any conflicts of interest and sources of funding fully declared on page

2 of the JMII Authorship and Conflicts of Interest Statement form.

Declaration of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of
potential competing interests include employment, consultancies, stock ownership,
honoraria, paid expert testimony, patent applications/registrations, and grants or other
funding. Authors must disclose any interests in two places: 1. a summary declaration of
interest statement in the title page file (if double blind) or the manuscript file (if single-
blind). If there are no interests to declare then please state this: 'Declarations of interest:
none'. This summary statement will ultimately published if the article is accepted. 2.
Detailed disclosures as part of a separate Declaration of Interest form, which forms part
of the journal's official records. It is important for potential interests todeclared in both

places and that the information matches. More information.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not published previously
(except in the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information), that it is not under
consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and
tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and
that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any

other language, including electronically without the written consent of the copyright-
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holder. To verify originality, your article may be checked by the originality detection

service Crossref Similarity Check.

Use of inclusive language

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to
differences, and promotes equal opportunities. Articles should make no assumptions
about the beliefs or commitments of any reader, should contain nothing, which might
imply that one individual is superior to another on the grounds of race, sex, culture or any
other characteristic, and should use inclusive language throughout. Authors should ensure
that writing is free from bias, for instance by using 'he or she', 'his/her' instead of 'he' or
'his', and by making use of job titles that are free of stereotyping (e.g. 'chairperson’ instead

of 'chairman' and 'flight attendant' instead of 'stewardess').

Changes to authorship

Authors expected to consider carefully the list and order of authors before submitting
their manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original
submission. Any addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship
list should made only before the manuscript has been accepted and only if approved by
the journal Editor. To request such a change, the Editor must receive the following from
the corresponding author: (a) the reason for the change in author list and (b) written
confirmation (e-mail, letter) from all authors that they agree with the addition, removal
or rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation
from the author added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor
considers the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript
has already been published in an online issue, any requests approved by the Editor will

result in a corrigendum.

Reporting clinical trials

Randomized controlled trials should be presented according to the CONSORT guidelines.
At manuscript submission, authors must provide the CONSORT checklist accompanied
by a flow diagram that illustrates the progress of patients through the trial, including

recruitment, enrollment, randomization, withdrawal and completion, and a detailed
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description of the randomization procedure. The CONSORT checklist and template flow

diagram are available online.

Registration of clinical trials

Registration in a public trials registry is a condition for publication of clinical trials in this
journal in accordance with International Committee of Medical Journal Editors
recommendations. Trials must register at or before the onset of patient enrolment. The
clinical trial registration number should be included at the end of the abstract of the article.
A clinical trial is defined as any research study that prospectively assigns human
participants or groups of humans to one or more health-related interventions to evaluate
the effects of health outcomes. Health-related interventions include any intervention used
to modify a biomedical or health-related outcome (for example drugs, surgical
procedures, devices, behavioural treatments, dietary interventions, and process-of-care
changes). Health outcomes include any biomedical or health-related measures obtained
in patients or participants, including pharmacokinetic measures and adverse events.
Purely observational studies (those in which the assignment of the medical intervention

is not at the discretion of the investigator) will not require registration.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding
author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing

Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work.

More information.

The JMII is the official peer-reviewed publication of the Taiwan Society of Microbiology.
Manuscripts published in the JMII become the permanent property of the Taiwan Society
of Microbiology. All articles published in the Journal are protected by copyright, which
covers the exclusive rights to reproduce and distribute the article, as well as translation
rights. No JMII article, in part or whole, may be reproduced, stored in any retrieval

system, or transmitted in any form or by any means, electronic, mechanical, by
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photocopying, recording, or otherwise, without prior written permission from the Taiwan

Society of Microbiology.

Open Access

All articles will be available Open Access on ScienceDirect. Permitted (re)use is that
outlined by the Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY- NC-
ND) license, which states that for non-commercial purposes, others may distribute and
copy the article, and include in a collective work (such as an anthology), as long as they

credit the author(s) and provided they do not alter or modify the article.

This is an open access journal: all articles will be immediately and permanently free for
everyone to read and download. To provide open access, this journal has an open access
fee (also known as an article publishing charge APC) which needs to be paid by the
authors or on their behalf e.g. by their research funder or institution. Permitted third party

(re)use is defined by the following Creative Commons user licenses:

Elsevier supports responsible sharing

Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Open access

Please visit our Open Access page from the Journal Homepage for more information.
The open access fee for this journal is Original article - USD$1,000 for members, and
USD $1,350 for non-members; Short Communications - USD$800; Review articles -

USD$1,500; excluding taxes. Learn more about Elsevier's pricing policy.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-
career researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at
Researcher Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable guides
and resources to guide you through the process of writing for research and going through
peer review. Feel free to use these free resources to improve your submission and navigate

the publication process with ease.



54

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require
editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct
scientific English may wish to use the English Language Editing service available from

Elsevier's Author Services.

Submit your article

Please submit your article via http://ees.elsevier.com/jmii/.

Manuscript Preparation

Text should be typed double-spaced on one side of white A4 (297 x 210 mm) paper, with
outer margins of 2.5 cm. A manuscript should include a title page, abstract, text, conflicts
of interest statement (if any), acknowledgments (if any), references, and figures and tables
as appropriate. Each section of the manuscript should begin on a new page. Pages should

be numbered consecutively, beginning with the title page.

Title Page

The title page should contain the following information (in order, from the top to bottom
of the page):

. category of paper

. article title

. names (spelled out in full) of all authors*, and the institutions with which they are
affiliated

. running title not exceeding 50 characters

. corresponding author details (name, e-mail, mailing address, telephone and fax
numbers)

*The name of each author should be written with the family name last, e.g. Jing-Long
Huang. Authorship is restricted only to direct participants who have contributed

significantly to the work.
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Peer review

This journal operates a single blind review process. All contributions are typically sent to
a minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the
paper. The Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection

of articles. The Editor's decision is final. More information on types of peer review.

The Editorial and Peer Review Process

As a general rule, the receipt of a manuscript will be acknowledged within 2 weeks of
submission, and authors will be provided with a manuscript reference number for future
correspondence. If such an acknowledgment is not received in a reasonable period of

time, the author should contact the Editorial Office.

Manuscripts are reviewed by the Editorial Office to ensure that the submission contains
all parts. The Editorial Office will not accept a submission if the author has not supplied
all parts of the manuscript as outlined in this document.

Manuscripts are then forwarded to the Editor-in-Chief, who makes an initial assessment
of it. If the manuscript does not appear to be of sufficient merit or is not appropriate for
the Journal, then the manuscript will be rejected without review. Rejected manuscripts
will not be returned to authors unless requested.

Manuscripts that appear meritorious and appropriate for the Journal are reviewed by at
least two Editorial Board members or expert consultants assigned by the Editor-in- Chief.
Authors will usually be notified within 10 weeks of whether the submitted article is
accepted for publication, rejected, or subject to revision before acceptance. However, do

note that delays are sometimes unavoidable.

Article structure Main Text
The text for Original Articles should be organized in sections as follows: Introduction,
Methods, Results, and Discussion. Sections for Case Reports are: Introduction, Case

Report, and Discussion. Each section should begin on a new page.

Abbreviation
Where a term/definition will be continually referred to, it must be written in full when it

first appears in the text, followed by the subsequent abbreviation in parentheses.
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Thereafter, the abbreviation may be used. An abbreviation should not be first defined in
any section heading; if an abbreviation has previously been defined in the text, then the
abbreviation may be used in a subsequent section heading. Restrict the number of
abbreviations to those that are absolutely necessary and ensure consistency of

abbreviations throughout the article.

Numbers

Numbers that begin a sentence or those that are less than 10 should be spelled out using
letters. Centuries and decades should be spelled out, e.g., the Eighties or nineteenth
century . Laboratory parameters, time, temperature, length, area, mass, and volume

should be expressed using digits.

Units
Systéme International (SI) units must be used, with the exception of blood pressure values
which are to be reported in mmHg. Please use the metric system for the expression of

length, area, mass, and volume. Temperatures are to be given in degrees Celsius.

Names of Drugs, Devices and Other Products

Use the Recommended International Non-proprietary Name (rINN) for medicinal
substances, unless the specific trade name of a drug is directly relevant to the discussion.
Generic drug names should appear in lowercase letters in the text. If a specific proprietary
drug needs to be identified, the brand name may appear only once in the manuscript in

parentheses following the generic name the first time the drug is mentioned in the text.

For devices and other products, the specific brand or trade name, the manufacturer and
their location (city, state, country) should be provided the first time the device or product
1s mentioned in the text, for example, KIBM SPSS Statistics 21.0 was used (IBM Corp.,
Armonk, NY, USA). Thereafter, the generic term (if appropriate) should be used.

Gene nomenclature

Current standard international nomenclature for genes should be adhered to. For human
genes, use genetic notation and symbols approved by the HUGO Gene Nomenclature
Committee (http://www.genenames.org). You may also refer to the resources available

on PubMed at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/genes-expression. The Human
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Genome Variation Society has a useful site that provides guidance in naming mutations
at http://www.hgvs.org/mutnomen/index.html. In your manuscript, genes should be typed

in italic font and include the accession number.

Statistical Requirements

Statistical analysis is essential for all research papers except Case Reports. Use correct
nomenclature for statistical methods (e.g., two sample t test, not unpaired t test).
Descriptive statistics should follow the scales used in data description. Inferential
statistics are important for interpreting results and should be described in detail. All p
values should be presented to the third decimal place for accuracy. The smallest p value

that should be expressed is p > 0.99.

Personal communications and unpublished data

These sources cannot be included in the references list but may be described in the text.
The author(s) must give the full name and highest academic degree of the person, the date
of the communication, and indicate whether it was in oral or written (letter, fax, e- mail)
form. A signed statement of permission should be included from each person identified
as a source of information in a personal communication or as a source for unpublished

data.

Abstracts and Keywords

Abstracts should be no more than 250 words in length. Abstracts for Original Articles
should be structured, with the section headings: Background/Purpose(s), Methods,
Results, Conclusion. Abstracts for Case Reports are unstructured, but should include the
significance and purpose of the case presentation, the diagnostic methods of the case, the
key data, and brief comments and suggestions with regard to the case. For all article

categories, 3-5 relevant keywords should also be provided in alphabetical order.

Acknowledgments

After the Conflicts of Interest Statement and/or Funding/Support Statement, general
acknowledgments for consultations and statistical analyses should be listed concisely,
including the names of the individuals who were directly involved. Consent should be

obtained from those individuals before their names are listed in this section. Those



58

acknowledged should not include secretarial, clerical or technical staff whose

participation was limited to the performance of their normal duties.

All financial and material support for the research and work from internal or external
agencies, including commercial companies, should be clearly and completely identified.
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Figures

The number of figures should be restricted to the minimum necessary to support the
textual material. They should have an informative figure legend and be numbered in the
order of their citation in the text. All symbols and abbreviations should be defined in the
legend. Items requiring explanatory footnotes should follow the same style as that
described for tables.

Unless you have written permission from the patient (or, where applicable, the next of
kin), the personal details (such as their name and date of birth) of the patient must be
removed. If their face is shown, use a black bar to cover their eyes so that they cannot be
identified (for further information, see www.elsevier.com/patientphotographs).

All lettering should be done professionally and should be in proportion to the drawing,
graph or photograph. Photomicrographs must include an internal scale marker, and the

legend should state the type of specimen, original magnification and stain.

Figures must be submitted as separate picture files (ex. TIF, JPG, etc.) at the correct
resolution of a minimum of 600 dpi. The files should be named according to the figure

number and format, e.g., "Figl.tif ", "Fig2.jpg".

Tables

Tables should supplement, not duplicate, the text. They should have a concise table
heading, be self-explanatory, and numbered consecutively in the order of their citation in
the text. Information requiring explanatory footnotes should be denoted using
superscripted lowercase letters (a, b, c, etc.), with the footnotes arranged alphabetically
by the superscripts. Asterisks (*, **) are used only to indicate the probability level of tests
of significance. Abbreviations used in the table must be defined and placed after the
footnotes. If you include a block of data or table from another source, whether published

or unpublished, you must acknowledge the original source.
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clicking the following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/journal-of-microbiology-immunology-and-
infection
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Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your published
articles. Research data refers to the results of observations or experimentation that
validate research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also
encourages you to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods and
other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript
and reference list. Please refer to the "References" section for more information about
data citation. For more information on depositing, sharing and using research data and

other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your
article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link
articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying
data that gives them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of
your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020;
CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data
(including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and
methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During

the submission process, after uploading your manuscript, you will have the opportunity



62

to upload your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and

directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional
raw data into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes
your data. Data articles ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted,
indexed, given a DOI and publicly available to all upon publication. You are encouraged
to submit your article for Data in Brief as an additional item directly alongside the revised
version of your manuscript. If your research article is accepted, your data article will
automatically be transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed
and published in the open access data journal, Data in Brief. Please note an open access
fee of 600 USD is payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on

the Data in Brief website. Please use this template to write your Data in Brief.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data
is unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate
why during the submission process, for example by stating that the research data is
confidential. The statement will appear with your published article on ScienceDirect.

For more information, visit the Data Statement page.
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acceptance, the author will be asked to pay the Article Publishing Charge.

Preparation for Publication

Once a manuscript has been accepted for publication, the authors should submit the final

version of their manuscript through Elsevier's online submission system-EES.

Accepted manuscripts are copyedited according to the journal's style and the galley proofs
in the form of a PDF file are e-mailed by the Publisher to the corresponding author for
final approval. Authors are responsible for all statements made in their work, including

changes made by the copy editor.

Please note that the proof corrections are to be returned within 3 days of receipt of the
proof. A reminder letter will be sent on the 4th day. If the proof corrections are not

returned by the 5th day, then the article will be processed further without any notification.

Online proof correction

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us
with their proof corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-
mail with a link to our online proofing system, allowing annotation and correction of
proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to editing text, you
can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-
based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly
type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version.
All instructions for proofing will be given in the email we send to authors, including
alternative methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately.

Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and
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for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. It is
important to ensure that all corrections are sent back to us in one communication.

Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot

be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.
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ANEXO B
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: PREVALENCIA D03 TIPOS DE HPY E VARIANTES DE HPVIE ENCONTRADDS EM
ESPECIMES ORAIS, CERVICAIS, ANAIS, WVULVARES DE UMA PO FULA';‘.AC'
SOROPOSITIVA PARA HIV ATENDIDA EM UM HOSPITAL UNIVERSITARIO

Peaqulzador: MARIA JOSE AEIGAIL MEMNDES ARAULD

Araa Tematica: Genétlca Humana:
(Tralz-52 02 PESJUISa ervDlvends GEnslicd Humana Jue nioNeceEsta d2 analise
ética por parle da CONER;):

Verzdo: ©
CAAE: 70989617.4.0000 5085
Ingtitulgde Proponenis: Hosplial Universliano da Unlversidade Federal do MaranhaoHUWUFMA

Patrocinador Princlpal: FUNDACAD DE AMPARD A PESQUISA DO ESTADD DO MARAMHALD -
FaFPEMA

DaADOS DO PARECER

Himane do Parecer: 2.776.570

Apresantagio do Projaio-
Infredugdo: Cancer & um conjunba de dosngas que tem em comum o erescimento anarmial oo células

causada por varas aferagdes na expressdo genlca, provecando um desequillorio entre processos naturals
03 c2iula oM 3 repleagdo @ 3 MOore cRIWAr. O Cancer & uma guest3o oe salde poolica, pols esta anre as
principals causas de dbltos & nivel murdlal e & a segunda na Brasll, com tendéncla de cresdmenta nos
procimoe anos. (INCA, 2016 WHD, 2010). Intiganiements, cerca de um tergo dos pos de cancer poderia
BEr BWIt3I0. 06 UPds 02 CANCEr TOMSments SE50Ca00E 3 Infeeqdo pelo pROIoma VNS Hmans (HPW) vam
ganhando destague no cendrio cleniffica, pols alnda que existam ssiratéglas profliaiicas. a coberiwra vacinal
3nga & recente & 0e SENeCD IMME0T, 358 camo Inform et & demas estrateglas o2 pravengdo $30
poucs acessadas o que tem levado ao crescimentn das taxas de incldéncla destas neoplaslas, Inclusive nos
paleas desenvolvidos. (FERLAY et al. 2012)A taxa ghobal de Incligncla de cancer associado ao HPY tem
TCSBd SM 1Mo o2 0-3 3806 3 ©333 100.000 nabtanies para vuia, 01,5 para vagina, 0-3,7 para penis, 0,1-
2.8 em homens e 0-2,2 em mulhieras na reglio anal, 2 na regldo da orofaringe ¢ tonsllas 0,2-21,5 em
homens & [-2,8 em muheres. As taxas de detecgdo do gendtipo wiral nessas neopdaslas s4o de 2-23%, 64-
5%, 31-

Endersgn: Fus Bark o Ipany ne 27

Bl CERNTRO CEP: goosoTD
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35%9%, =80%, 33-T2%, respecilvamente. (SIULIANG et al, 200850 HPW & um vinus de ransmiksdo sexua
muiba comum em Indlviduos jovens & sexwaimante a3vos de ambos 06 5eX06. Embora a Infecpdo peko HPY
se/a muito frequernte, mas ranshona, regredindo espontaneameanta na maloria das vezes, a persisténcia da
Inf=codo, especiamente, de tipos virals d2 alto risco oncogénico, pode levar 30 desenvolvimento de lesles
[rECcUrsoras, Que 52 nao forem lgentifcadas e ratadas podam progredir para o CAncer, Nao somente no col
do Obero, mas tambsm na vagina, vuiva, anus, penls, orafaringe & boca. O que toma o vinus um dos
principals fatores de Msco parm o desanvolvimento das neoplasias nestes sMos (CENTURIONI & al., 2005).
Cautros fatores de nsco que particlpam @3 progressdo da lesdo para o cancer 25130 reladionados ao
hospadaln, como exposizao a owtas Infecpdes sexualmente Tansmiksshvals (I1IST), principalmanie peio HIV
(TROTTIER & FRAMCOD, 2008, FEDREZZ) et al., 2008; LiMa =t al., 2005) E sabldo que mulheres
somopasitivas para o vinus da iImunodefisiéneta humana [HIV), princlpalments agquelas com coniagens de
ca&luias COd mals bakess, P& malor prevaléncla de infecgdo por HEV em comparagao com muheres HIV
regathvas (LEVI et al., 2002; LIMA et al, 2014 e MADEDDU =t al, 2014). Além disso, 3 IMUNCESUIreEs30
causada pelo HIV aumentar 3 persistdncla de HPW 2 o risco de lesles e de cancar no codo do (beno e putros
glitlos, como o Anus & 3 mucasa oral (BEACHLER et al., 2012; HESSO0L et al., 2013; MCDOMALD et al.,
2014, PARK et al., 2014).05 tesles moleculares para detecgdo do HPY omaram-52 essensials na aplkacao
clinica favorecendo: (1) tiagem de mulheres com alteraglfies dinbdgicas de balko grau ou signifizado
Indetamninadio; (1] acompanhamenio de muhierss cOm resultados anormats na triagem porém negatives na
colposcoplaiopsia; (1) prognastico do resultado terapeutico apds o ratemento de Neoplasias IntEaepitelals
Cerdicals (NICS); (W) rasirelo primano com tesie para detecpdo de DNA do HPY, Isoladamente ou em
COPMBINACS0 COM Papanicolal, para detectar precursores do cancer oe oolo de ohero (CUZICK et al. 2003
iv) obter Informagdes sotve a persisténcla de certos Ipos de HPV [PANMIER-STOCKMAN et al., 2008); &
(v} Imvestigaches de pravalencla regional d2 gendtipos 02 HPY para avalar o Impacio giobal da vacinagdo
na futurs (SRUMNI et al, 2010). Essas metotologlas mpkeculares permitam 3 estraifcagio precoce oe
pacdentes am @ferentas caleqooas o8 risco para o desenvoliimento de lesles precursaras e cancar,
possibliiando que s2)am criados probocolos de manejo das paslemies, onde os primelrDs cas0s 52am
apllcados um maonioramenio para evitar a progressdo fumoral e no segundo, propor tratamentos
mals adequados (CENTURIONI et al., 2005). Conslderando gue o HPY & a 5T mals comum em odo

Esdaiets: i Badllo da legary 7 I27
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o munde, que 3 IMecglo persistents por HPY de il NSCO N0 ANUS CU COK 00 RErD POdE IEVaT 30 CAMiNoma
Invasha & gue as mulheras Infactadas peio HIV possuem um fsco 65.0 5,4 vezes malor de dasenvolversm o
cancer de colo d2 Otero @ 6,5 vezes malor para cancer anal do que &5 mulherss ndo Infectadas (FRISCH et
al., 2000; ZSAR et al., 2002), este estudo pretende caractertzar os Hpos de HPV presentes no colo do Olemo,
anus, wulva & muccea oral [apenas no grupe os orlangas), & descrever as varanies ginicas do HRVIE e o

Impacio desses achados na populagas sonoposiivas e
EOTONE]ETvas para Hiv.

Hipdiese: frata-s de um estuds descrithvo que achedia-se serampla @ assocdiagdo &a colnfecgdo de HPV em
pacienies soMposiieos para HIV.

Metodoiogla PropostaTratz-s2 de um obssrvacional, transversal e retrospective com anslise do tipo c3s0
confrole reallzado em espdcimes de escovado cervical, vulvar, anal e oral ootidas das populagdes
sOroposiivas @ sornegalivas para HIV, atendidas em um Centro de Referdncla de Sdo Luls, MA, no
periodo de janein ge 2010 a dezemion de 2016 Aspectos Elicos. A colela das amasiras bioiogleas & dos
dackos Ger Iniclada Spenas aphs a aprovacdo do projeto & & asshaurs do Tenmao de Consentimenin Livie
esciaresdo — TCLE com tooos 05 paclentss @ responsavels para paclentes com Made ababo de 13 ancs que
concordaram em participar da pesquisa, em consonancia com ogue disple a Resolugad 456012 do SHIIMS.
Sendp @ amosira de mulherss adolescentes e adulias admidas mo estudo serdo submeldas a um
questionano clinko-epidemioltgico padronizade coleta de sangue pedférico & coleta dos sltas 3 serem
estdados. A5 amostras serdo coletadas & partr de comddtes & participagdo - quatno grupos amostrals da
populagda maranhense, levando em conskderagas o atendimento no Hospltal Unhversitario. & grupo A
composto por mulheres n3o gravidas soroposlivas e soronegativas para HIV. O gnipo B mulherss gravidas
soroposiiivas e soronegativas para o HIV. © grupo ©o adolescenies ndo gravidas soroposltivas e
EOMONE]ETvas para HIV. O grupo D com criangas oe 0 @ 5 anos de ldade soropositivas & somnegatvas para
HIV atendidas pelo SAE. A amosira desle esudo serd determinada apes o levaniamenio dos casos oom base
nos grupos avalades. Para tento, estima-se um otal o2 300 partcipantes esiudados, visto que 3 media
anual de atendmentos & Igual a 70 padentss. Processamants da Amosta: 1. Analse ciologles por Bminas

retrospecivas do amuihva do hospital. 2. Exiracan de OMA por Kit 3. Ampificagdo & Purificagdo do

Esclaiads: Riua Barllo da Regaery n® 237
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DNA. 4. Detarminaglo Genctiplca - Todos 06 espécimes poslivos para HPV serfio submetidos 3 técnica de
RLE para detenminac3o o genddipo wiral. RFLP & sequanciamento génico serdo reallzados para of Cas0E &m
que o fipo ndo fol evidenclado por RLE. 5. Delerminacdo das Vanantes - todas 35 amosiras dentificadas coma
HP'%1E6 serdo supmaidas 3 uma reacso de PCR com Inlisladores para 3 regldo LCR @0 HPY1E que amplifica
UM fragmesTio COMmUM 35 varanies. Para identificar as ateragles ruclectidicas especiicas de cada varante,
sera realizada a técnica de sequenciamento de Sanger, conforme previamente 0Sscio. AS S2QUANGEas
oofidas serdo ediadas uilizando-ee software Sioedl softwans w7 2.5 (HALL, 1999), @ ent3a dlnhadas com as
sequancias referéncla de HPV1G para cada subiinhagem (BURK et al, 2013) ullizando o programa Seaview
w4 5.4, A construgdo da anvore fllogenstica de

todas as sequénclas alnhadas, pelo méfndo de Nelghbor4oining, se2ra reallzada pelo software MEGA 6.0
(TAMURA &t al., 2013).

Critério de Inclusdo: Gnupo A0 Serdo Incluldas na pesquisa todas as voluntdrias que 3) compreandsr 2
assinar o TCLE; b) sororegativas para HIV atenddas no ceniro o2 referéncla para consuita de roina, onge
as mulheres HIV negatlvas reallzardo feste rapido para detecgdo 0o HIV c) paclentes soroposiivas
regrutadas gue esiardo

&M acompannamento pelo senvigd & serdd confimmadas posiEvas para Infecda peio vines previamants no
prontusna; ) retome a unigade am & Meses para exame chopateiogico &) tiver idade entre 20 2 65 ancs T)
tver disponipliiade de dados referentes a Infecedo por HIV (Carga viral e contagem de CDS+) g) tver
disponiolidade de dados ciopatologions cenvical prévio; h) tiver dsponiolidade de dados relafvos a0
tratamento antimetroviral; ) responder a0 questionano estniwrado. Grupo B: SerSo Inculdas na pesquisa
todas 35 voluntanas que a) compreender @ assinar o TCLE; b)

graviklas apos © primelro mestre soronegativas para HIV atendidas no centro de refenenela para consuta de
rofira, onds 35 mulheres HV-negatvas realzardo teste rapido para detecodo do HIV ¢} pacienizs gravidas
ames primelny fimesine soroposiivas recruiadas que esiardo om acoMmpanh@mento Pk ServiEn @ Gerdo
confirnadas positivas para Infegdo peio vins previamente no prontuarko; d) retomo 3 unidade 8m & Meses
para exame citopatoéogico 2) thver Kade entre 20 e 49 anos 1) bver disponibiidade de dados referentes a
InfecA0 por HIV (canga wirdl e contagem de CO4+); g tver disponibiidace de dados citopatologico cenical
previa; h) tver dsponiblldace de dados relatvas 30 ratamento anSmetroiral; |) responaer 30 questonarno
estruturado. Grupo C:

EsefSirretos R Barllo da Megary 78 227
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SarSo Incluldas na pesquisa tDdas as voluntaras que &) compreender e assinar o TCLE; b) adolkescentas
gravidas soronegativas para HIV atendldas no ceniro de referdncla para consulta de roting, onde as
adokscentes HIV-negativas realzardo tesie rapido para detecgdo 0o HIV, ©) pacienies gravidas apds o
primein timestre soroposiivas recrutadas que estario em acompanhamento

Pl senvico 2 serdo confimadas positivas para Infegdo pelo vines previameanta no prombudno; d) refomio a
unigade em € Meses para exame citopatoidgico e) tiver idade entre 10 & 19 anos; 1) tiver disponilidade de
dadas refereniss a Infecgdo por HIV jcarga viral & contagem de CD4=); g twer disponitlidade de datos
citopatologico cenvical prévio; h) tver disponiblidade de dados relativos 3o fratamerto antmetrovical; 1)
respondes a0 questionano estnturado. Grupo Do SerSo Inciuldas na pesquisa todas as volntrias que a)
culos pals eiou responsavels compreender @ assinar o TCLE; b) cnlangas soronegativas para HIV atendldas
rd centro de referéncia para consulta os robing, onoe 35 criancas HIV-negatvas reallzardo teste rapido para
detecedo do HIV ¢ criangas soroposihas recnuitadas que estardo em acompanhamento pelo s2rvigo e s2rio
confirmacas posttivas para Infeco pedo viNus previamenta no prontuana; &) ther idade entre 0 & 05 anos &)
tver dsponiblidade de dados referentss 3 Infecodo por HIV [canga wiral @ contagem oe COD44); T) ther
dsponilidade de dados relatlvos a0 ratamento antimefowiral.

Crhno de Excusdor Giupo A Serdo critdnios de exdiusdo 3 gravidez, paclentes histerectomizadas, ou que
relaiarem o desslo de deslslr da pesquisa Além disso, oF casos que ndo apresentarem Informagdes
adequadas quanto 3 dentificagdo do packema, dados minimos das vanavals om quest3o nos prontuarios &
ras fichas laboratonals. Gnupo B: Serdo ofinos de sxolusdo a5 padentes que relatarem o dessjo de deslstir
da pesquisa. Além dEED, 0F £3505 QU N30 apressnErem Informagdes adeguadas quanto 3 ldentificagdo do
paciente, dados minknos das vaidwels em questdo nos prontuarios e nas fichas laboratorials. Grpo C: Sardo
crigrios de exciusdo pacienies que ralatansm o deselo de desksllr da pesquisa. Alem dis0, 05 G3505 Jue nio
apresentarem fomagles adequadas quanio A Identiflcagio do paskenia, dados minknos S35

vardesls em guesido nos pronfrce e nas fichas |aboraiorals. Grupo O Serdo oritérocs de exdusdo
pacientes que rziatarem o desejo de deslstr da pesquisa. Aldm diss0, 0F CI50S QUE nd0 3prEREntErem

Informagdes adequadas quanto A Identficagdo do paciente, dados minMos $as vardvels em questido nos
prontudrios e nas fichas laboratonals.

Metooolagla de Andlss de Dados: Serd reallzada analse Sescrtva, Incluindo distrioulcio de
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frequéncia para varavels qualitativas (fados Semografioos, oinicos & comportameantals) e ciiculy de meda e
degwio-padrdo para varidvels guantiaivas (dads e escolardade) As posshvels assoclapdes entre as
varavels serao tesiadas por melo de testes de gui-quadrado, COM COmegad o2 Yales ou teste de Flsher,
quando agropriado. Frequéncias de HPV das amostras ndo pareadas (oral) @ pareadas

jcerdcal, vulvar e anal) serap comparadas utllizando o tesle de MoMemar. Odds Ratlo & Inervalss de
conflanga sardo caleulados em andlises Divariadas pard esimar o grau oe associacdo enre infecpdo & 3o
vanavels demograficas. valor de p<0,05 fol considerado esatisicamente significanie. Ser gerado um
banco de dados para andlse estatistiea e esfabelecimento de comelagdes entre 08 pardmetros estudados,
entre eles; prevaldncla da Infeccdo por HPW em na populagEo HIV posithva; freguéncla dos genttipos de
HF' nessa populacio; frequéncla das varantes do HPW-16; prevaldncla de lesles cendcals & anals
ass0ciadas 3 Infeccan por HAYW, relagdo entre o6 marcadones da infiscgdo pelo HIV, presanga de Infecido pelo
HPY 2 [awdo chiopatologien; relacio entrs tratamento amtl-retroviral, 3 presenga de InfeceSo por HEV & 0 |l3udo
ciiopainitgico. Serd uillzado o programa esEisics SPSS-data entry [Siatistical Pacckage for the Soclal
Sglences), 20.0.

Financlamemio: FAPEMA

Objstivo da Pesquiaa:

Cojetive Primario:

Investigar a prevaiencia dos ipos de HPV @ varantes de HPV1S encontrados em espacimes cenvicals, anals,
vuivar @ oral dos pacienias sorposkivas ou SOMNEegatvas para HIV, alendidas em um Hospital Universitano,

Cojetives Secundanos:
- ldentificar e relacionar of tpos e HAY e varantes de HEW15 enconirados em espécimes canvicals, anal,
wulvar 2 oral da amosira eshiedada;

- |dentificar transmissdo vertlcal do HPY em gestanizs & as posshvels complicagles assocladas a esta
Infecgdo para o RM;

- Comparar a postividade da infecgdo genital @ oral pefo HPY na populagdo HIV-posivg & negaiva;

- Classiear os falres de rsco relacenados & Infecodo por HPY cenvical, anal, vulhvar,
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- ClassMicar os fatores de rsco relacionades & InfecgSo por HPY oral em criangas;

- Associar a prevaiencla dos tipos virals de alio @ balxo rscos anfre oS grupos;

- Refaclonar a oncogenicidade dos tpos virals enconrados com dados soeloeconamicos, dinlca,
citopatologico, laboratorial & uso de terapia antirretroviral combinada (TARVE).

Avallago dos Rlacos o Beneficloa:

De 3corda com o descrio no PE_online:

RIBz0E!

Crs riscos que envolvem 06 paricipaniss da pesquisa 530 pequencs (conslderando as dimensies pslquica,
moral, Intelectual, S0cal, cuRural U espIMMUA), UMa veZ que: 3) para colkta de sangue pentenco serio
wlizados materials novos & descandvels que serdd aberios somente no momento do exame, 2 depals de
uilizados, 5er30 |ogados no o adequado; 0 exame serd realzado por profissional capaciiado e relinado; b)
e dadios

refiarenies 30 sex0, idade e owiras Inforagdies serdo extraldos dos prorfsdnos médicos 2 dos questionanos.

Banaficlos

C% beneficios Ssiardn baseados na avallagdo da Inciddncla da Imfeccdo peio HPY em pacienies com
ciipiogla normal ou ndo, podendo comparar of dados obtidos com os naclonals & Intemacknals de
Incid&ncia assim como avallar os pos viras mals prevalentes especicamente na regldo maranhenss.
Diesia manedra, serd possivel tragar esiratéglas de prewencdo entre of QrUpos 3 serem estudados & associar
COM S 1atores oe riscos avallados par o conhecimento oo perlll 02 gendtipas de HPV Nesses grupos, aem
dissa, o8 dados dreclonardo novas pollticss de rastrelo para o montoramenio dessa populagdo de fsco.

Comentarios e Conslderagdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa de grande relevanda para area de salde da mulher & agdes preventivas em salde.
Conelderagies sobre os Temmes de apresentagio obrigatoria;

O protocoio apresenta documentos referente acs Temmos de Apresentaco Obrgatora™ Folha de rosio,

COrgamento fnancelre detaihiado, Cronograma com eiapas detalhadas, Termo de Consentimento Livee g
Esciarecido (TCLE), Awlorizagda do Gestor responsaval dolocal para a reallzacdo da coksta de dados @ Projeta

de Pesquisa Original na Imtegra em Word,

Edefaiete Fiua Badllo da legary n® 227

Balrme: CENTRO CEP: 35 O3-070
LiF: bl Municipks: &0 LUE
Tebafons: |08 E0100-1 350 E-mull: cophuafra Ei

Piging 7h



72

UFMA - HOSPITAL
i B WVeRearo oa GRBrafome
ks s UMNIVERSIDADE FEDERAL DO

Conirusglo do Perscer: 2 TTESTT

 protocolo apresenia anda a5 dedaraghes de anwencia e temmo O2 COMpIomisss com & utllizagdo dos
dados resguandando o sigio e a conficencialicade.

ReCoimendaghes:

ApOs 0 tarming da pesquisa 0 CEP-HUUFMA solcita que s2 possivel 06 resuliados do estudo sejam
devoividos 306 particlpanias da pesguisa ou 3 InsttuigSo gue alforzou a3 coketa oo dados de forma
anonimizada.

Conclusdas cu Pendénclas & Usta de Inadsquaciias:

O PROTOCOLD atende 308 reguistos fundamentals da Resolugdo CHEMS n® 466/112 & suas
complementares, sendo conslderado APROVADO.

Conslderagias Finals a critére oo CEPC
O Comb2 de Etica em Pesguisa-CER-HUUFMA, de acordo com as ariouicdss definidas na Resniugdo CHS
re.465/2012 & Noma Operacional re. 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela APROVACAD do projeto oe

pesquisa proposto.
Eventuais modificaches ap profocolo devem sar inserdas a plataforma por melo de emendas de fioma cla@

& SusntE, Kenifcando 3 pars 00 prolocole 3 ser modificada e sUas ustiicalvias. Reldtnos parsdal 2 nnal
devem ser apresentades ao CER, Iniclalmente apos a coleta de dados e ao temino do estudo.

Ests parscar fol slaborads bassado nos documantos sbal=o relacionados:

Tipo Doewmento Arquivg Pastagem ALRor EE =T )
INTomages Dastas| PE_TME ORMALDES_BRslsis P | 2SO nlE FEED |
do Projeta ROJETS 957840, pa 1322849
Cronograma 3 25062018 | Suayne Jana Asatin

= FrenagrEmE P 13:28:14 0 Gummri
[aTh i Cararesousa pd TEEENTE [Suayne Jarayra A=

13235304 | Araulo Gulmaraes

Projeto Detalhado! | projeto.doc 250ERZD1E | Suayne Janayra Aol
Srochura 1322328 | Ao Gulmaraes
Imvestigador
TCLE ! Temmos de | tclesetale.dioc 1602016 | Suayne Janayna Aaito
Assemtimenta | 1752239 | ArEuo Gulmaraes
Justificaliva de
ALsancia
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asiara s PamecanCnic P HN . par 0807207 | MAFLA JOSE Agaio
INENIUICA0 & 152853 |ABIGAIL MENDES
Inirae ra ARALLID
Daplaracan oo Tormularofapemaaudicaprova do. pdf 0eTRIT | MARLA JOSE Apafio
Patrodinador 51823 |ABIGAIL MEMDES
ARALLID
Deplaracao de temodeanuenciaHPy_HIN_pdf 0eNTRMT | MARLAJOSE Apetio
Pesquisadores i511:49 |ABIGAIL MEMDES
ARALLID
Fiolha de Rosto FolhadeRosnPE HNY HP. pdf 080TR2MT | MARLA JOSE Acetio
120523 |ABKGAIL MEMDES
ARALLID
SRuagio do Parscer.
AQMONAT0
Macagsita Apreclagdo da COMEP:
Mo

SA0 LIWNG, 15 de Julho g2 2046

Azsinado por:
Rita da Graga Carvalhal Frazldo Corméa
{Coordenador)
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