UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

Eva Maria de Assis Carvalho

Padronizacao e validacao de técnica de qPCR para deteccao dos HPVs de alto

risco 16 e 18 em pacientes com doeng¢a inflamatéria intestinal

Juiz de Fora
2025



Eva Maria de Assis Carvalho

Padronizacao e validagao de técnica de qPCR para detec¢cao dos HPVs de alto

risco 16 e 18 em pacientes com doeng¢a inflamatéria intestinal

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pods-graduacdo em  Ciéncias
Biolégicas, da Universidade Federal de
Juiz de Fora como requisito a obtencao
do titulo de Mestre em Ciéncias
Bioldgicas. Area: Imunologia e doencas
Infecto-parasitarias.

Orientador: Prof. Dr. Aripuana Sakurada Aranha Watanabe

Juiz de Fora

2025



Ficha catalografica elaborada através do programa de geragéo
automatica da Biblioteca Universitaria da UFJF,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Carvalho, Eva Maria de Assis.

Padronizagao e validacao de técnica de gqPCR para detecgao dos
HPVs de alto risco 16 e 18 em pacientes com doenca inflamatdria
intestinal / Eva Maria de Assis Carvalho. -- 2025.

129 1. il

Orientador: Aripuana Sakurada Aranha Watanabe

Dissertagao (mestrado académico) - Universidade Federal de Juiz
de Fora, Instituto de Ciéncias Bioldgicas. Programa de
Po6s-Graduacao em Ciéncias Bioldgicas: Imunologia e Genética,
2025.

1. HPV. 2. PCR em tempo real. 3. Doenca inflamatéria intestinal. I.
Watanabe, Aripuana Sakurada Aranha, orient. Il. Titulo.




SEI/UFJF - 2340088 - PROPP 01.5: Termo de aprovagao https://sei.ufjf.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir w

1 of2

Eva Maria de Assis Carvalho

Padronizacao e validacdo de técnica de qPCR para deteccao dos HPVs de alto risco 16 e 18 em pacientes
com doenca inflamatdria intestinal

Dissertacdo apresentada
ao Programa
da Universidade Federal
de Juiz de Fora como
requisito parcial a
obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias

Bioldgicas.  Area de
concentragao: Imunologia
& Doencas

infectoparasitarias.

Aprovada em 25 de abril de 2025.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Aripuana Sakurada Aranha Watanabe - Orientador

Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof2. Dr2. Vania Lucia da Silva

Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof. Dr. Emerson Carraro

Universidade Estadual do Centro-Oeste

Juiz de Fora, 08/04/2025.

13/05/2025, 1



SEI/UFJF - 2340088 - PROPP 01.5: Termo de aprovagao https://sei.ufjf.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir w

2 0f2

r -
eil Documento assinado eletronicamente por Aripuana Sakurada Aranha Watanabe, Professor(a), em
;?_;'mm::_. LT‘] 28/04/2025, as 10:10, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do
J eletrbnica Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

-
Documento assinado eletronicamente por Vania Lucia da Silva, Professor(a), em 06/05/2025, as

il
JEL LT'] 12:36, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n2 10.543,

ASSINITURY

eletrinica de 13 de novembro de 2020.

e » —
eil Documento assinado eletronicamente por Emerson Carraro, Usudrio Externo, em 06/05/2025, as
f:.n.-.mf-. LT'] 13:27, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n2 10.543,

eletrinica de 13 de novembro de 2020.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no Portal do SEI-Ufjf (www?2.ufjf.br/SEI) através
e do icone Conferéncia de Documentos, informando o cédigo verificador 2340088 e o cddigo CRC

n. D69DE9D5.
o,

13/05/2025, 1



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me dar forgas e iluminar meu caminho nessa jornada.

Ao meu marido, Matheus, pelo apoio incondicional, por estar ao meu lado em
cada passo dessa jornada, pela paciéncia e companheirismo e por ser minha felicidade

nos dias dificeis.

Aos meus pais, Bernadete e Néio, por me criarem com valores sélidos, pelo
apoio, incentivo e amor incondicional. Eu ndo teria alcangado essa conquista se nao fosse

por vocés.
Aos meus irméaos, Diego e Lucas, pelo companheirismo, suporte e incentivo.

Agradeco a minha querida avé, Mirza, por tudo que fez por mim. N&o ha palavras

que possam expressar minha gratidao.

Ao meu orientador, Ari, pela oportunidade, pelo apoio, dedicacdo e paciéncia.
Obrigada por confiar em mim, por todos os ensinamentos valiosos e por estar sempre

presente.

A amiga Katia, pelos ensinamentos, apoio e pelas conversas descontraidas que

tornam os dias mais leves.

A Cris, Lorena e Thais pela oportunidade de fazer parte dessa pesquisa t&o

importante.

Agradeco a Universidade Federal de Juiz de Fora e ao Programa de Pos-

Graduacgao em Ciéncias Biologicas pelo apoio e oportunidade.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo

apoio financeiro.

Ao Programa de Pds-Graduagdo em Saude pelo auxilio financeiro para que a

realizacdo desse projeto fosse possivel.

Agradeco a todos que contribuiram de alguma forma para a realizagdo deste

trabalho e para a minha formacao.



RESUMO

Os papilomavirus humanos (Human papillomaviruses-HPVs) sédo virus de DNA
dupla fita que apresentam grande diversidade genética e causam infecgbes de pele e
mucosa. Alguns tipos do virus estéo ligados a diversos tipos de cancer, como o de colo
de utero e do canal anal, sendo os tipos 16 e 18 os mais comuns. Porém, dados sobre
prevaléncia da infecgcado anal por HPV s&o escassos, € sdo ainda mais escassos dados
sobre a infecgdo anal em pacientes com doenga inflamatoéria intestinal (DII), como a
doencga de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa (RCU). Essa populagao pode estar em
risco por conta da inflamagao constante, resposta imune atipica e a frequente utilizagao
de medicamentos imunossupressores, conhecidamente associados ao surgimento de
neoplasias. O que evidencia a importancia da deteccdo do HPV nessa populacido. A
infeccdo por HPV pode ocorrer mesmo que nao haja lesbes detectaveis, sendo as
técnicas moleculares como a PCR muito uteis na identificagcdo do patdégeno e
diferenciacao de seus tipos. Sendo assim, o objetivo deste trabalho é padronizar uma
reacao de PCR quantitativa (qQPCR) para detecgédo de HPV 16 e 18, e validar o protocolo
em amostras clinicas de pacientes que apresentam DIl. Para a padronizacédo, foram
testadas variagdes na concentragéo dos primers e das sondas, condigdes da ciclagem
térmica, bem como outros parametros da reacdo de qPCR, além de testes in silico dos
primers e sondas. Foram utilizadas amostras sabidamente positivas e quantificadas para
os tipos 16 e 18 do HPV para construgao de uma curva padrao de concentracéo, a fim
de avaliar parametros relacionados a performance do ensaio, como a eficiéncia,
sensibilidade e linearidade da reacdo. Foram testados diferentes kits de extragcdo de DNA
comerciais visando selecionar o0 mais adequado para as amostras utilizadas. Para tanto,
o material genético extraido de duas amostras foi quantificado e sua pureza foi avaliada.
ApOs padronizada a reacao, foram utilizadas amostras coletadas de 183 pacientes, 133
com DIl e 50 pacientes saudaveis (grupo controle) para validagao. O melhor resultado na
extracdo do DNA foi obtido com a utilizagao do kit Qiaamp DNA blood mini kit (Qiagen).
Os testes de especificidade mostraram que os primers sao especificos para ambos os
tipos testados. A sensibilidade da reacao para detec¢gao do HPV 16 e do HPV 18 é de até

10 copias/uL. A eficiéncia e o r? calculados para a reagao de detecgao do HPV 16 foi de



92,032 e 0,985, respectivamente. Para a reacéo de detecgao do HPV 18, a eficiéncia foi
de 93,055 e o r* foi de 0,986. Das 183 amostras utilizadas, 9 foram positivas para algum
tipo de HPV, sendo 2 do grupo controle e 7 do grupo com DIl. Entretanto a diferenca
entre os dois grupos nao foi significativa (p>0,05). Por fim, deve-se ressaltar que é
importante gerar mais dados sobre a infecgcdo por HPV nessa populagdo, para que
possam ser elaboradas melhores medidas profilaticas e diretrizes de saude voltadas para

essa populagao.

Palavras-chave: HPV; PCR em tempo real; doenca inflamatdria intestinal.



ABSTRACT

The Human papillomaviruses (HPVs) are double-stranded DNA viruses with great
genetic diversity cause skin and mucous membrane infections. Some of the virus’ types
are linked to several forms of cancer, such as cervical and anal cancers, with the types
16 and 18 being the most common. However, data on the prevalence of anal HPV
infection are scarce, and data on anal infection in patients with inflammatory bowel
disease (IBD), such as Crohn's disease and ulcerative colitis, are even scarcer. This
population may be at special risk due to constant inflammation, atypical immune response,
and frequent use of immunosuppressive drugs, which are known to be associated with
the development of neoplasia. This highlights the importance of detecting HPV in this
population. HPV infection can occur even in the absence of detectable lesions, and
molecular techniques such as PCR are remarkably useful in identifying the pathogen and
differentiating its types. Therefore, the objective of this study is to standardize a
quantitative PCR (qPCR) reaction for the detection of HPV 16 and 18, and to validate the
protocol in clinical samples from patients with IBD. For standardization, variations in the
concentration of primers and probes, thermal cycling conditions, as well as other g°PCR
parameters were tested, in addition to in silico tests of the primers and probes. Quantified
samples known to be positive for HPV types 16 and 18 were used to construct a standard
concentration curve in order to evaluate parameters related to the performance of the
assay, such as the efficiency, sensitivity and linearity of the reaction. Different commercial
DNA extraction kits were tested in order to select the most suitable one for the samples
used. To this end, the genetic material extracted from two samples was quantified and
assessed for its purity. After the reaction was standardized, samples collected from 183
patients, 133 with IBD and 50 healthy patients (control group) were used for validation.
The best DNA extraction result was achieved using the Qiaamp DNA blood mini kit
(Quiagen). Specificity tests showed that the primers were specific for both the types
tested. The sensitivity of the reaction for detecting HPV 16 and 18 is up to 10 copies/yL.
The efficiency and r? calculated for the HPV 16 detection reaction were 92.032 and 0.985,
respectively. For the HPV 18 detection reaction, the efficiency was 93.055 and the r? was

0.986. Of the 183 samples used, 9 were positive for some type of HPV, 2 from the control



group and 7 from the IBD group. However, the difference between the two groups was
not significant (p>0.05). Finally, it should be emphasized that it is important to generate
more data on HPV infection in patients with IBD, so that better prophylactic measures and

health guidelines can be developed for this population.

Keywords: HPV; real-time PCR; inflammatory bowel disease.
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1 INTRODUGCAO

A familia Papillomaviridae € uma familia muito diversa de virus de DNA, que
infectam células epiteliais de diversos vertebrados. Dentro da familia existem duas
subfamilias, nas quais estao incluidos mais de 50 géneros e mais de 130 espécies. Os
Papilomavirus (PVs) sdo capazes de infectar, além dos seres humanos, uma ampla
variedade de animais, incluindo outros mamiferos, como primatas ndo humanos, coelhos
e gatos, além de répteis, aves e peixes (VAN DOORSLAER et al., 2018). Os PVs dos
géneros Etapapillomavirus, lotapapillomavirus, gammapapillomavirus e
Kappapapillomavirus, por exemplo, infectam aves, roedores, humanos e coelhos,
respectivamente. Porém, apesar da variedade de hospedeiros, sdo altamente espécie-
especificos, ndo sendo comum que um mesmo tipo acometa diferentes espécies
(VILLIERS et al., 2004).

Os Papilomavirus Humanos (Human papillomaviruses-HPVs) sao virus que
infectam as células da pele e mucosas dos seres humanos. O virus possui distribuicdo
global e é considerado a infecgdo sexualmente transmissivel mais frequente no mundo e
a infecgao viral com maior prevaléncia no sistema reprodutivo (CDC, 2022; OPAS, 2023).
Ja existem mais de 200 tipos de HPYV listados pelo International Human Papillomavirus
Reference Center (IHRC, 2023) sendo alguns destes associados a lesdes benignas e
malignas em regido de pele e mucosas (LETO et al., 2011; GHEIT, 2019). A maior parte
das pessoas entra em contato com o HPV em algum momento da vida, mas a tendéncia
€ de que o virus seja eliminado pela agdo do sistema imune. Porém, quando ocorre
persisténcia, podem causar desde tumores benignos até cancer (CDC, 2022). Alguns
tipos de HPVs estao associados ao desenvolvimento de cancer de colo de utero e quase
100% dos casos podem ser atribuidos a infecgcao. A relagao entre a infeccéo pelo HPV e
o cancer foi feita na década de 70 pelo pesquisador alemao Harald Zur Hausen (1977) e
hoje sabe-se que, além do céncer cervical, os HPVs também estdo associados com
casos de cancer em outras regides (KRZOWSKA-FIRYCH et al., 2019; LEBRETON et
al., 2020; THOMAS et al., 2021).
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1.1 Classificagao taxonomica

Os HPVs apresentam grande diversidade genética e estéo distribuidos em cinco
géneros: Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus,
Mupapillomavirus e Nupapillomavirus, sendo a maioria dos HPVs conhecidos incluidos
no género Gammapapillomavirus, seguido pelo género Alphapapillomavirus (VILLIERS
et al., 2004; IHRC, 2023). A nomenclatura dos HPVs é definida pelo International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), a nivel de espécie e taxa superiores. Porém,
um novo tipo de HPV é definido pelo International Human Papillomavirus Reference
Center (IHRC) onde é designado por um numero exclusivo apos ter seu genoma
sequenciado (VILLIERS et al., 2004; BZHALAVA; EKLUND; DILLNER, 2015).
Atualmente, o género gammapapillomavirus conta com 27 espécies e mais de 100 tipos,
enquanto o género alphapapillomavirus possui 14 espécies e 65 tipos, e novos tipos de
HPV continuam sendo descobertos (IHRC, 2023; ICTV, 2024).

A classificacdo taxondmica se da através da comparacido entre sequéncias
nucleotidicas da fase aberta de leitura (open reading frame - ORF) L1. Para serem
classificados como géneros distintos, devem possuir mais de 40% de diferenga em suas
sequéncias. Ja espécies distintas dentro do mesmo género compartilham entre 60 e 70%
da sequéncia nucleotidica e um tipo € considerado novo se houver diferenca de mais de
10% na sequéncia do gene L1 em relagéo ao tipo mais proximo conhecido (VILLIERS et
al., 2004). De acordo com a classificagao atual, os tipos de HPVs 16 e 18, os de alto risco
oncogénico mais comuns, se encontram no género Alpha, nas espécies 9 e 7,
respectivamente (IHRC, 2023). Os géneros Beta, Gamma, Mu e Nu incluem os HPVs que

causam infec¢ao cutanea.

1.2 Caracteristicas do virus

Os HPVs sao virus pequenos, com cerca de 55nm, que possuem uma molécula
de DNA circular, dupla fita, combinado com histonas. O material genético € envolto por
um capsideo de simetria icosaédrica, formado por 72 capsémeros da proteina L1,

principal proteina que o compde, além de aproximadamente 12 moléculas da proteina
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L2. Sdo virus ndo envelopados, e seu genoma possui aproximadamente 8 mil pares de
bases (VAN DOORSLAER et al., 2018).

O genoma dos HPVs, no geral, € composto por 8 genes, localizados em 3 regides
denominadas Early, Late e Long Control Region (LCR - Regido de controle longo) (figura

1).

Figura 1 - Representacéo do genoma do HPV 16 e a fungdo desempenhada por cada

um dos genes na infecgao

Degradacdo da

proteina p53

Degradacdo da
proteina

Sintese da proteina retinoblastoma (pRb)
principal do capsideo

7906/1
7000

6000 HPV 16 Codifica enzima

Sintese da proteina 7906 pb essencial para o inicio
secundaria do da replicagdo viral

capsideo 5000

3000

4000 Amplificacdo do

genoma viral,
maturacdo e liberacado

a de virions

Proliferagdo celulare

evasdo da resposta Regula a transcricdo
dos genes virais

imune

Fonte: Adaptado de Gheit (2019).

Essa divisdo em regides precoce (Early) e tardia (Late) se deve ao padrao
temporal e espacial da expressao dos genes do HPV ao longo do ciclo de vida do virus,
acompanhando a diferenciacao celular da célula hospedeira (WANG; RODEN, 2013). A
regido LCR, localizada entre os ORFs L1 e E6, nao codifica nenhuma proteina e esta
relacionada com a regulagdo da expressao génica e da replicagéo viral. A regiao Early
contém os genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7. O gene E1 codifica a unica proteina que possui

atividade enzimatica do HPV E uma proteina hexamérica, que desempenha papel de
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helicase do DNA dependente de ATP e é essencial para o inicio da replicagao viral e
aumento do numero de copias do material genético do virus dentro do nucleo das células,
ja que é responsavel pela abertura da molécula de DNA e recrutamento da DNA
polimerase do hospedeiro, dando inicio a replicagdo (BERGVALL; MELENDY;
ARCHAMBAULT, 2013; UniProt consortium, 2025a). Essa proteina interage com a
proteina E2, aumentando a especificidade de sua ligacdo ao DNA (BERGVALL,;
MELENDY; ARCHAMBAULT, 2013; UniProt consortium, 2025a). Sendo assim, a
proteina codificada pelo gene E2 também tem importante papel na replicagdo viral.
Também esta relacionada com a regulagao da transcricdo do DNA viral, através da
ligacdo da proteina ao enhancer (ou acentuador) E2R2, localizado nas regides
regulatorias do genoma (UniProt consortium, 2025b). Além disso, a proteina E2 tem
importante papel na distribuigdo do genoma viral entre as células filhas durante a divisdo
(GHEIT, 2019). A proteina E2 também regula negativamente a expressao dos genes E6
e E7, através da ligacdo da proteina ao promotor p97 (GALLO et al., 2003; GUTIERREZ-
HOYA; SOTO-CRUZ, 2021).

A proteina codificada pelo gene E4 é expressa nas camadas superiores do
epitélio, um padréo de expressao similar as proteinas Late. Possui importante papel na
amplificagdo do genoma viral em células ja diferenciadas, participa da maturacédo das
particulas virais e facilita a liberagao dos virions das células na fase mais tardia do ciclo
infeccioso, através da diminuigdo da integridade do queratinécito e indugao de apoptose
das células. Essa proteina € formada a partir de splicing de sequéncias de mRNA de E1
com o ORF E4, formando a proteina E1*E4 (BURD, 2003; DOORBAR, 2013; UniProt
consortium, 2025c). A proteina E5 esta relacionada com a proliferagao celular e evasao
da resposta imune do hospedeiro, ja que impede que o MHC de classe | seja transportado
para a superficie da célula, inibindo o reconhecimento pelas células T citotoxicas. Além
disso, também contribui para a transformacéao celular (DIMAIO; PETTI, 2013; UniProt
consortium, 2025d), sendo, entao, a regidao E5 considerada um oncogene. Essa proteina
também promove metastases e inibe a apoptose das células. O ORF E5 nao esta
presente nos Betapapillomavirus (GHEIT, 2019).

As proteinas E6 e E7, nos HPVs de alto risco oncogénico 16 e 18, estao

associadas a transformacgao celular e a malignizacédo de lesdes. A proteina E6 € uma
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oncoproteina viral que tem como alvo a proteina supressora de tumor p53, degradando-
a. Ja a proteina E7 é responsavel pela degradacgao da proteina do retinoblastoma (pRb),
proteina supressora de tumor responsavel pela regulagdo do ciclo celular (UniProt
consortium, 2025e). Promovem, entdo, a desregulagdo do ciclo celular e inibem a
apoptose. Além disso, a proteina E6 tem importante papel na manutengao do numero de
copias epissomais nos estagios iniciais da replicagao viral (GRAHAM, 2017).

Ja a regido Late, contém os genes L1 e L2, que s&o expressos tardiamente no
ciclo da infecg¢ao e codificam as duas proteinas que compdem o capsideo viral. AL1 é a
principal proteina do capsideo e € através da sua ligagao com proteoglicanos de heparan
sulfato, localizados na superficie celular e na matriz extracelular, que se inicia o processo
de entrada do virus na célula (PAPPA et al., 2018). Ja a proteina L2 é uma proteina
secundaria que desempenha importante papel na montagem dos virions (WANG;
RODEN, 2013). Além disso, tem como funcéo o transporte do genoma viral até o nucleo
(GHEIT, 2019).

1.3 Replicacao viral

O inicio da infeccdo se da quando a proteina L1, principal componente do
capsideo, se liga a proteoglicanos de heparam sulfato da superficie celular ou da matriz
extracelular, levando a mudangas conformacionais no capsideo, o que expde a regiao N-
terminal da proteina L2. Posteriormente, essa regido N-terminal da proteina é clivada
pela enzima furina, em um sitio de clivagem de furina conservado, facilitando a ligagao
da proteina a um outro receptor celular e posterior entrada na célula (SAPP;
BIENKOWSKA-HABA, 2009; GHEIT, 2019). Nao se sabe qual é esse receptor
secundario, mas evidéncias apontam para alfa-6 integrina, receptores do fator de
crescimento epidérmico e lamininas, por exemplo, variando de acordo com o tipo de HPV
(EVANDER et al., 1997; GRAHAM, 2017; GHEIT, 2019). Dependendo do tipo de HPV, a
entrada na célula se da através de endocitose dependente de actina, claritina ou
caveolina. A endocitose do HPV 16, por exemplo, € independente de claritina e caveolina
(SAPP; BIENKOWSKA-HABA, 2009; GHEIT, 2019).
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O virion é transportado em dire¢dao ao nucleo da célula no interior de um
endossomo inicial. Apdés a maturacdo, o endossomo inicial se torna um endossomo
tardio, caracterizado por um pH acido, onde ocorre o desnudamento da particula viral,
com a separagao das proteinas L1 e L2. A proteina L1 é degradada e o complexo L2-
DNA viral € entregue ao nucleo da célula no inicio da mitose, sendo o0 genoma viral
entregue especificamente no dominio nuclear ND10 (GHEIT, 2019). O dominio nuclear
ND10 consiste em um local onde proteinas positivamente reguladas por interferons se
acumulam e tem fungao de protecao contra infecgdes virais. No contexto da infeccao por
HPV, a proteina viral L2 promove alteragdes nos componentes desse dominio que
impedem a acao desse mecanismo de defesa, fazendo com que o virus seja capaz de
se replicar (MAUL, 1998; GHEIT, 2019).

A amplificacdo do genoma viral tem inicio com a ativagdo do promotor na regiao
LCR o que inicia a expressao dos genes Early. As proteinas E1 e E2 se ligam a origem
de replicacao, localizada na regiao LCR. A proteina E2 tem um papel auxiliar para o inicio
da replicagao e garante que a ligagdo do dominio helicase da E1 ndo ocorra de forma
inespecifica. Ocorre, entdo, a abertura da dupla fita e o recrutamento de enzimas do
hospedeiro para iniciar o processo de replicacdo (KADAJA et al., 2009). Apos a
amplificagao inicial, o DNA viral € mantido com um numero de copias constante nas
células basais, onde, a cada divisao celular, o material genético epissomal é dividido de
forma semelhante nas células filhas (figura 2). Essa manutencdo de um numero
constante de copias € desempenhada por proteinas criadas a partir de splicing (E8*E2C),
que tem papel repressor da replicagdo. As proteinas E1, E2, E6 e E7 também sao
essenciais nesse processo (KADAJA et al., 2009; GHEIT, 2019). A manutencao
constante dos epissomos nas células basais pode resultar em infeccdo persistente
(GHEIT, 2019).

A medida que as células basais do epitélio se diferenciam em queratindcitos,

ocorre replicacao viral produtiva, chamada de replicagao vegetativa (figura 2). Em uma
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situagdo normal, quando as células deixam a camada basal e se diferenciam, elas param
de se dividir. Porém, no contexto da infecgao por HPV, o virus precisa que as células
estejam em divisdo para utilizar de sua maquinaria para produgéo de cépias do genoma
viral. Esse problema é resolvido com a expresséo dos oncogenes E6 e E7, que tem como
alvo as proteinas p53 e pRb, respectivamente, responsaveis pela regulagao do ciclo
celular, levando a célula a uma reentrada na fase S. A expressao dos genes E1, E2, E4
e E5 aumenta, aumentando também o numero de copias do genoma viral nas células. A
ativagdo do promotor Late faz com que se inicie a expressdo dos genes L1 e L2,
ocorrendo entdo a montagem do capsideo viral, que ocorre no nucleo, e liberagdo dos
virions quando as células alcangam a superficie do epitélio (figura 2) (KADAJA et al.,
2009). O ciclo e replicagao do virus leva de duas a trés semanas, uma vez que esse € 0

tempo necessario para a diferenciacdo de um queratinocito (STANLEY, 2010).

Figura 2 - Ciclo de vida do HPV e genes expressos em cada etapa da replicagao viral
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Fonte: Adaptado de Gheit (2019).



23

1.4 Epidemiologia

A infecgao pelo HPV é a infecgdo sexualmente transmissivel mais comum no
mundo e o virus possui maior prevaléncia em mulheres jovens (PEREZ-GONZALEZ et
al., 2022). Mundialmente, o tipo de alto risco oncogénico mais comum em mulheres com
citologia cervical sem anormalidades é o 16, seguido pelos tipos 52, 53, 31, 51, 18, 58,
66, 39 e 56. Ja em pessoas com cancer cervical, os tipos mais comuns sao o 16 e 0 18,
sendo os dois juntos responsaveis por quase 70% dos casos, seguidos pelos tipos 45,
33, 58, 52, 31, 35, 39 e 59 (BRUNI et al., 2023).

Virtualmente, todos os casos de cancer de colo de utero podem ser atribuidos a
infeccdo por HPV (OMS, 2023). O HPV tem uma alta prevaléncia na populagao brasileira.
Colpani et al. (2020), através de uma metanalise, identificou uma prevaléncia de 25,41%
na regiao cervical e de 25,68% na regido anal. Estima-se que mais de 17 mil mulheres
sao diagnosticadas e cerca de nove mil morrem de cancer de colo de utero no Brasil
anualmente (BRUNI et al., 2023). O cancer cervical é o quarto tipo de cancer mais comum
em mulheres no mundo e estima-se que mais de 300 mil mulheres morreram da doenca
em 2022 (OMS, 2023).

Com relagao ao cancer anal, estima-se que em 2020 houve 29.159 casos de
cancer anal em mulheres e 21.706 em homens. O cancer anal é raro na populagao geral,
porém sua incidéncia tem aumentado nas ultimas décadas, em ambos 0s sexos
(CLAVERO et al., 2016; VALADAO et al., 2023). A infecgao por HPV responde por cerca
de 90% dos casos de cancer de células escamosas do canal anal, o tipo mais comum de
cancer anal, sendo o HPV 16 o tipo mais frequentemente encontrado (BUCCHI et al.,
2016). No mundo, os tipos mais comuns de HPV no cancer anal séo o 16, 0 18 e 0 33
(BRUNI et al., 2023). No entanto, dados sobre prevaléncia de infecgédo anal por HPV sao

€SCasso0s.

1.5 Patogénese

O HPV apresenta tropismo pelas células da camada basal do epitélio escamoso,

ainda indiferenciadas, e por células escamosas metaplasicas encontradas nas jungdes
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escamocolunares (JECs), regides de transicao entre os epitélios escamoso e colunar,
que contém células embrionarias residuais. Isso faz com que o virus tenha predilegao por
areas do organismo humano onde as JECs estdo presentes. O virus tem acesso as
células da camada basal através das microlesées geradas no epitélio durante o ato
sexual, iniciando-se assim a infecgao. A presencga das JECs na regiao anal e na cérvice
facilita esse acesso, o que pode explicar a maior incidéncia de carcinomas nesses locais
em relacdo aos demais revestidos por epitélio escamoso, como vulva e pénis (YANG et
al., 2015). Existem evidéncias de outras formas de transmissdo do virus, como atraves
de instrumentos utilizados em exames médicos e a transmissao vertical, bem como
evidéncias de resisténcia dos HPVs aos desinfetantes mais comuns (MEYERS et al.,
2014; RYNDOCK; MEYERS, 2014; PETCA et al., 2020). Porém, a principal via de
transmissao é a sexual (RYNDOCK; MEYERS, 2014). O periodo de incubag¢ao do virus
pode variar de trés semanas a oito meses ou mais (STANLEY, 2010).

Além de infectar células escamosas, os HPVs podem infectar células glandulares
e neuroenddcrinas, causando adenocarcinoma, carcinoma adenoescamoso ou
carcinoma neuroendocrino. No entanto, sdo ocorréncias bem mais raras (PARK, 2019;
LU; LI; WANG, 2022).

Os HPVs séao categorizados, clinicamente, em HPVs de alto e de baixo risco
oncogénico, de acordo com seu potencial de transformacado celular. Sdo ainda
categorizados em HPVs cutaneos ou de mucosa. Existem 17 tipos de HPVs de alto risco
(HPVs 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 58, 59, 66, 68, 70, 73 e 82) e trés tipos que
provavelmente sao de alto risco (HPVs 25, 53 e 56) (BURD, 2003; BISHOP et al., 2024).
Os HPVs 16 e 18 sao os tipos de alto risco mais frequentemente associados aos casos
de céncer cervical, sendo responsaveis por 70% dos casos (BURD, 2003; KUSAKABE et
al., 2023). Além do cancer cervical, os HPVs que infectam as mucosas também estédo
associados com casos de cancer do anus (KRZOWSKA-FIRYCH et al., 2019), pénis
(THOMAS et al., 2021), vulva (LEBRETON et al., 2020), vagina (ADAMS; ROGERS;
CUELLO, 2021) e cancer de cabega e pescoco, principalmente de orofaringe (SABATINI,;
CHIOCCA, 2019). Os HPVs de baixo risco, como os tipos 6 e 11 estdo relacionados,
principalmente, a casos de condilomas acuminados (lesdes verrucosas benignas na

vulva, perineo e regido perianal) e outras lesées cutaneas, como cistos epidermoides.
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Além disso, também podem causar papilomatose respiratéria recorrente, tumores
benignos que afetam a laringe ou traqueia, em criangas (GHEIT, 2019).

A maior parte da populagdo entra em contato com HPVs anogenitais em algum
momento da vida (GRAHAM, 2017), mas a tendéncia é de que o virus seja eliminado
pelo sistema imune, dentro de 1 a 2 anos sem causar maiores problemas, sendo a
ocorréncia de cancer um evento raro. E devido & atuacdo do sistema imunolégico,
principalmente a imunidade celular que, em grande parte dos casos, a infecgdo é
controlada e n&o progride até o estagio de doenga maligna (XUE et al., 2017). Porém,
quando ocorre persisténcia, a eliminagdo do virus se torna dificil para o sistema
imunoldgico (WESTRICH; WARREN; PYEON, 2017). Em cerca de 10-20% das mulheres
a infecgdo pelos HPVs anogenitais se torna persistente e em apenas uma pequena
parcela destas, ocorre evolugdo para neoplasia intraepitelial cervical (NIC), que séao
estagios de doencga cervical precursoras do cancer, e para 0 cancer cervical invasivo
(STANLEY, 2010; GRAHAM, 2017). Pode levar anos para a infecgdo progredir para
cancer invasivo, ja que as mudangas na expressao génica das células induzidas pelo
HPV ocorrem de forma lenta e progressiva (WESTRICH; WARREN; PYEON, 2017). O
sistema imune inato exerce importante papel no reconhecimento e eliminagcéo do virus.
A pele e as membranas mucosas integras sao importantes barreiras contra a entrada do
virus e 0 muco produzido nas mucosas contém substancias antimicrobianas, o que
dificulta ainda mais a infeccdo dos queratinécitos (WESTRICH; WARREN; PYEON,
2017). Os proprios queratinécitos possuem papel fundamental na resposta imunolégica
inicial. Funcionando como células apresentadoras de antigeno nao profissionais, sao
capazes de induzir producado de citocinas pré-inflamatorias e resposta citotdxica das
células T (AMADOR-MOLINA et al., 2013).

Outro mecanismo de defesa contra o virus consiste na estimulagao da producéao
da proteina IFI16, que funciona como um sensor de DNA exdgeno na célula, pela
presenca do interferon-y. Essa proteina dificulta a replicagao e transcricdo do genoma do
HPV. Além disso, sabe-se que a expressao de receptores tipo Toll (Toll-like receptors -
TLR) (como TLR2, TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9), que atuam detectando DNA exdogeno,
esta aumentada nos queratinécitos de mulheres que estdo em processo de eliminagao
do virus (WESTRICH; WARREN; PYEON, 2017). Devido ao reconhecimento do DNA
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viral pelos TLRs, pode haver producao de citocinas importantes, como os Interferons
(IFN) do tipo 1, fator de necrose tumoral alfa (Tumor necrosis factor alpha - TNF-a) e
interleucina (IL) do tipo 18, para o recrutamento de células da imunidade inata, como as
células exterminadoras naturais (Natural Killer - NK), células dendriticas e macrofagos,
criando um microambiente inflamatério. Além disso, algumas quimiocinas como CCL2,
CCL20, CXCL9, também sao produzidas, facilitando o recrutamento dessas células, além
de células da imunidade adaptativa como as TCD4+ e TCD8+ (GUTIERREZ-HOYA;
SOTO-CRUZ, 2021).

Varios receptores das células NK reconhecem moléculas usualmente expressas
pelas células do cancer cervical. Isso, em conjunto com a diminuicdo ou auséncia de
receptores inibitérios, promove a lise celular e a producao de citocinas pré inflamatérias
(GUTIERREZ-HOYA; SOTO-CRUZ, 2021). As células apresentadoras de antigeno
presentes nesse microambiente também expressam receptores de reconhecimento de
padroes, detectando o HPV, o que leva a expressdo de moléculas co-estimulatorias e
citocinas que tem importante papel na ativacdo das células T (GUTIERREZ-HOYA;
SOTO-CRUZ, 2021). A células T sdo essenciais para a eliminagao de células infectadas
pelo virus, a medida que produzem granulos citotoxicos que induzem a morte das células
infectadas. Parece existir uma correlagao entre a presenca de linfocitos T citotoxicos no
epitélio e a regressao de lesdes pré-cancerosas.

O HPV utiliza diversos mecanismos para evadir a resposta imune gerada pelo
hospedeiro, necessarios para gerar uma infeccdo bem-sucedida e para a persisténcia
viral (AMADOR-MOLINA et al., 2013). O virus ndo induz a lise celular, o que é uma forma
de se manter “escondido” do sistema imunoldégico. Uma forma de evasao € a modulagao
epigenética da expressao génica do hospedeiro. A oncoproteina E7 do HPV, por
exemplo, interage com a enzima metiltransferase DNMT1, responsavel por adicionar
grupos metil ao DNA, estimulando sua atividade e promovendo a hipermetilagcdo do
promotor do gene que codifica a quimiocina CXCL14. Isso culmina com uma redugao na
expressao desta quimiocina, fundamental para a quimiotaxia de varias células do sistema
imune inato e adaptativo, o que contribui para a persisténcia do virus (WESTRICH,;
WARREN; PYEON, 2017). O HPV também ¢é capaz de reprimir, através da modulacao

epigenética das histonas do hospedeiro, a transcricdo de TLR9, um receptor que
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reconhece DNA viral e induz resposta do sistema imune inato, com a produgao de
citocinas proé inflamatérias (AMADOR-MOLINA et al., 2013; WESTRICH; WARREN;
PYEON, 2017). Além disso, a proteina E7 é capaz de reduzir a expressao de IFN-B e
CCL2, importantes moléculas na resposta antiviral, contribuindo para a evasao imune
(WESTRICH; WARREN; PYEON, 2017).

As oncoproteinas virais também desregulam a atividade de fatores de transcri¢ao
importantes na resposta imune, como o fator nuclear-kB (Nuclear factor-kB - NF-kB),
reduzindo a producao de citocinas pré inflamatérias como IFN-a, IL-6, IL-8 e TNF-a
(WESTRICH; WARREN; PYEON, 2017). As células exterminadoras naturais T (Natural
Killer T - NKT) reconhecem antigenos através do receptor CD1d. Porém, a proteina E5
do HPV é capaz de suprimir a apresentacdo de antigenos através desse receptor em
células infectadas e, entdo, ndo sao reconhecidas pelas células NKT. As lesbes cervicais
resultantes da infeccdo pelo HPV possuem um microambiente anti-inflamatorio,
geralmente com altos niveis de IL-10, em comparagdo com pacientes nao infectados pelo
HPV, e aumento da expressao de outras citocinas anti-inflamatérias como TGF-31 and
TGF-B2. Essas citocinas sé&o produzidas por células T regulatérias (Treg), inibindo a
resposta das células T efetoras. Ja foi observado que a persisténcia da infeccéo e
evolucdo para lesdes precursoras de carcinoma esta correlacionada com a alta presenca
de células Treg (WESTRICH; WARREN; PYEON, 2017; KUSAKABE et al., 2023). Todos
esses mecanismos podem favorecer a persisténcia da infeccdo pelo HPV, o que pode
culminar na transformacéao celular, no desenvolvimento das lesbes pré-cancerosas e na
progressao para o cancer. A figura 3 mostra a progressao da infec¢ao pelos HPVs ao
longo do tempo, desde a infeccéo até a persisténcia, em que propor¢cdo cada uma das
situagdes ocorre e o tempo decorrido até o surgimento de lesdes e até a eliminagao do

virus.
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Figura 3 - Progressao da infecg¢ao pelo HPV ao longo do tempo, desde o inicio da
infecgao até a eliminagao ou persisténcia viral.
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Fonte: Adaptado de Stanley (2010).

1.6 Oncogénese

Quando uma infeccdo persistente causada por um HPV de alto risco é
estabelecida, pode ocorrer integragdo do genoma viral ao genoma do hospedeiro,
causando uma pequena delecdo no ORF E2 do genoma viral. Assim, a fungéo repressora
que essa proteina exerce sobre os genes E6 e E7 é desativada, o que permite um
aumento e uma expressao constante dessas proteinas, podendo levar a transformagdes
malignas e desenvolvimento de cancer (figura 4) (GALLO et al., 2003; GRAHAM, 2017).

Nos HPVs de alto risco oncogénico as proteinas E6 e E7 estido relacionadas com
a malignizagéo de lesdes celulares. Essas proteinas tém como alvo as proteinas p53 e
pRbs (pRb, p107 e p130), respectivamente (LONGWORTH; LAIMINS, 2004). A proteina
p53 exerce um importante papel na regulacao do ciclo celular, reparando danos ao DNA
e induzindo a célula a apoptose quando necessario. Com a sua degradagéo, os danos

ao material genético ndo sao reparados, levando a proliferagao celular descontrolada. A
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proteina E7 induz a reentrada das células ja diferenciadas na fase S do ciclo celular
através da liberagao e ativagao de um fator de transcrigdo, que induz a degradacéao das
proteinas do retinoblastoma (codificadas pelo gene Rb), familia de proteinas supressoras
de tumor, responsaveis pela regulagéo do ciclo celular (LONGWORTH; LAIMINS, 2004).
A mudanca da fase G1 para a fase S permite que o virus utilize a maquinaria celular para
a replicagcao do préprio genoma. Normalmente a reentrada na fase S levaria a ativagao
da p53, que suspende o ciclo celular e promove o reparo de danos ao material genético
ou a apoptose, porém, com a degradagéo da p53, isso nao ocorre (LETO et al., 2011;
BANSAL; SINGH; RAI, 2016; GUTIERREZ-HOYA; SOTO-CRUZ, 2021). Além disso, a
proteina E7 tem a capacidade de induzir instabilidade gendmica e mudangas no numero
cromossOmico, o que €& mostrado por estudos que observaram a ocorréncia de
aneuploidia em canceres associados ao HPV (LONGWORTH; LAIMINS, 2004).

Figura 4 - Sequéncia de acontecimentos que precedem a transformagao celular, apds o
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Fonte: Adaptado de Gheit (2019).

A proteina E6 também é responsavel pela ativagdo da subunidade catalitica da
telomerase. Em células somaticas, ndo ha atividade da telomerase, o que leva a
diminuicdo gradual dos teldmeros com as divisdes celulares. A ativagdo da enzima pela
proteina E6 leva, entdo, a imortalizacdo celular (LONGWORTH; LAIMINS, 2004). Além
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disso, a E6 pode se ligar e degradar a proteina Bak, promotora da ativagado da cascata
de caspases e a apoptose. As proteinas E6 e E7 também controlam a expressao de
alguns microRNAs celulares, prevenindo a apoptose e permitindo o crescimento celular
em queratinocitos em diferenciacdo (GRAHAM, 2017).

Além de aumentar a expressao dos oncogenes, a integragao do genoma viral ao
genoma da célula gera varias alteragbes genéticas como rearranjos cromossoémicos e
instabilidade cromossémica préximo do local de integragdo do genoma viral. Com o
acumulo dessas alteragdes no DNA do hospedeiro, as células infectadas podem
progredir para o cancer (KUSAKABE et al., 2023).

A ocorréncia de cancer de colo de utero é precedida por NIC, lesbes displasicas
divididas em trés estagios (NIC1 - leve, NIC2 - moderada e NIC3 - grave), que evoluem
de forma gradual (STANLEY, 2010). Essas lesdes precursoras também podem ser
classificadas em lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (low-grade squamous
intraepithelial lesion - LSIL), que corresponde a NIC1 e lesao intraepitelial escamosa de
alto grau (High-grade squamous intraepithelial lesion - HSIL) que corresponde a NIC2 e
NIC3 (figura 5) (KOSHIOL et al., 2008; KUSAKABE et al., 2023). Geralmente, NIC1/LSIL
€ uma lesao que requer acompanhamento e ndo um tratamento imediato e podem ser
causadas por HPVs de alto e baixo risco, com os de alto risco representando uma maior
propor¢ao (KOSHIOL et al., 2008; STANLEY, 2010). Nesse caso, as células ocorrem
individualmente ou em agregados, sao células grandes, com citoplasma grande e bem
definido e a membrana nuclear varia de um contorno levemente alterado a muito irregular
(KOSHIOL et al., 2008; NAIAR; WILBUR, 2015). As HSIL séo caracterizadas por
anormalidades cromossémicas e instabilidade genética (STANLEY, 2010). Células de
HSIL podem ocorrer isoladamente ou formando um sincicio, s&o menores e mais
imaturas que as de LSIL, além de terem um citoplasma reduzido e uma razédo entre
tamanho do nucleo e tamanho do citoplasma maior que nas LSIL. As células das HSIL
também apresentam, geralmente, contorno da membrana nuclear irregular (NAIAR;
WILBUR, 2015).

Apos o ultimo estagio de neoplasia cervical, pode ocorrer o surgimento do

carcinoma invasivo. As células neoplasicas podem romper a membrana basal das células
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epiteliais, invadindo o tecido abaixo (figura 5) (SELLORS; SANKARANARAYANAN,
2003).

Figura 5 - Representacdo da progressao da infecgao pelo HPV no epitélio escamoso,

desde o epitélio sem alteragcbes até o cancer invasivo
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Fonte: Adaptado de Woodman; Collins; Young (2007).

Além da infeccdo por HPVs de alto risco, outros fatores contribuem para a
ocorréncia do cancer cervical, como o tabagismo, uso de contraceptivos orais
combinados, possuir multiplos parceiros sexuais, inicio precoce da vida sexual, além de
imunossupressao causada pela infecgao por HIV ou uso de medicamentos (BOWDEN et
al., 2023; JAIN; LIMAIEM, 2025).

Os HPVs de alto risco também podem gerar cancer do canal anal. Assim como
no cancer cervical, os canceres anais sao precedidos por lesdes, conhecidas como leséo
intraepitelial escamosa ou neoplasia intraepitelial anal (NIA) (BUCCHI et al., 2016;
CLAVERO et al., 2016). Semelhante ao cancer cervical, as HSILs sdo consideradas
precursoras do cancer. A infec¢ao pelo HPV no anus tem como principal causa relagdes

sexuais desprotegidas. Porém, a presenca do HPV na cérvice em mulheres € um fator
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de risco para a infecgdo anal. Muitos trabalhos encontraram HPVs de mesmo gendétipo
nas duas regides em mulheres, o que sugere que a infecgao cervical pode ser a fonte da
infeccdo anal, por conta da proximidade entre as regides (BUCCHI et al., 2016).

Assim como no cancer cervical, o cancer anal parece ser mais comum nas
regides de transicdo entre epitélio escamoso e colunar do canal anal (BUCCHI et al.,
2016). Apesar da semelhanga, a incidéncia de cancer cervical € bem maior do que a de
cancer anal, o que pode ser explicado por algumas diferengas histologicas entre as duas
regides (YANG et al., 2015). O cancer anal € muito comum em homens que fazem sexo
com homens (HSH) e em mulheres com histérico de neoplasia ou lesao pré neoplasica
vulvar (VALADAO et al., 2023). Um estudo encontrou uma prevaléncia de 88,6% do DNA
do HPV em amostras da mucosa anal de HSH (GARBUGLIA et al., 2015).

Como a resposta imune é essencial para eliminar a infeccdo e impedir a
progressao das lesdes, pessoas imunocomprometidas estdo em risco. Por isso, o cancer
anal também & mais comum em pessoas vivendo com HIV e em pessoas que utilizam
drogas imunossupressoras (PALEFSKY et al., 2011; BUCCHI et al., 2016; VALADAO et
al., 2023). Portadores de doenca inflamatdria intestinal (Dll), uma condigdo cronica,
normalmente necessitam da utilizagdo de drogas imunossupressoras como parte do
tratamento, o que pode representar um risco a essa populagao, ja que se sabe que existe
associagao entre neoplasias induzidas pelo HPV e imunossupressao (KANEDA et al.,
2015; DREYER, 2018; FUKUDA; NAGANUMA; KANAI, 2019; PEREZ-GONZALEZ et al.,
2022). No entanto, dados sobre a prevaléncia do HPV em pacientes com DIl s&o
escassos (SHAH et al., 2015).

1.7 Doencga inflamatéria intestinal (DII)

A doenca inflamatdria intestinal consiste em um conjunto de condigbes crbnicas
e imuno-mediadas, que causam inflamagao no trato gastrointestinal (TGI). Compreende,
principalmente, a doenga de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa (RCU) (SAIRENJI,
COLLINS; EVANS, 2017; FLYNN; EISENSTEIN, 2019). A causa das duas doengas ainda
nao € bem compreendida, mas acredita-se que seja multifatorial, resultando de fatores
imunoldgicos, genéticos e ambientais (FLYNN; EISENSTEIN, 2019).
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A doenga de Crohn é uma doenca sistémica, recidivante, caracterizada por
manifestagdes gastrointestinais e também extraintestinais (BAUMGART; SANDBORN,
2012). Acredita-se que a DC seja resultante de uma resposta imunoldgica anormal a
microbiota residente do intestino, diminuicdo da diversidade microbiana e do
comprometimento da integridade da barreira intestinal (BAUMGART; SANDBORN,
2012). Na DC, as lesdes podem ocorrer de forma descontinua e podem afetar qualquer
parte do TGl (FLYNN; EISENSTEIN, 2019; BRUNER; WHITE; PROKSELL, 2023). Além
disso, as lesbes na DC s&o profundas, afetando toda a parede intestinal (IRWIN et al.,
2017; EBRAHIMI et al., 2024). Pacientes com DC apresentam periodos de atividade e
remissao. Os principais sintomas da doenca sdo dor abdominal, febre, diarreia aquosa
ou sanguinolenta e anemia, mas dependendo da gravidade com que a doencga se
apresenta, pode causar uma variedade de outros sintomas, incluindo sintomas sistémicos
como fadiga, e complicagbes como obstrugao e perfuragao intestinal (IRWIN et al., 2017;
FLYNN; EISENSTEIN, 2019).

A RCU é uma doenga crénica, cuja patogénese também nao esta completamente
elucidada, assim como na DC. Acredita-se que a causa também seja multifatorial e
envolva predisposi¢cao genética, resposta imune desregulada e defeitos da barreira
epitelial (FUKUDA; NAGANUMA; KANAI, 2019). Na RCU, a inflamagao ocorre apenas
no intestino, especificamente no coélon e no reto. Além disso, as lesdes sao mais
superficiais do que na DC e a inflamacao se apresenta de forma continua. Os principais
sintomas sdo sangue nas fezes, que ocorre na maioria dos pacientes, dor abdominal,
tenesmo e podem ocorrer sintomas sistémicos como fadiga, perda de peso e febre em
alguns casos. Os sintomas extra intestinais sdo menos comuns na RCU do que na DC
(FLYNN; EISENSTEIN, 2019). Estudos indicam que a incidéncia e a prevaléncia da DC
e da RCU tem aumentado nos ultimos anos, mundialmente (SAIRENJI; COLLINS;
EVANS, 2017). Esse aumento ja havia sido observado em paises ocidentais
desenvolvidos desde a metade do século 20, porém, nos ultimos anos isso também tem
sido observado em paises da Africa, Asia e América do Sul. A prevaléncia da doenca na
populagcdo chega a mais de 0,3% em paises da América do Norte, da Europa e na
Australia. Nesses paises, a prevaléncia de DC pode chegar a 135,6 a cada 100 mil
habitantes e a RCU a 198 a cada 100 mil habitantes (NG et al., 2017). No Brasil, a
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prevaléncia da DC é baixa em comparagdo com os outros paises citados (0,60 a 6,75 por
100 mil habitantes). Para a RCU, a prevaléncia é de 2,42 a 21 a cada 100 mil habitantes,
porém, tem sido observado aumento na incidéncia de ambas as doengas nos ultimos
anos (NG et al., 2017).

Evidéncias sugerem que a incidéncia de cancer anal em pacientes com DIl pode
ser maior que na populagao geral (CANAVAN; ABRAMS; MAYBERRY, 2006; VUITTON
et al., 2018). O tratamento das DIl envolve o uso medicamentos que modulam a resposta
inflamatdria ou imunossupressores para controlar os sintomas e sabe-se que o uso
desses medicamentos, além da propria inflamagao crénica presente na doenga, esta
associado com algumas neoplasias e infec¢des oportunistas (BAUMGART; SANDBORN,
2012; FUKUDA; NAGANUMA; KANAI, 2019). Ja foi observado que o uso de
imunomoduladores aumenta o risco de mulheres com DIl desenvolverem neoplasia
cervical (KREIJNE et al., 2023). Evidéncias sugerem associagao entre uso de
medicamentos imunossupressores para o tratamento das DIl com um maior risco de
desenvolvimento de lesdes precursoras e cancer cervical (BOWDEN et al., 2023).

Um estudo de coorte conduzido por Rungoe et al. (2015) observou que mulheres
com DIl possuem um risco aumentado de desenvolver LSIL e HSIL. Além disso, observou
que mulheres com DC possuem um risco maior de desenvolver cancer cervical e 0 uso
de terapias imunossupressoras pode aumentar ainda mais esse risco (AUBIN et al.,
2011). Vuitton et al. (2018) analisou amostras oriundas de pacientes com DIl e observou
que a prevaléncia do HPV na regidao anal nessa populagéo foi de 34,7%, sendo que
68,6% destes eram mulheres. Dos positivos para HPV, 25,7% eram HPVs de alto risco e
11% correspondiam ao HPV 16. Em pacientes com DC, a prevaléncia de HPVs de alto
risco foi maior do que no restante da populacdo do estudo. Entre os que faziam uso de
drogas imunossupressoras, a prevaléncia da infecgao por HPVs de alto risco foi maior do
que naqueles que nao utilizavam. No entanto, ndo ha muitos dados disponiveis sobre a
prevaléncia do HPV no anus de pacientes com DIl. Uma metanalise identificou apenas
trés estudos que analisaram a prevaléncia de HPVs de alto risco em pacientes com DI,

0 que evidencia uma lacuna de conhecimento nessa area (ALBUQUERQUE et al., 2023).
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1.8 Vacinas contra o HPV

As vacinas disponiveis atualmente contra o HPV utilizam a plataforma de
particulas semelhantes a virus (virus-like particles - VLPs), que consiste ha montagem
da proteina L1 do capsideo, mimetizando uma particula viral, como antigeno. Essas
vacinas se baseiam na capacidade da proteina L1 de se auto-organizar em VLPs,
induzindo uma resposta robusta de anticorpos neutralizantes (KIRNBAUER et al., 1993;
WILLIAMSON, 2023). A vacinagdo induz niveis bem mais altos de anticorpos especificos
para os diferentes tipos de HPV do que a infecgao natural (WILLIAMSON, 2023). Todas
as vacinas disponiveis atualmente sao seguras e eficazes na protec¢ao contra a infeccgao,
o surgimento das lesbes escamosas de alto grau e o cancer cervical, além de protegerem
contra o surgimento de verrugas genitais, dependendo da vacina (GOLDSTONE, 2023;
WILLIAMSON, 2023).

Existem vacinas bivalentes (Cervarix®, Cecolin®), que protegem contra os tipos
16 e 18 do HPV, quadrivalentes (Gardasil®, Silgard®) que protegem contra os tipos 16,
18, 6 e 11 e uma vacina nonavalente (Gardasil9®), que protege contra os tipos 16 e 18,
além de outros cinco tipos de alto risco (31, 33, 45, 52 e 58) e os de baixo risco
oncogénico 6 e 11 (WILLIAMSON, 2023). No Brasil, a vacina distribuida pelo Sistema
Unico de Saude (SUS) é a quadrivalente e tem como publico-alvo meninos e meninas de
9 a 14 anos, idade em que geralmente ainda n&o houve inicio da vida sexual e € menos
provavel que ja tenha havido contato com o virus (OPAS, 2024). Recentemente, o
esquema vacinal de dose unica foi adotado em substituicdo ao de duas doses (Ministério
da Saude, 2024a). Outros grupos aptos a receber a vacina pelo SUS sao pessoas
vivendo com HIV, transplantados e pacientes oncolégicos (Ministério da Saude, 2024a).
Atualmente, a cobertura vacinal no Brasil esta baixa. Entre as meninas de 9 a 14 anos,
ela alcangou um pico em 2015 e desde entdo, caiu constantemente, chegando a apenas
69,05% em 2025. A cobertura vacinal sempre foi mais baixa nos meninos da mesma faixa
etaria e em 2025 somente 56,01% dessa populagdo recebeu a vacina (Ministério da
Saude, 2025).

A vacinagao para prevencao do HPV em pacientes com DIl € recomendada

devido ao risco aumentado de infecgao persistente nessa populagao (KUCHARZIK et al.,
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2021; PITTET et al., 2021). A vacina € considerada segura para pacientes
imunossuprimidos e é recomendavel que estes sigam um esquema de trés doses
(KUCHARZIK et al., 2021). Jacobson et al. (2013) administraram trés doses de uma
vacina quadrivalente em mulheres com DIl recebendo tratamento com
imunossupressores e observaram que houve uma boa soroconverséo, de 100% para os
tipos 6, 11 e 16 € 96% para o tipo 18. Além disso, nao foi observado nenhum efeito

adverso grave decorrente da vacina.

1.9 Diagnéstico de HPV

O diagnostico da infecgdo por HPV se da de forma clinica e laboratorial. Na
presenca de lesdes como os condilomas acuminados, o diagndstico é clinico. Como nem
sempre a infecgdo pelo virus resulta em lesdes visiveis, métodos de rastreio como a
citologia sdo essenciais. Nesse caso, sdo coletadas células da zona de transformacao
cervical com o auxilio de uma escova e é realizado um esfregago em uma lamina, que
sera analisada em busca de alteragdes celulares indicativas de infecgao pelo HPV. Além
da citologia convencional, existe a citologia em meio liquido, em que o material coletado
€ armazenado em uma solugao de preservagao e transportada a um laboratério onde a
lamina sera confeccionada e analisada (RAJARAM; GUPTA, 2021). A colposcopia,
exame ginecolodgico utilizado para visualizagédo do colo do utero, e a bidpsia, sdo também
utilizadas no diagnostico das lesdes e do cancer.

A citologia anal é o teste mais utilizado no rastreio do cancer anal (STIER et al.,
2024). Assim como na citologia cervical, a coleta é realizada com a utilizagdo de uma
escova, que deve alcancar a zona de transi¢ao entre os epitélios escamoso e colunar. A
associagao da citologia e anuscopia de alta resolugdo, um exame de imagem, torna o
rastreio do cancer mais efetivo (NADAL et al., 2020). A testagem para presenca de HPV
no canal anal pode ser importante para identificar individuos com maior risco de
progressdo para HSIL ou cancer e também para diminuir as taxas de pacientes
encaminhados para a anuscopia de alta resolugao (STIER et al., 2024). O rastreio de
cancer anal é recomendavel em idades especificas para pessoas na categoria A de risco,

Ou seja, grupos que apresentam maior incidéncia de cancer anal e que, portanto, tem
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risco elevado de desenvolvé-lo. Estao incluidas nesse grupo pessoas vivendo com HIV,
HSH, mulheres transgénero, pessoas com histérico de displasia ou cancer vulvar e
pessoas que receberam transplante de 6rgaos solidos. Na categoria de risco B, estado
grupos que apresentam menor incidéncia de cancer anal comparados aos do grupo A,
mas que ainda assim tem uma incidéncia elevada em comparagao com a populagao
geral. Sao incluidas pessoas com histérico de HSIL ou cancer cervical ou vaginal,
verrugas perianais, infecgdo cervical persistente por HPV 16 e outros pacientes
imunossuprimidos ou em tratamento continuo com esteroides, como pessoas com lupus
eritematoso sistémico, artrite reumatoide e DIl (STIER et al., 2024). Esses grupos, com
idade acima de 45 anos, podem ser incluidos no rastreamento a partir de tomada de
decisao conjunta (STIER et al., 2024). A testagem para HPVs de alto risco, em conjunto
ou ndo com a citologia, é considerada uma forma de rastreamento aceitavel de cancer
anal. E recomendado que pessoas com LSIL e um teste positivo para HPV de alto risco
ou pessoas com resultado da citologia para HSIL, independente do resultado do teste
para HPV, sejam encaminhadas para a anuscopia. Se o teste for positivo para HPV 16,
€ recomendado que o paciente seja encaminhado diretamente para a anuscopia,
independente de diagndstico citologico (STIER et al., 2024).

O HPV nao pode ser cultivado e o exame soroldgico nao é capaz de diferenciar
uma infeccao atual de uma infecgéo antiga, sendo os métodos moleculares e citolégicos
0s mais apropriados para o diagnéstico da infecgao viral (MOLIJN et al., 2005). Como na
infeccdo pelo HPV pode ndo haver nenhuma manifestacdo detectavel pelos métodos
citados (exame clinico, citologia, anuscopia), os métodos moleculares constituem uma
importante abordagem no rastreamento do cancer cervical, com um grande valor
preditivo (SCAGNOLARI et al., 2016). Um estudo observou que a associagdo entre
meétodos citopatoldégicos, anuscopia e deteccdo do HPV por reacdo em cadeia da
polimerase (polymerase chain reaction - PCR) resultou em um aumento da sensibilidade
do diagnéstico de lesdes anais induzidas por HPV (NADAL et al., 2020). A testagem do
HPV, atualmente, é utilizada como teste complementar a citologia cervical para
rastreamento do virus. Existem testes moleculares aprovados pela Food and Drug

Administration dos Estados Unidos para detec¢ao dos HPVs de alto risco e pacientes
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com resultado positivo para HPVs 16 ou 18 s&o indicadas para a colposcopia (EL-ZEIN;
RICHARDSON; FRANCO, 2016).

Estudos mostram que a testagem do HPV para rastreio da infeccédo cervical
possui maior sensibilidade do que os métodos citologicos e que a testagem do HPV pode
ser uma importante ferramenta de prevengcdo do cancer (REBOLJ et al., 2022).
Recentemente, o ministério da saude incorporou a testagem molecular no SUS para o
rastreamento do virus buscando a prevengao do cancer de colo de utero (Ministério da
Saude, 2024b). Alguns estudos utilizaram a técnica de PCR para identificar o HPV em
lesdes e carcinomas de vulva, vagina e anus (VUYST et al., 2009). Porém, a testagem
do HPV anal ndo é amplamente utilizada e ndo ha um protocolo padronizado para
testagem do virus que utilize o método de PCR em tempo real ou PCR quantitativa
(gPCR) neste sitio e nessa populagéo.

A PCR é um método molecular que permite identificar a presenga do DNA viral
nas células, além de identificar especificamente o tipo causador da infecgao. A gPCR é
uma variacao da técnica convencional que permite acompanhar os resultados a medida
que a amplificagdo do material genético ocorre, e € amplamente utilizada no diagndstico
de infecgbes virais. E uma técnica precisa, capaz de identificar com alta sensibilidade a
presenca de material genético além de quantifica-lo, permitindo, assim, determinar a
carga viral além da deteccao do virus (SCAGNOLARI et al., 2016; TAYLOR et al., 2019).
Existem alguns estudos que avaliaram o impacto da carga viral na infec¢cdo por HPV,
porém, sd0 escassos 0s que analisaram esse parametro na populacdo com DIl. Nao se
sabe se a carga viral pode funcionar como um marcador para o risco de progressao das
lesdes neoplasicas e cancer (MAIA et al., 2015; SCAGNOLARI et al., 2016;
GUERENDIAIN et al., 2022).

Na producao de um protocolo de utilizacdo do método de gPCR, é essencial que
se garanta uma reacao de alta qualidade, sensivel e especifica. E importante que haja
otimizacao dos reagentes utilizados e validagdo do protocolo para garantir a obtencao de
dados reprodutiveis e que representem com precisdo a questdo bioldgica a ser
investigada (TAYLOR et al., 2019).
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1.10 Justificativa

Considerando a escassez de estudos sobre a infecgcao por HPV em pacientes
com DIl, que podem estar em maior risco devido a resposta imune comprometida e a
associagao existente entre imunossupressao e surgimento de neoplasias (BOWDEN et
al., 2023), e que os HPVs de alto risco estdo envolvidos em cerca de 90% dos cénceres
anais (BUCCHI et al., 2016), é importante realizar a testagem e a identificagdo dos tipos
de HPV presentes nessa populagao, principalmente dos tipos mais frequentemente
associados ao desenvolvimento de cancer. Existem varios estudos envolvendo outras
populagdes, como as pessoas vivendo com HIV, que mostram uma forte associagao entre
neoplasias induzidas pelo HPV e imunossupressido (DREYER, 2018; PEREZ-
GONZALEZ et al., 2022). Mesmo quando ndo ha lesdo evidente, pode haver infecgdo
pelo HPV e as técnicas moleculares sao de grande valia para a detecgdo viral e para o
rastreamento das lesdes causadas pelo HPV, que podem ser tratadas, diminuindo o risco

de cancer.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Padronizar uma reacdo de PCR em tempo real para deteccdo dos HPVs de alto

risco 16 e 18 em amostras de swab anal provenientes de pacientes com DII.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar avaliagbes in silico dos primers e sondas especificos para os dois tipos
de HPV.

e Testar diferentes concentragdes dos primers e sondas para uma maior eficiéncia
da amplificagao.

e Realizar analises de sensibilidade, especificidade e eficiéncia da reagao.

e Validar os a reacao através do teste de gPCR em amostras clinicas de pacientes
com doenca inflamatéria intestinal.

e Determinar a carga viral das amostras clinicas positivas para HPV 16 e/ou 18.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho faz parte de um estudo maior, intitulado “Prevaléncia e
fatores de risco do Papilomavirus Humano anogenital em pacientes com Doenca
Inflamatéria Intestinal” com aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos sob o CAAE 46786721.1.0000.5133.

3.1 Populagao

Para a validagao do protocolo de qPCR, foram coletadas amostras de pacientes
adultos, com diagnéstico de DC e RCU, no Centro de Doencgas Inflamatérias Intestinais
do Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora (HU/UFJF). O
diagnostico de DIl foi estabelecido previamente. Foram coletadas um total de 184
amostras, divididas em 2 grupos: 50 pacientes do grupo controle e 134 pacientes com
DIl. Os pacientes do grupo controle consistem em pacientes saudaveis, atendidos de
forma consecutiva, acompanhados no ambulatério de coloproctologia. Buscou-se coletar
amostras de pacientes de maneira a aproximar sexo e idade com os grupos DC e RCU.

Os critérios de inclusao foram: idade igual ou maior que 18 anos com diagndstico
confirmado de DIl e que concordaram em participar do estudo. Foi permitida a
participacao de pacientes recebendo tratamento com aminossalicilatos, tiopurinas, anti-
TNF, esteroides sistémicos ou antibidticos. Ja os critérios de exclusdo foram: idade
abaixo de 18 anos ou superior a 65 anos, pacientes portadores de outras condi¢gdes que
levam a imunossupressao, como lupus eritematoso sistémico, neoplasias, (exceto
cutaneas), artrite reumatoide, HIV positivos, transplantados, pacientes com diagnéstico
prévio de NIC, NIA, carcinoma espinocelular ou com historico de vacinagéo por HPV e
pacientes submetidos a amputagao abdominoperineal do reto. Pacientes que apresentam
potencial para engravidar precisaram apresentar teste de gravidez negativo, além de ter
sido solicitado a utilizacdo de um método contraceptivo efetivo antes da coleta das
amostras. Todos os pacientes que preenchiam os critérios de inclusdo receberam um
termo de consentimento livre e esclarecido contendo as explicagdes referentes a

participacao e as avaliagdes contidas na pesquisa.
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Mulheres cujo resultado da qPCR foi positivo para HPV 16 e/ou 18 no anus, foram

convidadas para a coleta, também, de amostras cérvico-vaginais.

3.2 Coleta, manuseio e preparagao das amostras

O exame fisico e a coleta de material foram realizados sempre por duas médicas
coloproctologistas. As coletas de amostras da regido cérvico-vaginal foram realizadas
sempre por uma ginecologista. Apds um exame visual da margem anal e do perineo, as
amostras foram coletadas com a utilizagdo de uma escova estéril para coleta de células
do canal anal (cytobrush). A escova foi introduzida até quatro centimetros da margem
anal e foram feitos 5 movimentos de rotac&o. Posteriormente, o cytobrush foi inserido em
um tubo falcon contendo 3mL de tampé&o fosfato salino (phosphate buffered saline - PBS)
estéril. A coleta com a utilizagdo do cytobrush e a utilizagdo do tampao PBS foram
baseados em estudos envolvendo coleta de material para citologia anal (CALORE et al.,
2009; SALIT et al., 2009; WILEY et al., 2013)

As amostras foram transportadas imediatamente para o laboratério em caixa
térmica contendo gelo reciclavel. Alternativamente, as amostras foram mantidas sob
refrigeragao por no maximo 4 horas antes do transporte. Apds a chegada ao laboratorio,
as amostras foram armazenadas em freezer -80 °C até o momento de serem submetidas
a extragdo de DNA. O procedimento operacional padrdao (POP) relativo a coleta e
transporte das amostras encontra-se nos anexos. Anteriormente a extragcdo do DNA, as
amostras foram descongeladas e homogeneizadas por vortexagao. Foi adicionado o
volume de amostra recomendado pelos fabricantes de cada kit de extracdo em
microtubos estéreis de 1,5 ml. O volume remanescente foi armazenado em microtubos

de 1,5 ml em freezer -80 °C, para realizacdo de possiveis reextragdes.

3.3 Extragcao do DNA

Nao ha um kit comercial de extracido de DNA especifico para amostras coletadas

do canal anal. Por isso, optou-se por testar diferentes kits comerciais em algumas

amostras coletadas, visando determinar sua eficacia e aplicabilidade e definir o protocolo
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de extragdo. Foram testados os seguintes kits de extragdo: Wizard Genomic DNA
Purification (Promega), PureLink™ RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.) e Qiamp
DNA blood mini kit (Qiagen), seguindo as recomendacdes de cada fabricante. Foram
selecionadas aleatoriamente duas amostras clinicas para os testes de extracdo de DNA,
uma do grupo controle e outra do grupo de pacientes com doenga inflamatdria intestinal.

Como controle de qualidade da extragéao, foi realizada a quantificagcdo do material
genético por fluorimetria, utilizando-se o fluorimetro Qubit (Thermo Fisher Scientific Inc.),
de acordo com as instrucdes do fabricante. A pureza da amostra também foi avaliada,
por espectrofotometria, através da relacdo A260/280 (260nm:280nm) utilizando-se o

espectrofotdometro Nanodrop (Thermo Fisher Scientific Inc.).

3.4 Controle positivo

Os controles positivos foram adquiridos comercialmente. Foi realizada a sintese
de trechos dos genes alvo dos primers para os HPVs 16 e 18. A sequéncia foi sintetizada
com base no local de anelamento dos primers e sondas utilizados. As sequéncias, o

comprimento dos genes e o vetor utilizado se encontram na tabela 1.
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Tabela 1 - Sequéncias sintetizadas comercialmente para utilizagdo como controle

positivo do HPV 16 e 18, comprimento das sequéncias e vetor utilizado para clonagem

Nome da
sequéncia

Sequéncia (5’- 3’)

Comprimento (pb) Vetor

HPV 16 —
E6

ATGCACCAAAAGAGAACTGC
AATGTTTCAGGACCCACAGG
AGCGACCCAGAAAGTTACCA
CAGTTATGCACAGAGCTGCA
AACAACTATACATGATATAAT
ATTAGAATGTG

112 pUC19

HPV 18 —
EG-E7

TAGCTGGGCACTATAGAGG
CCAGTGCCATTCGTGCTGCA
ACCGAGCACGACAGGAAAG
ACTCCAACGACGCAGAGAA
ACACAAGTATAAATGCATGG
ACCTAAGGCAACATTGCAAG
ACATTGTATTGCATTTAGAG
CCCCAAAATGAAATTCCGGT

TGACCTTCTATGTCACG

174 pUC19

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A concentracdo do DNA dos controles foi verificada através do fluorimetro Qubit

(Thermo Fisher Scientific Inc.). A partir da obtengédo da concentragdo e do comprimento

do DNA molde (tamanho do vetor, de 2686 pb para o pUC19, somado ao tamanho do

inserto), foi possivel calcular o numero de copias por microlitro (uL) de cada um dos

controles, segundo a férmula apresentada na figura 6.

Figura 6 - Formula utilizada para o calculo do numero de copias/uL

Nimero de copias/uL =

Onde:

[c] de DNA: Concentracio do DNA, em ng/ml

[c] de DNA % 6,022 x 103

Comprimento X 1 X 1077 X 660

6,022 % 1023: Constante de Avogadro, em moléculas/mol
Comprimento: Tamanho do DNA molde (vetor + inserto}, em pares de base (ph)

1 x 10-% fator de conversdo para nanogramas

660: Peso molecular médio de um par de bases, em Dalton (Da)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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3.5 Reagdo de qPCR

Para a gPCR, foram testados o mix comercial iTag™ Universal Probes One Step
Kit (BIO-RAD) e o GoTaq® Probe qPCR Master Mix (Promega). Foram utilizados os
primers 5-GAGAACTGCAATGTTTCAGGACC-3 (forward), 5'-
TGTATAGTTGTTTGCAGCTCTGTGC -3' (reverse) e a sonda de hidrolise 5'-FAM-
CAGGAGCGACCCAGAAAGTTACCACAGTT-BHQ-3" (BHQ - black hole quencher),
previamente descritos para detec¢cao de HPV16 (JACQUIN et al., 2013), assim como o0s
primers 5-CAGTGCCATTCGTGCTGCAA-3' (forward), 5'-
GGAATTTCATTTTGRGGCTCTAAA-3" (reverse) e a sonda de hidrolise 5'-FAM-
TCCAACGACGCAGAGAAACACAAGTAT-BHQ-3 previamente descritos para deteccao
do HPV18 (SAHINER et al., 2014). Foi realizada analise de formagao de estruturas
secundarias dos primers, incluindo homodimeros, heterodimeros e hairpins, através do
valor de energia livre de Gibbs (AG), utilizando o Oligoanalyzer™ (Integrated DNA
Technologies, Inc.). Também foi avaliada a temperatura de melting e conteudo GC dos
primers forward e reverse e das sondas. Os controles positivos foram utilizados em todo
0 processo de padronizagao da reacgao.

Foram testadas variagbes na concentracdo dos primers e das sondas e das
condi¢des da ciclagem térmica. As condi¢des de ciclagem utilizadas foram definidas com
base nos trabalhos de Jacquin et al. (2013) e Sahiner et al. (2014), com modifica¢des. O
teste com variacbes na concentracao dos primers de sondas é feito com o intuito de
aumentar a sensibilidade, através da diminui¢ao dos valores de Cq, € eficiéncia da reagao
(MORGANTE; BLAWID, 2016). Diferentes concentragcdes de magnésio também foram
testadas. As reacdes foram realizadas em placas de 96 pocos no sistema de PCR em
tempo real QuantStudio™3 (Thermo Fisher Scientific Inc.) e um branco foi utilizado em

cada placa, com a substituicdo do acido nucleico por agua ultrapura.

3.6 Construcgao de curva padrao e analise da performance do ensaio

Para cada um dos tipos virais foi construida uma curva padrao de DNA a fim de

avaliar alguns parametros relacionados a performance do ensaio, como a eficiéncia,
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sensibilidade e linearidade da reacdo. Para obtencao da curva, foi realizada reagao de
gPCR utilizando diluicbes seriadas (1:10) de cada um dos controles positivos, com
concentracdo de DNA alvo inicial conhecida.

Para o alvo HPV 16, foi construida uma curva com cinco pontos (10°, 108, 107,
108, 10° copias de DNA por L), em triplicata. Ja para o HPV 18 a curva foi construida
com seis pontos (10°, 105, 104, 103, 102 e 10" copias de DNA por pL) também em triplicata.
A curva padrao é obtida através da regresséo linear do valor Cq (quantification cycle —
ciclo de quantificagdo) sobre o logaritmo da quantidade de DNA inicial. O calculo da
eficiéncia da reacao se da a partir do slope da porgao log-linear da curva-padrao, sendo
E = 10 (Vslore) .1 x 100. Também foi avaliado o coeficiente de correlagéo (r?), que indica
0 quanto os valores encontrados sdo explicados pela reta, sendo desejavel um valor
r’20.985 (MORGANTE; BLAWID, 2016). Idealmente, a eficiéncia da reacdo deve ser de
100 = 10% e o slope deve ter um valor entre -3,6 e -3,3 (Thermo Fisher Scientific, 2025a;
Thermo Fisher Scientific, 2025b). Valores de slope menores que -3,3 indicam uma
eficiéncia menor que 100% e valores maiores que 3,3 indicam eficiéncia maior que 100%
(MORGANTE; BLAWID, 2016).

3.7 Especificidade

A especificidade dos primers e sondas foi analisada in silico através do
alinhamento de sequéncias extraidas do GenBank no software MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) e também através de analise utilizando o BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool).

Foi realizado um teste utilizando primers e sondas do HPV 16 para amplificacao
do HPV 18 e vice-versa. Além disso, foi feita uma reac¢ao utilizando o controle comercial
de alta cobertura TagMan Comprehensive Microbiota Control (ThermoFisher), que
contém sequéncias de varios tipos de HPV, incluindo o 16, 18, 33, 31, 52, 39, 6, 11 e

outros 27 tipos.
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3.8 Validagao e calculo da carga viral

O protocolo foi validado utilizando as amostras recebidas dos pacientes, para
deteccdo desses dois tipos virais. Como controle endoégeno foi utilizado o gene da B-
globina. Os primers e a sonda utilizados para a amplificacdo desse gene foram
gentilmente cedidos pela profa. dra. Vania Silva. As sequéncias dos primers e da sonda

estéo localizadas na tabela 2 (SCHMITZ et al., 2009).

Tabela 2 - Sequéncias dos primers e sonda utilizados na reagao de amplificagdo do

gene da B-globina

Oligonucleotideo Sequéncia (5’-3’)
Primer Forward ACACAACTGTGTTCACTAGC
Primer Reverse CAACTTCATCCACGTTCACC
Sonda de YAK YEL-TCAAACAGAZENCACCATGGTGCATCTGACTCC -
hidrdlise 3IABkKFQ

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)

A quantificacdo absoluta do numero de cépias de DNA viral (carga viral) foi
calculada a partir da obtencao do valor de x da equacéao reduzida da reta, gerada nos
experimentos de curva padrao. Esse valor é dado em escala logaritmica. A equagao da

reta € mostrada na figura 7.

Figura 7 - Equagao da reta utilizada para calcular a carga viral das amostras

Y=mx+b

Onde:

Y & a variavel que representa o valor do g de cada amostra.

m & o coeficiente angular da reta, ou slope.

b é o coeficiente linear da reta, ou seja, onde a reta intercepta o eixo y.

x é avariavel independente. O valor de %, dado em escala logaritmica, representa a carga viral da

amostra.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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3.9 Analise estatistica

Inicialmente, os dados foram analisados de forma descritiva. Para variaveis
quantitativas, foram calculadas medidas de tendéncia central (média e mediana) e de
dispersao (desvio padrao). Diferengas entre médias foram comparadas através do teste
T de Student para amostras independentes, utilizando o software OpenEpi (DEAN;
SULLIVAN; SOE, 2013). Para as variaveis categéricas, foram calculadas as proporgdes
e apresentadas em percentuais (%), comparando os grupos de interesse. Para
comparacgao de proporgdes entre grupos foram utilizadas tabelas de contingéncia 2x2 e
teste exato de Fisher, através do software GraphPad Prism versdo 10.4.1 (GraphPad
Software, Inc.). Em todas as anadlises foi adotado um intervalo de confianga de 95,0%,

sendo considerado estatisticamente significativo um valor de p<0,050.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise in silico dos primers e sondas

Inicialmente, os primers e sondas escolhidos foram os mostrados na tabela 3,

descritos previamente por Sahiner et al. (2014).

Tabela 3 - Sequéncias dos primers e sondas escolhidos para HPV 16 e 18

-\I/-;ll?a(i Primer forward (5’-3’) Primer reverse (5’-3’) hi dsrgl?:: ((;,9_3,)
FAM-
HPV 16 CAGATCATCAAGAACA CCAGCTGGACCATCTAT TGTAATCATGC
CGTAGAGAA TTCAT ATGGAGATACA
CCTACAT-BHQ
FAM-
HPV 18 CAGTGCCATTCGTGCT GGAATTTCATTTTGRGG TCCAACGACGC
GCAA CTCTAAA AGAGAAACACA
AGTAT-BHQ

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A partir das analises dos oligonucleotideos, observou-se que os primers forward,
reverse e a sonda do HPV 16 continham conteido GC dentro do ideal (35% -80%). A
diferenca de temperatura entres os primers forward e reverse também foi ideal, menor
que 5 °C. Com relacdo a formagdo de estruturas secundarias (homodimeros,
heterodimeros e hairpins), o primer forward apresentou valores de AG maiores que -9
kcal.mol'. Quanto maior o valor do AG, menor a probabilidade de uma estrutura
secundaria se formar, seja ela uma ligacdo entre um mesmo primer (homodimeros),
ligacdo entre primer forward e reverse (heterodimeros) ou dois pontos de uma mesma
sequéncia se ligando, formando um grampo (hairpins). Contudo, nas analises de
formacdo de homodimeros, o primer reverse e a sonda de hidrolise do HPV 16
apresentaram valores muito baixos de AG, indicando que é possivel que essa estrutura
se forme durante a reagdo. Ja os primers e a sonda selecionados para o HPV 18
apresentaram todos os parametros dentro do ideal, incluindo baixa probabilidade de
formacgao de estruturas secundarias. A analise das sequéncias extraidas do GenBank,

descritas posteriormente, também nao apresentou resultados satisfatorios para o
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alinhamento dos oligonucleotideos do HPV 16. Os resultados sdo mostrados na tabela

4.

Tabela 4 - Comprimento, conteudo GC, temperatura de melting e analise de formagéao
de estruturas secundarias dos primers e sondas dos HPVs 16 e 18

HPV 16 HPV 18
Parametro | Primer Primer Sondade | Primer Primer Sondade
analisado forward  reverse hidrélise | forward reverse hidrélise

Comprimento o5 29 29 20 24 27

(Pb)
Conteddo GC | 40% 45,5% 37,9% 55% 35,4% 44.4%
Temperatura 54.4 °C 54.6 °C 57.5°C 59°C | 52,9 °C* 60,1 °C
de melting

Homodlme_:os AG>-9 |AG=-164 | AG=-139 | AG>-9 | AG>-9 | AG>-9
(kcal.mol™")

Heterodlmiros AG > -9 . AG > -9 -
(kcal.mol™")

Ha/rp/ns_1 AG > -9 AG > -9 AG > -9 AG>-9| AG>-9 AG > -9
(kcal.mol ™)

*Temperatura apresentada como média, o primer reverse do HPV 18 é degenerado, portanto, a
temperatura de melting apresenta variagoes. Optou-se por incluir uma média das temperaturas
obtidas nas analises in silico.
Em vermelho estdo apresentados os valores de AG abaixo do ideal.
Fonte: Elaborado pelo autor (2025)

Dessa forma, optou-se pela substituicdo dos primers e da sonda do HPV 16. Os novos

primers e a sonda selecionados para o HPV 16 foram previamente descritos por Jacquin

et al. (2013). As sequéncias e analises in silico sdo mostradas na tabela 5. Os primers e

sondas escolhidos para os HPVs 16 e 18 tem como alvo, respectivamente, o gene E6 e

E6-E7 dos genomas virais.
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Tabela 5 - Novos primers e sonda para o HPV 16

Para_metro Primer forward (5’-3’) Primer reverse (5°-3’) Sonda d? h,ldrollse
analisado (5’-3’)
FAM —
Sequéncias GAGAACTGCAATGTT | TGTATAGTTGTTTG | CAGGAGCGACCC
9 TCAGGACC CAGCTCTGTGC AGAAAGTTACCAC
AGTT - BHQ
Comprimento 23 o5 29
(pb)
Conteudo GC 47,8% 44,0% 51,7%
Temperatura 56,3 °C 57,6 °C 63,3 °C
de melting
Homodimeros AG > -9 AG > -9 AG > -9
Heterodimeros AG =-10,59 -
Hairpins AG > -9 AG > -9 AG > -9

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

4.2 Definicao do protocolo de extragao

Foram testados trés diferentes kits comerciais para extracdo dos acidos
nucleicos: Wizard Genomic DNA Purification (Promega), PureLink™ RNA Mini Kit
(ThermoFisher) e Qiamp DNA blood mini kit (Qiagen), seguindo as recomendagodes de
cada fabricante. Pode ser observado que o melhor resultado, analisando-se os
parametros pureza e quantidade de DNA nas amostras extraidas, foi obtido com a
utilizacdo do kit de extracdo Qiaamp DNA blood mini kit (Qiagen) (Tabela 6). Sendo
assim, este foi selecionado para realizagao das extragdes de todas as amostras clinicas.
O valor ideal da relagdo A260/280 ¢ cerca de 1,8. Valores muito baixos podem indicar

presenca de proteinas ou outros contaminantes na amostra.
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Tabela 6 - Comparagao da concentragédo (em ng/ml) e pureza do material extraido

através de diferentes kits de extracao utilizando-se duas amostras clinicas

_ ) 15

Kit de extragio C7 (ng/ml) C7 (A260/280) 15 (ng/ml) (A260/280)

H ™
PureLink™ RNA 218 x 103 1,19 1,81 x 103 1,34
Mini Kit

Wizard Genomic

DNA Purification 104 1.78 208 "4
Qiaamp DNA blood 2% 103 1,77 1,75 x 108 1,81

mini kit

C7: grupo controle; 15: Grupo DII.
Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

4.3 Testes de especificidade

Através do alinhamento das sequéncias dos oligonucleotideos com sequéncias
virais retiradas do GenBank, utilizando o software MEGA, foi observado que a sonda
inicialmente escolhida para o HPV 16 nao se alinhou corretamente a sequéncia viral. Os
novos oligonucleotideos selecionados para o HPV 16 e os primers e a sonda

selecionados para o HPV 18 se alinharam corretamente a sequéncia (Figura 8).

Figura 8 — Alinhamento das sequéncias de oligonucleotideos

A DNASequences Translated Protein Sequences
Species/Abbrv
1 fuman papillona SEECTRGETECAGAT CATCARGANCACETABAGRRNCCCRBC --§58c CACCTACATTGCATGAATAT
2. HPV 1€ PROBE  |—====—======— === e e e CRCCRNCEY - -—--—-----

3. HEV L€ REV mmmmm s m s o s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e mm——— =
Comie R ooooeee- e

B DNASequences Translated Protein Sequences

.........................

Species/Bbbry 0L Infaiafalalalalalainia e alalanlfaleindaia) | D nlalaleialainlalaiaialaiala e e ialna nnfaa e

1. Human papillomavirus typ€ARAA AR Ch REGRLCCCRC B ARCCCRABARA RCCAC. ATBCACABAGCTIGCAAACARCTIATAC A

2. Human papillomavirus typCAAAABABAACEGCAR CABBACCCACABEA ACCCABAAR RCCAC Al ACABA ARRCARCTIATACATGA

3. Human papillomavirus typCAARAABASAAC AR C ACCCACABEA ACCCABAAR ACCACA ATECACAGA AARCAARCTATACARGA

4. HFV 1€ PRIMERS AND PROBE = ===- AACTBCAR ABGACC--- A ACCCABARA ACCAC --BCACABA! ICARACARC ACA=-=--
C Translated Protemn Sequences

CHEA 2 a2 A HCE
CYCARAARBAAARECE

A: alinhamento incorreto de oligonucleotideos inicialmente selecionados para HPV 16; B: novo
alinhamento dos primers e da sonda para HPV 16; C: alinhamento dos primers e da sonda para
HPV 18.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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O alinhamento dos primers e sondas selecionados com as sequéncias contidas
no BLAST mostrou que os oligonucleotideos se alinharam com as respectivas
sequéncias do HPV 16 e HPV 18, o que indica que sado especificos. Apos todas as
analises in silico, os primers foram sintetizados.

Posteriormente, foi feito um teste em que os primers e a sonda do HPV 16 foram
usados na reagcao com o controle positivo do HPV 18 e vice-versa. Foram utilizadas
diluicbes dos controles positivos, em duplicata. Como ndo houve amplificacao
inespecifica, os primers foram considerados especificos para cada um dos tipos, sendo
capazes de diferencia-los. Nao houve amplificagdo de nenhum tipo de HPV na reacgéao
em que foi utilizado o controle comercial de alta cobertura TagMan Comprehensive

Microbiota Control (Thermo Fisher Scientific Inc.).

4.4 Padronizagao da qPCR

Os controles positivos adquiridos comercialmente foram utilizados em todo o
processo de padronizacdo da gPCR. Através da quantificacdo por fluorimetria verificou-
se que a concentragdo de DNA do controle positivo do HPV 16 foi de 1,18x10°% ng/ml ou
118 ng/uL. Para o HPV 18, a concentragdo calculada foi de 3,86x10*ng/ml ou 38,6 ng/uL.
A partir desses dados e do tamanho calculado do DNA molde, foi possivel determinar o
numero de cépias por uL do controle positivo do HPV 16 (Figura 9) e do HPV 18 (Figura
10).

Figura 9 - Calculo do numero de cépias/pL do controle positivo do HPV 16

118 x 6,022 x 1023

_ % 1010
2860 X 1 x 1079 x 660 ket

Numero de cépias/uL =

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Figura 10 - Calculo do numero de copias/pL do controle positivo do HPV 18

38,6 X 6,022 x 1023

= 1,258 x 101°
2798 x 1 X 10~2 X 660

Numero de copias/uL =

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Para facilitar os calculos ao realizar a diluicao seriada, inicialmente optou-se por
diluir 2,656 pL da solugao estoque do controle do HPV 16 em 97,34 uL de agua ultrapura
e 7,95 uL do controle do HPV 18 em 92,05 pyL de agua ultrapura, obtendo assim uma
solugéo contendo 1x10° copias/uL, ou um bilhdo de copias/pL para cada controle. A partir
dessa solugéo, foi feita a diluigdo seriada (1:10) até a diluigdo 1 x 10", ou 10 copias/yL.

Com as diluicdes, inicialmente foi avaliada a sensibilidade da reagdo. Foram
testados dois kits de qPCR, sendo o iTag™ Universal Probes One Step Kit (BIO-RAD) o
primeiro testado. Para a reagao, foram utilizados primers a uma concentragao final de 0,5
MM e sondas a 0,25 uM. O volume final da reacéao foi definido em 20 uL, contendo 5 pL
de DNA de cada amostra, 2 pyL de agua, 10 yL de master mix com concentragao de 2X,
1 uL de cada primer, 0,5 pL de sonda e 0,5 yL de polimerase. As condi¢des de ciclagem
utilizadas foram: denaturagcdo a 95 °C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de
amplificagdo, 15 segundos cada, a 95 °C e anelamento e extensao a 60 °C por 1 minuto.

Observou-se que, no caso do HPV 16, a PCR foi sensivel apenas até a dilui¢cao
103, ou seja, a reagdo é capaz de detectar, no minimo, mil cépias por uL ou 5 mil copias

por reagao (Figura 11). O valor de Cq da ultima diluigao foi de 28,821.

Figura 11 - Teste de sensibilidade HPV 16

Amplification Plot

ARnN

041

0.01

0.001 \

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Foi construida a curva padrao para o HPV 16 e a eficiéncia observada foi de
71,934%, bem abaixo do valor ideal. O slope também nao ficou dentro do valor ideal, de
-4,249.

Assim, visando aumentar a sensibilidade da reacdo de amplificacdo do HPV 16,
foram testadas diferentes concentragdes de cloreto de magnésio (MgCl2) adicionado a
reacdo. As concentracoes testadas foram: 0,5 mM, 1 mM e 1,5 mM. Nao houve melhora
da sensibilidade com a adicdo de nenhuma concentragdo de MgCl2 testada, optando-se
entdo por manter a reagdo sem a adi¢cao desse reagente. Também foram testadas outras
condigbes de ciclagem utilizando as diluigdes 103, 102 e 10", com 2 minutos a 50° C,
seguido por 10 minutos a 95 °C, 40 ciclos de amplificagdo, 30 segundos cada, a 95 °C e
anelamento e extensao a 60 °C por 1 minuto. Porém, optou-se por manter as condicdes
iniciais de amplificacdo, uma vez que, ndo houve amplificacdo nas demais diluicbes
testadas. Diferentes concentragdes dos primers e sondas foram testadas com o objetivo
de melhorar a eficiéncia e sensibilidade da reacédo. No entanto, ndo houve melhora que
justificasse a utilizagdo de concentragdes diferentes das utilizadas inicialmente e optou-
se por manté-las (Tabela 7).

Foi testado outro kit de gPCR, o GoTag® Probe gPCR Master Mix (Promega), e
observou-se um aumento consideravel da sensibilidade da reagao (Figura 12). Nesse
caso, a PCR foi sensivel até a diluicdo 10", ou seja, a reacgéo é capaz de detectar até 10
copias por uL. O valor de Cq observado na ultima diluicdo foi de 37,496. Foi construida
uma curva padréo (Figura 13) e o valor do slope, a eficiéncia e o r> também melhoraram.
O valor do slope foi de -3,529, a eficiéncia foi de 92,032 e o r? foi de 0,985, todos valores

aceitaveis.
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Tabela 7 - Concentragdes dos primers e sondas testadas nas diluigbes 10’ e 10% e os

respectivos valores de Cq obtidos

Oligonucleotideo [c] final (em pM)

Cq - diluigao 107

Cq - diluigéo 104

Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda
Fwd/rev/sonda

Fwd/rev/sonda

0,5/0,5/0,25*
0,5/0,75/0,25
0,75/0,5/0,25
0,5/0,25/0,25
0,25/0,5/0,25
0,25/0,25/0,25
0,5/0,75/0,15
0,75/0,5/0,15
0,5/0,25/0,15
0,25/0,5/0,15
0,25/0,25/0,15
0,5/0,75/0,05
0,75/0,5/0,05
0,5/0,25/0,05
0,25/0,5/0,05
0,25/0,25/0,05

0,5/0,5/0,15

0,5/0,5/0,05

14,597
14,226
14,532
14,244
14,456
14,334
14,799
14,982
14,607
14,495
14,599
15,854
15,639
16,076
15,509
15,755
14,755
15,470

23,583
24,768
24,980
25,238
24,504
24,696
25,024
24,949
24,799
24,302
24,585
25,916
25,441
24,688
25,707
26,652
22,677
23,415

*concentragao utilizada inicialmente para comparagao; Fwd: primer forward; rev: primer reverse.
Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 12 - Teste de sensibilidade HPV 16 utilizando o kit GoTag® Probe gPCR Master
Mix (Promega)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Figura 13 - Curva padrao construida para o HPV 16 contendo 5 pontos em triplicata
Standard Curve
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Na parte inferior da imagem sao mostrados os valores de slope, r? e eficiéncia da reacéo.
Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Para o HPV 18, a reacgéao utilizando o iTag™ Universal Probes One Step Kit (BIO-
RAD) foi sensivel até a ultima diluicao testada, ou seja, 10 cépias/pL ou 50 copias por
reacao (Figura 14), com um Cq de 34,269. Através da curva padrao construida (Figura
15) foi obtido um slope de -3,5, eficiéncia de 93,055 e um r* de 0,986, também dentro dos
valores aceitaveis. A elaboragéo da curva padrao com o outro kit ndo melhorou nenhum

dos parametros. Sendo assim, optou-se por ndo o utilizar no caso do HPV 18.

Figura 14 - Teste de sensibilidade HPV 18
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 15 - Curva padrao construida para o HPV 18 contendo 6 pontos em triplicata
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Na parte inferior da imagem sao mostrados os valores de slope, r? e eficiéncia da reagao.
Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

4.5 Validagao e carga viral

Das 184 amostras da regido anal coletadas, uma, do grupo DII, foi excluida das
analises porque nao houve amplificagdo da -globina. De 183 amostras testadas, 9 foram
positivas para pelo menos um tipo de HPV (4,92%). Destas, 22,22% eram do grupo
controle e 77,77% eram do grupo com DII. Dos 50 pacientes do grupo controle, somente
dois foram positivos (4,0%) e dos 133 pacientes do grupo DII, sete foram positivos
(5,26%) (Tabela 8). Essa diferengca entre os dois grupos nao foi estatisticamente
significativa (p>0,05). Dos pacientes com DIl, 2,25% foram positivos para HPV 16 e
3,75% foram positivos para HPV 18.

No total, 105 pacientes (57,4%) eram do sexo feminino (24 do grupo controle e
81 do grupo DIl) e 78 (42,6%) eram do sexo masculino (26 do grupo controle e 52 do
grupo DIl). Todos os positivos para um dos tipos de HPV eram mulheres (Figura 16).
Houve diferencga significativa entre positivos e negativos com relagdo ao sexo (p=0,0109).
Foram coletadas seis amostras cérvico-vaginais das mulheres cujo teste de qPCR foi
positivo para um dos tipos de HPV no canal anal. Destas, uma foi positiva (16,7%) para

o HPV 16, mesmo tipo de HPV encontrado no canal anal.
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Figura 16 - Positivos e negativos para HPV 16 e 18 com relagao ao sexo
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Considerando a infeccdo causada por apenas um tipo de HPV, o HPV 18 foi
encontrado em cinco amostras do canal anal (quatro do grupo DIl e uma do grupo
controle) enquanto o HPV 16 foi encontrado em duas amostras (todas do grupo DII). Foi
observada coinfec¢ao entre os dois tipos de HPV em duas amostras (uma do grupo

controle e uma do grupo DII) (tabela 8).

Tabela 8 - Frequéncia de amostras positivas no grupo controle e no grupo DII, quais os
tipos encontrados e numero de coinfecgdes

Frequéncia (%) do total de

Grupo Tipo viral Numero de positivos
positivos

HPV 16 0/9 0%
Controle HPV 18 1/9 11,11%
Coinfecgéao 1/9 11,11%
HPV 16 2/9 22,22%
DIl HPV 18 4/9 44,44%
Coinfecgéao 1/9 11,11%

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).



61

A carga viral das amostras variou entre 3,74 cépias/reagcdao e 948.740,80
copias/reagao, em amostras positivas para HPV 18 e HPV 16, respectivamente. A carga
viral da amostra cérvico-vaginal positiva para HPV 16 foi baixa, de 70,65 copias/reacgéao.
A tabela 9 contém a média, mediana e o desvio padrdo da quantidade de cépias por
reagao dos positivos para HPV 16 e 18. Nao houve diferenca estatistica significativa entre
a média de numero de copias do HPV 16 e do HPV 18 (p>0,05). A figura 17 mostra a
média e o desvio padrdo em escala logaritmica. Também nao houve diferenca
significativa entre o valor médio da carga viral nos pacientes do grupo DIl com relagéo ao
controle (p>0,05).

Tabela 9 - Média, mediana e o desvio padrao da quantidade de copias por

reacao dos positivos para HPV 16 e 18

Tipo Desvio Padrao
Média (copias/5uL) Mediana (copias/5uL)
viral (copias/5uL)
HPV 16 276.914,94 75.946,30 392.710,14
HPV 18 123.127,83 1.311,63 323.150,02

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Figura 17 - Média e desvio padrdo do numero de cépias por reagéo dos positivos para

HPV 16 e 18
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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5 DISCUSSAO

A reacéo foi padronizada e mostrou um bom desempenho na amplificagdo do
DNA viral nas amostras clinicas, além de apresentar alta sensibilidade. A curva padrao é
um meétodo importante para avaliar a qualidade da reacéo, pois fornece varios parametros
que permitem verificar a performance de um ensaio. A eficiéncia da gPCR para detecgao
dos HPVs 16 e 18 foi de 92,032% e 93,055%, respectivamente, que sdo considerados
valores satisfatérios. O ideal é que a eficiéncia de uma reagéo esteja 0 mais proxima
possivel de 100%, em que a quantidade de DNA inicial dobra a cada ciclo de
amplificagdo, mas valores entre 90 e 110% sao considerados aceitaveis. Reagbes com
eficiéncia abaixo de 90% podem apresentar também baixa sensibilidade e, em amostras
com mesma concentragdo de DNA, podem gerar valores de Cq discrepantes em relagéo
a uma reagao com eficiéncia mais préxima de 100%, impactando no calculo da carga
viral (Thermo Fisher Scientific, 2025a).

A eficiéncia da PCR pode ser afetada por varios fatores, como a qualidade da
amostra, concentracdo dos componentes do master mix, qualidade dos primers e sondas
e erros de pipetagem (Thermo Fisher Scientific, 2025a; Thermo Fisher Scientific, 2025b).
O r? calculado para as duas reag¢des também resultou em um valor considerado aceitavel.
Esse parametro indica correlagado entre as variaveis e o0 quédo bem um dado explica o
outro, ou seja, 0 quao bem o Cq € capaz de prever a quantidade de cépias na reacao.
Alguns estudos desenvolveram ensaios de gPCR multiplex para detectar diversos tipos
de HPV simultaneamente (JACQUIN et al. 2013; SAHINER et al. 2014). Seria
interessante, futuramente, desenvolver uma gqPCR duplex para a detecgao simultanea
dos HPVs 16 e 18. Limitagcbes deste trabalho incluem a falta de testes de especificidade
da reagdo envolvendo o DNA de outros tipos de HPV e a falta de testes de
reprodutibilidade. No entanto, futuramente esses testes poderao ser realizados.

Nao foi observada diferenca significativa entre a prevaléncia da infec¢ao por HPV
entre o grupo controle e o grupo com DII. Vuitton et al. (2018) também nao observaram
diferenga entre a prevaléncia da infecgdo no grupo com RCU e nos pacientes sem DlI
testados no estudo. No entanto, os autores observaram diferenga significativa entre o

grupo DC e os pacientes sem DII, sendo que nos pacientes com DC foi observada maior
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prevaléncia de HPV 16 e outros HPVs de alto risco no canal anal. Ja Guzela et al. (2022)
nao encontraram diferencga significativa entre o grupo DC e o grupo controle.

A prevaléncia do DNA dos HPVs investigados foi baixa. Dados da literatura sobre
prevaléncia de infec¢ao pelo HPV em pacientes com DIl sdo muito escassos e a maioria
tem foco em pacientes com DC, sendo estudos em pacientes com RCU ainda mais raros.
Uma metanalise identificou apenas trés estudos que analisaram a prevaléncia de HPVs
de alto risco em pacientes com DIl (ALBUQUERQUE et al., 2023). O maior desses, visou
estimar a prevaléncia do HPV em pacientes com doenca inflamatéria intestinal (VUITTON
et al., 2018). Para isso, foram analisadas amostras do canal anal de 101 pacientes com
DIl, sendo 70 com doencga de Crohn. Verificou-se que 34,7% dos pacientes incluidos no
estudo apresentaram resultado positivo para infeccdo por HPV. Porém, a testagem
realizada no estudo buscou identificar diversos tipos de HPV, tanto de alto quanto de
baixo risco. Quando analisados somente os de alto risco, a prevaléncia cai para 25,7%.
Guzela et al. (2022) identificaram infecgdo por HPV em 27% dos pacientes com DC. Ja
Cranston et al. (2017) encontraram uma prevaléncia muito alta, de 89,1% dos pacientes
com DC e RCU. E dificil comparar os resultados de prevaléncia desses estudos devido a
alta heterogeneidade. Além disso, o0 método de testagem varia com os estudos, e a
escolha da populagao participante do estudo também tem uma influéncia significativa nos
resultados, considerando fatores como histérico sexual e fatores sociodemograficos, por
exemplo (VUITTON et al., 2018). A maioria dos estudos conta com uma populagéo
amostral reduzida e muitas vezes nao incluem um grupo controle, o que dificulta ainda
mais a comparagao com a populagao geral.

E importante ressaltar que o presente trabalho testou amostras clinicas para a
deteccao de dois tipos de HPV, 16 e 18, que sédo os HPVs de alto risco mais comumente
associados ao cancer. Cerca de 90% dos casos de céncer anal tém como causa a
infeccao pelo HPV, principalmente o tipo 16 (BUCCHI et al., 2016). Porém, diversos tipos
podem estar associados, sendo o tipo 33 0 mais comum depois do 16 e do 18 (BRUNI et
al., 2023). Sendo assim, existem outros HPVs de alto risco que podem estar presentes
nas amostras negativas e que néo foram detectados nesse caso.

O fato de nao ter sido observada diferenca estatisticamente significativa na

infeccdo pelo HPV entre os grupos DIl e controle ndo exclui a possibilidade de que
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pacientes com DIl apresentem um risco maior de infecgédo persistente pelo virus, o que
pode levar ao desenvolvimento de cancer, especialmente se for considerado o papel do
sistema imunolégico na eliminagéo viral. Ja foi observado que pacientes com DIl parecem
ter risco aumentado de cancer anal. Albuquerque et al. (2023) verificaram que a
incidéncia de cancer anal em pacientes com RCU é cinco vezes maior do que na
populagao geral e que a incidéncia em pacientes com DC com envolvimento perianal
também é alta.

No entanto, para determinar se a persisténcia viral € mais comum em pacientes
do grupo DIl em comparagdo ao grupo controle, seria necessario haver um
acompanhamento desses pacientes para avaliar diferengas na manutengao da infecgao
e no surgimento de lesdes. A razdo entre o numero de copias de E2 em relacdo a E6
pode ser util em determinar o grau de integracdo do DNA do HPV ao DNA humano, ja
que essa razao tende a ser proxima de 1 quando apenas a forma epissomal do DNA viral
esta presente. Porém, sdo necessarios mais estudos para avaliar se a detecgao da
integracéo do DNA viral pode ser considerada um biomarcador confiavel (SCAGNOLARI
et al., 2016).

Apesar de quase todos os pacientes do grupo com DIl envolvidos no estudo
serem imunossuprimidos por conta do tratamento da doenga, a prevaléncia encontrada
foi bem mais baixa do que em outras populagdes imunossuprimidas. Em um estudo
conduzido com mulheres portadoras do virus HIV, por exemplo, a prevaléncia do HPV na
regido anal foi de 78,8% (MARQUES et al., 2021). A prevaléncia de HPV anal em HSH
positivos para HIV também é alta. Um estudo conduzido na China encontrou uma
prevaléncia de 85.1% nessa populagao (ZHOU et al., 2021). No entanto, a prevaléncia
do HPV em pacientes que receberam transplante de 6rgéos sélidos se aproxima mais do
encontrado neste trabalho. Albuquerque et al. (2020) demonstraram que ha uma
prevaléncia de 3,6% de infecgdo anal pelo HPV 16 nessa populagao.

Todos os positivos para um dos dois tipos de HPV testados foram do sexo
feminino. Esse dado corrobora com os resultados do estudo de Vuitton et al. (2018). Os
autores observaram que, dos pacientes portadores de DI, positivos para qualquer tipo
de HPV, 68,6% eram mulheres e houve uma associagao entre ser portador de DC do

sexo feminino e uma maior prevaléncia de infecgdo por HPV16.
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Das amostras vaginais coletadas de pacientes que obtiveram resultado positivo
da PCR para infecgao anal por HPV, somente uma foi positiva (16,66%). Nao é esperado
que todos os pacientes com amostras anais positivas também apresentem amostras
cervicais positivas. Um estudo mostrou que a detec¢ao concomitante do HPV cervical e
anal ocorreu em 42,4% da populagdo do estudo que tinha lesbes cervicais. Ja nas
mulheres do grupo controle, a infeccado concomitante foi observada em apenas 8%
(SLAMA et al., 2015). Em outro estudo, com mulheres HIV positivas, o DNA do HPV foi
encontrado com mais frequéncia na regidao anal em comparagao com a regiao vaginal
(35,21% e 78,8%, respectivamente) e em 30% das mulheres o DNA viral foi encontrado
no anus e na regiao cervical (MARQUES et al., 2021). Hernandez et al. (2005)
observaram que 14% das mulheres saudaveis incluidas no estudo tinham infec¢ao anal
pelo HPV, mas nao cervical, e que mulheres com HPV cervical possuem um risco elevado
de também ter HPV na regido anal. O contrario, no entanto, néo foi reportado. Os autores
também observaram uma concordancia entre os tipos de HPV encontrados em amostras
vaginais e anais da mesma paciente, o que indica uma fonte comum de infecgéo. Essa
transmissao pode ocorrer tanto pelo contato sexual vaginal e anal com o mesmo parceiro
infectado, quanto pela proximidade anatémica entre as regides. No mesmo estudo, os
autores identificaram maior diversidade de tipos de HPV no anus em comparagao com a
regido cervical. Entre os tipos encontrados, 52% eram HPVs de alto risco. Os tipos de
alto risco mais frequentes nas amostras anais positivas foram o HPV 16, 0 51 e 0 53.

No presente trabalho, foi possivel avaliar a carga viral presente nas amostras dos
pacientes positivos para o HPV. Poucos estudos avaliaram a carga viral na infec¢ao anal
por HPV e os estudos disponiveis apresentam divergéncias de resultados. Maia et al.
(2015) relataram que uma alta carga viral em amostras anais esta associada com
anormalidades citolégicas. Ja Guerendiain et al. (2022), em contraste, observaram uma
relagao entre alta carga viral e uma melhor sobrevida global. Em amostras cervicais, uma
alta carga viral parece estar associada a maior persisténcia da infeccao (MAIA et al.,
2015). Kulmala et al. (2007) ndo observaram correlacao entre carga viral e a persisténcia
da infecgéo cervical por HPVs de alto risco. Andersson et al. (2005) ndo observaram
correlagao entre carga viral e o grau de lesdes cervicais. Similar ao observado nesse

trabalho, também ocorreu grande variagdo nos valores de carga viral entre as amostras.
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Ylitalo et al. (2000) observaram que ha associagao entre o desenvolvimento de carcinoma
cervical e a carga viral alta e persistente do HPV 16. Nesse estudo, cerca de 25% das
mulheres com menos de 25 anos que tinham infecgao pelo HPV 16 com alta carga viral,
desenvolveram cancer dentro de 15 anos.

Estudos que verificaram a carga viral do HPV em amostras anais sdo muito
escassos. Essa questao representa uma lacuna no conhecimento e deve ser melhor
investigada e relacionada com dados clinicos dos pacientes, de preferéncia com
pacientes sendo acompanhados por longos periodos. Além disso, a quantificagédo da
carga viral de forma pontual ndo parece ser um bom preditor do risco de desenvolvimento
de cancer, sendo necessarios mais estudos que realizem essa quantificagdo em multiplos
momentos ao longo do tempo (SCAGNOLARI et al.,, 2016). No entanto, uma das
principais limitagdes desse tipo de estudo € a necessidade de convocar os pacientes para
novas coletas de amostra, principalmente os do grupo controle, ja que € um procedimento
desconfortavel. E um desafio captar pacientes para uma coleta, e pode ser ainda mais
dificil obter adesao para coletas repetidas.

Dados sobre infeccdo anal por HPV e dados sobre infeccdo por HPV na
populacdo com DIl sdo muito escassos. E necessario que haja estudos que busquem
esclarecer qual a prevaléncia do virus nesses pacientes e se ha um risco aumentado de
progressao das lesdes e cancer, para melhor manejo do paciente e melhor
direcionamento de medidas profilaticas, como as vacinas. Também ¢é fundamental que
diretrizes sejam elaboradas de forma adequada para essa populagéo, levando em conta
os riscos especificos a que estdo expostas. A deteccdo do HPV nesses pacientes
também é importante para que haja um acompanhamento adequado e para prevenir a

evolucao de possiveis lesdes precursoras para o cancer.
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6 CONCLUSAO

As analises in silico para os primers e sondas utilizados apresentaram resultados
satisfatérios. O protocolo de extracao testado apresentou valores satisfatorios em relagéo
a pureza e quantidade de DNA. Com relagao a padronizagéo da reac¢ao de qPCR obteve-
se valores aceitaveis de eficiéncia e do coeficiente de correlacdo, além de alta
sensibilidade e especificidade para ambos os tipos de HPV testados. O protocolo foi
validado com sucesso em amostras clinicas. A carga viral foi determinada e n&o foram
encontradas diferencas significativas entre valores de carga viral em amostras positivas
para HPV 16 e para HPV 18.
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APENDICE A - Procedimento operacional padrio relativo a coleta, transporte e

armazenamento das amostras clinicas

1. Obijetivo: Orientar e padronizar a coleta, armazenamento e transporte de amostras

biolégicas humanas de swab da regido anogenital.

2. Material Necessario
5.1 Tubo Falcon de 15 mL
5.2 Cytobrush estéril
5.3 Caixa térmica 8.5L
5.4 Rack para tubos de 15 mL
5.5 Gelo reciclavel de 500 mL
5.6 Solucéo tampéo PBS

5.7 Etiquetas para identificacdo das amostras

3. Descricao do Procedimento

Procedimento de coleta:
¢ Introduzir o cytobrush até quatro centimetros da margem anal;
e Realizar cinco movimentos de rotagao.

e Inserir o cytobrush com a amostra no tubo falcon contendo tampao PBS;

Armazenamento e transporte:
e Manter sob refrigeragao por no maximo 4 horas ou transportar imediatamente para
o laboratorio;
e As amostras devem ser acondicionadas em caixa térmica contendo gelo reciclavel
para o transporte até o laboratorio;
e ApOs a chegada no laboratorio, as amostras devem ser armazenadas em freezer

-80 °C até o momento de serem submetidas a extragdo de DNA.
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Abstract

A few months after the beginning of the COVID-19 pandemic in March 2020, several non-pharmacological
measures were adopted worldwide, with varying degrees of strictness, to contain the transmission of the
virus and mitigate its impacts. These measures, in addition to effectively reducing the circulation of SARS-
CoV-2, also appeared to impact the circulation of other respiratory viruses. Therefore, this study aims to
discuss the most relevant data available regarding the circulation of the major respiratory viruses during the
COVID-19 pandemic, exploring the factors that allowed some viruses to continue circulating while others
experienced a decline. Several authors report that the detection of influenza, respiratory syncytial virus
(RSV), human coronaviruses (hCoVs), human parainfluenza viruses (HPIVs), and human
metapneumovirus (WMPV) dropped significantly. However, non-enveloped viruses such as adenovirus, and
especially human rhinovirus (HRV), did not seem to be as affected. Hypotheses for this scenario include
the adoption of non-pharmacological measures to curb the spread of COVID-19, behavioral changes in
hygiene habits, intrinsic characteristics of each virus such as transmission mode, the presence or absence
of a viral envelope and viral interference. Rhinovirus is particularly intriguing, as it maintained a high
prevalence during the years of the pandemic. Further investigation into the possible explanations for this
phenomenon may be worthwhile.
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Introduction

At the end of 2019, a previously unknown coronavirus was identified as causing severe acute
respiratory syndrome (SARS) in several patients in Wuhan, Hubei province, China. Later named SARS-
CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), the virus spread worldwide and the associated
disease was named COVID-19 (Coronavirus Disease 2019). In March 2020, the World Health Organization
(WHO) declared a pandemic caused by SARS-CoV-2. Since then, several measures have been implemented
around the world with the aim of containing the transmission of the virus and mitigating its impacts. These
measures consisted of closing non-essential services, social distancing, closing borders and the use of facial
masks, as the virus is mainly transmitted through saliva droplets and aerosols [1]. To date, COVID-19 has
caused more than seven million deaths worldwide [2] and has directly impacted health systems, the

movement of people and the global economy.

SARS-CoV-2 is a virus of the Betacoronavirus genus, belonging to the Coronaviridae family [3].
The name of the family is derived from the crown-like appearance created by the spike projections on the
surface of the virion, when observed by electron microscopy [4]. It is an enveloped, spherical virus, with a
diameter ranging between 60 and 140nm [5]. SARS-CoV-2 has single-stranded ribonucleic acid with
positive polarity (ssRNA+) as its genetic material, with a genome of approximately 30 thousand base pairs
[6].

Many non-pharmacological measures were adopted throughout the pandemic, such as facial mask
use, social distancing, closing schools and universities, canceling events and closing borders, with a varying
degree of strictness depending on the country. These measures, in addition to being effective in containing
the spread of SARS-CoV-2, also impacted the circulation of other respiratory viruses, with a lower-than-
expected prevalence being observed in this period for many of these viruses [7-10].

In general, the occwrrence of respiratory viruses infections follows a seasonal pattern, especially
in places with a temperate climate. Influenza (IFV) infections, for example, are more frequent in winter,
while the human rhinovirus (HRV) generally circulates throughout the entire year [11]. Nevertheless, there
appears to have been a change in this pattern during the pandemic. Nagakubo etal. [12] observed a shift in
the detection rates of respiratory viruses after the start of the pandemic, between June 2020 and February
2021 adrop in the variety of respiratory viruses was detected. During this period, the most frequently found
viruses were HRV and adenoviruses (AdV), in addition to SARS-CoV-2.

Infections caused by viruses that infect the respiratory tract are common and, normally, there are
no measures to prevent these infections from happening [13], with the exception of IFV and respiratory
syncytial virus (RSV), for which vaccines are available. Furthermore, antiviral drugs are available for the
treatment of the flu. The degree and duration of the impact of measures adopted against SARS-CoV-2 on
the circulation of other respiratory viruses varied according to the type of virus. Some showed a sharp drop
in the number of detections and remained that way, others appear not to have been affected and even showed
an increase in circulation [14], as we will discuss in more defail further. In this sense, the objective of this
review is to discuss the most relevant data available related to the circulation of the main respiratory viruses
during the COVID-19 pandemic, exploring the factors that allowed the circulation of some viruses while

others underwent a decline in circulation, and the impact of the non-pharmacological measures adopted.
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Prevalence of non-SARS-CoV-2 respiratory viruses before and during the COVID-19

pandemic

Before the onset of the pandemic caused by SARS-CoV-2, the most frequently encountered
respiratory viruses in the population were IFV, parainfluenza viruses (hPIVs), seasonal human
coronaviruses (hCoVs), HRV, adenovirus, RSV, and human metapneumovirus (hMPV) [15]. Some of these
respiratory viruses, such as IFV, RSV, and other hCoVs, exhibited a well-established seasonal pattern
before the pandemic, with peaks during the winter months [13, 16-18]. On the other hand, viruses like
rhinovirus, adenovirus, parainfluenza, and metapneumovirus circulated throughout the year, although there
was an increase in detections during certain periods of the year [13, 19-22].

It was noted that the distribution and incidence patterns of several respiratory viruses underwent
significant changes during the COVID-19 pandemic, with these variations being more evident among

enveloped viruses than among non-enveloped viruses [23].
Influenza

Influenza viruses are the causative agents of the flu, an acute respiratory tract infection that affects
approximately 1 billion people worldwide annually [24]. They belong to the Orthomyxoviridae family and
are divided into four genera: Alphainfluenzavirus (Influenza A), Betainfluenzavirus (Influenza B),
Gammainfluenzavirus (Influenza C), and Deltainfluenzavirus (Influenza D) [25]. However, only the first
two are of clinical importance to humans, with influenza A viruses being responsible for causing pandemics
[26]. Influenza are enveloped viruses, with helical capsid symmetry and single-stranded segmented RNA
with negative polarity [27]. Influenza A viruses are divided into subtypes according to the type of
Hemagglutinin and Neuraminidase, two glycoproteins, which they present in their viral envelope. Due to
the segmented genome, there may be gene segments exchange, which generates new viral subtypes.
Influenza B is not divided into subtypes, but into two lineages: Victoria and Yamagata. Transmission of
the influenza virus can occur from person to person through saliva droplets or, less frequently, through
contact with contaminated surfaces [26]. Influenza viruses have a global distribution and an annual
circulation pattern, with peaks in the winter months, between December and February, in the northern
hemisphere [13]. In the Southern Hemisphere, there is generally an increase in the incidence of influenza
cases between the months of May and October [17].

Following the beginning of the COVID-19 pandemic, the virus' major circulation time has become
more unpredictable [26] and several studies show that there was a sudden drop in infection cases after the

start of the pandemic.
Northern Hemisphere

In a study conducted in China, Ye and Wang [28] reported a significant reduction in positive tests
for influenza A and influenza B in 2020, in comparison to the previous vear, as well as a decrease in
occurrence of co-infections. Park, Michelow and Choe [29], using data from epidemiological surveillance
in South Korea, compared the incidence of several respiratory viruses between 2016 and 2019 with the first
year of the pandemic, in the adult and pediatric population, and in hospitalized and non-hospitalized

patients. After the implementation of social distancing measures, a significant reduction in monthly
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influenza detections was perceived, ranging from 98.5% to 100% from March 2020, compared to previous
vears, in hospitalized patients. In non-hospitalized patients, there was a 63.1% to 99% reduction in monthly
detections.

A study from Japan [30] observed a reduced frequency of influenza in all age groups after the
onset of the COVID-19 pandemic, when compared to the previous two years (2018-2019). A retrospective
study carried out in Italy, which included around 12 thousand hospitalized adult patients, collected data
from detection tests for SARS-CoV-2 and other respiratory viruses in the period before the COVID-19
pandemic (January 2017 until February 2020) and after the start of the pandemic (March 2020 until May
2021). The authors show a drastic decline in cases of influenza A and B during the pandemic period
compared to previous years, with only four cases diagnosed. Furthermore, the authors were unable to
observe the virus seasonal circulation pattern during the winter of 2021 [13].

In Canada, a significant reduction in Influenza activity was also observed [31]. The authors
compared the number of positive tests from August 2018 to December 2021, considering influenza season
ranging between November to the end of April. Influenza peaks were observed from November to February
during the 2018-2019 and 2019-2020 winter seasons, however, after March 2020, there was a noticeable
absence of viral respiratory illnesses, including throughout the typical 2020-2021 flu season and there was
no influenza detection from the beginning of the COVID-19 pandemics onwards.

Smedberg et al. [32], in the USA, analyzed the positive test results for the detection of various
respiratory viruses from January 15th to April 15th in 2019, 2020, and 2021. There was no Influenza virus
detected in the months studied in 2021. In the same period in 2019 and 2020, the number of positive tests
for influenza A and B was higher than in 2021. However, detections in 2020 were lower than in 2019 for
IFV-A.

A later study, conducted by Eldesouki, Uhteg and Mostafa [33], also in the USA, aimed to see the
impact of the Omicron variant of SARS-CoV-2 on the circulation of other respiratory viruses between
November 2021 to February 2022. They observed an increased positivity for influenza A in December 2021
(from 0.72% in November, 2021 to 2.98% in December, 2021) that remained at nearly the same level in
the next months or slightly decreased in February 2022, coinciding with the substantial growth in SARS-
CoV-2 positivity. In this period, few cases of influenza B were detected (0.01%0), with no cases recorded in

January 2022.
Southern Hemisphere

A pioneer study performed in Brazil compared the detection rates of influenza A and B during the
11th to 16th epidemiological weeks of 2020 with those of the previous four years. No cases of influenza A
were detected and only four samples tested positive for influenza B, representing 1.64% of all samples,
which was significantly lower compared to the same period in previous vears [34]. Another study from
Western Australia analyzed weekly detections of the influenza virus in the pediatric population during the
winter of 2020 and compared them with detections from the previous eight winters [35]. The authors noted
that before the implementation of local COVID-19 restrictions, in the first months of 2020, the number of
influenza detections remained similar to those found in previous years. However, after measures were
introduced, a decrease of almost 100% in influenza detections was observed, with the rate of positive tests

being very low (0.03%). From the end of April 2020, there was a gradual lifting of many restrictions and
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reopening of schools, however this did not reflect an increase in influenza cases, which practically
disappeared during the months observed. These results were similar to those reported by Sullivan et al. [36]
and Abo etal. [17], also in Australia, who observed that the removal of restrictive measures did not lead to
an increase in influenza cases during the typical flu season.

Abo et al. [17] compared the prevalence of respiratory virus infections in children between two
periods: from 2015 to 2019 and during 2020. In 2020, a 77.3% reduction in the proportion of positive tests
for influenza A and an 89.4% reduction for influenza B was observed, compared to previous years. After
the 14th week there was no detection of influenza A and none of influenza B after the 17th week, also
coinciding with implementation of restrictive measures. Similarly, Tempia et al. [37] also noticed a
decrease of influenza virus detections in 2020, in South Africa, with no increase being seen with the easing
of measures against COVID-19, confrary to what was observed for RSV in the same study. Varela et al.
[38], in Brazil, tested samples from over a thousand patients for SARS-CoV-2, influenza A and B during
the autumn and winter months of 2020, of which 32.7% were positive for SARS-CoV-2 and none was
positive for influenza, which was unexpected, considering that this was exactly the period when a peak in
cases was anticipated.

Summarily, a drop in influenza detections was reported by several studies globally, and influenza
viruses essentially disappeared during the pandemic period. Influenza viruses have a similar mode of
transmission to SARS-CoV-2, so non-pharmacological measures aimed at containing the corenavirus may
have confributed to the decrease in detections. A study showed that the use of surgical masks considerably
reduces detections of influenza in respiratory droplets [39]. It is possible that even after the most restrictive
measures were lifted, simpler measures such as wearing a mask and hand hygiene (which, in general, were
maintained, or at least encouraged), may have kept circulation low, or non-existent, as in some cases. The
lack of local reservoirs following the lifting of these stricter measures may also have contributed to
detections remaining low [35]. It is interesting to point out thatthere was a progressive decrease in Influenza

B Yamagata variant detections globally from 2020 onwards and this lineage was probably extinct [40].
Respiratory Syncytial Virus

The RSV belongs to the Preumoviridae family, which causes cold-like symptoms in most people,
but can pose a serious risk to children, the elderly and immunocompromised people [25.41,42]. It is an
enveloped virus, with single-stranded RNA, negative polarity and non-segmented genome [43]. RSV is the
main cause of respiratory tract infection in children and is associated with high mortality in this group,
being the main cause of hospitalizations for bronchiolitis, in addition to being the primary cause of
pneumonia in children [17.41,44]. Transmission of the virus occurs through droplets of respiratory
secretions or fomites [42]. Before the COVID-19 pandemic, RSV had a seasonal circulation pattern,
varying between countries. In the northern hemisphere, peaks in virus infections generally occur in the
winter months, between December and February. In the Southern Hemisphere, the virus circulates to a
greater extent in the autumn months, between April and June [16-18]. The RSV seasonal circulation pattern
appears to have changed after the start of the pandemic, when a reduction in detections of the virus began

to be observed, akin to the influenza virus [14,45,46].
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Northern Hemisphere

According to a multicenter spanish study, there was a 65.9% reduction in RSV diagnoses and a
40% reduction in pediatric emergency visits in the first year of the pandemic, compared to the previous
four years. There was also a decrease in child hospitalizations for bronchiolitis. Most of the diagnoses
occurred in the first months of 2020, when many of the non-pharmacological measures were not yet in
place. From May 2020 onwards, there was no detection of the virus, which reemerged only at the end of
the year. However, even at the end of 2020, a period in which an increase in the number of cases in the
country was expected, due to the beginning of winter and the relaxation of some non-pharmacological
measures, detections were still very low [18]. One possibility raised by the authors to explain the reason
for the lack of detections would be that SARS-CoV-2 may have occupied the ecological niche previously
occupied by other respiratory viruses, including RSV.

A south korean study observed a significant reduction, ranging from 82.1% to 100%, in monthly
RSV detections in hospitalized patients in March 2020 when compared to the data for 2016 to 2019. Innon-
hospitalized patients, there was a 68.5% to 99.9% reduction in monthly detections [29].

Olsen et al. [14] observed that the weekly detections of RSV dropped drastically from January
(15.3%) to April 2020 (1.4%) in the United States, and remained at very low levels until April, 2021, when
the detections started to rise again, out of season, since peaks occurred in the previous four years from
October to late December. In Canada, Heiskanen et al. [31] observed an absence of RSV in season 2020-
2021, between November and February, the typical season of circulation of this virus in the country. RSV
cases only started to rise again at the end of 2021. A significant reduction in RSV cases was also observed
in Japan after the beginning of the pandemic compared with the two previous years, and, after May 2020,
RSV was not detected in any samples [30].

Francesco et al. [13] compared the prevalence in Italy of several respiratory viruses, including
RSV, between March 2020 and May 2021, with their prevalence in the three years prior to the pandemic
and RSV was not detected in any samples after March 2020. In China, a study conducted by Ye and Wang
[28], focused on the child population, compared the detection rates of some respiratory viruses from January
2019 until December 2020 and they observed that the positive rates of all viruses, including RSV, were

lower in 2020 compared to 2019 and there was no change in the RSV seasonality.
Southern Hemisphere

An abrupt decrease in RSV detections was observed in Australia after restrictive measures were
implemented [17,35]. RSV was still present in 2020, during the first lockdown, contrary to what was
observed for the influenza virus. However, it was circulating at much lower levels than in previous years
(68.6% reduction detections compared to the period of 2015 to 2019) and, after the enactment of more
stringent COVID-19 containment measures, such as curfews, daycare centers closures and adoption of non-
presential classes in schools and universities, RSV was no longer detected [17]. However, the authors
discuss that a reduction in circulation of respiratory viruses also occurred in other places where less
restrictive measures were adopted. In contrast, Yeoh et al. [35] described a situation similar to that of

influenza, i.e., the detections of RSV at the beginning of 2020 were similar to the detections for the same
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period in previous years, nevertheless, from the moment the restrictive measures were implemented, there
was a 98% decrease in RSV detections.

Similarly to the results of Torres-Fernandez et al. [18], in Spain, Friedrich et al. [47] also observed
an abrupt reduction in hospitalizations of children under one year old for bronchiolitis in Brazil in 2020,
attributing this decrease to the pandemic containment measures adopted in the country.

Another study, conducted in South Africa, evaluated surveillance data for RSV detection in the
adult and child population between January and October 2020 and compared it with data from 2013 to 2019
[37]. A decrease in RSV detection was observed between the 14th week and the 22nd week of 2020,
precisely when COVID-19 containment measures were implemented. However, an increase in virus
detections was observed after the 29th week, in late spring and early summer, which, nevertheless, was not
the typical time of year for a spike in RSV infections. An increase in the number of detections following
the loosening of some measures such as social distancing and travel restrictions was also observed in
Australia [48].

A similar decline in RSV detections coinciding with the period of adoption of restrictions and
measures against COVID-19 was observed in Brazil [34,38]. The low detection rates were maintained
throughout the winter of 2020 [38]. Likewise, Yeoh et al. [35] observed that as of April 2020, schools were
reopened and many of the local restrictions were gradually lifted, and even so, this was not reflected in an
increase in RSV cases, confrary to what was observed by Tempia et al. [37] and Foley et al. [48]. The
authors highlight that the restrictions imposed on international and interstate travel in Australia in March
and April 2020 may have had a major impact on the circulation of non-COVID-19 viruses.

The data reviewed in this work indicates that there was a decline in RSV circulation in the first
vear of the COVID-19 pandemic, globally. However, after the disappearance of the virus in 2020, RSV
cases rose again in 2021, often in periods when a high number of cases were not expected [14,31,45,49].
However, Eldesouki, Uhteg and Mostafa [33] observed, in the USA, that at the end of 2021 and beginning
0f 2022, with the emergence of the omicron variant, there was another marked drop in detections of RSV,

as well as other viruses.
Human Coronavirus, Human Metapneumovirus, and Parainfluenza virus

Human coronaviruses are included in the Coronaviridae family and, after human rhinoviruses, are
the main cause of the common cold, and in most people, they generally only cause mild infections of the
upper respiratory tract. hCoVs are enveloped, spherical, single-stranded RN A viruses with positive polarity.
There are seven coronaviruses that cause infections in humans, distributed in the genera Alphacoronavirus
and Betacoronavirus. hCoV-HKU1, hCoV-NL63, hCoV-229E and hCoV-OC43 are responsible for causing
the common cold and the other three, SARS-CoV, MERS-CoV and SARS-CoV-2, cause serious respiratory
infections in humans and can be fatal [50,51]. hCoVs can be transmitted through droplets of respiratory
secretions, aerosols and through hand contact with contaminated surfaces [52]. They have a seasonal
circulation pattern, with peaks in the winter months [13].

Human metapneumovirus belongs to the Pneumoviridae family, as does RSV [25]. It is an
enveloped virus, with single-stranded RNA and positive polarity. The virus causes upper and lower
respiratory fract infections, mainly affecting children [53]. Transmission of hMPV can occur through

respiratory droplets and hand contact with contaminated surfaces [54]. In countries with a temperate
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climate, h(MPV typically circulates during winter and spring. In the tropics, the period of highest incidence
of infections varies greatly [55,56].

Human parainfluenza viruses belong to the Paramyxoviridae family [25] and are currently divided
into four types: HPIV-1, HPIV-2, HPIV-3 and HPIV4. These are enveloped viruses, with single-stranded
RNA and negative polarity. HPIVs cause upper and lower respiratory tract infections and frequently cause
respiratory infections in infants and children. In most people, the infection resolves on its own, without
complications. However, infection with this virus can generate more serious problems such as pneumonia,
bronchiolitis and croup [57,58]. After RSV, HPIVSs are the main responsible for hospitalizations related to
respiratory infections in children under 5 years of age and can also cause serious illnesses in the elderly and
immunocompromised people [59,60]. Transmission of HPTVs is similar to that of other respiratory viruses
and can occur through droplets of respiratory secretions and hands, objects and surfaces contaminated with
the virus [58]. Increased detections of parainfluenza viruses generally occur in spring and early summer,
both in the northern and southern hemispheres [56]. However, studies suggest that each type (1,2,3, and 4)
has a different seasonality [61,62].

Northern Hemisphere

In the years before the pandemic, during peaks inhCoVs cases, the rate of positive tests could vary
from 7.7% to 11.4%. For metapneumovirus, in the months of highest incidence, this rate reached 6.2% to
7.7%. A drop in detections of hCoV's, metapneumovirus and HPIVs was observed in the US during the first
vear of the pandemic [14,49]. After April 2020, the weekly percentage of positive tests for hCoVs and
metapneumovirus reached less than 1%, remaining that way until May 2021. The percentage of positive
tests for HPIVs also reached less than 1% throughout 2020, however, a significant increase was observed
in 2021, reaching 10.9% in May [14]. Similarly, Francesco et al. [13] also reported a reduction in the
percentage of positive tests for hCoVs, metapneumovirus and HPIVs in Italy, in 2020, reaching very low
levels, and only increasing again after the first months of 2021.

According to Takashita et al. [30], there was a sudden decline in detections of HPIVs 1-4 and
hMPYV after February 2020 in Japan. Park, Michelow and Choe [29], in South Korea, reported a significant
reduction in monthly detections of the three viruses in 2020 compared to the previous four years. Detections
ofhCoVs had a monthly reduction ranging from 52.2% to 100% from March 2020, in hospitalized patients.
In non-hospitalized patients, there was a drop of 43.7% to 99.3% in monthly detections, following the
implementation of social distancing measures. As for metapneumovirus, monthly detections fell between
85.3% and 100% compared to previous years in hospitalized patients and 94.9% to 100% in non-
hospitalized patients. Data for HPIVs show a reduction of 88.1% to 100% in monthly detections in
hospitalized patients, and 86.2% to 99% for non-hospitalized patients [29].

Chen et al. [15] noted that in adult patients from Taiwan, the positive test rate for hCoVs did not
show a statistically significant difference between 2019 and 2020. In the pediatric population, a peak in
positive tests was observed i January 2020, followed by a gradual decline in the subsequent months after
the implementation of stringent non-pharmaceutical measures. Overall, the positive rate was lower in 2020
than in 2019 (2.2% vs 2.9%, respectively).

Eldesouki, Uhteg and Mostafa [33] also observed that the circulation of PTVs was minimal or zero

after the surge of Omicron in the USA. From November 2021 to February 2022, HPTV 2 detections
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decreased from 1.59% to zero and HPTV 3 from 1.39% to 0.17%. In this period, no HPTV 1 was observed.

In contrast, the authors noted an increase in detections of hCoVs, from 0.66% to 2.43%.
Southern Hemisphere

Few studies in the Southern Hemisphere have evaluated the circulation of these three viruses
during the pandemic. In Australia, Abo et al. [17] observed that from 2015 to 2019, the average number of
HPIV 1, 2, and 3 detections was 307.6 per year, with peaks occurring in week 38. From week 1 to week 13
of 2020, the detection rate was similar to the mean of previous vears (6.4% vs. 3.3%, respectively).
However, there was a 66.9% reduction in the proportion of HPIV positives in 2020 compared to the 2015-
2019 period. Additionally, there was no detection of the virus from week 28, 2020 onwards.

A study conducted in Brazil from May to November 2020, observed no detection of hCoVs HKU1,
229E, and OC43, and only two out of 420 samples tested positive for hCoV NL63. Additionally, hMPV
was detected in only two samples - one from an outpatient and one from a hospitalized patient. HPIVs 1,
2, and 3 were not detected in any sample [10]. Luna et al. [34], also in Brazil, tested 244 hospitalized
patients for some respiratory viruses, including hMPV and they saw only one positive sample (0,41%).

Ultimately, there was a drop in the detections of hCoVs, metapneumovirus and HPIV's in 2020, as
was observed for RSV and influenza. However, most authors observed an increase in detections and a return
in the number of cases to pre-pandemic levels in the first half of 2021. The end of 2020 and beginning of
2021 coincided with the beginning of vaccination against SARS-CoV-2 in the majority of countries and,
consequently, with greater relaxation of COVID-19 containment measures, therefore, it is likely that this

has favored the increase in the circulation of other viruses.
Human Rhinovirus and Adenovirus

Human rhinoviruses cause the common cold and are responsible for more than half of cases of
acute upper respiratory tract infections [63]. HRVs are non-enveloped viruses, with an icosahedral capsid,
which contains genetic material formed by single-stranded RNA and positive polarity (+ssRNA). They
belong to the Enterovirus genus and the Picornaviridae family. According to the current classification,
based on molecular analyses, three species are recognized: RV A, RV B and RV C [25]. HRV species are
genetically very diverse, comprising more than 160 distinct serotypes [64,65]. HRV occurs worldwide and,
in the northern hemisphere, circulates throughout the year, with peaks generally occwrring in spring and
autumn [13]. In Brazil, the virus circulates throughout the year, with an increase in occurrence in the winter
months [19]. The prime form of transmission is through direct contact with an infected person, through
respiratory droplets, or through contact with contaminated surfaces, where the virus can remain viable for
a few hours [66]. Although hand hygiene with soap and water is efficient for removing HRV, disinfectants
containing ethanol do not seem to be as efficient [67].

Like HRVs, human adenoviruses are non-enveloped viruses that have some resistance to a few
disinfectants [68]. They belong to the Adenoviridae family, Mastadenovirus genus and are divided into
seven species, named A to G [25]. AdVs are icosahedral shaped with double-stranded DNA. There are
more than 50 types of adenovirus that cause infections in humans, which can range from mild symptoms,
similar to those of a cold, to more serious illnesses, such as pneumonia and bronchitis. Additionally, some

types of adenovirus can cause illnesses unrelated to the respiratory tract [68]. Transmission occurs through
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respiratory secretions, contact with contaminated objects and surfaces, close contact with infected people
and, in some cases, can also oceur through feces. Less commonly, adenoviruses can likewise be transmitted
through contaminated water [68]. AdV infections occur throughout the year, without a well-defined
seasonality, but epidemics seem to occur in winter and early spring [13,69].

Many studies show that rhinoviruses, in contrast with other viruses already discussed, appear to
have circulated normally during the pandemic, with the number of detections equal to or greater than pre-
pandemic levels, indicating that they were probably not as affected by the measures adopted during the

pandemic.
Northern Hemisphere

Contrary to what was observed for all other viruses discussed in this review, both rhinovirus and
adenovirus remained circulating in 2020, with rates varying monthly, but showing an increase of up to
135.8% for rhinovirus and 76% for adenovirus in hospitalized patients, in South Korea, according to Park,
Michelow and Choe [29]. The authors likewise observed a reduction in both adenovirus and rhinovirus
detections in non-hospitalized patients, although they still remained in circulation.

A study in Italy, focusing exclusively on hospitalized adult patients, found a significant increase
in rhinovirus detections between March 2020 and May 2021 compared to previous years. In contrast,
detections of other viruses showed a significant decline [13]. Moreover, before the pandemic, RSV was the
most frequently found virus in co-infections, but during the period analyzed, the only co-infection observed
was between SARS-CoV-2 and HRV. Zhang et al. [9], when comparing the rates of positive tests for HRV
in the pre-pandemic and pandemic periods, in China, observed that, despite showing a drop in cases in the
first half of 2020 in relation to previous years (similar to other viruses), detections rose again in 2020, with
a peak in HRV cases in August, in which the rate of positive tests reached 37.25%. This percentage is higher
than the average observed for previous years (22.51%), from August 2017 to 2019.

A study by Fine et al. [70] in the USA observed that HRV was consistently detected each month
from March 2020 to June 2021, making it the most prevalent virus in the study, with 43.6% of all samples
testing positive for rhinovirus. Interestingly, the most frequent co-infection during this period was HRV
with AdV. Contrarily, Olsen et al. [14] noted that HRV circulation dropped in March 2020, stayed low until
May 2020, and then gradually returned to nearly pre-pandemic seasonal levels in the US. Heiskanen et al.
[31] observed a decrease in respiratory infections beginning in March 2020, in Canada, but noted that
detections of rhinovirus returned to pre-pandemic levels from August 2020 onwards, when the detections
of other respiratory viruses were still low. Chen et al. [15], in Taiwan, compared the detections of some
respiratory viruses before the pandemic (Jan-Dec, 2019) to the pandemic period (Jan-May, 2020) and noted
that HRV detections in 2020 were similar to those of 2019 and there was no significant difference in the
overall positive test rate, for both adults and children, from 2019 to 2020. In the pediatric population, the
positive test rate increased to over 30% starting in April 2020 and reached 44.1% in May 2020, a substantial
increase compared to the same period in 2019 (23.7%).

According to a study conducted by Nagakubo et al. [12], in Japan, during the period from March
to May 2020, out of 292 samples tested for various pathogens, including SARS-CoV-2, 20.2% of the
samples were positive, and 79.8% were negative. The most commonly found pathogen during this period

was human rhinovirus, in 23 samples, followed by human metapneumovirus and SARS-CoV-2. After June
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2020, only 5.8% of 3216 tested samples were positive. During this period, SARS-CoV-2 was already the
most frequently detected virus in samples, followed by human rhinovirus and adenovirus, with no
detections of respiratory syncytial virus and influenza in any sample. The highest detection rates for human
rhinovirus occurred in July, while the highest detection rate for adenovirus occurred in June.

In contrast, Eldesouki, Uhteg and Mostafa [33] saw that from November 2021 to January 2022,
during the surge of Omicron variant in the USA, there was a decrease in the positive tests for HRV from
17.73% to 4.57%, followed by an increase in February to 8.85%.

Some studies indicates that adenovirus remained circulating in 2020, albeit with a low prevalence
[14,45,46,49,71]. Takashita et al. [30] observed a drop in adenovirus detections in the first vear of the
pandemic in Japan, although it was still detected. However, Nagakubo et al. [12], also in Japan, observed
that adenovirus was one of the most frequent pathogens in the samples analyzed in 2020. Smedberg et al.
[32], in the USA, compared adenovirus detections between January to April 2019, 2020 and 2021 and
observed no significant change in the rate of positive tests between the three years. This indicates that the
circulation of the adenovirus also appears not to have been as affected by the pandemic as the circulation
of other respiratory viruses such as influenza and RSV. Later, Eldesouki, Uhteg and Mostafa [33], in the
US, observed an increase in positive tests for adenovirus in the context of the surge of the Omicron variant.

The positivity increased from 0.93% in November 2021 to 3.3% in February 2022.
Southern Hemisphere

In Australia, during the winter of 2020, the number of monthly rhinovirus detections was
significantly higher than the average observed in the previous three years [36]. A study carried out in 2020
in Brazil by the Oswaldo Cruz Foundation [72] evaluated the presence of 21 respiratory viruses in 163
samples negative for SARS-CoV-2, seeking to detect the etiological agent of the infection. In 66.1% of
these samples, at least one etiological agent was found and rhinovirus was the most prevalent, being
detected in 27.9% of the samples. On the other hand, adenovirus had a low prevalence, being detected in
only 4.8% of the samples.

Varela et al. [10], also in Brazil, observed that thinovirus was the most prevalent pathogen in the
pediatric population (<18 years old) between May and November 2020. Of all the patients included in the
study, 49.5% (216/436) tested positive for HRV, with SARS-CoV-2 being the second most common
pathogen (22.2%). For adenovirus, they observed a low prevalence, with only six positive samples. Eisen
et al. [73] also noted that rhinovirus continued to circulate between March and December 2020, with a
relatively normal frequency compared to previous years. HRV and adenovirus were the viruses most

commonly found in co-infections with SARS-CoV-2, despite the low frequency of adenovirus observed.
Why did rhinovirus continue circulating?

Several studies around the world indicate that the circulation of the rhinovirus was not affected
during the pandemic and several papers even report an increase in detections [14,29,36,46]. Research data
shows that starting in March 2020, when restrictive measures were taken against COVID-19, detections of
rhinovirus also dropped, along with other respiratory viruses. However, detections increased again, in some
cases even in the first half of the year, and the rate of positive tests at the end of 2020 and in 2021 often

reached levels close to or even higher than those observed before the pandemic [9,14,31,45,74]. Possible
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explanations for this phenomenon include the possibility of rthinovirus occupying a niche left vacant by the
absence of circulation of other viruses, such as influenza and RSV, and the increased testing of patients
with symptoms of respiratory infection [36], however, this last explanation seems unlikely. Another
explanation for the initial drop with stricter isolation measures and the subsequent increase in HRV
infections is the fact that this is a non-enveloped virus, and therefore more resistant to environmental
conditions and remains viable for longer on surfaces.

Transmission of HRV between children occurs easily when there is direct contact between them
[75]. Hence, children may have played an important role in reestablishing the circulation of HRV, since the
reopening of schools appears to be related to an increase in detections of the virus in several countries.
Zhang et al. [9] noted that the increase in rhinovirus detections coincided with the reopening of schools in
China. Poole et al. [74] also showed that after the return to school in 2020 there was a sharp increase in
rhinovirus detections in adults, suggesting that children acquire the infection and subsequently transmit it
to adults. Similarly, Sullivan et al. [36] point out that rhinovirus detections fell during school holidays and
school closures. Fine et al. [70] also observed a drop in rhinovirus detections coinciding with school
closures. It is likely that professionals from essential sectors, such as healthcare professionals, may also

have had some role in maintaining the circulation of HRVs.
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Non-pharmacological measures

SARS-CoV-2 can be transmitted through respiratory droplets and aerosols, which can be inhaled
or deposited in a person's nose, mouth and eyes. Transmission can also occur by touching contaminated
surfaces or objects, but this is not the main transmission route, so the risk of contracting COVID-19 this
way is relatively low [76]. This mode of transmission of SARS-CoV-2 is similar to that of several other
respiratory viruses. Therefore, measures aimed at preventing or reducing the transmission of SARS-CoV-
2 may also affect the transmission of other viruses [77].

With the onset of the COVID-19 pandemic and its subsequent global spread, non-pharmacological
measures were implemented in most countries in an attempt to curb the spread of the virus and avoid the
health systems overload. As it was a new disease, there were yet no vaccines or specific treatment against
COVID-19, which made the adoption of these measures necessary [78]. The actions adopted and their
degree of rigor varied according to the location and severity of the situation over time, and included
confinements, national and international travel restrictions, encouraging hand hygiene, compulsory use of
masks, cancellation of events and closures of schools [79].

As demonstrated previously, several studies described a change in the seasonality of common
respiratory viruses during the COVID-19 pandemic and attribute this change to the non-pharmacological
measures adopted, as the drop in the number of detections of several viruses appears to have coincided with
the adoption of the aforementioned measures [13,17,35,47]. Similarly, during the SARS-CoV epidemic in
2003 in Taiwan, a drop in respiratory infections was also observed after the adoption of non-
pharmacological measures [15]. In addition to non-pharmacological measures, changes in the circulation
of other respiratory viruses may also involve behavioral changes in the population regarding seeking
medical care, the intrinsic characteristics of each respiratory virus, and changes in testing priority [36, 78].

The circulation of RSV appears to have been greatly affected by school closures and social
distancing, as this has reduced social interactions in general, and also reduced close contact between
children, which represents an important way of transmitting the virus [78]. In some studies, areturn of RSV
cases was observed after the reopening of schools and relaxation of measures [37,48], in others, this increase
was not observed, and even after the reopening of schools and the return of other activities, circulation did
not return to pre-pandemic levels [18,35]. Torres-Fernandez et al. [18] points out that after reopening,
schools adopted individual measures to contain the transmission of SARS-CoV-2, which may have
continued to prevent the increase in RSV cases. Despite this, children had opportunities to become infected
in other environments, which does not fully explain the absence of cases.

The closure of international borders and restrictions on interstate travel established in some
countries may have had an impact on the circulation of other respiratory viruses, as this leads to an
elimination of local reservoirs capable of sustaining viral circulation, which may explain the absence of
cases even with the subsequent loosening of restrictions. The improvement in personal hygiene and the
encouragement of physical distancing, even with schools and establishments open once again, may also
have contributed to the reduction in cases [35].

Tempia et al. [37] discusses that a possible explanation for the decrease in the mumber of influenza
and RSV cases would be that the restrictions imposed on international travel contributed to the drop in

cases of both, but it may have had a greater effect on influenza viruses, since the later have a very marked
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seasonality in South Africa, while RSV circulates all year round, enabling the existence of local reservoirs.
Furthermore, it is argued that as influenza has a lower effective reproduction number than RSV, COVID-
19 control measures may have had a greater impact on its circulation.

Kaiser et al. [80] demonstrate that non-pharmacological measures had an important effect on the
reduction in RSV and influenza infections, in addition to SARS-CoV-2. The closure of workplaces seems
to have had a significant effect on reducing the number of influenza cases and the closure of schools may
also have been beneficial, but the authors found no evidence pointing to effectiveness of measures such as
travel restrictions [80]. However, it appears to be difficult to determine the impact that each non-
pharmacological intervention had, individually, on the circulation of other viruses, owing to the fact that
there is no standardized nomenclature to refer to non-pharmacological measures and there is often
inconsistent information about when a measure was adopted.

As some authors pointed out, many of the restrictions adopted to contain the spread of SARS-
CoV-2 were necessary and extremely efficient, however, many are impossible to maintain to control cases
of common respiratory viruses, both due to the economic and social impacts. There is a need to understand
exactly which of these measures had a greater impact on the circulation of these viruses and which could

be implemented in the future during epidemic periods [17,75,81].
Viral interference

Viral interference occurs when infection of the respiratory tract by one virus interferes with the
infection and replication capacity of another. This possibly occurs due to the innate, non-specific immune
response, induced by infection with the first virus, which makes subsequent infection by another virus
difficult [82]. This phenomenon has already been observed between influenza A and RSV [83] and between
influenza A and HRV [84]. A study carried out in France proposed that during the influenza A/HIN1
pandemic in 2009, HRV caused a delay in the circulation of the virus as a result of viral interference [85].
However, another study, from China, did not corroborate these results [86].

Some authors speculate that viral interference may have played a role in the drop in detections of
other viruses during the COVID-19 pandemic. Di Mattia et al. [87] suggests that viral interference between
SARS-CoV-2 and RSV may have contributed to the change in the seasonal pattern of this virus. Studies
also show that HRV, in cell culture, impairs the replication of SARS-CoV-2, due to the rapid interferon
response generated by the virus, which makes cells non-permissive to infection by SARS-CoV-2. The
opposite does not appear to occur, and SARS-CoV-2 infection does not have a detrimental effect on HRV

replication [84,88]
Enveloped and non-enveloped viruses

Viruses can be classified according to the presence or absence of the viral envelope, a lipid layer
surrounding the viral capsid. Both influenza and SARS-CoV-2 are enveloped viruses, while HRV and
adenoviruses are non-enveloped viruses [15]. Non-enveloped viruses, in general, are more stable in the
environment and more resistant to heat and desiccation compared to enveloped viruses, and, therefore, can
remain viable on surfaces for a longer period [89,90].

Park, Michelow and Choe [29] reported a significant reduction in detections of enveloped viruses,

such as influenza, RSV, human coronavirus, human metapneumovirus, and parainfluenza, since social
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distancing was implemented. All of these viruses had monthly detection rate reductions of 100% in
hospitalized patients and nearly 100% in non-hospitalized patients. On the other hand, infections by non-
enveloped viruses such as HRV and adenovirus persisted, and the rates of positive tests for HRV in
hospitalized patients increased, contrary to what was observed for other respiratory viruses. According to
the author, this highlights the need for better public health interventions, regarding non-enveloped viruses.

Possible explanations for this phenomenon are related to the mode of transmission and the
structural characteristics of the non-enveloped viruses. Measures such as encouraging hand washing and
increasing the use of disinfectants such as ethanol have a major impact on the transmission of enveloped
viruses, such as influenza and RSV, by damaging the viral envelope, making the virus unable to infect
[75,87]. Furthermore, enveloped viruses, in general, remain viable for less time on surfaces compared to
non-enveloped viruses and the use of masks, by stopping saliva droplets, may also hinder the transmission
of these viruses [75,87]. The use of surgical masks, widely adopted during the pandemic, seems to be
efficient in preventing the transmission of influenza viruses and human coronaviruses from symptomatic
individuals, but does not appear to have the same impact on the transmission of HRV [39], which may have
contributed to its persistence.

Non-enveloped viruses, such as HRV, are more resistant to inactivation by disinfectants such as
ethanol, and more stable in the environment, making them remain viable on surfaces for longer [29,67,90].
As contact with contaminated surfaces represents an important form of HRV transmission [66], it may have
been able to remain circulating even with measures to contain the spread of SARS-CoV-2, transmitted
mainly through droplets, saliva and aerosols, with a low risk of transmission via surfaces [1,76].

Champredon et al. [7] and Kitanovski et al. [91] suggest that because HRV persisted during the
pandemic, it could act as an indicator of adherence to health measures or the need to implement them, not
only in relation to COVID-19, but also in possible future epidemics. Champredon et al. [7] point out that
positivity rates for SARS-CoV-2 were often preceded by an increase in positivity for HRV, suggesting that

these viruses could warn of a potential resurgence and an increase in cases of COVID-19.
Influenza A/HIN1 2009 pandemic

During the influenza A/HIN1 pandemic which began in 2009, it does not appear that the same
phenomenon observed in the COVID-19 pandemic occurred, and other respiratory viruses, besides
influenza, seem to have circulated normally [92-97]. Only a few authors observed a delay in the expected
increase in the number of RSV cases between 2009 and 2010, compared to previous years [98,99]. On the
other hand, Navarro-Mari et al. [95] demonstrated that the seasonal increase in RSV cases occurred
normally between 2009 and 2010. Hombrouck et al. [93] also did not observe any impact of HIN1 on the
circulation of RSV.

In contrast to the COVID-19 pandemic, several respiratory viruses continued to circulate during
the HIN1 pandemic. The variety of respiratory viruses circulating during the 2009 pandemic was not
reduced, and there was co-circulation with influenza. One possible explanation for this difference is that

the measures adopted during the 2009 pandemic were not as stringent as those implemented in early 2020.
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Conclusions

During the COVID-19 pandemic, the circulation of various common respiratory viruses was
affected. Detections of influenza, RSV, hCoVs, HPIVs, and hMPV dropped significantly, but adenovirus
and, especially, HRV seem not to have been as affected. Factors contributing to this scenario include the
adoption of non-pharmacological measures to curb COVID-19, behavioral changes in the population
regarding hygiene habits, intrinsic characteristics of each virus such as transmission mode and the presence
or absence of a viral envelope. Rhinovirus is particularly intriguing for having maintained a high prevalence
during the early years of the pandemic, and it may be worthwhile to further investigate different possible

explanations for this phenomenon.
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INTRODUGAO: Desde a sua identificagio em Dezembro de 2019 0 SARS-CoV-2 tém sido objeto
de estudos para o melhor conhecimento da sua fisiologia viral, patogénese, epidemiologia, tratamento
¢ vacinas. Apés a fase mais aguda da pandemia uma outra preocupagio surgiu entre os pesquisadores
do mundo todo, as sequeias pés-infecgé:). Neste contexto foi identificada uma nova sindrome que
recebeu o nome de COVID longa. A COVID longa pode ser definida como a doenga que ocorre em
individuos com histérico de infecgio provivel ou confirmada por SARS-CoV-2, geralmente dentro
de 3 meses apés o inicio da COVID-19, com sintomas que duram por pelo menos 2 meses e nio
podem ser explicados por um diagnéstico alternativo. Atualmente sio conhecidos mais de 50 sintomas
associados 3 COVID longa, e dentro deste espectro clinico chama a atengio os problemas neurolégicos.
Nacionalmente dados sobre sintomas neurolégicos na COVID longa sio escassos e existe a caréncia
de diversos tipos de informagio sobre o impacto desses sintomas nos pacientes afetados. OBJETIVO:
Realizar uma revisio narrativa dos principais impactos e atualizagées sobre os sintomas neuroldgicos
da COVID longa. METODO: Foi realizada uma busca avancada nas bases de dados Pubmed, Scielo
¢ Google Scholar, utilizando-se os termos limitadores COVID longa ¢ sintomas neurolégicos durante
o periodo de 2020 a 2023. REVISAO BIBLIOGRAFICA: O espectro de sintomas apresentados
pelos pacientes com COVID longa ¢ bastante heterogéneo, porém sintomas como fadiga, dispneia,
mialgia, anormalidades cardiacas, distirbios cognitivos e sintomas neurolégicos sao descritos com
maior Frequéncia. Dentre os sintomas neumiégicos as principais ocorréncias sao de anosmia, disgeusia,
dor de cabcqa, probl:mas auditivos, confusiao mental (brain ﬁ)g}, pmblema_s cognitivos (dificuldade
de concentragio, atengio, meméria e linguagem) e problemas na barreira hematoencefilica (neuro-
inflamacao e trombo-inflamacao). A patofisiologia dos sintomas neurolégicos ainda nao ¢ bem definida,
mas estudos apontam para dois mecanismos gerais: dano direto e dano indireto ao sistema nervoso. O
dano direto resulta da infecqjo de células do sistema nervoso, como é o caso da anosmia e disgsusia,
porém o efcito direto do virus no sistema nervoso central permanece desconhecido. Os mecanismos de
dano indireto podem ser resultado de um estado de hiperinflamagio ou hipercoagulacio (tempestade
de citocinas e eventos trombéticos), danos a barrcira hematoencefilica (permeabilidade alterada),
inﬂa_ma:;;io cronica do tronco encefilico (disfum;ﬁo autbnoma), e neuminﬂa_magéo (danos cognitivos).
CONSIDERA(;()ES FINAIS: Os desafios da patogénese e das manifestagoes neuroldgicas da COVID
longa revelam-se como um problema urgente e atual, com a disfungio das células neurogliais, lesdes
cerebrais, ¢ alteragoes na barreira hematoencefilica desempenhando um papel essencial nessa complexa
sindrome. Estudos neuropatolégicos podem ser um caminho promissor, embora ainda haja muito a se
desvendar. Sendo asssim as manifestacaes neuroldgicas da COVID longa representam uma complicacao
clinica significativa, afetando uma parcela substancial dos pacientes com sintomas persistentes apos
a infecio aguda. As opgdes terapéuticas sio escassas, destacando a necessidade de ensaios clinicos
dedicados ao desenvolvimento de novos tratamentos. A COVID longa ¢ uma doenga complexa,
resultado de uma ampla gama de mecanismos patogénicos e que necessita de um entendimento mais
aprofundado e completo.
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REFERENCIAS:

1. Davis HE, McCorkell L, Vogel JM, Topol E]. Long COVID: major findings, mechanisms and
recommendarions. Nar Rev Microbiol. 2023 Mar;21(3):133-146.

2. Crook H, Raza S, Nowell ], Young M, Edison P. Long covid-mechanisms, risk factors, and
management. BM]. 2021 Jul 26;374:n1648.

3. Wesselingh R. Prevalence, pathogenesis and spectrum of neurological symptoms in COVID-19 and
post-COVID-19 syndrome: a narrative review. Med ] Aust. 2023 Sep 4;219(5):230-236.

4. Carod-Artal F], Garcia-Moncé JC. Epidemiology, pathophysiology, and classification of the
ncurological symptoms of post-COVID-19 syndrome. Neurol Perspect. 2021 Dec;1:55-515.

5. Leng A, Shah M, Ahmad SA, Premraj L, Wildi K, Li Bassi G, et #/ Pathogenesis Underlying
Neurological Manifestations of Long COVID Syndrome and Potential Therapeutics. Cells. 2023 Mar
6;12(5):816.

Rev Med Minas Gerais 2024;34 (Supl 7): 501-837 19



110

Apéndice D — Artigo submetido — Ocorréncia de Rinovirus Humano e Virus
Sincicial Respiratério em Amostras Negativas para SARS-CoV-2 (2020-2021) em
Juiz de Fora e Regiao: Um Estudo Transversal

Epidemiologia e Servigos de Saude

Epidemiologia
e Servicos
de Saude

== RESS REVISTA DO SUS

Ocorréncia de rinovirus humano e virus sincicial respiratoério
em amostras negativas para presenca de SARS-CoV-2

Journal: | Epidemiclogia e Servigos de Saude

Manuscript ID | Draft

Manuscript Type: | Original Article

ek Infecces respiratérias, Rinovirus, Sindorme respiratéria aguda grave,
b " | Virus sincicial respiratorio humano, Técnias de diagndstico molecular

CHOLARONE™

ISCript

https://mc04.manuscriptcentral.com/ress-scielo



Page 10f 19

O~ s W =

Epidemiologia e Servicos de Satide

Modalidade: artigo original

Titulo: Ocorréncia de Rinovirus Humano e Virus Sincicial Respiratério em
Amostras Negativas para SARS-CoV-2 (2020-2021) em Juiz de Fora e Regido: Um
Estudo Transversal

Resumo

Objetivo: Avaliar a presenga de rinovirus (HRV) e virus sincicial respiratorio (RSV) em
amostras da populagdo infantil, adulta e idosa, com resultados prévios negativos para
infecgdo por SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2).
Meétodos: Estudo transversal, retrospectivo e comparativo, que analisou dados das fichas
de notificacdo e amostras de pacientes testados para COVID-19 (coronavirus disease
2019) no Centro de Estudos em Microbiologia da Universidade Federal de Juiz de Fora
entre maio de 2020 e agosto 2021. As médias foram comparadas por teste t de Student.
Para comparacgio de frequéncias entre grupos utilizou-se tabelas de contingéncia 2x2 e
teste exato de Fisher. Resultados: Foram analisadas 134 amostras e fichas de notificagao,
sendo 42 da populagao infantil, 48 da populagido adulta e 44 da populacdo idosa. 14
amostras foram positivas para HRV (10,4%) e 4 positivas para RSV (3%). Positivos para
HRYV apresentavam idade menor em comparagéo com os negativos (p=0,019). O sintoma
febre foi mais frequente nos pacientes positivos (p=0,019) e foi mais comum em criancas
do que adultos positivos para HRV (p=0,047). Conclusido: Observou-se amostras
positivas para HRV nas trés faixas etarias analisadas, mostrando que o virus continuou
circulando durante a pandemia. Foram detectados poucos casos de RSV. Pacientes
positivos para HRV sao mais jovens em comparagdo com os negativos e, entre estes, febre
¢ um sintoma mais frequente. E importante que haja um diagnéstico diferencial que possa
distinguir com maior acuracia a COVID-19 de outras infecgOes respiratorias virais, ja que
o quadro clinico pode ser muito semelhante.
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Introducio

No final do ano de 2019, um coronavirus até entdo desconhecido fo1 1dentificado como
causador de sindrome respiratoria aguda grave (SRAG) em varios pacientes em Wuhan,
China. O virus se espalhou mundialmente sendo designado SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2) e a doenga associada denominada COVID-19
(Coronavirus Disease 19). Em marco de 2021 a Organizagao Mundial de Saude
declarou pandemia causada pelo SARS-CoV-2. Desde entdo, medidas foram
implementadas mundialmente com o intuito de conter a transmisséo do virus. Até o
momento a COVID-19 causou mais de sete milhdes de mortes em todo o mundo (1) e
impactou diretamente os sistemas de salide, a circulagéo de pessoas e a economia
global.

O SARS-CoV-2 foi o principal virus em circulagio durante a pandemia, no entanto,
outros virus podem estar envolvidos na etiologia da SRAG, como o influenza, o
rinovirus humano (HRV) e o virus sincicial respiratorio (RSV). O RSV é
particularmente relevante, sendo o principal causador de doencas respiratorias graves
em criangas pequenas e 1dosos acima de sessenta anos (2).

O RSV pertence a familia Pneumoviridae (3) e causa sintomas tipicos de resfriado na
maioria dos casos, porém, representa um grande risco para criangas, 1dosos e pessoas
imunocomprometidas (4). O RSV possui como material genético RNA de fita simples e
compreende dois subtipos, A e B (5). A transmissdo ocolre via aerossois, goticulas de
saliva ou fomites, sendo muito comum em criangas pequenas, sobretudo as menores de
cinco anos, devido ao compartilhamento de objetos contaminados e da proximidade
constante com outras criancas em institui¢des de ensino como creches (6). A circulacao
do virus no hemisfério sul ¢ sazonal, ocorrendo principalmente nos meses de outono (7).
O HRV causa o resfriado comum e é responsavel por mais da metade dos casos de
infecgdes agudas do trato respiratorio superior (8). Os HRVs sdo virus de RNA de fita
simples, pertencentes a familia Picornaviridae. O HRV comumente causa infecgoes
leves e autolimitadas, entretanto, também pode estar associado a quadros mais graves,
como bronquiolite e pneumonia, principalmente em idosos, criangas e pessoas
imunocomprometidas (9). O HRV ocorre mundialmente e circula durante todo o ano no
Brasil, com aumento de ocorréncia nos meses de inverno (10). O virus é transmitido
principalmente por contato direto com wma pessoa infectada ou contato com superficies
contaminadas, onde a particula viral permanece viavel por algumas horas (11).
Pacientes com sintomas semelhantes aos da COVID-19 podem ter infecgdes causadas
por outros patogenos. A preocupacdo global com a pandemia causada pelo SARS-CoV-
2 colocou outros virus respiratorios em uma situagio de descuido (12). A investigagao
da presenca de outros virus em amostras testadas para SARS-CoV-2 demonstrou que
em até 94% das amostras negativas para COVID-19 pode-se encontrar pelo menos um
outro microrganismo (13,14). Em 66% de amostras negativas para SARS-CoV-2
coletadas no Brasil em 2020, pelo menos um outro agente etiologico foi encontrado,
sendo o HRV o mais prevalente (presente em 28% das amostras) (15).
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E de grande relevincia a busca por outras etiologias em casos suspeitos de COVID-19,
uma vez que os sintomas da doenga podem ser muito semelhantes a infecgdes por
outros virus respiratorios. O conhecimento do agente causador da doenca pode melhorar
o prognostico, o manejo clinico e medidas de isolamento mais apropriadas (14,15). Esse
conhecimento também permite obter maiores informagdes a respeito da patogénese das
infeccoes respiratorias virais agudas.

O objetivo do estudo foi avaliar a presenca de HRV e RSV em amostras da populagdo
infantil, adulta e idosa, cujos testes foram previamente negativos para infecgdo por
SARS-CoV-2.

Métodos

Trata-se de um estudo transversal, retrospectivo e comparativo, realizado na cidade de
Juiz de Fora, no ano de 2024. Foram analisadas amostras e fichas de notificagio obtidas
entre maio de 2020 e agosto 2021. As amostras foram previamente coletadas através de
swab de nasofaringe de pacientes que apresentavam sinais e sintomas de SRAG para
que fosse realizada a testagem para SARS-CoV-2. As amostras fizeram parte da agao
promovida pela Universidade Federal de Juiz de Fora em parceria com a Prefeitura de
Juiz de Fora para o diagnostico molecular da COVID-19. O Instituto de Ciéncia
Biologicas participou da acao através da disponibilizagido do Centro de Estudos em
Microbiologia (CEMIC) para realizagdo dos testes. As fichas de notifica¢ao foram
preenchidas pelos profissionais de saiide no momento da coleta da amostra. Essas fichas
contém dados pessoais, sinais e sinfomas no momento da infecgdo, comorbidades e se
houve ou nio intermnacéo. O trabalho tem aprovagao do comité de ética em pesquisa
envolvendo seres humanos, sob os ntimeros 59257722.7.0000.5147 e
59261522.0.0000.5147.

Adotou-se como critério de inclusdo pacientes que tiveram resultado negativo da PCR
quantitativa precedida por transcricdo reversa (RT-qPCR) para SARS-CoV-2 e que
possuem idade compativel com os grupos definidos na metodologia. Esses dados foram
obtidos através do banco de dados de amostras interno. Foram selecionados 150
pacientes, sendo 50 criancas (0-14 anos de idade), 50 adultos (15-59 anos de idade) e 50
idosos (acima de 60 anos). A selecdo foi feita através da escolha aleatoria das fichas de
notificacéo dentro de cada faixa etaria definida anteriormente, respeitando os critérios
de inclusdo. Pacientes cujas amostras armazenadas ndo tinham volume suficiente para
realizagdo dos testes foram excluidos das analises. Todas as amostras avaliadas para a
presenca do SARS-CoV-2 sio provenientes de pacientes atendidos no Sistema Unico de
Satde de Juiz de Fora e regiao.

As amostras ja extraidas foram armazenadas em aliquotas em freezer a -80° C. O RNA
viral foi extraido utilizando kit de extragéio (PureLink™ RNA Mini Kit, ThermoFisher),
de acordo com as recomendagdes do fabricante. Realizou-se RT-qPCR para a detecgao
dos rinovirus e virus sincicial respiratorio. Inicialmente, realizou-se a padronizagéo de
um protocolo de RT-qPCR para a detecgdo desses virus, em que foram testadas
diferentes concentragoes dos reagentes. Utilizou-se um protocolo baseado na utilizagao
do corante intercalante de DNA SYTO 9, tendo como base o trabalho de Monis er a/
(16). Para a padronizagao deste protocolo, inicialmente, testou-se diferentes
concentragdes do SYTO 9, utilizando-se nas reacdes as concentragoes de 2 uM, 3,5 uM
e 4 uM do reagente. A reacdo foi padronizada com a concentragio de 3,5 pM. Para a
deteccdo do HRV foram utilizados os primers forward 5°- ACM GTG TYC TAG CCT
GCG TGG C -3 ereverse 5 - GAA ACA CGG ACA CCC AAA GTA GT -3,
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previamente descritos por Martins ef a/. (17), a uma concentragio de 0,5 uM. Também
foram utilizados primers previamente descritos (18) para a detec¢ao do RSV, também a
uma concentragdo de 0,5 uM, com as seguintes sequéncias: RSV-A forward 5'-
CATCCAGCAAATACACCATCCA e RSV-A reverse 5'-
TTCTGCACATCATAATTAGGAGTATCAA-3'; RSV-B forward 5'-
CTGTCATCCAGCAAATACACTATTCA-3’ e RSV-B reverse 5'-
GCACATCATAATTGGGAGTGTCA-3". Os primers especificos para RSV A e B
foram combinados em um unico tubo.

Para a reagdo de RT-qgPCR foi utilizado kit comercial da marca BIO RAD, que ja
contém o master mix com os reagentes necessarios para a reagao, e os parametros de
amplificacio seguiram as seguintes condigoes: 50° C por 10 minutos para a transcrigao
reversa, 95° C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95° C e 60
segundos a 60° C. Agua Milli-Q foi utilizada como branco em todas as reagdes. Foram
utilizadas como controle positivo, amostras sabidamente positivas para a presenga de
HRV e de RSV.

O principal desfecho foi a detecgdo de HRV ou RSV nas amostras dos pacientes. Sendo
0 SYTO 9 um intercalante de DNA, é comum a ocorréncia de amplificagio inespecifica.
Nesse caso, a deteccdo dos virus foi feita através da analise e comparagao da curva de
dissociacgdo das amostras com o respectivo controle positivo. Foram consideradas
amostras positivas aquelas em uma faixa de +1° C de diferenca em relagao ao controle.
Buscou-se parear o niumero de amostras analisadas em cada faixa etaria, evitando
divergéncias entre o tamanho amostral dos grupos. Os testes estatisticos realizados
contribuiram para minimizar possiveis vieses. A quantidade de amostras foi definida
por conveniéncia, de acordo com o niimero de amostras dos anos de 2020 e 2021
disponiveis para utilizagdo.

Inicialmente, os dados foram analisados de forma descritiva. Para variaveis
quantitativas, foram calculadas medidas de tendéncia central (média e mediana) e de
dispersao (desvio padrao). Diferencas entre médias foram comparadas através do teste T
de Student para amostras independentes e para comparagdo de proporgdes entre grupos
foram utilizadas tabelas de contingéncia 2x2 e teste exato de Fisher, utilizando o
software OpenEpi (19). Para as variaveis categoricas, foram calculadas as proporcdes e
apresentadas em percentuais (%), comparando os grupos de nteresse. Em todas as
analises foi adotado um intervalo de confianga de 95,0%, sendo considerado
estatisticamente significativo um valor de p<0,050, bicaudal. Em algumas fichas dos
pacientes faltavam ou estavam incompletos os dados sobre sintomas, comorbidades,
hospitalizagao e necessidade de internagao em UTI. Os dados faltantes foram
identificados durante as analises das fichas dos pacientes e foram desconsiderados dos
calculos de frequéncia.

Resultados

De 150 amostras selecionadas inicialmente, 16 nao tinham volume suficiente para os
testes de RT-qPCR. No total, foram analisadas 134 amostras e fichas de notificacéo,
sendo 42 da populacdo infantil, 48 da populacao adulta e 44 da populagao idosa. Do
total de amostras analisadas, 118 foram coletadas em 2020 e 16 em 2021.

Figura 1 Etapas de selecdio dos pacientes participantes do estudo de acordo com resultado da RT-qPCR, faixa etaria
e volume de amostra e numero total de amostras elegiveis para participar do estudo.
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4
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6 Rinovirus

7 O HRV foi detectado em 14 amostras (10,4%), das 134 analisadas. O virus foi detectado
8 em seis amostras na populacdo infantil (14,3%; fig. 2A), seis na populagao adulta

9 (12,5%; fig. 2B) e apenas duas amostras na populagio idosa (4,5%; fig. 2C). Dos

10 positivos para HRV, 12 foram amostras coletadas em 2020 (85,7%) e 2 em 2021

1 (14,3%). Nao houve diferenca significativa entre positivos e negativos nos anos

g testados.

14

15 Figura 2 Proporgdo de amostras positivas e negativas para HRV no grupo das criancas (A), adultos (B) e idosos (C).
16

1; Do total de amostras positivas, 50,0% eram do sexo feminino e 50,0% do sexo

19 masculino (7/14). Ja dentre as amostras negativas, 44,2% (53/120) eram do sexo

20 masculino e 55,8% (67/120) eram do sexo feminino. Nao foram identificadas diferencas
21 estatisticas significativas na proporgio de individuos positivos e negativos em relagido
22 ao sexo. A meédia geral de idade para os positivos foi de 23,6 anos, enquanto para os

ii negativos foi de 40,6 anos. As médias de idade diferiram de forma significativa

55 (p=0,019) entre os pacientes positivos e negativos para HRV pelo teste t de Student

26 (tabela 1).

27

28 Tabela 1 Média, mediana e desvio padrdo da idade de pacientes positivos e negativos para

29 HRYV e valor de p referente a comparagdo entre as médias de idade dos positivos e negativos

30 pelo teste t de student. *=valor de p significativo.

Ell

32

33 Os cinco sintomas mais frequentes nos positivos € nos negativos foram os mesmos,

e porém com diferentes proporg¢des, e incluem tosse, febre, dispneia, dor de garganta e

gg desconforto respiratorio. Observou-se uma frequéncia maior de febre nos positivos para
37 HRYV do que nos negativos (57,1% e 28,3%, respectivamente; p=0,019). Para os outros
38 sintomas, ndo foi encontrada diferenca estatistica significativa entre os dois grupos

39 (tabela 2). Também foi observada uma frequéncia maior de febre em criangas positivas
40 para HRV em comparagdo com adultos positivos (83,3% vs. 16,7%; p=0,047).

41

42 Tabela 2 Frequéncia dos sintomas reportados mais frequentes em pacientes positives e

ﬁ negativos para HRV. *= Valor de p significativo.

45

jg Os unicos fatores de nisco para SRAG observados nos positivos foram doenca

a8 cardiovascular cronica, doenga neuroldgica cronica, asma e hipertensao arterial. Nos

49 negativos, foram observados com maior frequéncia doenga cardiovascular cronica,

50 diabetes, hipertensao arterial, asma e obesidade. Néo houve diferenga estatistica entre as
51 comorbidades observadas nos dois grupos.

52 Entre os positivos, 50,0% dos pacientes necessitaram de hospitalizacio em contraste

gj com 28,6% que ndo necessitaram. Ainda, 21,4% nado informaram esse dado. Ja dentre os
o negativos, 45,8% foram hospitalizados, 23,3% nao foram e 30,8% nao informaram. Nao
56 foi observada diferenca significativa com relagédo a hospitalizacdo entre os positivos e
57 negativos. Entre os pacientes hospitalizados, nenhum dos casos positivos necessitou de
58 internagdo e unidade de terapia intensiva (UTI) (64,3% ndo necessitaram e 35,7% nao
59 preencheram esse dado na ficha). Entre os negativos, 15,8% (19/120) necessitaram de
60
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internagdo em UTI, 48,3% ndo necessitaram e 35,8% ndo preencheram esse dado na
ficha. Nao houve diferencga estatistica entre os dois grupos.

Virus sincicial respiratorio

Foram detectadas 4 amostras positivas (3,0%) para RSV dentre as 134 testadas. Todas
as amostras positivas fazem parte da populagio infantil, ndo sendo detectado o RSV nos
adultos ou 1dosos testados. Sendo assim, os dados dos pacientes positivos e negativos
foram comparados somente na populagao infantil. Néo foi detectada nenhuma
coinfeccdo entre RSV e HRV. Dos positivos, trés foram amostras coletadas em 2020
(75,0%) e 1 em 2021 (25,0%). Das amostras positivas para RSV, 25,0% foram do sexo
masculino e 75,0% foram do sexo feminino. Ja dentre as amostras negativas, 52.4%
eram do sexo masculino e 38,1% eram do sexo femmino. Nao foram identificadas
diferencas estatisticas significativas na proporcao de individuos positivos e negativos
em relagdo ao sexo.

Dos positivos, 75,0% tinham menos de um ano de idade. A maior idade observada foi
de 6,2 anos e a menor foi de 29,2 dias. A média geral de idade para os positivos foi de
1,9 anos, enquanto para os negativos da populacio infantil foi de 4,2 anos. A mediana
de idade, em anos, foi de 0,6 para os positivos e 2,6 para os negativos e o desvio padrdao
foi de 2,9 e 4,3 anos para os positivos e negativos, respectivamente. A média de idade
nao diferiu de forma significativa entre os dois grupos (p>0,050).

O sintoma mais comum nas criancas positivas para RSV foi tosse (75,0%), seguida
pelos seguintes sintomas, todos na mesma proporgao (50,0%): febre, baixa saturagao de
oxigénio, dispneia e desconforto respiratorio. Ja para os negativos da populacdo infantil,
os sintomas mais frequentes foram os mesmos, porém em diferentes proporgdes: tosse
(57,9%), febre (44,7%), dispneia (34,2%), desconforto respiratorio (29,0%) e baixa
saturacdo de oxigénio (23.7%). Asma foi o inico fator de risco para SRAG observado
nos positivos. Ja nos negativos, foram observados com maior frequéncia asma e
prematuridade, imunodeficiéncia ou imunodepressao e bronquite. Nao houve diferenga
significativa entre sintomas ou fatores de risco observados nos dois grupos.

Das quatro criangas positivas para RSV, trés delas foram hospitalizadas (75,0%) e uma
nao preencheu esse dado na ficha. Dentre os pacientes negativos da populagao infantil,
60,5% necessitaram de hospitalizagdo, 23,7% ndo necessitaram e 15,8% ndo
responderam. Nao houve diferenga significativa com relagéo a hospitalizagio entre os
positivos e negativos. Nenhum paciente positivo necessitou de internacao em UTI (um
nao necessitou e trés nao preencheram esse dado na ficha). Dos negativos, 13,2%
necessitaram de internacédo em UTL 63,2% ndo necessitaram e 23,7% nao responderam
(tabela 3). Nao houve diferenca estatistica entre os dois grupos. 19 pacientes negativos
para HRV e para RSV necessitaram de internagdo em UTI, sendo 14 idosos e cinco
criangas. A idade média desses pacientes € de 54,7 anos, a idade média das cinco
criangas € de 16,4 dias de idade e a idade média dos 14 idosos € de 74,2 anos.

Tabela 3 Propor¢do de positivos e negativos para HRV e RSV hospitalizados e néo
hospitalizados. Néo sdo mostrados na tabela a proporgéo de ndo respondidos/ignorados.

Discussao
Os resultados deste estudo mostram que outros virus respiratorios, além do SARS-CoV-
2, estavam envolvidos na etiologia da SRAG durante os anos iniciais da pandemia.
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Também se observou que, no periodo analisade, o HRV foi detectado com maior
frequéncia em comparagéio com o RSV. O HRV foi detectado em todas as faixas etarias,
enquanto o RSV foi detectado apenas em criangas com idade inferiora 10 anos e a
maioria com menos de um ano. Tais resultados eram esperados, visto que essa € a
populagdo mais afetada pelo virus. Observou-se que a idade média dos pacientes
positivos para HRV foi menor que a dos negativos, uma vez que o virus foi mais
frequente entre criangas e adultos. Constatou-se que os pacientes positivos para HRV
tinham febre com maior frequéncia em comparagao com os negativos. Neste trabalho,
foram observadas sete hospitalizagoes entre os positivos para HRV, porém nenhuma
internagdo em UTL Esse virus, classicamente néo esta associado a hospitalizagdes.
Esses dados sugerem que o rinovirus pode causar infec¢des graves o suficiente para
exigir hospitalizacao, mas essas infeccoes geralmente nao evoluem para quadros que
demandam cuidados intensivos. 19 pacientes negativos para HRV e RSV necessitaram
de internagdo em UTI, sendo 14 idosos e cinco criangas, todas com idade inferior a 1
més. Como esses pacientes tambeém testaram negativo para SARS-CoV-2, é provavel
que a infecgdo tenha sido causada por outro virus respiratorio.

Uma das limitagdes deste estudo foi a auséncia de testagem para outros virus
respiratorios comuns. Embora estudos tenham observado uma redugao na detecgio
desses virus durante a pandemia de COVID-19, seria relevante testar as amostras
negativas, pois existe a possibilidade de encontrar esses patogenos em algumas
amostras. Outra limitagdo foi o preenchimento incompleto de algumas fichas de
notificagéo. A falta de informagdes sobre sintomas, comorbidades ou internagao
resultou na exclusdo de algumas amostras de algumas analises, o que pode ter
mmpactado os resultados.

Durante a pandemia, muitas medidas nao farmacologicas foram adotadas, como uso de
mascaras, distanciamento social, entre outras. Essas medidas parecem ter impactado
também os padrdes de circulagdo de outros virus respiratorios (20). Foi possivel
detectar o rinovirus nas trés faixas etarias analisadas, o que indica que houve circulagao
do virus durante a pandemia, corroborando com outros trabalhos que sugerem que sua
circulagdo ndo foi afetada durante o periodo (20), sendo observado até mesmo um
aumento nas deteccoes (20,21). Em um estudo retrospectivo, Zhang et al. (22)
comparou as taxas de testes positivos para HRV no periodo pré-pandémico e durante a
pandemia, na China, ¢ observou que houve uma queda de casos no primeiro semestre de
2020 em relagao aos anos anteriores seguida de um pico de casos em agosto. A taxa de
positividade do HRV foi de 37%, comparado com uma média de 23% de resultados
positivos em agosto de 2017 a 2019 (23). Algumas hipoteses para a persisténcia do
HRYV durante a pandemia incluem a possibilidade de o HRV ter ocupado o nicho
anteriormente ocupado por outros virus respiratorios, por conta da redugdo na
circulagdo destes (20). Outra hipotese é que o HRV permanega viavel no ambiente por
mais tempo, uma vez que € um virus ndo envelopado e mais resistente as condicoes
ambientais (24).

O RSV foi detectado em poucas amostras. O virus € muito comum em criangas € € a
principal causa de infeccdo do trato respiratorio inferior nessa populagio,
principalmente em recém-nascidos e criangas mais novas (2). Um estudo (23) com uma
populacdo amostral maior observou que a idade média dos pacientes positivos para
RSV era de 5 meses e que 81% tinham menos de um ano, dado semelhante ao
encontrado no presente estudo. As creches e as escolas desempenham um papel crucial
na transmissio do virus (7). Durante a pandemia de COVID-19, principalmente durante
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o ano de 2020, ocorreu o fechamento dessas instituigoes mundialmente, o que pode ter
causado queda nos diagnosticos de RSV. No Brasil, estudos mostram que houve queda
nas detecgdes de RSV apos a implementacdo de medidas ndo farmacologicas em 2020
(25,26). No mesmo ano, apos a adogdo de medidas de contengdo a COVID-19 mais
restritivas, incluindo o cancelamento de aulas presenciais, 0 RSV néo foi mais detectado
durante o ano em outros paises do hemisfério sul (27). A maioria das amostras
analisadas no presente trabalho foram coletadas em 2020, entdo € possivel que 1sso
tenha influenciado nos resultados. Futuramente, seria interessante aumentar o niimero
de amostras e o periodo analisado.

O sintoma febre apresentou uma frequéncia maior em pacientes positivos para HRV em
comparagiao com os negativos. Segundo Chughtai ef a/ (28), a frequéncia de febre em
profissionais de saiude com diagnostico positivo para HRV foi de 25%. Em criangas
positivas para HRV observou-se uma frequéncia de 69% de febre (29), valor mais
proximo ao encontrado neste trabalho. A diferenca entre os valores pode ocorrer pela
diferenca de idade das populagdes investigadas, o que corrobora com os resultados deste
trabalho, ja que a febre foi um sintoma mais frequente em criancas do que adultos. A
coinfec¢do com dois ou mais virus € um importante preditor de febre (28). No presente
trabalho, ndo houve coinfecgdo com SARS-CoV-2 ou RSV, porém, a presenca de outros
virus respiratorios nao foi investigada, portanto, mantém-se essa possibilidade.

Dos 14 idosos que necessitaram de interna¢ao em UTI e tiveram resultado negativo
tanto para RSV quanto para HRV, a hipotese é de que a infeccao poderia estar associada
ao vitus influenza, que afeta de forma significativa essa populagéo. As fichas desses
individuos néo apresentam a informagio sobre vacinagdo contra o virus, o que
impossibilita confirmar ou nao essa hipotese sem a realizagao de testes. Ja nas cinco
criangas, todas com menos de 1 més de idade, € mais provavel que a infeccdo tenha sido
causada por outros virus respiratorios, como o adenovirus, metapneumovirus ou o virus
parainfluenza, todos comuns em criangas pequenas com infecgdes respiratorias agudas,
depois do RSV (30). Os pacientes negativos para RSV e para HRV apresentaram
sintomas mais frequentes semelhantes aos observados nos pacientes positivos para esses
virus, também indicando que nas amostras negativas pode haver a presenca de outros
virus que causam sintomas semelhantes.

Em conclusio, observamos que o rinovirus continuou circulando durante a pandemia e
que foram observados poucos casos de infecgdo por RSV. Pacientes positivos para HRV
$30 mais jovens em comparagao comn os negativos e febre € um sintoma mais frequente
nos pacientes positivos. E importante que haja um diagnéstico diferencial, clinico e
laboratorial, para que se possa distinguir com maior acuracia a COVID-19 de outras
infeccoes respiratorias virais, ja que o quadro clinico, em muitos casos, pode ser muito
semelhante. Com esse trabalho, fo1 possivel contribuir para um melhor entendimento
sobre a participacdo de outras etiologias virais respiratorias em pacientes que testaram
negativo para o SARS-CoV-2.
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46 Figura 3 Ftapas de selecdo dos pacientes participantes do estudo de acordo com resultado da RT-qPCR, faixa etdria
47 e volume de amostra e numero total de amostras elegiveis para participar do estudo.
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H Positivo Negativo m Positivo Negativo H Positivo Negativo

Figura 4 Proporgdo de amostras positivas e negativas para HRV no grupo das criancas (A), adultos (B) e idosos (C).

Tabelas:

Tabela 4 Média, mediana e desvio padrdo da idade de pacientes positivos e negativos para
HRYV evalor de p referente a comparagao entre as meédias de idade dos positivos e negativos
pelo teste t de student. *=valor de p significativo.

Resultado do teste Média Mediana Pooulacio
RT-qPCR para geral=desvio geral anlzos t:f‘ al
HRYV padrio (anos) (anos)
Positivo 23,6227 19,5 14
Negativo 40,6£29.4 42,0 120
Valor de p 0.019%

Tabela 5 Frequéncia dos sintomas reportados mais frequentes em pacientes positivos e
negativos para HRV. *= Valor de p significativo.

B Desconfort
Sintemas Dispneia 0 Dor de garganta
Tosse (%) Febre (%) P o e
= (%) Respiratori (%)
Infecio 0 (%)
Por HRV “
Positivos 78,6 57,1 35,7 28,6 28,6
Negativos 60,0 283 41,7 33,3 292
Valor de p >0,05 0,019* >0,05 >0,05 >0,05
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2 Tabela 6 Proporgao de positivos e negativos para HRV e RSV hospitalizados e nio
23 hospitalizados. Néo sdo mosirados na tabela a proporcao de nio respondidos/ignorados

25 Resultado do teste
26 qPCR para HRV | Hospitalizados  Nio hospitalizados UTI
28 (populagio (%) (%) (%)
29 amostral)
30 Positivos HRV 50,0 28,6

X iy 0.0 643

33 Negativos HRV 458 233
3 (n=120) 15,8 48,3

Nio UTI (%)

36 Positivos RSV 75,0 0,0 0,0 25,0
37 (n=4)

T 7
TeExtmma KN 60.5 23.7 132 63,2
40 (n=38)
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Filtragem dos pacientes com diagndstico negativo para SARS-CoV-2 por
faixa etdaria no banco de dados interno
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50 criangas (0-14 anos de idadel}

9 [ Selecéo aleatdria de 50 pacientes de cada faixa etéria 50 adultos (15-59 anos de idadej]

12 50 idosos (acima de 60 anos) ]

14 Localizacao das amostras no biorrepositério a partir do nimero de
identificagao interno

17 _r Exclusdo de 16 amostras sem
18 trolume suficiente para os testes

20
21 [ Total: 134 amostras ]

25
26 [ 42 criancas } [ 48 adultos ] [ 44 idosos ]

28 Figura 1 Etapas de selecdo dos pacientes participantes do estudo de acordo com resultado da RT-qPCR, faixa etdria
29 e volume de amostra e nimero total de amostras elegiveis para participar do estudo.
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Figura 1 Proporgdo de amostras positivas e negativas para HRV no grupo das criangas (A), adultos (B) e idosos (C).
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Tabela 1 Média, mediana e desvio padréo da idade de pacientes positivos e negativos para
HRYV e valor de p referente a comparagdo entre as meédias de idade dos positivos e negativos
pelo teste t de student. *=valor de p significativo.

Resultado do teste

RT-qPCR para Meédia gﬁeral:tdesvio L"Iediana Populag ao
HORV padrao (anos) geral (anos) amostral
Positivo 23,6+22,7 19.5 14
Negativo 40,6+29.4 420 120
Valor de p 0,019*

https//mc04.manuscriptcentral.com/ress-scielo



0O~ s W=

128

Epidemiologia e Servicos de Saude Page 18 of 19

Tabela 1 Frequéncia dos sintomas reportados mais frequentes em pacientes positivos e
negativos para HRV. *= Valor de p significativo.

Sintomas
Dispneia i Dor de garganta
0, " 0, - o

Tufccio Tosse (%)  Febre (%) (%) Resplnl/ atorio (%)

Por HRV (%)
Positivos 78.6 57.1 35,7 28.6 28.6
Negativos 60,0 283 41,7 333 29,2
Valor de p >0,05 0.019* >0,05 >0,05 >0,05
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Tabela 1 Proporgdo de positivos e negativos para HRV e RSV hospitalizados e nio
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hospitalizados. Ndo sdo mostrados na tabela a proporcdo de néo respondidos/ignorados.

Resultado do teste
qPCR para HRV
(populacido amostral)

Hospitalizados

= T i
(%) Nao hospitalizados (%)

UTI
(%)

Nio UTI (%)

Positivos HRV (n=14)

Negativos HRV
(n=120)

50,0 28,6

45.8 23.3

0.0

15.8

Positivos RSV (n=4)

75.0 0.0

0,0

Negativos RSV
(n=38)

60,5 237

13,2
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