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RESUMO

Os papilomavirus humanos (HPV) estdo associados a diversas lesdes do trato
anogenital, tanto malignas quanto benignas. A imunodeficiéncia, como a encontrada em
pessoas portadoras de HIV é um fator de risco para infec¢des genitais por HPV e sua
progressao para neoplasias intra-epiteliais e canceres genitais. O objetivo do presente
estudo foi avaliar através de técnicas de biologia molecular, a prevaléncia da presenca de
DNA-HPV no sangue periférico entre as gestantes HIV-1 positivo. Um total de 60
gestantes HIV-1 positivo com infec¢ao cervical positivo por HPV e 50 gestantes HIV-1
positivo sem infeccéo cervical por HPV apresentavam resultados de pesquisa de HPV
cervical pelos métodos moleculares (Captura Hibrida-1l e PCR/RFLP) e contagem de
células CD4+ e carga viral do HIV-1 do plasma. As amostras disponiveis de sangue
periférico das gestantes selecionadas foram submetidas a Nested-PCR seguido de
sequenciamento para a pesquisa de DNA-HPV. A DNA-HPV foi detectado em 25,0% das
gestantes HIV-1 positivo com infeccdo cervical por HPV e 4,0% das gestantes HIV-1
positivo sem infec¢cdo cervical por HPV (p=0,002). Nivel de células CD4+ < 200
células/mm?®, presenca de infec¢do cervical por HPV com alta carga viral (> 200 RLU) s&o
preditivo de uma maior probabilidade de presenca de DNA-HPV no sangue periférico.
Estes dados evidenciam a presenca do DNA-HPV no sangue periférico. A presenca do
genoma de HPV em sangue periférico ainda é controversa e deve ser melhor estudada

para que possa ser relacionada com o desenvolvimento de les6es malignas.
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ABSTRACT

Papilomavirus human (HPV) are associated with several lesions of the anogenital
tract and are present in a variety of both malignant and benign lesions. The
imunodeficiency, as the found one in carrying people of HIV is a factor of risk for genital
infections for genital HPV and its progression for intra-epithelial neoplasias and cancers.
The objective of the present study was to evaluate through techniques of molecular biology,
the prevalence of the presence of DNA-HPV in the peripheral blood between the pregnant
positive HIV-1 .A total of 60 pregnant positive HIV-1 with positive cervical infection for HPV
and 50 pregnant positive HIV-1 without cervical infection for HPV presented resulted of
cervical research of HPV for the molecular methods (Hybrid Capture 1l and PCR/RFLP) and
counting of cells CD4+ and viral load of the HIV-1 of the plasma. The available samples of
peripheral blood of the selected pregnant had been submitted to the followed Nested-PCR
of sequenciamento for the research of DNA-HPV. The DNA-HPV was detected in 25,0% of
pregnant positive HIV-1 with cervical infection for HPV and 4.0% of the pregnant positive
HIV-1 without cervical infection for HPV (p=0,002). Level of cells CD4+ < 200 células/mm?,
presence of cervical infection for HPV with high viral load (>200 RLU) are predict of a
bigger probability of presence of DNA-HPV in the peripheral blood. The role of HPV
viremia is controversial and warrants further investigation to determine its relationship with
genital infection and whether there is a correlation with development of malignancies in

HIV-infected individuals



1- INTRODUCAO
1.1- Historico

Na Grécia Antiga, as lesbes verrugosas ou papilomatosas eram descritas como
doengas que atingiam a pele de varias areas do corpo, como a genital, palmar e plantar.
Além disso, eram associadas a doencas venéreas, pois os individuos afetados tinham
comportamento homossexual, incestuoso e promiscuo (Bafverstedt, 1967).

Na década de 1920, estudos epidemioldgicos consideraram a possibilidade de o
contato sexual ser o meio de transmissao das verrugas genitais. Apesar de nao se
conhecer o agente causador dessa doenga, as primeiras observagcbes a respeito das
alteragdes no epitélio vaginal foram feitas por Papanicolaou, em 1933. Neste mesmo ano,
Shope & Hurst isolaram o possivel agente causador de verrugas em coelhos — o virus do
papiloma. Desde entdo, esta classe viral tem sido discutida como agentes infecciosos
naturais, responsaveis pelo desenvolvimento de verrugas em diferentes grupos de
mamiferos, inclusive no homem (Pfister, 1984).

Em 1949, Strauss e colaboradores, através da microscopia eletrbnica, conseguiram
visualizar as particulas de papilomavirus em verrugas humanas, porém, a estrutura do
genoma viral s6 foi desvendada em 1963 por Crawford & Crawford. Entretanto, nos anos
subsequentes, a indisponibilidade de um sistema de cultura de tecidos e a aparente
natureza benigna das verrugas humanas desestimularam os pesquisadores.

O interesse gradual em papilomavirus ressurgiu nos anos 70, quando se
desenvolveu a hipotese de que os papilomavirus poderiam ter um significado importante
na etiologia do cancer do colo do utero (zur Hausen et al, 1974; zur Hausen et al, 1976).

Nos ultimos trinta anos, uma série de estudos moleculares e epidemioldgicos
confirmou que a infecgao da cérvice uterina por certos tipos de papilomavirus € um evento
precursor na génese da neoplasia desta regido (zur Hausen, 1991; Schiffman et al, 1993;
Bosch et al, 1995; Franco, 1995; Schiffman et al, 1995; revisado por zur Hausen, 2002).

Por constituir um grupo de virus heterogéneo, os papilomavirus (HPV) estao
também associados a lesbes benignas e pré-malignas do colo uterino, consideradas
lesbes intra-epiteliais escamosas (SIL), a citologia ou neoplasias intra-epiteliais cervicais
(NIC) e a histopatologia (zur Hausen, 1991; Lorincz et al, 1992).



1.2 — Biologia do Papilomavirus Humano

Os papilomavirus sdo compostos por um grupo de pequenos virus de DNA de
dupla fita, pertencentes a familia papillomaviridae, género papillomavirus, capazes de
infectar animais e homens. Sao virus epiteliotropicos altamente espécie-especifica, e nao
se conhece qualquer exemplo de papilomavirus de uma espécie que cause infeccao
produtiva em outra espécie (Howley, 1996; van Regenmortel et al, 2000).

Trata-se de virus ndo envelopado, de simetria icosaédrica e um genoma de
aproximadamente 8000 pares de base (8kb) de DNA dupla fita, circular (Favre et al, 1977).
O DNA esta associado a proteinas semelhantes a histonas, circundado por 72
capsOmeros formados por duas proteinas estruturais, L1 e L2 (Howley, 1996).

O genoma viral esta dividido em trés regides denominadas ORFs (Open Reading
Frames ou unidades de tradugdo), localizados em uma mesma fita de DNA e atualmente
sdo conhecidas como genes. Com relagdo a organizagdo do genoma viral, ha trés
fragmentos subgendmicos que podem ser identificados: regido precoce (Early), regido
tardia (Late) e a regido denominada NCR (non-coding region) ou LCR (Long Control
Region) (figura 1). Até oito genes estdo na regido precoce e dois na regido tardia. Os
genes da regido precoce, denominados E1, E2, E3,..., E8, tém fung¢ao na replicagcao (E1),
na transcricdo do DNA (E2, E1) e na transformacao celular (E5, E6 e E7) (Chen et al,
1982; Howley, 1996; revisado por zur Hausen, 2000).

Os genes L1 e L2, da regido tardia, codificam as proteinas principal e secundaria do
capsideo, respectivamente, ambos sdo sequéncias altamente conservadas entre todos os
papilomavirus (Bernard et al, 1994). A proteina L1 é a mais abundante do capsideo viral e
constitui cerca de 80% do total das proteinas virais. A proteina L2, associada a L1,
participa da incorporacdo do DNA viral dentro do virion (revisado por Zhou & Frazer,
1996).



L1

E1

FIGURA 1 — Mapa fisico do genoma do HPV-16. Regido precoce (Early), regido tardia
(Late) e LCR (Long Control Region) que corresponde a regiao regulatéria. No segmento
L1 esta representada a regido amplificada pelos primers My11/My09 e Gp05/Gp06.
(Figura criada a partir da sequéncia proposta por Seedord et al (1985), genebank —-
K02718.)



O gene E2 codifica pelo menos duas proteinas diferentes que atuam como fatores de
transcricdo (Bouvard et al, 1994). Elas afetam diferentemente a expressao génica viral e
representam os principais reguladores intra-genémicos através da formacdo de dimeros
em sitios especificos de ligagado presentes na LCR (Thierry & Yaniv, 1987). A delecao e/ou
rompimento de gene E2 sao eventos frequentemente observados em bidpsias de tecidos
tumorais e linhagens celulares derivadas de canceres cervicais (Schwarz et al, 1985), o
que leva a supor que alteragdes em E2 facilitam a transformacéo de células humanas e a
transcricdo para o fendtipo maligno (revisado por zur Hausen, 1996). A proteina E2
também interage com E1 na estimulagao de replicagao porque facilita a ligagao de E1 com
a origem de replicacao (Chiang et al, 1992).

Os genes E6 e E7 codificam as oncoproteinas envolvidas nas atividades de
imortalizagdo e transformagao celular (Barbosa & Schlegel, 1989; Hawley-Nelson et al,
1989; Munger et al, 1989). Essas proteinas de HPVs de alto risco oncogénico estimulam a
proliferacdo celular porque interagem e suprimem as fungdes de proteinas celulares
envolvidas no controle desta. Por isso, acredita-se que o potencial oncogénico desses

virus seja, em parte, resultado dessas interagdes.

1.3 — Classificacao viral quanto ao seu potencial oncogénico

Com base em evidéncias epidemioldgicas e moleculares, sabe-se que a infecgéo
pelo papilomavirus humano é o fator mais importante nos estagios iniciais da neoplasia
cervical. Ha cerca de 120 gendtipos de HPV identificados, e desses aproximadamente 40
tipos infectam o trato anogenital, sendo que pelo menos 20 estdo associados ao
carcinoma do colo do utero (Munoz et al, 2003). Os tipos de HPV que infectam o trato
genital podem ser divididos em dois grupos. O grupo de baixo risco oncogénico, que inclui
os tipos que ocorrem frequentemente em lesbes intra-epiteliais de baixo grau, é
constituido, entre outros, pelos tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81. O grupo de
alto risco oncogénico, encontrado nas lesdes intra-epiteliais de alto grau, e especialmente
nos carcinomas, abrange os tipos de HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58,
59, 66, 68, 73, 82 (Munoz et al, 2003). A classificagdo dos HPVs em grupos de risco tende

a ser muito variavel, pois ha diversos critérios de agrupamento, baseados tanto em



procedimentos bioldgicos in vitro como em filogenia, a partir de homologia de sequéncias
de DNA ou epidemiologia (IARC Working Group, 1995).

Noventa por cento das patologias associadas ao HPV no colo do utero localizam-se
na transicdo escamo-colunar do epitélio ou zona de transformacido, onde as células
proliferativas estdo mais expostas. Os papilomavirus infectam as células da camada basal
do epitélio. Nessa fase, a expressdo génica viral € amplamente suprimida, embora a
expressdo de alguns genes virais precoces (E5, E6 e E7) seja limitada, resultando em
uma intensa proliferacdo das células infectadas e na sua expansdo lateral. Em um
segundo momento, parte da progénie viral migra para as células em diferenciagdo da
camada suprabasal, onde se inicia a expressao dos genes virais tardios. O genoma
circular é entdo replicado e se formam as proteinas estruturais que irdo compor o
capsideo viral. Nas camadas superiores do epitélio ocorre a montagem das particulas
virais completas e, consequentemente, a liberacdo das mesmas para que o ciclo seja
reiniciado (zur Hausen, 2002).

A infeccédo resulta no aparecimento de alteragbes morfolégicas devido as diferengas
no crescimento e diferenciacdo das células infectadas, resultando na perda de um padrao
de estratificagdo em camadas de células diferenciadas. Um amplo espectro de lesbes esta
associado a presenga do HPV, desde anormalidades citologicas incipientes, displasias de

diferentes graus, até carcinoma invasor (revisado por Villa, 1997).

1.4 — Epidemiologia do cancer do colo do utero

O cancer do colo do utero é o segundo mais comum entre as mulheres no mundo
todo, com aproximadamente 450.000 novos casos diagnosticados a cada ano e
aproximadamente 200.000 mortes registradas (Bosch et al, 1997; Sherlaw-Johnson et al,
1997). Este tipo de cancer representa 12% de todos os tumores malignos em mulheres
(Pisani et al, 2002). E uma doenca que pode ser prevenida e esta diretamente vinculada
ao grau de desenvolvimento do pais. Estudos recentes mostram que as taxas mais altas
de incidéncia de cancer do colo uterino ocorrem na América do Sul, Africa e no sul
Asiatico (Pisani et al, 2002) ao contrario da Europa, da América do Norte e de alguns
paises do Oriente Médio, onde esses tumores sao incomuns e, as vezes, raros (IARC
Working Group, 1995).



No Brasil, estima-se que o cancer do colo do utero seja o terceiro mais comum na
populacido feminina, sendo superado pelo cancer de pele ndo-melanoma e pelo de mama.
Pesquisas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) de 1999 mostram que as maiores
incidéncias sao observadas na regido norte (43.86/100.000 mulheres), seguida pela regiao
nordeste (33.14/100.000 mulheres). De acordo com dados absolutos sobre a incidéncia e
mortalidade por cancer do INCA, o cancer de colo do utero foi responsavel pela morte de
3.953 mulheres no Brasil, em 2000. Para 2003, as estimativas sobre incidéncia e

mortalidade por cancer prevéem 16.480 novos casos e 4.110 ébitos.

1.5 — Fatores de risco para a infec¢céao pelo HPV

Segundo estudos epidemioldgicos, os principais fatores de risco para infecgdo por
HPV séo a idade do primeiro coito e a promiscuidade sexual (Franco 1995; Brinton et al,
1989). Outro fator determinante € a idade — o risco diminui com o envelhecimento,
independentemente da atividade sexual e do numero de parceiros (Bauer et al, 1993). O
habito de fumar, o uso de pilulas anticoncepcionais por longos periodos e o numero de
gestacdes também estdo associados (Bauer et al, 1993; Franco, 1995; Ylitalo et al, 1999;
Rousseau et al. 2000; Moreno et al, 2002; Mufioz et al, 2002).

Na patogénese das lesdes por HPV, o estado imunologico das pacientes representa
um fator de grande importancia. A incidéncia de HPV, condiloma, enfermidade pré-
invasiva e cancer aumenta significativamente em pacientes com o sistema imunoldgico
comprometido, mais especificamente naqueles que se submeteram a transplantes renais e

nos infectados pelo HIV com reducao de células T circulantes (Delgado,1993).

1.6 — Transmisséo do HPV

Sabe-se que em 95% dos casos a transmissdo do HPV ocorre através do contato
sexual e que as infecgdes nao tratadas favorecem a perpetuacédo da doenca nos parceiros
sexuais. Contudo, a transmissdo do HPV também pode acontecer por outros meios. E
provavel que o HPV seja transmitido por fémites (toalhas, roupas intimas, etc.) e também
pelo instrumento ginecoldégico. Embora ndo se saiba por quanto tempo o virus sobrevive
fora do organismo, considera-se a transmissao por fémites viavel por um curto periodo de
tempo (Bergeron et al, 1990; Seddlacek et al, 1989; Oriel, 1971).



A transmissdo materno-fetal do HPV é bastante considerada, levando-se em conta
a ocorréncia de papiloma juvenil de laringe em criangas com menos de 2 anos, e com
base em alguns casos de recém-nascidos com condiloma genital (Quick et al, 1980; Rogo
& Nyansera, 1989; Tseng et al, 1998; Chen et al, 1993). Armbruster-Moraes et al (1994)
detectaram a presenca de DNA do HPV-16 e HPV-18 no liquido amniotico de 24 de 37
gestantes portadoras de doenga cervical relacionada ao HPV, resultando numa
prevaléncia de 64,9%. Tseng et al (1998) pesquisaram a presenca de HPV16 e HPV-18
nos neonatos, filhos de maes HPV positivas, analisando as mucosas oral e genital através
de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase). Uma taxa significativamente mais alta de
infeccao pelo HPV-16 e HPV-18 foi observada em criangas nascidas de parto vaginal em
relagdo aos nascidos de cesariana.

Outros autores, estudando a possibilidade de transmisséo vertical, relataram uma
alta prevaléncia de deteccao de DNA do HPV na regidao genital e/ou oral de recém-
nascidos. Alguns sugerem que a deteccao de particulas de HPV nos recém-nascidos pode
ser decorrente da contaminagao por secrecdes maternas e nado do epitélio dos recém-
nascidos, utilizando a medida apds as primeiras 24 horas (Pakarian et al, 1994; Kaye et al,
1994; Cason et al, 1995; Kaye et al, 1996).

1.7- HPV em portadoras do HIV-1

Os fatores de risco associados a transmissido da infecgdo por HIV sédo a relacéo
sexual sem protegao com um parceiro infectado, ou com multiplos parceiros, e a presenca
de DSTs associadas (Castilho & Chequer, 1996).

A infecgao pelo HPV, latente e controlada pelo sistema imunolégico do hospedeiro,
tende a se manifestar clinicamente em um organismo com deficiéncia nesse sistema.
Assim, observa-se uma franca associag¢ao entre infecgoes causadas pelo HPV e HIV. Em
pacientes HIV soropositivos prevalecem as lesbées HPV-induzidas, especialmente
naquelas com numero de linfocitos CD4 positivos abaixo de 500 células/mm?®. A infecgéo
provocada pelo HIV parece induzir a replicacdo do HPV, intensificando o processo
infeccioso por ele produzido e promovendo a reativagcao e sua persisténcia. Da mesma
forma, as lesdes invasoras do colo uterino sdo mais agressivas e tém pior progndstico,

além de estar incluidas nas condigbes de definicdo de doenga SIDA (Klein et al, 1994;



Calore et al, 1995; Garzetti et al, 1995; Unger et al, 1997; Arany & Tyring, 1998; Calore et
al. 1998; Kuhn et al, 1999; Ebrahim et al, 2000; Ellerbrock et al, 2000, Ahdieh et al, 2001).

Do ponto de vista biomolecular, o gene tat-1, proteina regulatéria do HIV-1, estaria
associado a exacerbacédo da expressao do HPV. O gene tat-1, em combinagdo com a
proteina E2 do HPV-16, realcaria a transativagdo da regidao da sequéncia regulatéria do
HPV, estimulando assim a expressdo dos genes do HPV, mesmo em pacientes com
sistema imunologico eficiente (Chopra et al, 1997). Por outro lado, a alta incidéncia de
lesbes mais agressivas talvez seja explicada pelas infec¢gdes causadas por HPV
persistente, o que ocorre mais comumente em mulheres HIV soropositivos (Ahdieh et al,
2000).

A influéncia da imunossupressdo, especialmente a mediada por células no
desenvolvimento de lesdes invasoras, a partir de processos neoplasicos intra-epiteliais
relacionados aos papilomavirus, mostra-se cada vez mais evidente. A resposta humoral,
por sua vez, & forte no inicio do processo infeccioso, mas torna-se instavel com o tempo.
Multiplos tipos de HPV sao detectados nas pacientes imunossuprimidas, que costumam
evoluir com doencga intra-epitelial HPV induzida mais grave. Extensas, as lesdes atingem o
colo, a vagina, vulva, o perineo e a regido perianal, simultaneamente. E menor o tempo de
recorréncia e mais rapida a evolugao para doenga invasora seguida de 6bito (Carson et al,
1986; Caussy et al, 1990; Brown et al, 1993; Van Doornum et al, 1993, Brown et al, 1994;
Miotti et al, 1996, Chopra et al, 1997).

A infeccdo persistente pelo HPV na mucosa genital € um importante fator de
neoplasia intra-epitelial em pacientes HIV soropositivos. Nesses, é alta a incidéncia de
infeccdo provocada pelo HPV, caracterizada por frequentes recidivas e progresséo de
doencga, além de um maior fracasso terapéutico.

Constata-se, ainda, que os HPV 16 e 18 prevalecem nas pacientes HIV
soropositivas, acompanhadas de multiplicidade de outros subtipos virais, em relacédo as
mulheres HIV soronegativas. Pacientes HIV soropositivos costumam, ainda, apresentar
uma alta carga viral de HPV-DNA. A alta carga viral de HPV oncogénico, especialmente o
HPV-16, predispbe ao aparecimento de lesdo cervical de grau elevado e de moléstia
invasora. Todavia, a prevaléncia de neoplasia intra-epitelial na auséncia de infecgcao pelo

HPV n&o aumenta (Sun et al, 1995; Josesson et al, 2000).



A infeccdo causada pelo HPV na mulher HIV soropositiva € mais frequente,
persistente e resistente a tratamento, e evolui mais rapidamente para graus mais
avancados. Assim, essas pacientes necessitam de uma avaliacdo rotineira para
diagnosticar infeccdo causada pelo HPV e/ou neoplasia intra-epitelial associada (Maiman
et al, 1991; Korn et al, 1994; Henry et al, 1989; Maiman et al, 1998).

1.8 — Deteccdo do papilomavirus em sangue periférico

Ha algum tempo, discute-se que linfocitos de sangue periférico de diferentes
animais sejam possiveis sitios de laténcia para os virus do papiloma (Stocco dos Santos
et al, 1998; Nasir et al, 1997; Campo et al, 1994).

Estudos do papel do Papilomavirus Bovino (BPV) em associagdo com agentes
ambientais e imunossupressores no desenvolvimento dos tumores no trato alimentar de
bovinos revelaram a presenca de BPV-2 na circulagdo periférica dos animais do grupo
experimental e controle (Campo et al, 1994). A partir destes achados concluiu-se que o
BPV-2 poderia ser encontrado em estado de laténcia nos linfocitos destes animais. Outros
estudos em bovinos, envolvendo possiveis mecanismos de transmissao dos BPVs,
demonstraram a presenga do DNA do BPV-2 em amostras de sangue periférico de
bezerros recém-nascidos e a presenca do DNA de BPV-2 e/ou BPV-4 em amostras de
sangue, leite e urina de bovinos que tinham algum tipo de tumor relacionado a presenca
desta classe viral (Stocco dos Santos et al, 1998). Tais dados sugerem que estes virus
podem ser transmitidos vertical ou horizontalmente, além de reforcar a hipotese de que os
linfécitos podem servir como sitio de laténcia para esta classe viral.

Em seres humanos, Pao et al (1991) estudaram a prevaléncia de HPV em células
mononucleares no sangue periférico do trato urogenital de 25 mulheres portadoras de
HPV, comparando-a com 19 controles sem doenga urogenital, pareadas por idade,
utilizando PCR. O HPV foi detectado em 13 (52%) das portadoras de HPV no trato genital
contra nenhum caso dentre os controles. Tseng et al (1992) pesquisaram a prevaléncia de
HPV detectado por PCR em amostras cérvico-vaginais e em células mononucleares do

sangue periférico de 52 gestantes no terceiro trimestre da gestacdo, e em células
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mononucleares do sangue periférico em 9 (17,3%). Detectou-se o HPV em células
mononucleares do sangue do corddo umbilical de 7 (13,5%) recém-nascidos — o HPV
havia sido detectado nas mées desses bebés em uma, ou ambas, amostras de sangue.
Duas gestantes tinham HPV-18 no sangue periférico e uma no lavado vaginal, mas
nenhuma teve filho com HPV detectavel no corddao umbilical. A prevaléncia do HPV no
sangue, considerando os dois tipos virais testados, foi entdo de 21,1% (11 casos) para as
gestantes e de 13,5% (7 casos) no caso dos recém-nascidos. A presenga do DNA de HPV
no sangue periférico também foi evidenciada em mulheres e homens com infec¢des
persistentes por HPV, apresentando condiloma acuminata (Karas & Poreba, 1998).

Outras evidéncias importantes que corroboram a presenca do DNA de HPV foram
obtidas, estudando-se pacientes com céncer cervical (Pornthanakasem et al, 2001; Dong
et al, 2002; Widschwendter et al, 2004; Kay et al, 2005). Widschwendter et al (2004)
investigaram 11 pacientes com histoérico de cancer cervical associado ao cancer
secundario de mama, cujos tecidos cervical, mamario e soro foram analisados por PCR
para determinar a presenca do DNA de HPV. Os resultados demonstraram a presenca do
HPV-16 em 6 pacientes, tanto no tecido cervical como no tecido mamario. Um dado
importante é a presenca do HPV-16 no tecido cervical, no tecido mamario e no soro, pois
isto indica que o DNA do HPV pode ser transportado do sitio primario da infecgdo para o
tecido mamario, através da corrente sanguinea.

Assim, os achados obtidos sugerem o desenvolvimento de outras pesquisas que
evidenciem a presencga dos HPV em células ndo epiteliais para tornar estes dados mais
consistentes. A presenca do genoma de HPV no sangue periférico de pacientes com
lesdes ainda € controversa e necessita de mais estudos para ser relacionada ao

desenvolvimento de lesGes malignas.

1.9 — Diagnostico para infec¢do pelo HPV

Tradicionalmente, a interpretacdo dos exames utilizados para diagnosticar lesées
induzidas por HPV (citologia, colposcopia e histologia) € subjetiva, por isso sua acuracia
esta diretamente relacionada a experiéncia do examinador (Martins & Pereyra, 2000). A
incorporacao de técnicas de biologia molecular tem facilitado a detecgao e monitoragéao do

agente infeccioso, através de ensaios de hibridizagdo de acidos nucléicos virais,
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precedidos ou ndo de amplificagdo génica por PCR, método extremamente sensivel na
deteccdo do DNA viral (Manos et al, 1989). A presenca de mais de 120 tipos dificulta o
desenho de ensaios baseados em PCR para a deteccédo do DNA viral (de Villiers, 2001;
Iftner & Villa, 2003). Assim, foram desenvolvidos ensaios de PCR baseados na utilizagédo
de iniciadores consenso, deduzidos a partir de regides altamente conservadas do genoma
dos HPVs (Manos et al, 1989; van den Brule et al, 1990), capazes de detectar um amplo
espectro de tipos relevantes em apenas uma unica reacédo. Os produtos resultantes dessa
amplificagdo podem, entdo, ser tipados com sondas de oligonucleotideos marcados
isotopicamente ou ndo (Bauer et al, 1991; Jacobs et al, 1995), ou através de analise de
polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP) (Bernard et al, 1994) ou,
ainda, por sequenciamento. O ensaio de hibridizagcdo de acidos nucléicos (captura
hibrida), utiliza anticorpos na captura de hibridos com amplificacdo de sinal, sendo
detectado pela quimioluminescéncia. A captura hibrida € um método semi-quantitativo
capaz de detectar 18 tipos de HPV que mais comumente infectam o trato genital. Os tipos
de sondas utilizadas diferenciam-se em dois grupos: o grupo A, composto de sondas para
detectar tipos de baixo risco (6, 11, 42, 43, 44), e o grupo B, composto de sondas para
detectar HPVs de risco intermediario e alto (16, 18, 31 ,33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68).

1.10 — Justificativa

Na literatura mundial ha poucos estudos sobre a presenga do DNA-HPV no sangue
periférico, plasma e soro em pacientes com lesdes do trato anogenital, tanto malignas
quanto benignas. Na literatura médica ndo existem estudos a respeito da prevaléncia da
presenca de DNA-HPV no sangue periférico de gestantes portadoras do HIV-1. A infec¢ao
causada pelo HPV na mulher HIV-1 soropositiva € mais freqliente, persistente e resistente
a tratamento, e evolui mais rapidamente para graus mais avang¢ados. Diante das
evidéncias apresentadas, a populagdo de estudo, constituida de mulheres gravidas e

infectadas pelo HPV, merece maior investigacdo quanto a presenca do DNA-HPV no
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sangue periférico. A metodologia molecular ajuda a diagnosticar a presenca do
papilomavirus humano no sangue periférico, permitindo acompanhar suas manifestacées
e uma futura correlacdo com o desenvolvimento de lesdes malignas que a paciente possa

vir a desenvolver.
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2 - OBJETIVOS

1- Determinar a prevaléncia do HPV na corrente sanguinea de gestantes portadoras
do HIV-1.

2- ldentificar os tipos de HPV detectados no sangue periférico da populagao

estudada.

3- Investigar possiveis fatores de risco que resultem na invasdo da corrente

sanguinea pelo HPV.
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3 — CASUISTICA E METODOLOGIA

3.1- Populacéo estudada

A populagéo avaliada origina-se do estudo Avaliagdo da Infecgdo e Caracterizagéo
de Tipos de Papilomavirus Humano (HPV) em Gestantes Infectadas pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV-1), desenvolvido no Laboratério de Microbiologia
Molecular, na disciplina Doengas Infecciosas e Parasitarias da Universidade Federal de
Sao Paulo. O objetivo foi avaliar a prevaléncia da infeccdo causada pelo HPV cervical
durante a gravidez e a persisténcia da infecgdo apds o parto em gestantes HIV-1 positivo,
caracterizando os tipos de HPV encontrados. As gestantes participantes do estudo original
(N=188) estavam matriculadas no atendimento pré-natal, feito pelo Nucleo de Patologias
Infecciosas na Gestagdo (NUPAIG), na disciplina de Doengas Infecciosas e Parasitarias
(DIPA) da Universidade Federal de Sdo Paulo, da Escola Paulista de Medicina (UNIFESP-
EPM), entre outubro de 1998 e janeiro de 2001. Das gestantes (N=110) selecionadas
foram retiradas amostras de sangue periférico no mesmo dia da coleta do material para
estudo de HPV genital.

As 110 amostras foram classificadas em dois grupos: 1) mulheres gestantes HIV-1
positivo com resultado positivo para HPV cervical pelo método de captura hibrida (n=60), e
2) mulheres gestantes HIV-1 positivo com resultado negativo para HPV cervical pelo
método de captura hibrida (n=50). Todas as mulheres preencheram os seguintes critérios:
1) ter infecgdo por HIV confirmada através de teste imunoenzimatico e determinagao da
carga viral do HIV; 2) morar na cidade de Sdo Paulo e estar matriculada no Nucleo de
Patologias Infecciosas na Gestacdo (NUPAIG), na disciplina de Doencas Infecciosas e
Parasitarias (DIPA) da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) durante o periodo
do estudo; 3) estar gravida; 4) concordar em participar do estudo e assinar o termo de

consentimento.

3.2— Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo de multiplas variaveis.
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3.3 — Coleta do material

Durante a consulta pré-natal, além da colher material genital referente a pesquisa
de DNA-HPV, foram também coletados tubos de sangue periférico para determinar o
numero de células T CD4 positivas por citometria de fluxo e a carga viral do HIV-1 pela
metodologia NASBA. As amostras de sangue periférico foram levadas ao Laboratério de
Retrovirologia e Microbiologia Molecular da DIPA e submetidas a centrifugacédo para se
obter o plasma e o creme leucocitario (buffy coat). Parte do plasma foi imediatamente
utilizada para quantificar a carga viral do HIV-1. O volume restante de cada amostra foi

mantido a -70°C para pesquisa de DNA-HPV até o momento desse estudo.

3.4 — Metodologia laboratorial para deteccdo de DNA-HPV no creme
leucocitario

3.4.1 — Extracéo do acido desoxirribonucléico (DNA) do HPV

Extraiu-se o DNA do HPV do creme leucocitario (buffy coat) por meio do QlAamp
DNA Blood Mini Kit (QIAGEN Inc. — Santa Clarita, California, EUA). O procedimento

técnico seguiu as instru¢des do fabricante.

3.4.2 — Amplificagdo da cadeia de B-globina por PCR

Com a finalidade de verificar a presenga e qualidade do DNA extraido, as amostras
foram submetidas a amplificagdo com primers especificos para um segmento da cadeia de
beta da globina (Souza et al, 1994). Esta amplificagdo serviu de controle interno de
qualidade das amostras. Na auséncia de produto amplificado por esses primers (375pb),
as amostras foram submetidas a nova extragdo de DNA.

A cada reacdo de PCR, controles positivo e negativo foram processados

simultaneamente as amostras.

3.4.3 — Amplificacdo do HPV pela técnica do Nested PCR

E uma técnica de biologia molecular que visa realizar dois PCR sucessivos,
utilizando o produto do primeiro como substrato para o segundo PCR. No primeiro PCR,
um par de iniciadores externos (MY9/MY11) amplificou um segmento de 450pb (Manos, et

al, 1989); no segundo PCR, um par de iniciadores internos amplificou um segmento de
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150 pb (Gp5/Gp6) (Snijders, et al, 1990). O Nested PCR é necessario para assegurar a
obtengao do fragmento interno a partir do externo, e ndo de outra sequéncia genémica do
hospedeiro. Além disso, permite amplificar milhares de produtos responsaveis pelo
sequenciamento do HPV.

Para preparar a primeira reagao de PCR (volume final de 50 pul), foram utilizados os
seguintes componentes e respectivas concentragdes: tampao de enzima (Tris-HCI 10 mM,
pH 8,3) 1X, KCI 50 mM, MgCl, 2,5 mM, 200 uM de cada dNTPs (dATP, dTTp, dCTP,
dGTP), 20pmol de iniciadores MY9/MY11 e 0,75 unidade de Tag DNA polimerase
(Promega), em torno de 100 ng de DNA molde. As condi¢des da reagdo no termociclador
foram: um ciclo de 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos e 74°C por 45 segundos e, por ultimo, um ciclo de 74°C por 7 minutos. No
segundo PCR, a reagao de amplificagéo continha 5 ul do produto da primeira PCR e foram
adicionados 45 pul de uma solugdo com os seguintes componentes e respectivas
concentragdes: tampao de enzima (Tris-HCI 10 mM, pH 8,3) 1X, KCI 50 mM, MgCl, 2,5
mM, 200 uM de cada dNTPs (dATP, dTTp, dCTP, dGTP), 20pmol de iniciadores
Gp05/Gp06 e 0,75 unidade de Taq DNA polimerase (Promega). As condi¢cdes da reagao
no termociclador foram: um ciclo de 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30
segundos, 45°C por 30 segundos e 74°C por 45 segundos e, por ultimo, um ciclo de 74°C
por 7 minutos. Em cada ensaio foram amplificados, além das amostras, um controle
negativo (agua desprovida de DNA) e um controle positivo (pool de amostras positivas).

Apods a PCR, as amostras de DNA amplificado foram separadas em gel de agarose
a 2,0% peso/volume em Tris-borato/EDTA, contendo brometo de etideo (0.5ug/mL). O
padrdo marcador utilizado para a comparagao do peso molecular dos fragmentos
amplificados foi de 100 pb (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, EUA). O gel foi visualizado sob
iluminagao ultravioleta e fotografado com camara digital DC 40 (Kodak, Rochester, New
York, EUA). As amostras que apresentaram produto amplificado na altura de 150 pb,

quando comparadas com o padrao de peso molecular, foram consideradas positivas.
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3.5 — Metodologia laboratorial para identificar o DNA-HPV no creme
leucocitario

3.5.1 — Purificacéo dos produtos do Nested PCR

Precedendo a reacdo do sequenciamento, os produtos do Nested PCR foram
purificados pelo QIAquick PCR Purification Kit, de acordo com as instru¢gbes do fabricante,
com a finalidade de retirar nucleotideos, enzimas e outras impurezas provenientes da

prépria reacao de PCR.

3.5.2 — Identificacdo do tipo especifico de HPV por sequenciamento
automatizado

As reagbes de sequenciamento foram realizadas segundo a técnica de Sanger et al,
1977, utilizando-se o protocolo ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing — Perkin
Elmer. Apds a quantificacdo do produto de PCR, através da comparacado das bandas dos
produtos no gel de agarose (2,0%) com o padrdao de massa molecular (Low DNA Mass
ladder — Life Technologies) a fim de manter a concentracdo de template adequada ao
sequenciamento, o produto foi adicionado na concentragdo de 100 a 200 ng/uL na reagéo
de sequenciamento que continha 2ul de big dye de sequenciamento, 1ul de tampéao de
sequenciamento (1X), 1ul de primer Gp05/Gp06 (3,2 pmol) e agua destilada em
quantidade suficiente para 10ul. Esta reacao foi submetida ao termociclador, seguindo a
ciclagem de temperaturas: 94°C por 2 minutos, seguidos de 25 ciclos de 94°C por 10
segundos, 45°C por 20 segundos e 60°C por 4 minutos. Apdés a reagao de
sequenciamento no termociclador, todas as reagdes foram submetidas a precipitagao de
DNA. As fitas de DNA foram desnaturadas a 94°C durante 5 minutos e posteriormente

colocadas no gelo. Depois disso a amostra foi aplicada no sequenciador automatizado

3.5.3 — Analise das sequéncias de nucleotideos
As duas fitas dos produtos dos genes foram manualmente editadas pelo programa
Sequence Navigator. As sequéncias do gene apresentaram um tamanho de

aproximadamente 120 nucleotideos.
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Depois da edicado, as sequéncias de nucleotideos foram comparadas com as do

Genebank, por meio do programa Blast de procura de homdlogos.

3.5.4 — Amplificacdo do HPV pela técnica do Nested PCR com diluicdo limite
final (End Point)

As amostras de sangue periférico, nas quais identificou-se mais de um tipo viral,
também foram submetidas a técnica de PCR com dilui¢do limite final. A PCR foi feita nas
mesmas condicdes descritas anteriormente, porém utilizou-se a técnica da diluigdo do
limite final, como descrita por Simmends et al,1990. A ultima diluicdo seriada do DNA
positiva foi adicionada a um tubo com 1ml da mistura da reagcao de PCR. Este volume foi
distribuido em 20 tubos de 0,2ml (50ml cada tubo) e incubados no termociclador. Esse
procedimento garante que as amplificagdes sejam provenientes de apenas uma molécula

de DNA de HPV, util para identificar mais detalhadamente a populacéao viral.

3.6 — Exames complementares

3.6.1 — Analise citopatologica

Para a citologia, coletou-se esfregagco cérvico-vaginal, posteriormente fixado em
alcool absoluto. Em seguida, fez-se a coloragdo através da técnica modificada de
Papanicolaou no Laboratério de Citologia do Departamento de Ginecologia da UNIFESP.
Os resultados foram classificados como normal, inflamatério, lesdo intra-epitelial
escamosa de baixo grau (LIEBG) e lesao intra-epitelial escamosa de alto grau (LIEAG), de
acordo com a classificacao estabelecida pelo sistema Bethesda (Kurman & Solomon,
1997).

As lesbes intra-epiteliais de baixo grau abrangem as alteragbes celulares
compativeis com os efeitos citopatoldgicos do HPV e com displasia leve (NIC I). Por outro
lado, as lesbes intra-epiteliais escamosas de alto grau compreenderam os achados
citologicos correspondentes a displasia moderada (NIC Il), grave (NIC Ill) e carcinoma in
situ.

Células escamosas atipicas de significado indeterminado ndo foram aqui
consideradas, pois as mulheres que apresentaram resultados insatisfatorios foram

submetidas a uma nova coleta.
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Para analise dos resultados, os mesmos foram classificados em negativo (normal e
inflamatorio) e positivo (LIEBG e LIEAG).

3.6.2 — Detecc¢éo de DST no raspado cérvico-vaginal

Para pesquisar as infecgdes cervicais, coletou-se material de fundo de saco vaginal
e do intréito da endocérvice, seguindo a rotina clinica e laboratorial do NUPAIG. As
amostras foram submetidas a exame a fresco, de acordo com os critérios de Ansel et al
(1983) para pesquisa de tricomoniase, candidiase e micoplasma. Para detectar gonococo,
clamidia e HPV, as amostras foram submetidas a teste de captura hibrida, utilizando-se o

Kit Digene Cervical Sampler.

3.6.3 — Deteccdo de DNA-HPV por captura hibrida (CH-1I) no raspado cervical

Utilizou-se o sistema do kit de captura hibrida para o teste de DNA-HPV em
microplaca da Digene (Digene Corp.©, 1997), seguindo o procedimento técnico do
fabricante. O teste detecta semi-quantitativamente a presenca de 18 tipos de HPV,
classificando-os em dois grupos: grupos A (HPV de baixo risco dos tipos 6, 11, 42, 43, 44),
e grupo B (HPV de risco intermediario e alto dos tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
58, 59, 68). A leitura por quimioluminescéncia é medida em unidade de luz relativa (RLU)
e permitiu a classificagao dos resultados em baixa carga viral cervical do HPV (= 200 RLU)

e alta carga viral (> 200 RLU).

3.6.4 — Deteccdo de DNA-HPV por PCR em raspado cervical

As 110 gestantes participantes deste estudo foram previamente submetidoas a
pesquisa de DNA-HPV em raspado cervical (Mota, 2002), utilizando-se os iniciadores
MY09/MY11 (Manos et al, 1989) que amplificam a regido altamente conservada do gene
L1.

3.6.5 — Identificacdo do tipo especifico de HPV presente no raspado cervical
por andlise do polimorfismo de fragmento de restricdo (RFLP)
As amostras positivas para a PCR foram levadas e submetidas ao processo de

digestdo com enzimas especificas para a tipagem pela técnica de RFLP (restrition
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fragment lenght polymorfism). A combinacdo dos padroes de RFLP obtidos em um
conjunto de digestdes enzimaticas permite identificar 44 tipos de HPV (Bernard et al,
1994). As amostras que apresentaram padrao indeterminado pela RFLP foram submetidas
ao sequenciamento genético para identificar o tipo de HPV.

3.6.6 — Identificacdo do tipo especifico de HPV por sequenciamento

automatizado

Os produtos de PCR positivos para HPV com resultado indeterminado pela RFLP
foram entdo submetidos a sequenciamento automatico. As reacdes de sequenciamento
seguiram a técnica de Sanger et al, 1977, por meio do protocolo ABI PRISM Big Dye
Terminator Cycle Sequencing — Perkin Elmer. Os iniciadores utilizados para esta reacao
foram os mesmos utilizados na reacdo de PCR para a regido estudada. Realizou-se a
quantificacdo através da comparacéo das bandas dos produtos no gel de agarose (1,5%)
com o padrdao de massa molecular (Low DNA Mass ladder — Life Technologies) a fim de
manter a concentracdo de template adequada para o sequenciamento. O programa
Sequence Navigator editou manualmente as duas fitas dos produtos dos genes. Depois da
edicdo, comparou-se as sequéncias de nucleotideos com as do Genebank, através do

programa Blast de procura de homdlogos.

3.7 — Analise estatistica

Para descrever o perfil da amostra segundo as variaveis em estudo, foram feitas
tabelas de freqléncia das variaveis categoricas (idade, DST, HPV no sangue periférico e
citologia) e estatisticas descritivas (com medidas de posi¢ao e dispersdo) das variaveis
continuas (CD4+, carga viral do HIV-1 e carga viral do HPV cervical). As variaveis sem
distribuicdo normal foram transformadas em logaritmo (log1o).

Na comparagao das variaveis categéricas entre os grupos, utilizou-se o teste Qui-
Quadrado ou teste exato de Fisher, e na comparagao das variaveis continuas utilizou-se o
teste t de Student (com variaveis transformadas em escala logaritmica).

Para analisar a influéncia dos fatores de interesse na presenca de HPV no sangue
periférico utilizou-se a Analise de Regresséao Logistica, modelo logito.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja,
p<0.05.
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4 — RESULTADOS
4.1 — Prevaléncia de DNA-HPV no sangue periférico de gestantes HIV-1
positivo

A prevaléncia geral de DNA-HPV no sangue periférico em gestantes portadoras do
HIV-1 foi 15,4% (17/110).

4.2 — Correlacdo entre a presenca de HPV no colo cervical e no sangue
periférico

Detectou-se a presenca do DNA-HPV no sangue periférico em 15 das 60 gestantes
(25%) com infeccdo cervical causada pelo HPV. No grupo de gestantes sem infeccao

cervical provocada pelo HPV, detectou-se o DNA-HPV em 2 das 50 gestantes (4%)
(p=0.002) (Tabela 1).

Tabela 1 — Prevaléncia de HPV no sangue periférico pelo método de Nested PCR nos
grupos de gestantes HIV-1 positivo com infecgao cervical provocada pelo HPV (n = 60) e

gestantes HIV-1 positivo sem infecgéo cervical causada pelo HPV (n = 50)

DNA-HPV DNA-HPV Cervical DNA-HPV Cervical
Sangue periférico Positivo Negativo Total
Positivo 15 (25%) 02 (4%) 17
Negativo 45 (75%) 48 (96%) 93
Total 60 50 110

TESTE QUI-QUADRADO: %2=9.21; GL=1; p=0.002

A prevaléncia de DNA-HPV no sangue periférico entre gestantes HIV-1 sem
infeccao cervical causada pelo HPV foi significativamente inferior aquela encontrada entre

gestantes HIV-1 positivo com infecg&o cervical positivo provocada pelo HPV (p=0.002).
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4.3 — Identificacéo dos tipos de HPV

4.3.1- ldentificacdo dos produtos amplificados através do sequenciamento em
amostras de sangue periférico

As 17 amostras de gestantes HIV-1 positivo com pesquisa de DNA-HPV positivo
por Nested PCR foram submetidas a tipagem por sequenciamento. Foi possivel identificar
um tipo de HPV em 14 dessas amostras, sendo que nas 3 amostras restantes observou-
se mais de um tipo de HPV. Estas amostras foram entdo submetidas a amplificagao pela
técnica do Nested PCR com diluigdo limite final para a identificacdo detalhada da
populacdo viral. Esta amplificagdo demonstrou que as 3 amostras tinham 2 tipos de HPV
diferentes que foram sequenciados isoladamente (Tabelas 2 e 3).

No grupo de gestantes HIV-1 positivo com infeccado cervical positivo causada pelo
HPV, foram encontrados 6 tipos diferentes de HPV no sangue periférico, sendo os mais
prevalentes: HPV-58 (27,77%) e HPV-66 (27,77%), HPV-18 (22,22%), HPV-6B (11,11%),
HPV-16 (5,55%), e HPV-11 (5,55%) (Figura 2).

No grupo de gestantes HIV-1 positivo sem infecgao cervical causada pelo HPV,
foram encontrados 2 tipos diferentes de HPV no sangue periférico: o HPV-11 e o HPV-
MMS.

Os tipos de HPV identificados no sangue periférico e em material cervical estao

ilustrados nas Tabelas 2 e 3.

FIGURA 2 — Distribuigao dos tipos de HPV identificados no sangue periférico no grupo de

gestantes HIV-1 positivo com infecgéo cervical provocada pelo HPV (n = 18)
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Tabela 2 — Tipos de HPV cervical e sanguineo detectados no grupo de gestantes HIV-1

positivo com infecgao cervical provocada pelo HPV (n=15)

CH-1l (RLU) PCR/RFLP Nested-PCR/Seq
Amostra Cervical Cervical Sangue
1N **B (1.414,0) HPV-58 HPV-58
11N *A (744,6) HPV-11-18-61 HPV-18
B (1,828,0)
A (12,6)
14N B (1.636,3) HPV-16-18-26-58-81 HPV-11
18N A (35,7) HPV-66 HPV-66
B (1.048,8)
74N B (2.565,5) HPV-58 HPV-58
98N A (3.285,9) HPV-6B HPV-6B
103N B (1.695,6) HPV-52 HPV-66
114N B (1.616,7) HPV-66 HPV-66
117N B (1.398,5) HPV-52 HPV-66
125N B (2.906,0) HPV-39-68 HPV-58
HPV-18
131N A(2,9) HPV-6B HPV-66
B (2.038,8) HPV-18




152N

161N

169N

186N

B (2.355,9)

B (2.267,5)

B (1.259,0)

A (1568,2)
B (2.507,5)

HPV-58

HPV-11-18-54-69-70

HPV-MM8

HPV-6B-16

HPV-58

HPV-18

HPV-16

HPV-6B
HPV-58

* A = HPV de baixo risco; ** B = HPV de alto risco

RLU (Unidade de luz relativa)

24

Tabela 3 — Tipos de HPV detectados no sangue periférico no grupo de gestantes HIV-1

positivo sem infecg&o cervical causada pelo HPV (n=2)

CH-II PCR/RFLP Nested-PCR/Seq
Amostra Cervical Cervical Sangue
104N Negativo Negativo HPV-11
128N Negativo Negativo HPV-MM8

4.4 — Avaliacdo dos fatores de risco relacionados a invasdo da corrente

sanglinea pelo HPV

Devido a baixa frequéncia de DNA-HPV no sangue periférico no grupo de gestantes

HIV-1 positivo sem infecgao cervical provocada pelo HPV (n=2), optou-se por analisar a

correlagdo entre os fatores de risco e a presengca de DNA-HPV no sangue periférico para

os dois grupos conjuntamente (n=110).
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4.4.1 — Relagdo entre a presenca do DNA-HPV no sangue periférico e niveis
sanglineos de linfécitos T CD4+ na gestacéao

O numero de células CD4+ entre as 110 gestantes HIV-1 positivo variou entre 2 e
1.378 células/mm®, com média de 357,25 células/mm®. Vinte e sete (24,5%) pacientes
tinham CD4+ menor ou igual a 200 células/mm?® e 83 (75,4%) superior a 200 células/mm?®
(Tabela 4). Detectou-se o DNA-HPV no sangue periférico mais frequentemente entre as
pacientes com CD4+ menor ou igual a 200 células/mm?® (37,0%) quando comparado com

as pacientes com niveis superiores a 200 células/mm?(8,4%) (p=0.0017).

Tabela 4 — Associagcdo dos niveis sanglineos de células CD4+ segundo a presencga ou

auséncia de DNA-HPV no sangue periférico em gestantes HIV-1 positivo (n=110)

DNA-HPV Sangue DNA-HPV Sangue
CD4+ Positivo Negativo Total
< 200 céls/mm® 10 17 27
> 200 céls/mm?® 7 76 83
Total 17 93 110

TESTE QUI-QUADRADO: x2=12.76; GL=1; p<0.0017

4.4.2 — Relacao entre DNA-HPV no sangue periférico e carga viral do HIV-1

A carga viral do HIV-1 entre as 110 gestantes HIV positivo variou entre < 80 e
490.000 copias/mL, com média de 8.500 copias/mL. Nao se encontrou nenhuma
associagao significativa entre CV e presenca de DNA-HPV no sangue periférico (p=0.733)
(Tabela 5).
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Tabela 5 — Carga viral plasmatica do HIV-1 segundo a positividade de DNA-HPV no

sangue periférico no grupo de gestantes HIV-1 positivo (n=110)

DNA-HPV Sangue DNA-HPV Sangue
CV HIV-1 Positivo Negativo Total
< 80 coépias/mL 1 12 13
80-50.000 coépias/mL 11 59 70
> 50.000 coépias/mL 5 22 27
Total 17 93 110

TESTE EXATO DE FISHER: p=0.733

4.4.3 — Relacédo entre DNA-HPV no sangue periférico e carga viral do HPV
cervical

Das 17 pacientes HIV-1 positivo com DNA-HPV detectado por Nested PCR no
sangue periférico, 15 pacientes tinham carga viral do HPV cervical (CH-II) superior a 200
RLU (unidade de luz relativa) e 2 pacientes tinham carga viral do HPV cervical (CH-II)
negativo (p=0.001) (Tabela 6).

Tabela 6 — Comparagao da carga viral do HPV cervical com a positividade de DNA-HPV

no sangue periférico no grupo de gestantes HIV-1 positivo (n=110)

CV HPV DNA-HPV Sangue  DNA-HPV Sangue
(CH-11) Positivo Negativo Total
<200 RLU 2 78 80
> 200 RLU 15 15 30
Total 17 93 110

TESTE EXATO DE FISHER: p<0.001

RLU (unidade de luz relativa)
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4.4.4 — Relacdo entre DNA-HPV no sangue periférico e DSTs
N&o se encontrou associagéo entre a presenga do DNA-HPV no sangue periférico e
a presenga de outras DSTs. Das 17 pacientes HIV-1 positivo com DNA-HPV no sangue

periférico, 10 pacientes apresentavam outras DSTs e 7, ndo (p=0.205) (Tabela 7).

Tabela 7 — Presenga de DSTs segundo a presenca de DNA-HPV no sangue periférico no
grupo de gestantes HIV-1 positivo (n=110)

DNA-HPV Sangue DNA-HPV Sangue
DSTs Positivo Negativo Total
Positivo 10 73 84
Negativo 7 20 26
Total 17 93 110

TESTE EXATO DE FISHER: p=0.205

4.4.5 — Relacao entre DNA-HPV no sangue periférico e citologia oncotica

Das 15 pacientes HIV-1 positivo com infeccdo cervical positivo causada pelo HPV
com DNA-HPV detectado por Nested PCR no sangue periférico, 12 pacientes tinham
citologia oncdtica alterada e 3 pacientes tinham citologia oncdética normal (Tabela A).
Tabela A — Comparagéo da citologia oncética com a positividade de DNA-HPV no sangue

periférico no grupo de gestantes HIV-1 positivo (n=110)

CITOLOGIA DNA-HPV Sangue  DNA-HPV Sangue
ONCOTICA Positivo Negativo Total
Citologia Alterada 12 28 40
Citologia Normal 5 65 70
Total 17 93 110

TESTE EXATO DE FISHER: p<0.001

4.5 — Analise por regressao logistica dos fatores de risco para presenca de

DNA-HPV no sangue periférico
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Para analisar a relagao entre os fatores de risco e a presenca de DNA-HPV no

sangue periférico utilizou-se a analise por regressao logistica (Tabelas 8 e 9).

4.5.1 — Analise por regresséo logistica univariada
Pela analise de regressao logistica univariada (Tabela 8), observou-se que
as variaveis consideradas fatores de risco para a presenga de DNA-HPV no sangue
periférico nesta populacdo de gestantes sdo: contagem de células de CD4+, infeccao
cervical causada pelo HPV e carga viral do HPV cervical.

Tabela 8 — Razbes que possibilitam a ocorréncia dos fatores estudados em relagao
a presenca de DNA-HPV no sangue periférico em gestantes HIV-1 positivo (n=110) pela

regressao logistica univariada

NIVEIS DE
VARIAVEL COMPARACAO* P-VALOR O.R. IC 95% O.R.
ldade =30anos/<30anos 0.689 0.79 (0.26-2.45)
Numero de
CD4+ <200/>200 0.001 6.39 (2.13-19.18)
(cels/mm?)
Carga viral do
HIV-1 80-50000/<80 0.461 2.24 (0.26-19.0)
>50000/<80 0.384 2.73 (0.29-26.12)
(copias/mL)
HPV cervical Sim/néo 0.008 8.00 (1.73-36.96)
Carga viral do
HPV >200/<200 <0.001 24.0 (4.92-117.13)
(RLU)
Presenca de
DSTs Sim/Nao 0.173 0.46 (0.15-1.41)
Citologia
Alterada/Normal <0.001 9.35 (2.93 — 29.78)

Oncatica
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OR (Odds Ratio) = Razéo de risco para a presenga de DNA-HPV no sangue periférico; (n=17 DNA-HPV positivo e n=93 HPV-DNA
negativo)

IC 95% OR = Intervalo de 95% de confianga para a razéo de risco.

* nivel de comparacgao/nivel de referéncia.

RLU (unidade de luz relativa)

4.5.2 — Analise por regressao logistica multivariada

Considerando todas as variaveis anteriores e usando o critério Stepwise de selegao
de variaveis, observa-se que foram significativas as variaveis carga viral do HPV cervical e
a contagem de células CD4+. As pacientes com contagem de células CD4+ inferior ou
igual a 200 células/mm> corriam 4,1 vezes mais risco de ter o DNA-HPV no sangue
periférico. A carga viral do HPV cervical superior a 200 RLU aumenta 18,30 vezes o risco

de a paciente ter DNA-HPV no sangue periférico.

Tabela 9 — Razdes que possibilitam a ocorréncia dos fatores estudados em relagao a
presenca de DNA-HPV no sangue periférico em gestantes HIV-1 positivo (n=110) pela

regressao logistica multivariada

NIVEIS DE
VARIAVEL COMPARAQAO* P-VALOR O.R. IC 95% O.R.
Numero de
CD4+ <200/>200 0.047 4.08 (1.02-16.29)
(cels/mm?)
Carga viral do
HPV >200/<200 <0.001 18.30 (3.61-92.89)

(RLU)

OR (Odds Ratio) = Razéo de risco para a presenga de DNA-HPV no sangue periférico; (n=17 DNA-HPV positivo e n=93 HPV-DNA
negativo)

IC 95% OR = Intervalo de 95% de confianga para a razéo de risco.

* nivel de comparagéao/nivel de referéncia.

RLU (unidade de luz relativa)
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5 — DISCUSSAO

Sabe-se que a maioria dos casos de cancer do colo uterino esta associada a
infeccao cervical provocada pelo HPV (Walboomers et al., 1999). Na literatura mundial ha
alguns estudos em pacientes com cancer cervical que tinham o DNA-HPV n&o somente no
colo uterino, mas também no sangue periférico, plasma ou soro (Pornthanakasem et al,
2001; Dong et al, 2002; Sathish et al, 2004; Widschwendter et al, 2004; Kay et al, 2005).
Essas pesquisas raramente mostraram o HPV no sangue de pacientes controle sem
lesdes invasivas. Além disso, o0 DNA-HPV também ja foi identificado em tecido mamario
de pacientes com cancer de mama e de colo uterino, 0 que sugere uma possivel
disseminagdao hematogénica de DNA-HPV maligno (Henning et al, 1999; Yu et al, 2000;
Widschwendter et al, 2004).

Além disso, a infeccao causada pelo HIV pode modificar o curso natural de outras
doengas sexualmente transmissiveis, entre elas a infeccdo genital provocada pelo HPV,
tornando-as mais dificeis de controlar. A infecgdo causada pelo HPV na mulher HIV
soropositivo € mais frequente, persistente e resistente a tratamento, e evolui rapidamente
para lesbes mais graves (Sun et al, 1997; Chiasson et al, 1997; Maiman et al, 1998).

Os dados acima motivaram-nos a estudar a prevaléncia de DNA-HPV no sangue
periférico de mulheres portadoras do HIV-1. As participantes deste estudo foram
selecionadas de um corte prospectivo de gestantes HIV-1 positivo, conduzido para se
determinar a prevaléncia do HPV cervical e a persisténcia do mesmo depois do parto
(Mota, 2002). Das 188 gestantes HIV-1 positivo inicialmente estudadas, 53% tinham
infecgdo cervical causada pelo HPV. A selecdo das pacientes para esse estudo baseou-se

na disponibilidade de amostra de sangue em nosso laboratorio, colhida na mesma data
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em que o material de colo cervical foi coletado para a pesquisa do DNA-HPV. No total, 110
pacientes foram incluidas neste estudo, e dessas 60 (54,5%) tinham infecgdo cervical
provocada pelo HPV.

Pesquisas demonstram que as taxas de prevaléncia de DNA no sangue de
pacientes com cancer de colo uterino sdo bastante variadas: 11,8%; 12,0%; 24,1%;
24,4%; e 45% (Sathish et al (2004); Pornthanakasem et al (2001), Hsu et al (2003); Kay et
al (2005); e Widschwendter et al (2003), respectivamente). Esse fato tem sido atribuido ao
uso de diferentes primers e as populagdes estudadas. Acreditamos que este trabalho seja
0 primeiro que aborda o encontro do DNA-HPV em portadoras do HIV. A prevaléncia geral
do HPV no sangue de gestantes HIV-1 positivo foi 15,4% (17/110) enquanto que no
subgrupo das mulheres com infecgao cervical causada pelo HPV a prevaléncia foi 25%
(15/60).

Nas pacientes com infecgcao cervical causada pelo HPV, a prevaléncia foi bastante
semelhante a encontrada por Kay et al (2005) no grupo de 118 mulheres com cancer
invasivo de colo uterino, em diferentes graus. No entanto, no grupo de pacientes com
infeccao cervical provocada pelo HPV 16/18, porém sem cancer invasivo (citologia normal
ou com lesdes pré-cancerosas), esses autores nao detectaram o HPV no sangue de
nenhuma das 32 mulheres estudadas. Nenhuma das pacientes do nosso estudo tinham
carcinoma invasivo. Assim, parece-nos intuitivo formular a hipétese de que, de alguma
maneira, a infeccdo causada pelo HIV, além de estar associada com maior frequiéncia e
persisténcia ao HPV no colo cervical, também influencia a invasao da corrente sanguinea
pelo HPV em pacientes com HPV cervical.

A prevaléncia do HPV no sangue periférico de mulheres com infecgao cervical

causada pelo HIV (25%) foi significativamente mais alta do que no grupo das mulheres
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sem infecgao cervical provocada pelo HPV (4,0%) (p=0.02). Neste ultimo, duas pacientes
tinham o HPV no sangue, embora a pesquisa de DNA HPV cervical tenha sido negativa
pelos métodos de PCR e captura hibrida. Esse achado, embora inesperado, ndo € sem
precedentes. Ong et al (2002) e Kay et al (2005), em estudos para detectar o HPV no
sangue de pacientes com carcinoma cervical, encontraram o HPV 16 no sangue de uma
paciente controle (1 de 60 e 1 de 77, respectivamente) que era negativa para pesquisa
HPV cervical e cuja citologia oncoética era normal. A presenga do HPV no sangue de
pacientes sem infeccdo cervical causada pelo HPV pode ser consequéncia da
contaminagdo na reagao de PCR, embora isso seja pouco provavel, pois os controles
negativos estavam adequados em todas os experimentos realizados e as amostras
tiveram os seus resultados repetidos e confirmados. Uma outra possibilidade é o resultado
ser falso-negativo na pesquisa do HPV, devido a coleta inadequada de material cervical,
embora a reacdo de PCR para primers controle (beta-globina) tenha sido satisfatoria.
Também nao se pode excluir a hipétese de clareamento de uma infeccdo cervical
pregressa, visto que muitas infecgdes causadas pelo HPV séo apenas transitérias. Kay et
al aventaram a possibilidade remota de uma patologia associada ao HPV em sitios nao
cervicais. Infelizmente, as duas pacientes com HPV no sangue, porém com pesquisa
negativa no colo uterino, ndo compareceram as consultas pds-natal e nao dispomos de
outra amostra do sangue, o que nos impede de repetir o teste em uma segunda amostra.
Sahish et al (2004) encontraram o DNA-HPV no sangue de 8 (11.8%) pacientes
com cancer invasivo de colo de utero, e em todas elas pacientes o tipo identificado no
sangue também estava no tecido cervical. Neste estudo, a mesma metodologia,
amplificagdo por PCR seguida de RFLP, foi utilizada para a tipagem do HPV.

Widschwendter et al (2003) demonstraram a presenga de HPV-16 no tecido cervical, no
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tecido mamario e no soro em uma paciente com historico de cancer cervical associado a
um cancer secundario de mama. Deste modo, parece intuitiva a hipétese de o HPV ser
transportado pela corrente sanguinea, a partir de tumor, e se instalar em diferentes locais
do corpo onde favoreceriam o desenvolvimento de uma nova lesdo. A possibilidade de os
HPVs serem transportados pelo sangue periférico e participarem no desenvolvimento de
tumores em diferentes 6rgaos poderia explicar a presenga de DNA-HPV nos tumores do
figado (Drut et al, 1998; Scinicariello et al, 1992) e tumores de mama (Yu et al, 2000;
Hennig et al, 1999; Yu et al, 1999; Widschwendter et al, 2004).

Em nosso estudo, o tipo de HPV identificado no sangue foi também identificado no
raspado cervical em 9 das 15 (60%) pacientes com infec¢ao cervical causada pelo HPV e
DNA-HPV presentes no sangue. Estes resultados, embora inesperados, assemelham-se
aos reportados por Dong et al (2002), que encontraram concordancia entre os tipos de
HPV detectados no sangue e no colo uterino em 64,3% dos pacientes com cancer
cervical. Em 6 de nossas pacientes, o tipo identificado no sangue nao foi identificado no
colo uterino. Para identificar o tipo de HPV detectado no sangue, as amostras positivas
foram submetidas a reagao de sequenciamento, enquanto a identificagdo no HPV cervical
ocorreu por PCR/RFLP. Acreditamos que a discrepancia observada entre os tipos de HPV
identificados no sangue periférico, e no trato genital, das 6 pacientes restantes seja uma
falha na deteccéo da reacdo de amplificacdo ou na classificacdo de HPV pela técnica de
RFLP. Observou-se que varios tipos de HPV foram identificados em uma mesma paciente,
pois uma infecgao causada por multiplos tipos de HPV na mulher portadora do HIV nao é
incomum. Isso torna mais complexa a interpretacdo de um resultado gerado por RFLP. O
gue nao se sabe € se, nessas pacientes, o encontro de um unico tipo de HPV no sangue

periférico reflete a realidade ou se resulta de limitagdo da reacao de sequenciamento. Em
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trés pacientes (125N, 131N e 186N) foram identificados dois tipos de HPV no sangue
periférico. Estas amostras, através do sequenciamento, tinham um alto numero de
ambiguidades, principalmente do tipo majoritario, o que sugere a presenga de mais de um
tipo viral. Utilizando-se a técnica da diluicao limite final, foi possivel amplificar apenas uma
molécula de DNA-HPV por tubo, facilitando a analise mais detalhada da populagao viral.

Ao analisarmos a influéncia da imunossupressao entre as gestantes HIV-1 positivo,
observamos que as pacientes com alteragao nos niveis de contagem de células T CD4+
(<200 cels/mm3) tiveram uma taxa do DNA-HPV no sangue periférico significativamente
mais elevada que aquelas sem alteragdo imunolégica (p<0.0017) (Tabela 4). Acreditamos
que esses resultados possam refletir a realidade, pois em outras populacdes de infectados
pelo HIV-1 a relagdo entre baixos niveis de células T CD4+ e o aumento de infecgao
cervical provocada pelo HPV tem sido largamente mencionada na ultima década (Palefsky
et al, 2001; Ahdieh et al, 2001; Palefsky et al, 1999).

Estudos epidemiolégicos baseados em biologia molecular demonstraram a
presenca de varios tipos de HPV em uma mesma amostra cervical entre as mulheres HIV-
1 positiva (Gongalves et al, 1999; Levi et al, 2002, Mota, 2002). Os tipos de alto risco
foram os mais comumente encontrados nas pacientes imunossuprimidas, que costumam
evoluir para doenga intra-epitelial mais grave induzida pelo HPV, com maior tempo de
persisténcia da infecgdo cervical com fracasso terapéutico (Ahdieh et al, 2000). Assim, a
persisténcia do virus, associada a imunossupressao prolongada, poderia explicar a maior
prevaléncia de DNA-HPV no sangue periférico entre as gestantes HIV-1 positivo com
infeccao cervical causada pelo HPV.

Muitos estudos mostraram a associagao entre a infecgao provocada pelo HPV e o

reduzido numero de linfécitos CD4+ em pacientes HIV soropositivas; porém, Palefsky et al
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(1999) foram os primeiros a relacionar esta infecgcdo com a carga viral plasmatica do HIV.
Massad et al (1998) consideram a alta carga viral de HIV u fator independente de risco
para infeccdo causada elo HPV, em especial quando manifestada como lesao intra-
epitelial ou invasora. Em nosso estudo, ndo se observou uma associagao entre a carga
viral plasmatica de HIV-1 com a presenca de DNA-HPV no sangue periférico entre as
gestantes.

A maioria dos estudos sobre pesquisa do DNA-HPV no sangue foram realizados em
pacientes com cancer de colo de utero. Nesses estudos, na auséncia de lesdes invasivas,
nao se detectou DNA HPV circulante. Nossos achados diferem desses estudos, pois
nenhuma das pacientes investigadas apresentava lesdes invasivas. Doze das 15
gestantes com DNA-HPV no sangue e no colo de utero, apresentavam lesdes precursoras
de cancer do colo (5LIEBG e 7 LIEAG). Isso indica que algum outro fator especifico para
essa populacédo de portadoras do HIV, como por exemplo, presenca de imunossupressao,
pode facilitar a invasao da corrente sanguinea pelo HPV mesmo na auséncia de lesbes
invasivas no colo de utero. Outro dado importante apresentado pelas 15 gestantes refere-
se aos resultados de carga viral do HPV no colo do utero. Todas as pacientes
apresentavam niveis de leitura de DNA-HPV (CH-Il) bastante elevados, superiores a 200
RLU, sugerindo que a alta carga viral também poderia atuar como fator de risco para a
presenca de DNA-HPV no sangue. Em relagao a infecgéo por HPV no colo de utero, ja foi
sugerido que a presenga de altas cargas virais poderia predizer a evolugdo das lesdes
precursoras do cancer do colo do utero, ressalvando que a baixa carga viral ndo exclui

definitivamente a possibilidade de a doenga progredir (Dalstein et al, 2003).



36

A analise multivariada por regressao logistica dos fatores de risco para a presenca
de HPV no sangue periférico foi realizada para o grupo de portadoras do HIV como um
todo. Observou-se que os fatores de risco para a invasdo da corrente sanguinea pelo
DNA-HPV foram: alta carga viral de HPV no colo uterino (teste de captura hibrida superior
a 200 RLU) e contagem de células CD4+ inferior a 200 células/mm?® (Tabela 9). As
gestantes com contagem de células CD4+ inferior ou igual a 200 células/mm?®
apresentaram 4.08 vezes mais riscos de ter DNA-HPV no sangue periférico do que as com
CD4+ superior a 200 células/mm?®, enquanto a presenca de carga viral do HPV cervical
superior a 200 RLU aumentou 18.30 vezes o risco de ter DNA-HPV no sangue periférico.
Como se adotou o critério de selegcao stepwise, a variavel presenga de HPV em colo
cervical ndo pode ser considerada no modelo, pois apresentou colinearidade com a
variavel carga viral do HPV.

Finalmente, esse estudo mostrou alguns dados de extrema importancia para o
conhecimento da histéria natural das infecgdes causadas pelo HPV. Gestantes HIV-1
positivo com lesdes intra-epiteliais pré-neoplasicas, a alta carga viral de HPV cervical e a
imunossupressdo indicam uma maior probabilidade de haver DNA-HPV no sangue
periférico. Assim, os achados obtidos sugerem que outros estudos, evidenciando a
presenca de DNA-HPV em células nao epiteliais, devem ser desenvolvidos com a
finalidade de tornar estes dados mais consistentes. O significado da detecgao do HPV no
sistema circulatorio ndo esta esclarecido, pois o0 meio de disseminar o cancer cervical é
através dos tecidos adjacentes ou da drenagem de ganglios linfatico. Porém, metastases a
distancia podem ocorrer, como nos pulmdes (DiSaia et al, 1997), e no tecido mamario (Yu
et al, 2000; Hennig et al, 1999; Yu et al, 1999; Widschwendter et al, 2004). Poderiamos

considerar a hipétese de que mulheres com DNA-HPV circulante no sangue, infectadas
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pelo HIV, em estado de imunodepressao, estariam sujeitas a desenvolver lesdes
malignas. Como a maioria das pacientes por nés estudada retornou aos servigos de
atendimento anteriores, nao foi possivel fazer um acompanhamento clinico e laboratorial
das mesmas para se determinar o significado de achado de HPV no sangue periférico. O
estudo de Kay et al sugere que o encontro do DNA-HPV no sangue periférico de pacientes
com cancer invasivo nao tem valor diagnéstico de cancer invasivo de colo de utero, ja que
apenas uma pequena porcentagem de pacientes apresentou DNA-HPV na circulagéo, e
este foi detectado predominantemente nas pacientes em estagios avangados das lesdes.
No entanto, a presenca de DNA-HPV na circulacdo talvez possa ser util como indicador de
mulheres que correm o risco de desenvolver metastases a distancia. No entanto, estudos

de acompanhamento de longo tempo s&o necessarios para elucidar essa possibilidade.
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6 — CONCLUSAO

1) Detectou-se DNA-HPV no sangue periférico em 15,4% das gestantes portadoras
do HIV-1. A prevaléncia de DNA-HPV no sangue das gestantes HIV-1 positivo com
infecgdo cervical causada pelo HPV (25,0%) foi significativamente maior do que nas

gestantes HIV-1 positivo sem infecc&o cervical provocada pelo HPV (4%) (p=0.02).

2) Foram encontrados 6 tipos distintos de HPV no sangue das gestantes HIV-1
positivo com infecgdo cervical causada pelo HPV, sendo mais freqlientes os tipos HPV-58
e HPV-66. Foram encontrados 2 tipos distintos de HPV (HPV-11 e MM8) no sangue das

gestantes HIV-1 positivo sem infecgéo cervical provocada pelo HPV.

3) Pela analise univariada, foram considerados como fatores de risco para presenca
de DNA-HPV: presenca de infecgao cervical pelo HPV (p=0.002), contagens de CD4+
<200 cels/mm?® (p<0.001), presenca de alta carga viral do HPV cervical (p<0.001) e
citologia oncotica alterada (p<0.001). Pela analise de regressao logistica multivariada,
utilizando-se o critério stepwise de selegao de variaveis, presenca de altas cargas virais do
HPV no colo uterino (p<0.001) e baixas contagens de CD4+ (p=0.047) foram consideradas
fatores de risco independentes para a presengca de DNA-HPV na circulagdo sanguinea.
Verificou-se que as pacientes HIV soropositivas com maior risco de presenca de HPV no
sangue periférico sdo as com carga viral de HPV cervical acima de 200 RLU (OR=18.30,
IC 95% 3,61-92,89) e com contagens de CD4+ <200 cels/mm3 (OR= 4.08, 1C95% 1,02-

16,29).
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