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APRESENTACAO

Durante minha graduagao em Biologia, participePdagrama PIBIC (CNPQ),
desenvolvendo projetos na éarea de Virologia MolcullTambém participei do
Programa RHAE (CNPq), na area de diagnéstico mi@eae doencas infecciosas.
Nesse periodo, os virus despertaram minha curesidadmiragdo. Como organismos
relativamente pouco complexos podem ser capazss deaptar tdo bem a diferentes
pressdes seletivas? Essa e outras perguntas raforgainha certeza sobre a area de
maior interesse para mim: a Biologia Molecular ajsrespecificamente, a Virologia.
Dessa forma, logo apos o término da GraduacadeircMestrado, que envolveu a
caracterizacdo molecular do HIV-1 no Distrito Fedleseguindo a linha de pesquisa em
Virologia desenvolvida por nosso grupo na Univeadelde Brasilia.

O trabalho aqui apresentado busca contribuir para melhor avaliagédo da
infeccdo pelo HPV em nossa regido. Pretendemosntiate 0s genoétipos do HPV que
circulam em uma sub-populacdo especifica do Distgéderal e Entorno: mulheres
infectadas por HIV. Além disso, estudamos a valiiidde genética do HPV-18, um
gendtipo de alto risco incluido nas vacinas coHiP& e para o qual ndo existem dados
no DF. Essas informagdes podem ser relevantes goaesenvolvimento de vacinas
efetivas e para a terapéutica das pacientes dadateonstatacdo da infeccao por
genotipos de HPV de alto risco oncogénico.

Diante da enorme preocupacdao relacionada a indgalénescente de infeccéo
pelo HIV e AIDS no Brasil e no mundo, e do fatoinf@ccdo por HPV ser a infecgéo
transmitida sexualmente mais comum em todo o mumdaosidero primordial a
pesquisa basica para nos auxiliar a compreendgrouco mais da dinAmica envolvida
na co-infeccéo HIV-HPV.

Apesar de resultados ainda modestos, podemos comegacar um perfil
sobre a variabilidade genética de virus como HIZVH HPV no Distrito Federal. Os
dados obtidos a partir de nossas pesquisas poddrastante relevantes para o controle
da infec¢do por esses virus.

Atualmente, trabalho na Agéncia Nacional de VigilanSanitaria — Anvisa,
na area de andlise de registro de medicamentodgiios e hemoterdpicos. Assim,
posso aplicar o conhecimento cientifico obtido @mgd de minha jornada académica
para avaliar produtos que serdo utilizados porsshtamanos, como, por exemplo,

vacinas contra HPV e diversos outros virus quenfigzarte de nossas pesquisas.



RESUMO

O presente trabalho descreve a diversidade gerdgiddPV em mulheres infectadas
pelo HIV-1 no Distrito Federal e Entorno. Duzengamostras cervicais de mulheres
HIV-positivas foram submetidas a exame citopat@idgiervical e & amplificagdo por
PCR. As amostras positivas para DNA do HPV foramogpadas por RFLP. A
positividade para HPV foi 41%, com a maioria dagstnas positivas para genétipos de
alto risco oncogénico (72%). Cento e sessenta e amastras (80,5%) tinham
alteracdes celulares benignas ou resultados aitidgatos normais e a frequéncia de
HPV entre elas foi 29,2%. Por outro lado, a maideaa amostras com citologia alterada
foi positiva para HPV (89,7%). Uma grande diverdielde gendtipos foi observada: os
HPVs-16 e 81 foram os mais prevalentes (12,2%)jideg pelos HPVs 52 (9,8%), 35,
53,58 62 e 70 (7,3%), 33 e 66 (6,1%), 18, 31, 66 &1,9%), 71 (3,7%), 6b, 11, 39, 40
e 54 (2,4%) e 32, 59, 67, 68, 72, 85 e 102 (1,R86Yy0s variantes dos HPVs 11, 18, 33,
53, 59, 62, 66, 70, 81 e 102 foram detectados.NRossassociacdes entre a deteccdo de
HPV, a classificacdo citopatologica, a idade, ay&ariral do HIV, a contagem de
células CD4 e o tratamento anti-retroviral foramfiadas. Foi possivel observar uma
prevaléncia significativamente maior de infec¢do BV em mulheres com menos de
30 anos de idade. As analises estatisticas sugeqtee 0 nivel de imunossupressao
estava associado com a prevaléncia de anormalidzttédgicas, mas ndo com a
presenca de infecgéo por HPV. A carga viral do Hidf, sua vez, estava associada com
a deteccdo de DNA do HPV e de anormalidades cittd8g Ndo foi observada
associacédo significativa entre a terapia anti-vatab e a presenca de HPV ou de
anormalidades citologicas. Pode-se concluir que proporcédo elevada de mulheres
HIV-positivas esta co-infectada por HPV, e, muitages, por gendtipos oncogénicos
desse virus, mesmo em casos onde a avaliagdo gw#nlimdo revela resultados

anormais.
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ABSTRACT

The present study describes the genetic diversibyuman papillomaviruses in women
infected by HIV-1 in the Federal District and c#ti@round. Two hundred cervical
smears of HIV positive women were submitted to ioahcytological examination and
to PCR amplification. HPV DNA-positive samples weagenotyped by RFLP. HPV
prevalence was 41%, and most samples were posidivaigh-risk oncogenic HPV
genotypes (72%). One hundred and sixty-one san(@@%$%) had benign cellular
alterations or normal cytological results and tHeMDNA frequency among them was
29.2%. Otherwise, most samples (89.7%) with altengdlogy were positive for HPV
DNA. A high diversity of genotypes was observed:\HE6 and -81 were the most
prevalent (12.2%), followed by HPV-52 (9.8%), -353, -58, -62, and -70 (7.3%), -33,
and -66 (6.1%), -18, -31, -56, and -61 (4.9%), (3X7%), -6b, -11, -39, -40, and -54
(2.4%), and -32, -59, -67, -68, -72, -85, and -(102%). New variants of the HPV-11, -
18, -33, -53, -59, -62, -66, -70, -81 and -102 wdetected. Possible associations
between the detection of HPV, cytological clasastfien, age, HIV viral load, CD4 cell
count, and antiretroviral treatment were examind@. observed a significantly higher
prevalence of HPV infection in women under the aje30. Statistical analysis
suggested that the level of immunosuppression wagcated with the prevalence of
cytologic abnormalities, but not with HPV infectio®therwise, HIV viral load was
associated with detection of HPV DNA and of cytadogbnormalities. A significant
association between the use of antiretroviral {herand the presence of HPV or the
detection of cytologic abnormalities was not vexti It could be concluded that a high
proportion of HIV-infected women are infected withPV and, frequently, with
oncogenic genotypes of this virus, even when cygiold evaluation does not show

abnormal results.
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Introdugao

INTRODUCAO

Na década de 1980, as técnicas recém-desenvoldadsologia molecular
permitiram a deteccdo de diversos Papilomavirusatos (HPVs) em lesGes mucosas
benignas e malignas, tais como o cancer cervisahe lesdes precursoras, iniciando o
estagio de grande expansdo da pesquisa com papitom@Gissmann & zur Hausen
1980). Dados atuais indicam a existéncia de ma0@epapilomavirus, dos quais 120
podem infectar humanos, sendo, portanto, HPVs é3dr2005).

A infeccdo pelos HPVs é considerada um fator deorigpara o
desenvolvimento de carcinoma cervical. O adven®tdanicas moleculares permitiu
uma melhor compreenséo da biologia desses virohathente, o HPV é a infec¢céo
transmitida sexualmente (ITS) mais comum, apesaader uma variabilidade regional
significativa na prevaléncia do HPV, mesmo em regidbem proximas e com
ancestralidade comum, o que pode ser devido aedgas nos padrdoes sexuais e
culturais. Estima-se que, a cada ano, mais dens#iSes de pessoas sejam infectadas
por HPV genital. Mais de 50% dos adultos sexualmativos irdo se infectar pelo HPV
em algum momento da vida. Alguns estudos sugeraaia,aque até 80% das mulheres
sexualmente ativas terdo sido infectadas por HPtésados 50 anos de idade. A
infeccdo por HPV pode causar displasia epitelizmrcer, mais freqliientemente no colo
do utero, além de tumores benignos na genitalia darnge (Saslowet al. 2007;
Kotloff et al. 1998; Koutsky 1997).

O cancer de colo do utero é o segundo cancer roaisimma em mulheres no
mundo todo. A cada ano séo diagnosticados, apraamante, 500.000 novos casos de
cancer cervical, com 273.000 mortes associadaseatie® de cancer (Franco & Harper
2005). O impacto do cancer de colo do utero € neiorelacdo ao dos outros tipos de
cancer por afetar mulheres de 30 a 60 anos, quastdo no pico da vida familiar e da
produtividade. Nos paises desenvolvidos, os proagade triagem que utilizam o
exame de Papanicolau reduziram as taxas de camcéb%. Mundialmente, mais de
80% dos O6bitos decorrentes do cancer de colo dm Weorrem nos paises em
desenvolvimento, onde a precariedade dos progrdmasagem ainda resulta em uma
alta incidéncia desse tipo de cancer (Mohan & 0@42.

Devido a alta morbidade e mortalidade associadasiRd, estudos de

epidemiologia e biologia molecular tém dado graatencao a esses virus, com o
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Introdugao

objetivo de entender melhor a patogenicidade eciifielade e, assim, estabelecer
terapias mais adequadas para as infeccdes e laséesiadas.

A analise da diversidade genética do HPV é releyanima vez que
orienta o desenvolvimento de métodos de diagnéstanfidveis e o
monitoramento epidemiolégico em determinadas payiida, podendo, ainda, ser
atil em estudos de taxonomia e de evolucdo dedses.\Além disso, é importante
na verificacdo da patogenicidade diferenciada, die\d associacdo positiva ou
negativa de certos HPVs as lesdes cervicais. Emsacdade distinta de inducao
de tumores pode ser resultado de pequenas diferextzptativas de cada isolado
viral (de Boeret al. 2005; Chaturvedit al. 2005; Yamadat al. 1997).

18



Reviséo Bibliografica

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Taxonomia dos Papilomavirus Humanos.Os HPVs pertencem a familia
Papillomaviridae, na qual os virus que infectam, preferencialmeatsjucosa oral ou
anogenital em humanos e primatas pertencem aoaAl@rapapillomavirus e os que
infectam, preferencialmente, a pele de humanos epetm aos géneros
Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus, Nupapillomavirus e Mupapillomavirus
(Fauquetet al. 2005). Em 1992, a infecgéo por HPV foi reconhe@dla Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) como a principal causa aearacervical (Chow & Broker
1997).

Os HPVs sao classificados em mais de 100 gendétgemglo nomeados pela
abreviacdo HPV seguida de um numero que é dadcemeigimente, a medida que
diferentes tipos sdo descobertos. Os HPVs sédoifdades com base em suas
propriedades genémicas e ndo soroldgicas, devidificaldade de se estabelecer um
sistema de cultura de células para esses virusgikst al. 1994; LANL 1997).

A classificagdo atual dos HPVs em gendtipos baseiaa comparacédo de
sequiéncias de nucleotideos do gene L1. Cada gerd#igiPV difere dos outros em,
pelo menos, 10% na sequéncia de nucleotideos derhlcasos nos quais a diferenca
na sequéncia desse gene varia entre 2 e 10%, awlas@l considerado um subtipo.
Variantes de um determinado genétipo diferem emosele 2% do isolado original,
denominado “protétipo” ou “genoma de referéncia’.& Hmaior divergéncia
intragenotipo na regido longa de controle (LCR)p-né&dante, onde variantes podem
diferir em até 5%. Para identificacdo de um vaeapbde-se sequenciar uma pequena
parte do genoma do HPV e denominar de variante isatkedo que difira do protétipo
em pelo menos um nucleotideo (Bernetrdl. 2005; Bernard 2005; Yamadgal. 1997;
Bernardet al. 1994; Hoet al. 1993).

Os gendtipos sdo subdivididos em cutaneos, quetamfe a pele e sao
comumente encontrados em pessoas aparentemensss, sadimucosotroficos, que
infectam as mucosas urogenitais, anais e orore¢épa (Sterling & Tyring 2001).
Dentre os mais de 100 gendtipos de HPV descritgsaade 30 podem infectar o trato
genital (Bernard 2005). Esses HPVs mucosotréficodem ser ainda considerados
como de baixo risco (ex: HPVs 6, 11, 42, 43 e 44plo risco (ex: HPVs 16, 18, 31,
33, 45, 58), de acordo com o potencial de progoepséia neoplasias (Storey al.
1988). A manifestacdo patologica da infec¢do pedesa tumoracao benigna, verruga
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ou papiloma, associada aos HPVs de baixo riscooBwo lado, condicdes malignas
como displasia e neoplasia intraepitelial cervitdlC) estdo associadas aos HPVs de
alto risco. Os HPVs de alto risco possuem potenoraogénico elevado, sendo
considerados os principais causadores de neoptasiasais em todo o mundo (Clarke
& Chetty 2002; Deliugt al. 1998; zur Hausen 1991; Syrjangtral. 1985; Gissmanat

al. 1983; Pilottiet al. 1982).

Como a sorologia ndo é utilizada para classifiscaHBVs, o conhecimento da
variabilidade genética é fundamental para estabeietaxonomia desses virus.
Estrutura das particulas virais e organizacdo dongena. O HPV é um virus de
capsideo ndo-envelopado. Seu DNA de dupla-fitac&ssm as histonas celulares H2a,
H2b, H3 e H4 forma um complexo semelhante a crommaths particulas virais ou
virions possuem 55 nm de didmetro. O capsideo eeesimetria icosaédrica e é
formado por duas proteinas diferentes, L1 e L2.eBogia viral € formado por uma
Unica molécula de DNA circular, com aproximadame8®®0 pares de bases (pb),
divididos em seis genes precoces @arly), dois genes tardios (Llate) e uma regiao
de controle longa e nao-codificadora (LCRIong control region) (Burd 2003;
Gissmann & Zur Hausen 1976).

Apesar de existirem diversos genoétipos de HPV traitesa basica do genoma
€ analoga entre eles. Todas as regifes abertagudta (ORFs Open Reading Frames)
estdo localizadas em uma mesma fita de DNA. O gandon HPV apresenta trés
regides bem definidas: a regiao da fase precoactinde multiplicacao viral (E), que
codifica as proteinas ndo estruturais E1, E2, B4EB e E7; a regido da fase tardia (L),
responsavel pela sintese das proteinas do cafsided?2; e a regido reguladora, LCR
(Sterling & Tyring 2001) (Figura 1).

Ciclo de Infeccéo Viral.O HPV é um virus epiteliotréfico que infecta atutas basais
da pele ou da mucosa, preferencialmente nas jurggdasno-colunares. Essas juncdes
estdo em constante ciclo de crescimento, danoaea,ep que leva a metaplasia. A area
metaplasica, denominada zona de transformac&oloéab priméario da tumorigénese
induzida pelo HPV. A presenca dessas juncdes tm ¢eavical/genital, no canal anal,
na cavidade oral e na laringe pode explicar a pnatncia das lesdes relacionadas ao
HPV nesses 6rgaos (Derkay & Darrow 2000; Palef§lg02

ApOs a infec¢do, os HPVs induzem proliferacfesllasds cutaneas ou da
mucosa. A proliferacdo dessas células é limitadangeccdo freqientemente regride de
forma espontanea. O virus pode ter acesso as <élaleamada basal do epitélio por
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meio de micro lesbes ou abraséo, que ocorrem maopemucosa por contato direto,

como resultado, por exemplo, de atividade sexuausante o parto (Schneider 1994).

LCR

Figura 1. Representagdo esquematica do genoma do HPV-16r@bsse na figura a regiao
precoce, responsavel pela sintese das proteinasstraturais E1, E2, E4, E5, E6 e E7, a regidadard
gue codifica as proteinas estruturais L1 e L2,reg#o reguladora ou LCR. As setas, ao final decad
gene, indicam a dire¢&o Unica em que ocorre adrigae dos genes do HPV. Na parte interna da figura
estdo indicadas as posi¢fes nucleotidicas no gevioaha cada 1000pb.

Os papilomavirus sdo espécie-especificos e estémitpmente adaptados aos
tecidos dos seus hospedeiros naturais, a célutaliapem diferenciacdo da pele ou
mucosa, e exploram a maquinaria celular em beogitéiprio. O ciclo inicia-se quando
particulas infecciosas alcancam a camada basglithidiee devido a presenca de micro
lesbes, onde ligam-se e entram nas células. O deleplicacdo no epitélio pode ser
dividido em duas partes. Primeiro, 0 genoma vireg¢@icado e mantido por periodos
variaveis de tempo em baixo niumero de copias faksénicialmente infectadas, mas
que ainda se replicam. As proteinas virais E1 edxfiressas na camada basal, sdo
essenciais para essa replicacdo do DNA. Segundim ague as células basais
prosseguem para o compartimento suprabasal, eldsmeua habilidade de divisédo e
iniciam o programa de diferenciacéo terminal. Nessanadas mais distais, as proteinas
E6 e E7 sdo expressas. Essas proteinas promovdiferpgdo celular e retardam a
diferenciacdo. Quando as células infectadas dif&aemse em células escamosas, a
proteina E4 e as proteinas tardias L1 e L2 sdaessgs. Os papilomavirus replicam-se
nesse compartimento e, para sua liberagéo, tiramtagam da descamacgédo das células

epiteliais que ocorre como consequéncia da renovagfural nas camadas superficiais
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do epitélio (Figura 2) (Doorbar 2006; Munezal. 2006; Pray & Laimins 1995; Bedell
et al. 1991).

Epitélio escamoso infectado Ciclo de infec¢do do HPV
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Figura 2. Ciclo de infec¢do pelo HPV no epitélio estratifioadnostrando as mudancgas de
expressdo génica até a liberacdo de novas pastiofizcciosas nas camadas celulares diferenciadas.
Adaptado de Doorbar 2005.

A natureza do receptor de superficie celular atil para entrada viral ainda
ndo é conhecida, mas sulfato de heparina e pratangk estabilizadores foram
sugeridos como receptores das células epiteliags @alPV (J6 & Kim 2005; Giroglou
et al. 2001). Uma vez dentro da célula, o DNA viralansportado até o nucleo, onde os
genes virais sdo expressos. Apos a infeccdo, @ eimtra em um periodo de laténcia
antes do inicio da formagéo de tumores (Sterlirnby&ng 2001).

Na camada basal, o DNA viral € mantido na formasphal em um nimero
de 20 a 50 copias por célula (Chow & Broker 199¥)proliferacdo é mediada por
transcritos derivados dos genes precoces, que §#@ssos a partir do promotor
precoce por processamento diferencial dos mMRNAgeDemas de todos os HPVs séo
transcritos em uma Unica direcdo e todos os trismscsao policistronicos (Bernard
2002; Higginset al. 1992). O processamento do pré-mRNA gera uma grande
diversidade de mMRNASs, sendo esse processo essqiamial a expressdao génica
diferencial durante o ciclo de infeccédo (Sterlingl§&ing 2001). O processamento do
RNA parece regular, também, os niveis de produgdopdoteinas precoces e tardias
(Figura 2) (Doorbar 2006; Turek & Smith 1996).
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As proteinas viraisL1 e L2 sdo as proteinas estruturais que formampsideo viral,
presentes em maior e em menor namero, respectivarfichapresenta uma quantidade
30 vezes maior que L2). Quando L2 esta presenfenezacdo do capsiddo vitro €
aumentada em 100 vezes, sugerindo que L2 podenpertante no empacotamento do
DNA ou na montagem do virus (Hagenseal. 1993). L2 pode também ter um papel
importante em recrutar genomas virais para encap®i] ligando-se ao DNA viral
recém replicado e, subseqientemente, recrutangaralcriar novos virions (Hebner &
Laimins 2006).

L1 e L2 sdo expressas tardiamente no ciclo de géfeosiral, em células
suprabasais altamente diferenciadas. Apos a aocgg#fo, os genomas do HPV séo
empacotados como cromatina em capsideos viraisasiopde L1 e L2. Os virions do
HPV sdo compostos de 360 monémeros de L1 montadd® eestruturas pentameéricas,
denominadas capsémeros. Como outros virus, osdemgsdo HPV podem passar por
um processo posterior de maturacdo antes de sdverados da célula (Hebner &
Laimins 2006).

A proteina E2 tem, aproximadamente, 45 kDa, cowmtemch dominio N-
terminal, de aproximadamente 200 aminoacidos, comrapriedade de ativar a
transcricdo, uma regido em dobradica de comprimeat@éavel e um dominio C-
terminal de ligacdo ao DNA com cerca de 70 amimméciA proteina E2 existe como
um homodimero e se liga especificamente a sequéngteotidica palindrémica
ACCGNNNNGCCT (McBrideet al. 1991).

E2 se liga a motivos na LCR do HPV e é responsasal,grande parte,
pela regulacéo da expressao dos genes virais me¢McBrideet al. 1991; Phelps
& Howley 1987). Essa proteina pode agir como unvaafdr ou repressor da
atividade transcricional, dependendo da proximidads sitios de ligacdo em
relacdo ao promotor precoce do HPV, ao qual se (&tegeret al. 1996). Na
infeccdo por HPV-16, a proteina E2 completa € upnegsor da expresséo de E6 e
E7, controlando o nivel de proliferacdo das célbasais infectadas. Em lesfes de
alto grau e canceres, o DNA do HPV esta quase simpegrado ao genoma do
hospedeiro, causando a perda da ORF de E1 e o mmnfm da ORF de E2. No
entanto, as ORFs de E6 e E7 sdo preservadas e rprem ativas em linhagens
celulares de céancer cervical e neoplasias assaciadaHPV (Durstt al. 1992).
Isso resulta no término da amplificacdo do DNA Megana ativacdo constante do
promotor precoce do HPV (Stoleral. 1992).
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E2 também se associa a E1 estabilizando-a na oritgeneplicacéo viral,
localizada proxima ao gene E6 na regido 3’ da LBRm disso, E2 auxilia E1 no
recrutamento, para a origem de replicacdo, de pradecelulares necessérias para
a replicagcdo do DNA viral. Entretanto, E2 parec® &r necessaria durante a
elongacédo (Liuet al. 1995). A proteina E1 é uma ATPase dependente da BN
uma DNA helicase, se associando a subunidada DNA polimerase. Também é
importante para a iniciagéo e elongacao da refdcatp DNA viral (Congeet al.
1999).

A expresséao da proteina E4 precede a das protestagurais do capsideo
e parece estar envolvida na liberacdo do virustodefna E4 é formada a partir da
ORF de E4 e o inicio da ORF de E1. A proteina fusita E1"E4 possui cinco
aminoacidos de E1 no C-terminal, sendo o restaat@dalipeptideo derivado do
gene E4. E1"E4 se associa aos filamentos intermesdido citoesqueleto quando
expressan vivo. Isso pode levar a um comprometimento da estrudaraélula
infectada, facilitando a lise celular e a liberaghs particulas virais (Doorbat
al. 1997; Doorbakt al. 1986).

O gene precoce E5 codifica um peptideo hidrofodieat4 aminoacidos, que
se liga a estruturas de membrana celular como aatapade Golgi, reticulo
endoplasmatico e membrana nuclear. A proteina EBesapta atividade de
transformacé@o celular. I1sso parece ocorrer pelacidgde de associacdo de E5 a
subunidade de 16 kDa da ATPase de prétons vacudlanecanismo de acdo de E5
reduz a acidificacdo dos endossomos, inibindo aadegéo do receptor do fator de
crescimento epidermal (EGF-R) internalizado e prgémdo sua retencdo nas vesiculas
intracelulares (Straighet al. 1993). Apesar de nao se saber a funcdo exata de E5
diversas de suas ag¢Oes foram descritas. Foi relafael ES do HPV-16 interfere com o
citoesqueleto de actina e bloqueia o trafego etidocimodula a sinalizacdo pelo
receptor do fator de crescimento epidermal; induexpressdo de c-jun; e reduz a
expressdo de moléculas de superficie do MHC dseclasCom relacdo a seu papel na
tumorigénese, foi demonstrado que E5 induz fibisibma formar colonias, aumenta a
eficiéncia da imortalizacdo de queratinocitos poreEE7 e prejudica significativamente
a comunicagdo célula-célula. Também foi relatade &b inibe a expressdo do
supressor de tumor p2l, o que sugere que ela poolee@ar com E6 e E7 para
transformar queratinocitos. E também possivel ghidnkerfira com a habilidade do

sistema imune em eliminar as células infectadasppejudicar a sinalizacao celular
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(Garnett & Duerksen-Hughes 2006). No caso dos @amavirus bovinos (BPV), a
proteina E5 é a principal proteina envolvida nasi@macéao celular, podendo, mesmo
na auséncia de outros genes virais, provocar tnanatao celular estavel (Boél al.
2001; Settlemast al. 1989).

A proteina transformante E6 tem, aproximadamen®®, dmino4cidos e,
nos HPVs de alto risco, desativa p53 acelerando drgradacdo proteolitica
mediada por ubiquitina. Isso ocorre por meio danfagdo de um complexo entre
E6 e a proteina associada a E6 (E6AP), um poligeptéelular que tem atividade
de ubiquitina ligase. Esse complexo atua marcargheaficamente p53 para a
degradacdo, por meio da ubiquitinacdo (Ciechand®&4). p53 é uma proteina
supressora de tumor, que normalmente é reguladiivamsente em resposta a
danos no DNA ou infecgdo viral. A proteina p53 ag@uzindo a expressdo de
varias proteinas celulares, estando algumas detashedas na inducdo da
apoptose (Hebner & Laimins 2006; Lechner & Laimif394; Kessiset al. 1993)
(Figura 3).

Dano no DNA

Parada do ciclo celular
Apoptose

7 Ubiquitinacio

%‘% Degradacio de p53
egradaciao de p3

Figura 3. Degradacao de p53 mediada por E6. Danos no DNMdzem a ativacédo de
p53 levando tanto a parada do ciclo celular quanépoptose. E6 se liga a E6-AP e o complexo
formado se liga a p53. E6-AP ubiquitina p53, queagidamente degradada pelo proteassoma.
Modificado de J& & Kim 2005.
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Embora as proteinas E6 de todos os HPVs genitaimate provavelmente
alguma propriedade de ligacdo a p53, somente agyeoétipos de alto risco se
ligam com alta afinidade e provocam sua degraddté@ohner & Laimins 1994,
Crooket al. 1991). As proteinas E6 de HPVs de alto risco pode ligar a varios
outros polipeptideos celulares, incluindo E6BP, ymateina ligadora de calcio
(Chenet al. 1995) e o fator de resposta a interferon-3, unorfatanscricional
normalmente ativado em resposta a infeccdo virad. chnseqiéncias dessas
ligacbes para o ciclo de infeccédo viral do HPV aimBo foram determinadas.
Também foi demonstrado que EG6 interage e leva éadagdo de proteinas contendo
dominios PDZ. As proteinas PDZ estdo envolvidassinalizagdo celular e adeséo
célula-célula. A associacdo de E6 com proteinas pdd&ce ter um papel importante no
ciclo viral do HPV. A ligacdo de E6 a proteinas Ppatie também contribuir para a
carcinogénese, pois algumas delas tém funcles ssgpas de tumor (Hebner &
Laimins 2006; Thomast al. 2002).

Outra funcao importante da proteina E6 de alt@risa ativacdo da telomerase
em células infectadas. Em células normais, cicegetidos de replicacdo de DNA
resultam no encurtamento dos teldmeros, eventuédmproduzindo instabilidade
cromossomal e senescéncia celular. Foi demonstraeas proteinas E6 de HPVs de
alto risco aumentam o tamanho telomérico em cékpésliais por ativar a subunidade
catalitica da enzima telomerase, hTERT. Além denegslr a vida de células epiteliais
para producado de progénie viral, esse efeito tanibtmencia a carcinogénese induzida
por HPV, pois a super expressdo de hTERT em cadijuagexpressdo de E7 pode ser
suficiente para imortalizar queratindcitos humapiosiarios (Hebner & Laimins 2006;
Klingelhutz et al. 1996). No entanto, apesar de EG6, junto com E@Qrtatzar
eficientemente células epiteliais humanas, nadiéiente na inducdo da transformacao
de células humanas, sendo necessarias alteracdéticge adicionais (L&t al. 2005;
Mungeret al. 1989).

A oncoproteina E7 € um polipeptideo predominantéeneunclear que contém,
aproximadamente, 98 aminoacidos e incorpora 3 esginservadas chamadas CR1,
CR2 e CR3. O dominio CR1 compreende o terminal @n@R2 contém um motivo
LXCXE que medeia a ligacdo de E7 a membros da i@ proteinas supressoras de
tumor do retinoblastoma (Rb) e CR3 consiste de nmsvos de dedos de zinco. A
regido N-terminal interage com Rb e a C-terminahgortante para a estabilidade de
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E7. Esta proteina tem uma meia-vida curta e é aamdte degradada pelo proteassoma
(Hebner & Laimins 2006).

A associacdo de E7 a membros da familia da protdnaetinoblastoma,
incluindo pRb, p107 e p130, explica como E7 exeyees efeitos estimulatérios de
proliferacdo celular. Em condic¢des fisiolégicagprateina Rb é um regulador negativo
do ciclo celular na transicdo da fase G1 para 8ueestado de fosforilacdo € regulado
no ciclo celular. No estado hipofosforilado, Rb Ig@m ao fator transcricional E2F
durante a fase G1. Com a fosforilagdo de Rb ponageis dependentes de ciclinas
(CDK), em resposta a sinais de proliferacao celdazomplexo Rb/E2F se dissocia e
E2F é liberado para agir como um ativador trangsréd de genes envolvidos na
progresséo do ciclo celular (Weinberg 1995; Dystoal. 1989). A associacéo de E7 a
Rb impede a ligacdo desta a E2F, promovendo erpéogaessao para a fase S do ciclo
celular (Jones & Miinger 1997). E interessante qirakilidade de E7 de ligar-se e
degradar pRb é mediada por 2 regifes diferentemdaproteina. O motivo LXCXE,
necessério para ligagdo de Rb, esta na regido @RE7J enquanto os residuos
importantes para degradacédo de Rb sdo encontradégaerminal. A degradacao de Rb
€ caracteristica primaria de proteinas E7 de @tm,rcontribuindo na carcinogénese
cervical (Hebner & Laimins 2006; Munger & HowleyQZ&) (Figura 4).

(CiclinaD

Entrada na fase S

Figura 4. Associacdo de E7 a pRb. A fosforilacdo seqliiendéapRb por complexos
ciclina/cdk inibe a atividade repressora de pRb.sE7liga a pRb em sua forma hipofosforilada.
Essa ligacdo desfaz o complexo entre pRb e o faé¢otranscricdo celular E2F, resultando na
liberagdo de E2F, o que permite que a célula emrfase S do ciclo celular. Modificado de J6 &
Kim 2005.
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Além da ligagdo a membros da familia Rb, E7 inftugm transcricdo induzida
por E2F por outros meios. Foi demonstrado que Efage com as desacetilases de
histona de classe | (HDACSs), que atuam como cceB3oires transcricionais e que a
ligacdo de E7 a HDACs aumenta especificamentevassnile transcricdo mediada por
E2F em células em diferenciacéo, levando as cé&ulase S (Hebner & Laimins 2006).

Outra consequéncia da expressdo de E7 de alto és@ inducdo de
instabilidade genémica, um fenbmeno observado eitasnmalignidades. Células que
expressam E7 exibem irregularidades centrossot@éscomo numeros anormais de
centrossomos. Essas atividades parecem ser indageadda habilidade de E7 em
impedir as fungbes associadas a Rb (Hebner & Lai2l06).

A regido reguladora — LCRA replicacao viral e a transcricdo dos genes EG a3b
controladas pela regido reguladora, LCR. Essa aegifsui o promotor responsavel
pela transcricdo de E6 e E7, além de vérios siokgacdo para fatores transcricionais
celulares e virais. A LCR é um segmento, ndo ccatifor, de aproximadamente 850 pb,
localizado entre o final de L1 e o inicio do gere(Eigura 1) (O’Connoet al. 1995).

Essa regido pode ser dividida em 3 partes: a rdgjam segmento central e a
regido 3', que esté localizada diretameupistream dos genes E6 e E7. A transcri¢cdo do
RNA comeca a partir do promotor na regiao 3' da L@iRetamenteipstream do gene
E6. Esse promotor € chamado de P97 para HPV-108% [rita HPV-18 (Thierrgt al.
1987). O promotor consiste de um TATA-box e unogig iniciacdo da transcrigcdo que
sédo regulados por diferenteshancers mapeados nas regides central e 3' da LCR e
onde ligam-se fatores celulares de transcricd@giio 3’ da LCR também contém dois
sitios de ligacdo para o fator de transcricdo \H2] fatores celulares Spl e YY1 e
origens de replicacdo com sitios de ligacdo parat@ina viral E1 (Kisseljov 2000).

O enhancer constitutivo, no segmento central da LCR, é mi® &m células
epiteliais e € dependente apenas de fatores adudker transcricdo. Sitios para varios
fatores celulares incluindo AP-1, NF1, Octl, TEFEF2, YY1, e para hormdnios
esterdides sao identificados nessa regido. Todes éstores sao ubiquos e podem atuar
em diferentes tipos celulares. A regido 5' da LG@Rtém sinais para terminacdo e
poliadenilacdo de transcritos virais tardios e itio ge ligagdo a matriz nuclear (Figura
5) (Kisseljov 2000).

Nos HPVs genitais, a LCR contém quatro sitiosgkchio para a proteina viral
E2 em posi¢bes conservadas. Dados referentes itm @deE2 sobre a transcricdo dos
genes E6 e E7 sdo contraditorios. Por um lado redupps do gene E2 podem atuar
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como repressores para promotores do HPV-18. Poo ¢tado, alguns dados indicam
gue as proteinas E2 do HPV-16 e HPV-18 ativam meptor da LCR. Provavelmente,
essas diferencas sdo causadas pela sintese de wdiNglicing diferencial a partir
desse gene levando a formacao de formas truncada®tbina E2. Assim, a regulagéo
da atividade dos genes E6 e E7 pelo produto do giemeE2 € complexa, pois essa
proteina pode ter fungBes opostas, como ativadoepressor (Figura 5) (Bernard 2002;
Kisseljov 2000).
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Figura 5. Representacéo esquematica da LCR dos HPVs 1@ (B&)5b), mostrando os sitios
de ligacéo para os diferentes fatores transcrigp@éem dos promotores e eshancer. pA: sinal de
poliadenilagdo; Ori: Origem de replicacao; TFlI@xtdr geral de transcricdo D; TEF-1: Fator de
aumento transcricional 1; NF1: Fator nuclear 1;-Ddtator de ligacdo em octamero; GRE: Elemento de
resposta a glicocorticdide; AP-1: Proteina ativadbr SP1: Fator de transcricdo promotor-seletivo 1;
YY1: Fator yin yang 1 (Fontes: O’'Connat al. 1995 - modificado e Bouallaget al. 2000 -
modificado).

O promotor de E6/E7 da maioria dos HPVs genitaigtéra seis elementos
conservados: os sitios #1 e #2 de ligacdo de E2sitiom de ligacdo do fator de
transcricdo promotor-seletivo $gective promoter factor 1- Spl) sobreposto ao sitio
#3 de E2 e o sitio #4 de ligacdo de E2 sobrepasioAd A-box (Figura 5). A ocupacao
alternada desses sitios pelo respectivo fator denhecimento promove diferentes
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niveis de atividade do promotor de E6/E7 (Ehml. 1994; Tanet al. 1992; Gloss &
Bernard 1990).

Em células epiteliais diferenciadas, o promotoa esivado por SP1 junto com
TFIID, resultando na estimulacdo da atividade dommtor. TFIID é um fator de
transcricdo responsavel pelo posicionamento adeqdadRNA polimerase Il no sitio
de inicio da transcricdo por meio do reconhecimeotd ATA-box, uma sequéncia rica
em T e A & montante desse sitio de inicio. Destadpa transcricdo € estimulada e,
assim como as demais proteinas precoces, a pr@2itembém é transcrita (Gloss &
Bernard 1990).

A proteina E2 traduzida se liga ao sitio 3 de Bgade E2 (#3, Figura 5a) e
desloca Spl, ativador do promotor de EG6/E7. Issa B uma repressao fraca do
promotor de E6/E7, ja que o TATA-box ainda estéelipara o reconhecimento por
TFIID. Em altas concentracdes, E2 desloca tambélDTdo sitio de ligagdo #4 de E2
(#4, Figura 5p levando a repressao eficiente do promotor @ah. 1994; Taret al.
1992).

A consequéncia desses Varios eventos € uma retreréhcdo, variando entre
uma forte represséo, que poderia provocar o térmhingiclo viral, € uma expressao
acentuada, levando a célula infectada a progreatia p malignidade. Inicialmente
ocorre a transcricdo do genoma viral, e, a medida gs concentracbes de E2
aumentam, ocorre a repressao da transcricao, imgmed transcricdo dos oncogenes.
Dessa forma, os agentes infecciosos agressivosngialidos de danificar ou mesmo
matar o hospedeiro. O ciclo termina com a interfiopdo gene E2, ocasionada pela
integracdo do DNA viral no genoma celular, e cotisete estimulo da transcricdo de
E6/E7, quando se observa uma proliferagéo celatamtaada (Bernard 2002; Shirasawa
et al. 1986).

A transcricdo dos genes E6 e E7 do HPV-18 iniciaesg@romotor P105 e €
regulada pela LCR. Para o genoma integrado do HR\&Expressédo dos genes E6 e
E7 esta sob controle de fatores celulares de tigésc incluindo AP-1, C/EBR SP1,
YY1 e KRF-1, que contribuem positiva ou negativategrara a regulacao da atividade
da LCR do HPV-18. Uma origem de replicagéo (ongiente do HPV-18 foi localizada
em um fragmento de 210 pares de bases, dos ndelestY766 a 7857 e 1 a 119. Ela
contém trés copias do sitio de ligacdo a E2 e ussipel sitio de ligacdo a E1 (E1BS).
Na origem de replicacdo do HPV-18, ha varios sitlesligacdo para fatores de
transcricdo do hospedeiro, incluindo YY1, que sereyode a E1BS, para Spl e para
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proteina de ligacdo ao TATA-box (TBP). Spl e TBB s&mentos transcricionais
positivos e mutacdes nos sitios de ligacdo desdese$ de transcricdo tém efeito
negativo na replicacdo. A proteina YY1 interage ctiversas proteinas, incluindo TBP,
o fator de transcricéo 1B, Spl e c-Myc. Em algoramentos, YY1 e outros fatores de
transcricdo competem pela ligacdo a sitios adjasemu sobrepostos. Assim,
dependendo do contexto da sequéncia, YY1 funcion@aepressor ou como ativador
da transcricdo. A replicacao eficiente a partiodado HPV é dependente das proteinas
El e E2 (Figura 5b) (Lest al. 1998).

O enhancer epitélio-especifico do HPD promotor de E6/E7 dos HPVs genitais
apresenta uma atividade moderada, mesmo na preskn¢c8pl e sem a retro
alimentacao negativa promovida por E2. Para s&rfeente ativo, o promotor tem que
ser estimulado por umnhancer, um segmento de aproximadamente 400 pb da LCR a
montante do promotor de E6/E7. O promotor é sepatladmhancer por um segmento
de 100 pb que contém a origem de replicacdo (O’'Qoetral. 1995).

Os enhancers dos HPVs genitais funcionam exclusivamente em laglu
epiteliais. Essa propriedade transcricional é, gvelmente, a principal razdo do ciclo
do HPV ser restrito as células de origem epitelizha explicacdo plausivel para a
especificidade epitelial da transcricdo dos HPMsitges seria a existéncia de um ou
mais fatores de transcricdo, ou co-fatores nedesspara a transcricdo, produzidos
somente em células epiteliais (Crgial. 1987; Glosst al. 1987).

Fatores de transcri¢cao envolvidos no ciclo de vitaHPV.

% A proteina ativadora 1agtivator protein-1 - AP-1) € composta de
subunidades diferentes codificadas por genes daitidfa génicagun e fos. Esse fator
reconhece e liga-se, como heterodimero, a moti@SNITCA (Angelet al. 2001). Os
enhancers de todos os HPVs genitais contém um a #iéies de ligacdo de AP-1 e
sugere-se que esses sitios sdo de grande impartdacatividade denhancer dos
HPVs. Foi proposto que AP-1 pode contribuir paratigsacdo epitélio-especifica do
enhancer, tendo um papel critico durante a expressao de gaeesces do HPV, em
particular na expressao das oncoproteinas E6 @d@veé & Vidal 2002; Velazquez &
Gariglio 2002; O'Connoet al. 1995).

+ O fator nuclear 1Nuclear factor 1 - NF1)liga-se a sequéncias TTGGCT/A
(O'Connoret al. 1995), sendo um importante ativador dolsancers de HPV (Chonggt
al. 1991). NF1 explica parte da especificidade epitello enhancer do HPV. Esse gene
€ expresso a partir de um dentre quatro genes demasma familia, dependendo do
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tipo celular. Em células epiteliais NF1 é compoptincipalmente de subunidades
derivadas do gene NF1-C, cujos produtos ativamaastricdo. Em células nédo
epiteliais, entretanto, NF1 é composto principalmete subunidades derivadas do gene
NF1-X, cujos produtos ndo conseguem ativar a tragdsr (Aptet al. 1993).

% Além de AP-1 e NF1, o fator de aumento transcralidiranscriptional
enhancer factor-1 - TEF-1) € um fator implicado na especificidaglgitelial. Foi
mostrado que TEF-1 pode influenciar a atividadestecional, uma vez que a proteina
purificadain vitro pode se ligar a varios sitios localizadosenbancer de HPV-16. A
maioria dos HPVs possui de 2 a 8 sitios potend@i$EF-1. Em células epiteliais, este
fator interage com um co-fator (co-fator de TEFdl)sente na maioria dos outros tipos
celulares (Ishijet al. 1992).

% O fator de ligagdo em octamero -@Ocfamer binding factor -1 - Oct-1)
reconhece motivos octaméricos ATGCAAAAT, que podemencontrados de formas
degeneradas e, ainda assim, sdo reconhecidos pdr o entanto, observa-se que as
trés bases que flanqueiam os sitios de ligacaoirsfortantes na determinagcdo da
afinidade de ligagdo. Quando presente em célulageliais em concentracdes
fisiologicas, Oct-1 se liga a NF-1 estabilizandoligagdo deste ao seu sitio de
reconhecimento na extremidade 3’ @dancer. Esse evento provoca um aumento dos
niveis de transcricdo do genoma viral (O’'Conetaal. 1995).

% Foi demonstrado que, por meio da cooperacao co+h, AFfator celular de
transcricdo especifico de queratindcitos, KRF-lipbeexatividade de transativacdo
especifica de células epiteliais, visto que awagfio do motivo de ligacdo de KRF-1
resulta em forte reducdo da atividade do promo®iEG/E7 (Butz & Hoppe-Seyler
1993). Também foi demonstrada uma forte correlagd@oe a ligacdo de KRF-1 e a
funcdo doenhancer, sugerindo que esse fator é necessario paraidaaté/doenhancer
em gueratindcitos e um determinante principal deeaficidade celular do HPV-18
(Mack & Laimins 1991).

% Os enhancers de alguns HPVs genitais ainda apresentam sitidgyagao
para fatores de resposta a progestergmagésterone response element - PRE) e
glicocorticéides glucocorticoid response element - GRE). Os receptores desses dois
esterdides parecem reconhecer a mesma sequiénaanson envolvendo o motivo
TGTTCT (Chanet al. 1989). A transcricdo estimulada por glicocortis® e
progesterona resulta na transformacdo aumentad#ldias em cultura (Chaet al.

1989; Glosst al. 1987). Essas observacdawitro fornecem uma explicagdo molecular
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para a evidéncia epidemiolégica de que mulheressgoeexpostas a altos niveis de
progesterona por longos periodos apresentam um nisgor de desenvolver cancer
cervical (Moodleyet al. 2003; Schiffman & Brinton 1995). A estimulagaoedgresséo
das oncoproteinas E6 e E7 por PRE ou GRE leva anai@ propensado de células
infectadas por HPV progredirem para o cancer caruiwasivo.

% O fator C/EBB (CCAAT enhancer binding protein - beta) € um membro de
uma familia de fatores transcricionais envolvidagiierenciacdo celular (C/EBP). Em
HPV-18, um aumento nos niveis de C/BBRsulta em forte repressdo da atividade da
LCR, por desfazer a ligacdo do complexo Proteinaighicdo ao TATAbox (TATAbox
Binding Protein - TBP) — TATAbox (Bauknecht & SH198).

% Os genes Myc cfllular myelocytomatosis oncogene) compreendem uma
pequena familia de genes que estdo envolvidos mynwnto de diferentes tipos de
tumor em humanos. c-Myc é capaz de desregular ifepagdo celular e inibir a
diferenciagéo celular. Sua expressao desreguladaale crescimento celular, reduz a
adesdo celular e promove metastase e instabilidgt®mica. Muitos canceres,
inclusive o cancer cervical, apresentam niveisagles de c-Myc. Assim, essa proteina
desempenha um papel importante na transformaca&séldes epiteliais (Subramanyam
& Krishna 2006).

% A analise de segmentos da LCR de HPV-18 (Baukrgddit 1992) e -
16 (Mayet al. 1994) revelou multiplos sitios de ligacdo aorfat¥1 (yin-yang factor -

1 - YY1), um repressor transcricional (Galvin & St997). A proteina YY1 pode
reprimir a transcricdo suprimindo a atividade de-JAFO’Connoret al. 1996). Outra
forma de agao de YY1 pode ser por competicdo cohnp®R ligacéo a seus respectivos
sitios, que estado sobrepostos na LCR (Dong & Pfi€489). Foi observado que isolados
de HPV-16, com dele¢cbes nos sitios de reconhecimaatYYl, apresentavam uma
atividade transcricional reduzida, aparentemenbeqmada por outro repressor. O fator
responsavel por esse efeito foi identificado coraade a proteina deslocadora de
CCAAT (CDP/Cut) (O'Connoket al. 2000; O'Connoet al. 1998). CDP/Cut reprime
seus genes alvos devido a sua alta concentrac&élelas basais, sendo essa represséo
reduzida & medida que sua concentracdo diminuntkieadiferenciagéo celular.

As proteinas CDP/Cut e YY1 reprimem a transcricé@a pformacdo de
complexos com histonas desacetilases (HDACSs). Essésinas alteram a posicéo de
nucleossomos adjacentes, limitando o acesso deegatranscricionais ao DNA viral
(Yao et al. 2001). Esse mecanismo parece reprimir os HPVs@amadas basais do
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epitélio, onde se observam altas concentracoesDiR¥CQlt e YY1. J4 no processo de
diferenciacé@o, quando ha um aumento na expressBi®doobserva-se um decréscimo
na concentracéo desses fatores de transcricas¢Rattal. 1997).

A medida que ha o decréscimo das atividades de/@RR YY1, durante a
diferenciagéo epitelial, ocorre um aumento da @ae de AP-1. Os nucleossomos na
LCR de HPV-16 e HPV-18 ndo estdao posicionados @leatente, mas estéo
localizados em posi¢des precisas: um nucleossorsolsepondo aenhancer viral, e
um segundo sobreposto a origem de replicacdo ecaopor de E6/E7. Apenas um
Unico sitio de AP-1 entre os dois nucleossomos aeece desprotegido. A conservacao
dessa organizacdo da cromatina, em particular entfEV-16 e -18, sugere um papel
regulatério importante dos nucleossomos duranteaclo de replicacdo dos HPVs
(Stinkel & Bernard 1999).

Foi observado que AP-1 pode alterar a estruturaudeeossomos por meio da
interacdo com o co-fator CBRAMP Response Element Binding Protein), que possui
atividade de histona acetilase, e da associacacaaamima histona acetilase (HAT). A
atividade de histona acetilase caracteriza-se gioioaar grupos acetila as histonas a
fim de que ocorra um “afrouxamento” dos nucleossmnmEermitindo o acesso de
proteinas da maquinaria de transcricdo e replicagdbDNA (Bannister & Kouzarides
1996). Desta forma, AP-1 pode impedir o efeito ti@dade de HDAC causado pela
interacdo com YY1 e CDP/Cut. Os arranjos consewvads sitios de AP-1, CDP/Cut e
YY1, e o posicionamento dos nucleossomos nos HP¥-168 sugerem que esses
fatores alteram a cromatina dos HPVs, tornand@aeessivel, sob efeito de CDP/Cut e
YY1, ou acessivel, pela ligacdo de AP-1, & maqidnde transcricdo e replicacdo em
diferentes camadas do epitélio estratificado (StLi&kBernard 1999).

Além da regulacéo da transcricdo e replicacao gegacetilacdo de histonas,
CDP/Cut causa ainda o deslocamento da proteind Eitade sua sequUéncia de
reconhecimento. Como relatado anteriormente, Ediaima replicacdo e promove a
elongacdo do DNA viral. CDP/Cut inibe a replicag&al, provavelmente, por competir
com o fator de replicacdo E1 pela ligacdo aosss&@brepostos localizados na LCR
(O'Connoret al. 2000).

s Segmentos de DNA curtos, de algumas centenas de garbases, com
alta afinidade pela matriz nuclear sdo denominalbosegides de ancoragem a matriz
nuclear (MARs) (Bereznegt al. 1995). Os genomas de HPV-16 adeii@mivo as
matrizes nucleares. Essas regifes do genoma @mapoopriedades de se ligar a matriz
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nuclear estao presentes em trés segmentos gendotadizados na regido 5' da LCR
(5-LCR-MAR), no gene E6 (E6-MAR) e entre os gei#se L2, ou seja, entre as
regioes precoce e tardia (Tetral. 1998). O mecanismo de regulacéo pelas MARs ainda
nao foi esclarecido.

Epidemiologia e fatores de risc® cancer cervical € a segunda causa de morte em
mulheres em todo o mundo. Em muitos paises em d&genento, ainda é a principal
causa de morte por cancer em mulheres. Altas incigé anuais de cancer sao relatadas
no Brasil, com diversos estudos epidemioldgicodipadios envolvendo a prevaléncia
de DNA de HPV no trato genital feminino e a histonatural da infeccdo. Estudos
referentes as vacinas contra HPV estdo sendo cdioduz um dos principais problemas

€ determinar de forma acurada que gendétipos de H®xm ser incluidos, pois
variacdes geograficas na prevaléncia dos genosposobservadas (Carvalle al.
2005).

Os HPVs causam um grande numero de lesbes egitbéaignas e malignas.
As lesbes nao invasivas sdo tradicionalmente dascdomo condilomas planos,
displasias, neoplasias intra-epiteliais cervic$Cg) e carcinomasn situ. A leséo
invasiva mais freqliente é o carcinoma cervical siwea (CCI) (http://www.pro-
celula.com.br/bethesda). Estudos ja demonstraramagafeccdo por HPV precede o
desenvolvimento das displasias cervicais de alia greste virus esta envolvido em até
99,7% dos casos de cancer cervical (Clarke & Ch2dy2). A infeccdo por HPV
também estd intimamente associada a uma proporgdad® de outros tumores.
Aproximadamente 85% dos canceres anais, 50% desre@nda vulva, vagina e pénis,
20% do cancer orofaringeal e 10% do cancer dagemndo trato aerodigestivo também
estdo associados a infecgcéo por esses virus (Rasst@h. 2000).

De acordo com dados do Instituto Nacional de Ca@itdCA), o cancer de
colo do utero é o segundo mais comum entre mulheesundo sendo responsavel,
anualmente, por cerca de 470 mil casos novos edtitio de, aproximadamente, 230
mil mulheres por ano. A incidéncia do cancer de da Utero torna-se evidente na faixa
etaria de 20 a 29 anos e o risco aumenta rapidaragdtatingir seu pico geralmente na
faixa etaria de 45 a 49 anos. Cerca de 80% doss gas@ms ocorrem em paises em
desenvolvimento onde, em algumas regifes, essecdneer mais comum entre as
mulheres (INCA 2006). Para 2006, as estimativasN{©A sobre incidéncia previam
19260 novos casos de cancer de colo do uUtero, comiseco estimado de 20 casos a
cada 100 mil mulheres. No Distrito Federal, par@&2&e estimou uma incidéncia de
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22,63 novos casos de céancer de colo do uUtero mata £00 mil mulheres. Sem
considerar os tumores de pele ndo-melanomas, @rcéoccolo do Gtero € o mais
incidente na regidao Norte (22/100.000). Nas regiSak (28/100.000), Centro-Oeste
(21/100.000) e Nordeste (17/100.000) representagarglo tumor mais incidente. Na
regido Sudeste € o terceiro mais freqiente (2@00P(INCA 2006).

A infeccdo genital pelo HPV é a doenca sexualmerdesmissivel mais
frequente na populacdo feminina sexualmente afledcula-se que, no Brasil, de 10 a
40% das mulheres que se incluem nesse perfil safemsa infeccdo. Apesar de menos
de 1% das infectadas desenvolverem efetivamenéncec de colo uterino, a doenga
representa, no Brasil, a terceira causa mais fregioe cancer entre as mulheres, atras
apenas do cancer de pele ndo-melanoma e do céaownda (INCA 2006).

Em todo o mundo, uma em cada quatro mulheres efgéada pelo HPV,
transmitido principalmente pelo sexo sem prote¢do. Brasil € um dos cinco paises
mais atingidos pelo virus. A diferenca € que, aguieteccdo do HPV e das lesdes pré-
malignas € tardia, j& que grande parte das brasilgido tem acesso aos exames
ginecoldgicos periodicos. Para se ter idéia daigaae da situacdo, esse € o cancer que
mais mata mulheres na regido Norte, 0 segundo ndeste e o terceiro nas demais
regides (INCA 2006).

Estudos sobre a prevaléncia do HPV em diversaslagi®s em todo o mundo
tém mostrado uma grande variacdo nas taxas devpuizgie. Em geral, entretanto, a
prevaléncia do HPV é maior em mulheres jovens, duaomparadas a mulheres com
mais de 30 anos. A maioria das infecgcbes por HPVnartheres jovens resolve-se
espontaneamente, mais freqientemente em um pediod meses. Os resultados
heterogéneos dos estudos epidemioldégicos podematsbuidos a alguns fatores
importantes. Primeiro, parece haver diferencas anées na prevaléncia do HPV em
diferentes populacdes com relacdo a idade, fredgi€ecanormalidades citolégicas e
diversidade dos genétipos de HPV. Segundo, mudtipécnicas de obtencdo das
amostras e de detecgdao do DNA do HPV tém sido ssadan diferentes sensibilidades
e especificidades, o que pode ter um impacto sigivo nas taxas de detecgéo (Molijn
et al. 2005).

Os determinantes do risco para infecgcao por HP&htificados em diversos
estudos transversais e de coorte, incluem o nuchenoarceiros sexuais (ao longo da
vida e recentes), idade da primeira relacao sesualp (Winkelstein 1977), uso de
contraceptivos orais (Moreng al. 2002), outras infec¢gbes transmitidas sexualmente
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(ITSs) (ex: clamidia e virus da herpes) (Sndthal. 2002; de Sanjoset al. 1994),
inflamacdo cronica, condigbes imuno-supressivasluimdo infeccdo por HIV, e
paridade. No entanto, as associacdes desses fatoneso desenvolvimento de
cancer cervical parecem ndo ser causais e sim ndtanociais, uma vez que
aumentam a probabilidade de infeccdo por HPV (FRidg)r(Trottier & Franco 2006;
Mufiozet al. 1994).

Mulheres com infeccdo persistente por genoétiposogéoicos de HPV
apresentam maior probabilidade de desenvolver lpsésistente e/ou progressiva.
Além disso, infeccdes persistentes associadasaacalga viral sdo consideradas
fatores de risco para a ocorréncia de lesbes @asvpgersistentes (Xat al. 2007;
Ho et al. 1995). A progressdo tumoral esta sujeita, aiadi@tores ambientais tais
como carcindgenos quimicos e fisicos, ao uso daacaptivos orais, hormdnios e
tabagismo (Figura 6) (Muiceat al. 1994).

Transmissao: contato genital \ Cofatores:
Uso de
l], l], contraceptivos
orais ou outras
Infecgﬁo influéncias
Infecgao persistente com hormonais
transitéria :> genétipos .
por HPV oncogénicos de Paridade
HPV
11 Outras ITSs
ﬂ > Fumo
Lesdes de Nutricio
; utri
baixo Lesdes de ¢
ﬂrlaul. :> alto grau: Genética do
LSfL / NIC II-III hospedeiro:
/ HSIL polimorfismos no
ﬂ HLA e outros genes
Genética viral:
Carcinoma cervical invasivo ) genlot|plo, variantes
moleculares

Figura 6. Modelo etiolégico da infeccdo por papilomavirus lanm (HPV) como causa
necessaria do cancer cervical e incorporando ol pd@eco-fatores do hospedeiro, reprodutivos,
relacionados ao estilo de vida e virais. NIC: nasial intra-epitelial cervical; LSIL: lesdo intraiefal
escamosa de baixo grau; HSIL: leséo intra-epiteli@amosa de alto grau; HLA: antigeno leucocitério
humano; ITS: infeccao transmitida sexualmente. &zohtottier & Franco 2006, modificado.
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Fatores genéticos também podem constituir um risgara o
desenvolvimento de neoplasia. As moléculas de MdCldsse Il, que apresentam
peptideos antigénicos as células T CD4+, parecettrar esnvolvidas na
susceptibilidade genética ao desenvolvimento deeracervical (Maciag & Villa
1999). A resposta imunolégica do hospedeiro tambganece ser um fator
importante no desenvolvimento de cancer cervicahauvez que mulheres
infectadas com HIV tém uma probabilidade, aproxiamadnte, quatro vezes maior
de serem infectadas por HPV. Além disso, a infeqg@ioHPV em mulheres co-
infectadas com HIV tem maior probabilidade de smdo persistente (Del Mistro
& Bianchi 2001).

Diagnéstico. O longo intervalo entre a aquisicdo da infeccdo PtV e o
desenvolvimento do cancer de colo do Utero pernaitimstituicdo de programas de
triagem que utilizam o exame de Papanicolau (Hegge exame reduz a incidéncia do
cancer de colo do Utero ao permitir a detecca@xcisdo das neoplasias intraepiteliais
cervicais — NICs ou do adenocarcinomasitu — AIS antes do desenvolvimento do
cancer invasivo. O Pap baseia-se na coloracdo ldasé&piteliais obtidas da cérvice,
na expectativa de que anormalidades nucleares téedex (discarose) sejam
representativas de lesdes subjacentes definidaslolgieamente. O resultado da
citologia é a primeira informagcédo de que o médispd@k sobre a existéncia de uma
possivel enfermidade cervical. Além disso, esseitm@mento citologico cervical é
considerado o programa de maior sucesso no coukooddncer até hoje, apesar de nao
ser isento de falhas. Por exemplo, a distribuigigdial de células neoplasicas em uma
lesdo pode levar a uma amostra ndo representatinags de preparacdo e coloracao
podem ocultar areas de significado importante agrdistico, além do diagndstico ser,
necessariamente, subjetivo, com grande variabéidiatierobservador (Cuschieri &
Cubie 2005).

O teste Pap é um método morfolégico de monitoramnpata infec¢des virais
e as consequentes lesdes intraepiteliais. A capis@ermite a visualizagdo das lesdes
e a histopatologia permite que um diagnéstico defin seja feito. Técnicas de
amplificacdo e hibridizacdo de acidos nucléicos ssarlas desde 1980 para deteccéo,
genotipagem e quantificacdo da carga viral. Aega de fase liquida esta relacionada
a uma melhora na qualidade do material coletadofeeeae a possibilidade de
associacdo dos métodos citolégicos e molecularesesaa amostra (Pingbal. 2005).
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No Brasil, os laudos cervicais séo classificadosetguinte forma: i) Dentro
dos limites da normalidade, no material examinaiflAlteracées celulares benignas;
ou iii) Atipias celulares. Dentre as alteragOeslleeés benignas, inclui-se inflamacéo,
reparacao, metaplasia escamosa imatura, atrofiairdtamacédo e radiacao. As atipias
celulares subdividem-se em: células atipicas dafisigdo indeterminado (escamosas,
glandulares ou de origem indefinida); em célulasam®sas: lesao intra-epitelial de
baixo grau (compreendendo efeito citopatico peloVHP neoplasia intra-epitelial
cervical grau 1), lesdo intra-epitelial de alto recompreendendo neoplasias intra-
epiteliais cervicais graus Il e 1ll), lesdo intnaitelial de alto grau (ndo podendo excluir
microinvasdo) e carcinoma epidermoide invasor, e e#lulas glandulares:
adenocarcinoman situ e adenocarcinoma invasor (cervical ou endomet(laliCA
2006).

Genatipos, subtipos e variantes de HPEm estudo recente sobre a distribuicdo
mundial dos genotipos de HPV, foi demonstrado qudP¥-16 é o mais comum no
mundo todo. Esse gendtipo foi, pelo menos, duassvezis freqiente que qualquer
outro gendtipo de alto risco em todas as regid@s, €xcecdo da Africa sub-Saariana,
onde o HPV-35 foi igualmente comum. A proporcadattas as infec¢des por HPV-16
foi 26% na Europa e 12%, 18% e 21% na Africa, AsiaAmérica do Sul,
respectivamente. Em seguida, os gendétipos de HP¥ ammuns no mundo entre
mulheres citologicamente normais foram -42, -581 &8 -18, com diferencas
significativas entre as regides. O segundo gendmdiPV mais comum foi -33 na
Asia, -58 na América do Sul e -31 na Europa. Esgarbgeneidade na distribuicio
mundial dos gendtipos do HPV tem implicagBes neideslvimento e no impacto de
testes de diagnostico e de vacinas (lhekweazu Zulifird et al. 2005).

Estudo epidemioldgico sobre a prevaléncia do HP\¢amer cervical revelou
gue, dentre os mais de 35 genétipos de HPV enalw#tnao trato genital, o HPV-16 é
responsével por 50 a 60% de todos os casos dpesgeticancer na maioria dos paises,
seguido pelo HPV-18 (10 a 20%), HPV-45 (4 a 8%)RVIB1 (1 a 5%). A figura 7
mostra a distribuicdo cumulativa de 15 gendtiposiB® entre cerca de 3000 casos de
cancer cervical. Dentre eles, os cinco genétipas omnuns de HPV foram 16, 18, 45,
31 e 33, encontrados em 80% dos carcinomas deaséhsicamosas e em 94% dos
adenocarcinomas (Bosehal. 2006).

As frequéncias de deteccdo dos HPVs nas lesGegkasrpodem refletir o
potencial de um determinado HPV em induzir difegengraus de NIC (Nicadt al.
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2005). Os genadtipos 6, 11 e 42 do HPV estdo askugigrincipalmente, a verrugas
genitais benignas e NIC de baixo grau, enquantcosuenotipos, como 16, 18 e,
menos freqientemente, 31, 33 e 35, foram idendifisacomo agentes infecciosos
causadores da maioria dos casos de cancer ceevias lesdes precursoras de alto
grau. A relacdo entre os genotipos de HPV e osetlifes graus de lesdes cervicais foi
relatada por Matsukura & Sugase (2001), que obseErvaue a maioria dos HPVs
genitais tem o potencial de induzir NIC | e demmarstm, também, uma forte relagéo
entre o HPV-16 e a inducdo de NIC I, seguido pdfi’Vs 58, 52 e 31. O HPV-18,

um gendtipo genital de alto risco, estava presemt®IC de alto e baixo graus.

Numero de cisos de cance

HPVs cervical por ano: 469.723
16 I s3s s35% 251,199
s . 707% 8085
45 77.4% 31,549
31 80.3% 13,678
33 6 —— B2.9% 12,134
52 . B5.2% 10,929
ss Tl 22— 87.4% 10,242
s O 14 sss% 6,570
ss T 1 6,137
ss T 12 5,769
st ] o 4,601
39 0.7 3,211
s [ T o 2,714
L T — 2,339
2 ] e 1,350
outros [ 12 5632
X 4,4 20,765

o 20 40 60 80 100

Figura 7. Gendtipos de HPV no cancer cervical em todasg@iées do mundo. Adaptado de
Boschet al. 2006.

Ha indicacbes de que variantes do mesmo genotipoHEY diferem
biologicamente e etiologicamente. Tais diferencasdepn contribuir para as
disparidades na incidéncia de cancer cervical elm eomundo (Xet al. 2007; Bernard
2005). Os genotipos diferentes de HPV tém potenciabgénico distinto e, da mesma
forma, os variantes intragenétipo também apresentaocogenicidade diferencial.
Variantes de um mesmo genoétipo de HPV também paremgresentar diferencas

quanto ao risco de progressdo das lesdes e quanmanagenicidade. Assim, esses
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variantes intragenétipo do HPV, principalmente d¢BVs 16 e 18, sdo bastante
estudados (Waet al. 2006; de Boeet al. 2005; de Boeet al. 2004; Xiet al. 1997).

Pequenas diferencas na seqiéncia de nucleotideosnteadas entre os
variantes de um genotipo, podem corresponder a mgada nos aminoacidos
codificados, levando a potenciais de infeccao rissi entre os diferentes variantes
(Bernard 2002). Mutagcbes na sequéncia de nuclestida LCR podem resultar na
perda da capacidade de ligagdo de um fator traimtai especifico (Dongt al. 1994),
na mudanca do seu sitio de reconhecimento, auntentandiminuindo a afinidade do
fator, ou, ainda, na alteracdo de sua habilidadeint@nagir com outras proteinas
(Schmidt et al. 2001). A mudanca de um Unico nucleotideo nestpdoe pode
influenciar a replicagéo e a transcrigcéo viral, p@io de sua influéncia na formacao de
complexos de proteinas regulatorias do DNA (Kamebeal. 2002). Na proteina L1,
uma ou mais alteracbes de aminoacidos poderia seape uma mudanca
conformacional na proteina do capsideo e, assinger@ afetar, também, a
conformacao de epitopos relevantes para neutrabzagal (Sichero & Villa 2006)
(Tabela 1).

Diferentes estudos estdo sendo conduzidos em tosmirmlo para analisar
qualquer possivel associacdo entre um maior riseoinfeccdo persistente e/ou
desenvolvimento de lesdes cervicais e variantescégms dos HPVs 16 e 18. Estudos
conduzidos na América do Norte revelaram que veesando-Europeus do HPV-16
estdo associados a um maior risco de lesdo inii&dialpcervical e carcinoman situ,
com relacdo ao risco associado aos variantes Eusofgn outro estudo realizado em
Sédo Paulo, os variantes néo-Europeus dos HPVs 168 etambém estavam
epidemiologicamente associados a um maior risco irdeccdo persistente e
desenvolvimento de lesdo cervical. Além disso, estud®s de caso-controle
envolvendo pessoas da Costa Rica e México, umar pagvaléncia de variantes
Asiatico-Americanos foi observada em amostras deslade cancer cervical quando
comparadas as amostras normais. A variabilidadatipica entre amostras da América
do Norte e do México positivas para HPV-18 sugerita associacdo entre variantes
especificos e a histopatologia. Variantes nao-Eauspdos HPVs 16 e 18 séo
comumente detectados em adenocarcinomas. Uma agsocientre variantes
especificos dos HPVs 33, 35, 52 e 58 com a pemsistéa infeccdo e com a severidade
da neoplasia também foi observada (Sichero & \2il86).
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Tabela 1 Implicagbes funcionais da variabilidade génicaHi®V (adaptado de Sichero &
Villa 2006).

Regido Implicacdes funcionai:
variavel
LCR Mudanca na afinidade de ligacéo de diferentesdatoelulares de transcris

Criacdo ou eliminacéo de sitios de ligacao dedattmanscriciona

Mudanci na atividade transcricior

E6 Maior ativacdo da telomere
Mudanca na ligacéo e degradacéo de proteinasres
Mudanca na ativacéo de vias celul
Geracao e manutencéo do fendétipo transfori

Monitoramento imune do hospede

E7 Mudanca na ligacéo a proteinas celul
Mudanca na ativacéo de vias celul

Geracao e manutencéo do fendétipo transfori
E5 Mudanca na atividade de transforme

L1 Alteracao d epitopos de L1 dependentes de conformie que sdo relevantesra

neutralizagao viral

E2 Mudanca na atividade transcricic
Maior tendéncia de integrac

Maior eficiéncia na replicac

Vacinas contra o HPV estdo em desenvolvimento. &8 clara a extensao
em que ocorre reatividade cruzada na resposta imntne variantes intragenétipo do
HPV, mas o conhecimento sobre eles pode ser imyperfgra o desenvolvimento de
vacinas. Além disso, ao desenvolver iniciadoresandas em métodos de deteccdo do
HPV ou em pesquisa, deve-se levar a distribuic&vdoiantes em consideracdo (de
Boeret al. 2004).

O conhecimento sobre o genoma do HPV permitiu erdedvimento de duas
vacinas profilaticas capazes de proteger contex@do persistente por HPV e NIC com
100% de eficacia em mulheres que completaram ceesade vacinacdo. Essas vacinas
sdo bastante imunogénicas e seguras. As vacindeaddRV prometem contribuir
muito na assisténcia a saude e na prevencdo derc&aretanto, algumas questdes
ainda estdo em discussao, como a populacdo aldaragdo da protecao, o custo, a
aceitacdo publica e o potencial para distribuic@odial (Speck & Tyring 2006).

A Vacina Quadrivalente Recombinante contra os HBYsl1l, 16 e 18,

fabricada pelo laboratério Merck Sharp & Dhome @jdovada para comercializacdo
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por diversas Autoridades Regulatorias mundiaislugiee no Brasil, pode prevenir
infecgBes por esses quatro gendtipos de HPV. Hess@, a vacina tem potencial de
evitar 70% dos casos de cancer de colo de Ute@8tedds casos de verrugas genitais,
visto que os HPVs 16 e 18 sdo responsaveis por d¥casos de cancer de colo de
Utero e os HPVs 6 e 11 respondem por 90% das \arrggnitais (Villaet al. 2005).
Por outro lado, a Vacina Bivalente Recombinantdrecss HPVs 16 e 18, desenvolvida
pela empresa GlaxoSmithKline, age contra os gem®tls €18 e ainda esta em fase de
analise pelas autoridades sanitarias (Hagpal. 2004). As vacinas profilaticas devem
ser utilizadas em meninas com mais de 9 anos de idantes do inicio da atividade
sexual.

No entanto, a eficacia das vacinas pode ser limitalo fato de que os virus
que sdo controlados eficientemente por anticorpestralizantes podem sofrer
mutagbes e dar origem a linhagens que nado sejaonirecidas pelos anticorpos
produzidos apos infeccdo por outras linhagens. rBag variantes de HPV foram
isolados a partir de diferentes localizagbes gdimgsd Trocas de aminoacidos
observadas no gene L1 e localizadas perto de egitnputralizantes sugerem que 0s
variantes podem evoluir no sentido de escapar daalieacéo pelo sistema imune do
hospedeiro. Assim, muta¢6es pontuais poderiamradetamente a eficacia das vacinas
contra HPV, sendo importante determinar os efelsssmutacdes sobre a neutralizagéo
viral (Varsaniet al. 2006). Apesar da importancia de se consideraaoantes de HPV
no desenvolvimento de vacinas, alguns estudos dgraom que, apds a vacinagao, ha
inducdo de anticorpos com atividade neutralizaméree diferentes espécies de
papilomavirus humanos (Gambhéateal. 2006; Harpeet al. 2006).

Os HPVs 16 e 180s HPVs de alto risco mais comumente ligados aocecéanogenital
sdo 0 16 e o 18. Esses virus também estdo reldoereo carcinoma orofaringeal
(Beniston & Campo 2005; Pater & Pater 1985). Os EIRY e 18 sdo responsaveis por
dois tercos de todos os carcinomas cervicais hadmuastima-se que o HPV-16 seja
responsavel por cerca de 60% dos canceres cerwoaiso HPV-18 contribuindo com
10-20% (Mahdavi & Monk 2005). O HPV-18 tem sidoasado a uma forma mais
agressiva de NIC e de carcinoma cervical invasalém de a uma maior taxa de
integracdo do genoma e maior probabilidade de réocia de cancer e de metastase de
nddulos linfaticos (Arias-Pulidet al. 2005; Schwartzt al. 2001; Arendset al. 1993).
Por outro lado, alguns estudos nao encontrarans essaciagoes (Arias-Pulicb al.
2005; Kinget al. 1989).
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Por meio da andlise dos padrbes de mutacles, $eiredrlo que diferentes
variantes dos HPVs 16 e 18 co-evoluiram com os rmi@®res ramos filogenéticos
humanos (africanos, caucasianos e asiaticos). tes do HPV-16 foram agrupados
em cinco clados distintos, distribuidos em difeesnegides geograficas: Europeu (E),
Asiatico (As), Asiatico—Americano (AA), Africano(Af-1) e Africano 2 (Af-2) (Haet
al. 1993; Charet al. 1992). A éarvore filogenética de isolados do HR8/f&vela os
ramos Africano (Af), Europeu (E) e Asiatico Amenca(AA), sendo que este ultimo
contém o protétipo (Figura 8) (Bernaetlal. 2005; Onget al. 1993; Cole & Danos
1987).

A.LCR.E6 el e

Figura 8. Arvore filogenética do HPV-18, incluindo variagteepresentativos das linhagens
Asiatico-Americana (AA), Européia (E) e Africanaf{&ncontrados a partir da andlise das regides LCR-
E6. Fonte: Arias-Pulidet al. 2005.

Assim como os gendtipos de HPV, também foi desajile os variantes
intragenotipo diferem no seu potencial oncogénfam.sugerida uma associacao entre
variantes nao-europeus (ndo-E) do HPV-16 e do H®¥-Lim maior risco de lesbes
cervicais, visto que esses variantes parecem psE® fortemente associados com o
risco de prevaléncia e incidéncia de lesGes degadto do que os Europeus (Sichero
al. 2005). No Brasil, foi demonstrado que os variantéo-europeus do HPV-18
estavam associados a maior persisténcia e a lde@dt grau, quando comparados aos

variantes europeus. No entanto, mais pesquisases@ssarias para avaliar o potencial
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oncogénico de variantes do HPV-18 (de Baiaal. 2005; KAmmeegt al. 2000; Villaet
al. 2000; Veresst al. 1999).

A oncogenicidade de variantes moleculares parefsgirdndo apenas por
regido geografica, mas também em funcdo da origmmaéda populacdo. Estudos
conduzidos em populacfes mistas, tais como asakil BCosta Rica, México e Estados
Unidos, confirmam a associagéo entre variantesen&opeus dos HPVs 16 e 18 e 0
risco de infeccdo persistente e de lesbes cervi€aifretanto, em populacdes de
diferentes partes da Europa, nas quais a maiodavdadantes detectados é européia,
nenhuma diferenga no potencial oncogénico entréeantas de diferentes ramos
filogenéticos foi observada. Esses resultados padenmplicacdes no monitoramento
do risco de lesdes cervicais em diferentes regi@egraficas (de Boest al. 2005;
Sicheroet al. 2005).

A observagdo mais consistente € de uma maior @mesial de variantes ndo-E
do HPV-16 em cancer cervical e lesdes cervicamltdegrau do que seria esperado com
base na sua prevaléncia relativa em tecidos normaisdos recentes sugerem que ha
uma associagao 2 a 3 vezes mais forte de variaéteE com lesdes cervicais de alto
grau do que o encontrado para variantes E do HRPMWE6 menos estudos sobre
variantes do HPV-18, mas os dados limitados sugepgn como para o HPV-16, os
variantes nao-E do HPV-18 podem ser mais comunsogesperado em amostras
cervicais e em lesdes de alto grau. A linhagem AAd#V-18, como o protdtipo esta
classificado, representa variantes de alto riscguanto a linhagem Africana representa
variantes de baixo risco. E importante enfatizae @u classificagdo historica dos
protétipos nas linhagens E do HPV-16 e AA do HPVfdi®aseada na cronologia do
isolamento viral e ndo no conhecimento sobre coride doenga ou propriedades
biolégicas (Xiet al. 2007; Schlechgt al. 2005).

Uma possivel explicagdo para essa oncogenicidaterenial esta na
observacéo de que variantes naturais do HPV posseras propriedades bioldgicas e
bioquimicas alteradas. Isso tem sido evidenciadasp@udancas na capacidade de
suprimir respostas de diferenciacdo dos queratog)e@m induzir a degradacéo de p53,
na montagem viral, no reconhecimento imunoldgido pespedeiro e na atividade de
imortalizagao (Sathisét al. 2005).

Entretanto, ainda sabe-se pouco sobre a histémahae variantes dos HPVs
16 e 18 para explicar a possivel diferenca na ssac&ac¢do ao cancer cervical. Essas
diferencas podem envolver eventos precoces ao ldingprocesso da tumorigénese
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cervical, como diferengcas na persisténcia viral oe risco de desenvolver lesbes
cervicais. Alternativamente, diferengas no risca@ecer entre variantes dos HPVs 16 e
18 podem estar relacionadas a eventos tardios, conszo de transicdo de lesdes de
alto grau ao cancer. Adicionalmente, variantesratae oncogénicos dos HPVs 16 e 18
podem ter uma histéria natural particularmente sgiva na presenca de um sistema
imune debilitado no hospedeiro, como em mulheréépdsitivas. Assim, as mulheres
infectadas pelo HIV representam uma oportunidadea(ara o estudo dos efeitos do
guadro imune do hospedeiro quanto ao tipo e comwpento do variante. Até o
presente, ha apenas pequenos estudos em mulheveposiiivas. Esses estudos
relatam resultados conflitantes com relagcéo aa®efda co-infecgdo com HIV sobre a
distribuicdo dos variantes do HPV (Schleetél. 2005; Chaturvedit al. 2004).

A co-infecgcéo HIV — HPV O HPV representa uma das infec¢cées oportunistasnqise
acomete as mulheres portadoras do virus da imuin@efia humana tipo 1 (HIV-1).
Estudos epidemiolégicos sugerem que cerca de 45%pajaulacdo feminina
contaminada pelo HIV apresenta lesfes caractasstia infeccdo por HPV (Clarke &
Chetty 2002).

A interacdo HIV-HPV é particularmente importantstei que, como os dois
virus sdo transmitidos sexualmente, o estabeletom#m contato entre populacdes de
alto risco torna a co-infecgdo comum. Estudos de-cantrole mostram que a infec¢ao
por HIV € um fator de risco independente para Hfa¥to na sua forma latente quanto
na clinica. Esses dados reforcam a necessidadecatapanhamento ginecoldgico
regular das pacientes HIV-positivas para assegudiaignéstico precoce de lesdes pré-
invasivas e para a prevencao do cancer cerviaatio&ial. 2005).

Em 1993, o cancer de colo uterino foi a neoplasasnfreqiente entre
mulheres com AIDS. Desde entdo, o Centro de CengdPrevencdo de Doengas nos
Estados UnidosUenter for Disease Control and Prevention - CDC) declarou que o
carcinoma cervical invasivo (CCI) enquadra-se sia lile doencas definidoras da AIDS
em mulheres infectadas pelo HIV (Sirestaal. 2006; Ferenczwgt al. 2003; Clarke &
Chetty 2002; Sanjosé & Palefsky 2002). Desde emsiima-se, na Europa ocidental,
um percentual de 2,3% de mulheres com AIDS e gssyaon CCI como uma doenga
associada. Essa propor¢cdo pode ser ainda maiorpaises em desenvolvimento
(Sanjosé & Palefsky 2002). Diferente de outras lasigs associadas a AIDS, a
ocorréncia de cancer cervical é independente dessfn imune. A infec¢do pelo HIV-

1 em pacientes com lesfes pré-cancerosas de alt@géancer cervical invasivo resulta
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em refracdo da terapia e em um fendtipo mais agoeda doenca, que ainda ndo é bem
entendido molecularmente.

A infeccéo pelo HIV pode acelerar a progressadefdi®es associadas ao HPV.
Essas lesbes associadas ao HPV comprometem a ndeosalo uterino e podem
progredir para lesbes de alto grau. Em geral, oer&servical invasivo demora cerca de
dez anos para se desenvolver em mulheres infec@pdass com o HPV. Entretanto, no
caso das mulheres co-infectadas por HIV e HPV, pesedo pode ser de um ou dois
anos. Além disso, a replicacdo do HPV pode ser mfigeente em um hospedeiro
imunodeficiente, o que resultaria em uma maior tdea deteccdo e em maior
probabilidade de desenvolvimento de uma infeccasigtente pelo HPV. Outro fator
que pode explicar a associacao entre HIV e HPVié@ eomum de transmissao, ou seja,
sexual. Dessa forma, o portador do HIV tem maiscaride contaminar-se com outro
patégeno de transmissdo sexual, como o HPV, quérs anais freqliente em todo o
mundo (Volkow et al. 2001). Nos portadores do HIV com comprometimento
imunoldgico, € mais provavel que o HPV produza dess@umentando a chance de
deteccdo clinica da infeccéo (Levial. 2002a; Sanjosé & Palefsky 2002).

Outro aspecto importante da associagdo com o Htvriéco aumentado de
infeccdo por maltiplos gendtipos do HPV. Nos Estatmidos, Palefskgt al. (1999)
observaram uma prevaléncia de DNA do HPV em 63%nadabkeres infectadas por
HIV incluidas no estudo. Dessas, 36% estavam mfiest por multiplos genétipos de
HPV, enquanto no grupo de mulheres HIV negativ& &2tavam infectadas por mais
de um genotipo viral. No Brasil, Goncgalvesal. (1999) estudaram pacientes HIV
positivas e observaram que 80,8% delas eram HPWiasse que 45% estavam
infectadas por multiplos gendétipos de HPV. Entrgtag relatado na literatura que
existem diferencas significativas no espectro presaléncia dos gendtipos e variantes
de HPV em mulheres de diferentes regides geogsaficamaraet al. 2003; Leviet al.
2002b).

As mulheres imunodeprimidas, com resultado citaldclterado, tém risco
aumentado de apresentar lesdo histopatologica gnaig, ou progressdo da lesao,
incluindo a evolucao para o cancer do colo do utses mulheres portadoras do HIV,
as lesdes precursoras apresentam envolvimentocakenviais extenso e com mais
frequéncia envolvem outros 6rgdos do trato gemfatior, tais como a vagina, a vulva
e a regiao perianal. A investigagcao da paciente ciboiogia sugestiva de lesdes de
baixo e alto graus e o respectivo tratamento dessmacompanhados de introducédo de
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terapia anti-retroviral eficaz. I1sso reduz o risleorecorréncias, de progressao de lesdes
existentes e de persisténcia pés-tratamento (INCSR

Ainda ndo esta claro se a interacdo HIV-HPV estaci@nada direta ou
indiretamente a imunossupressdo causada pelo HIo-ffeccdo ndo ocorre na
cérvice; entretanto, podem ocorrer interagfes mtdees entre os dois virus. Essas
interacdes sado, provavelmente, causadas por farmexelulares. A proteina de trans-
ativacdo do HIV-1 (Tat) é capaz de influenciar agoessédo do ciclo celular, estando
associada a uma reducéo significativa na express@ubidores da transcricdo no ciclo
celular e a um aumento nos niveis de marcadoresotiteracdo. Esses dados sugerem
gue o HIV-1 pode estimular a carcinogénese ceryoalpromover a progressao do
ciclo celular. O aumento na expressao génica do r8vimulheres HIV-positivas pode,
portanto, ser provocado por interagfes envolvengmteina Tat e proteinas precoces
do HPV (Pintoet al. 2005). Mesmo em nivel celular, uma interacaotaiemtre HIV e
HPV pode ocorrer. Apesar de o HPV infectar o epit@ HIV pode ser encontrado em
células de Langerhans, células do estroma e célllasfiltrantes. Foi também
demonstrado que a proteina Tat do HIV-1 pode ttaasan vitro E6 e E7, provocando
uma maior expressado dessas oncoproteinas. A secasgdmal de citocinas pelos
linfécitos infectados pelo HIV pode, também, faailio aumento da neoplasia (Figura
9). Entretanto, o papel do HIV-1 nos carcinomagicais ainda ndo esta claro (Nyagol
et al. 2006).
Aspectos imunoldgicos da co-infeccdo HIV — HPEXiste uma clara associagdo entre
a infeccao pelo HIV e o aumento da freqiéncia,iftérwia e patogenicidade do HPV.
Evidéncias indicam que a imunossupressao assogiag@ccdo pelo HIV aumenta a
susceptibilidade a infec¢cdo pelo HPV, alterandobtam o curso de infecgBes pré-
existentes (Palefsky 2006; Volkowt al. 2001). Vérios estudos corroboram a
possibilidade de o HIV influenciar a expressdo dBVHdiretamente, através de
interacdes moleculares entre genes virais, oudtatitente, devido a imunossupressao.
Tem sido sugerido que partes do genoma do HIV pastimular a expresséo de genes
do HPV. Outros estudos mostram que a diminuicdo addslas apresentadoras de
antigenos, as células de Langerhans, em portadiorad!V, pode comprometer a
imunidade celular contra o HPV (Clarke & Chetty 2D@ que mulheres co-infectadas
por HIV e HPV apresentam uma reducao significativa niveis de citocinas no sangue
periférico, importantes fatores mediadores da spmune (Ferenczt al. 2003).
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Figura 9. Representacdo esquemdtica da oncogénese assacial®V e as possiveis
interacdes entre HPV e HIV nas lesdes associadasnsequéncia clinica de uma infeccdo por HPV é
influenciada por fatores virais e do hospedeirimfeccéo persistente por HPVs de alto risco etersia
imune debilitado estdo associados a um maior dscprogressdo da lesdo. O HIV aumenta a taxa de
infecgcdo, persisténcia e progressdo do HPV, iralitente por reduzir a imunidade celular local e
sistémica e, talvez, diretamente por aumentar eesg@o de genes precoces do HPV através de Tat. Por
outro lado, células infectadas por HPV podem sg@azes de ativar a replicagdo do HIV devido a
producao de citocinas, tal como interleucina-6&)LLSIL: leséo intra-epitelial escamosa de bairaug
HSIL: leséo intra-epitelial escamosa de alto galaptado de Del Mistro & Bianchi 2001.

Varios estudos indicam que as mulheres infectaelasHiV tém uma chance 2
a 3 vezes maior de apresentar niveis detectavé&ddedo HPV nas secrecdes cérvico-
vaginais, sendo mais comuns os tipos 16, 18 egédésccom mais de um gendtipo de
HPV, quando comparadas as mulheres ndo infectaglasHiV. A prevaléncia da
infeccdo pelo HPV parece aumentar a medida quereocrprogressdo do dano
imunoldgico associado a infec¢do pelo HIV (httpwiwigb.com.br/Mulher_hiv). As
respostas imunes locais podem estar alteradasulberes co-infectadas. Niveis baixos
de células T CD4 estdo associados com a expressaulltiplos gendtipos de HPV e
com uma prevaléncia aumentada de gendétipos onaoge® grau de imunodeficiéncia
pode influenciar a persisténcia, recorréncia e/oognessao da neoplasia cervical
induzida pelo HPV (Volkovet al. 2001).

A resposta imune mediada por célula tem um papbiitante em controlar as

neoplasias associadas ao HPV. As lesfes relacisranlaHPV sdo, normalmente,
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transitorias e, presumidamente, regridem comotastulde uma resposta imune celular.
O HPV passa por um periodo de laténcia clinica,, fraglientemente, reaparece,
especialmente em mulheres infectadas pelo HIVeA8ds pré-malignas podem, ainda,
regredir espontaneamente, e, quando ocorre prégressa tumores cervicais, observa-
se um infiltrado celular formado por células T C4CD8, mondcitos, macrofagos e
granulécitos. Ha evidéncias claras de que a cagafe HPV/HIV pode influenciar a
progressdo da AIDS por dois mecanismos potendiBigelo recrutamento de células-
alvo do HIV, tais como células T CD4 macrofagos, para o sitio de infeccdo ativa pelo
HPV e (2) por induzir a producdo de citocinas méorias, incluindo IL-6, TNF-a e
IL-1b. Essas citocinas inflamatorias podem indazieplicacdo e transcri¢cao reversa do
HIV (Figura 9) (Nicolet al. 2005).
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Os indices elevados de incidéncia e mortalidadef@acer do colo do utero no
Brasil justificam a implementacdo de acbes nac®omaitadas para a prevencédo e o
controle do cancer (promoc¢do, prevencdo, diagmjstiatamento, reabilitacdo e
cuidados paliativos) (INCA 2006).

Considerando a incidéncia crescente das infecgiesify-1 e dos casos de
AIDS no Brasil e no mundo, principalmente entre hmeoés (Figura 10) (Lewt al.
2002b), a pesquisa do HPV nessa populacdo é delegramportancia para o
conhecimento dos aspectos envolvidos na co-infeetf#eHPV e para a adocao de
medidas efetivas no tratamento da AIDS pelas ala#des em saude publica. Esse
grupo de mulheres apresenta maior probabilidadefdecdo por gendtipos de HPV de
alto risco oncogénico, infeccdo por multiplos ggud e manifestacdo dos efeitos da
infeccdo pelo HPV mais precoce e intensamente Ii{Eeyeet al. 2003; Leviet al.
2002b). A exposicdo a infeccédo pelo HIV pode auareattaxa de persisténcia do HPV
e de lesdes escamosas intraepiteliais cervicaiyvapelmente devido ao
comprometimento da resposta imune (Sanjosé & Rgl@f302; Ahdiehet al. 2001).
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O estudo da variabilidade dos HPVs pode fornecfrnmacdes relevantes
sobre o polimorfismo intragenétipo, que pode teitefsobre a patogenicidade viral e a
resposta imune do hospedeiro, contribuindo paraeserd/olvimento de vacinas
adequadas. Esse estudo é particularmente impoparde HPV-18, que representa um
gendtipo de alto risco associado a cerca de 15%akiss de cancer cervical e para o
qual ainda ndo existem dados na regido centralrdsilBAlém disso, a inclusdo do
HPV-18 nas vacinas contra HPV reforca a necessidideonhecimento de sua
variabilidade genética em cada regido geografica.

Existe, atualmente, um interesse crescente no desenento de vacinas
contra os HPVs. O conhecimento da prevaléncia doétgpos de HPV em populacfes
nao portadoras e portadoras de outras ITSs é fuamtaima escolha dos gendétipos de
HPV que serédo incluidos nas vacinas, determinaref@&cia das mesmas (Yamasia
al. 1997).

Em um estudo anterior realizado pelo nosso grupo pdequisa, na
Universidade de Brasilia, a genotipagem dos HPVswymio da amplificagdo do gene
L1 com iniciadores degenerados e analise por RFagtrou-se um método sensivel e
especifico para identificacdo e caracterizacdo Y Hm amostras clinicas (Camata
al. 2003; Camarat al. 2001). Além disso, a associacdo da Reacdo emiadde
Polimerase FRolymerase Chain Reaction — PCR) com o0 sequienciamento automético
permitiu a identificagdo de novos variantes de HR¥ncaret al. 2007; Verast al.
2005; Cerqueirat al. 2003).

No estudo acima mencionado, foi realizada a caiaat&o molecular do
HPV em mulheres HIV negativas com lesdes cerveaggestivas de infecgdo por HPV.
Os resultados mostraram que a prevaléncia de gesoOfiode variar bastante entre
diferentes regides geograficas. Nesse estudo, o-HPdi 0 mais prevalente (43,8%),
seguido pelo HPV-58 (12,5%). Esses dados do Distederal diferem de alguns
estudos anteriores realizados nas regides Sulestudo Brasil, e estdo mais de acordo
com o perfil de gendtipos do HPV que ocorre nagesgNorte e Nordeste (Camaata
al. 2003a; Lorenzatet al. 2000; Noronhat al. 1999).

No Distrito Federal, ndo ha dados sobre a prevaléma variabilidade do
HPV em amostras de mulheres co-infectadas pelo HIZom vistas a ampliar o
conhecimento sobre a variabilidade do HPV nesspogaspecifico de individuos e a
compreender melhor a interagdo entre HPV e HIV sxnfeccdo, os objetivos deste

estudo foram:
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- Determinar a prevaléncia da infeccdo por HPV em miheres infectadas
pelo HIV-1 (populacdo estudada);

- Determinar a frequéncia dos genoétipos de HPV nesspopulacdo de
mulheres HIV-1 positivas;

- Caracterizar os variantes de HPV que apresentarampadrées atipicos no
RFLP;

- Caracterizar os variantes de HPV do gendtipo 1&le alto risco;

- Realizar a analise filogenética dos variantes ddPV-18;

- Determinar a prevaléncia e os tipos de lesbes asmdas a infeccao por
HPV em amostras de mulheres co-infectadas com HIV-1

- Estabelecer correlagbes entre os marcadores dafencdo pelo HIV,
especificamente a contagem de linfécitos T CD4 ecarga viral, com a presenca de
infeccdo por HPV e o tipo de leséo cervical assodi

- Determinar a relagéo entre o tratamento anti-retoviral, a presenca de
infeccdo por HPV e o tipo de lesao cervical assodm ao HPV na populagdo em
estudo;

- Fornecer subsidios quanto a variabilidade dos gétipos e variantes do

HPV para futuros testes de vacinas.
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METODOLOGIA

Populagédo de estudoA populacdo alvo do estudo foi constituida de nmebecom
sorologia reagente para HIV-1, e residentes noriididtederal e Entorno, incluindo as
Regides Administrativas de Brasilia, Gama, TaggatinBrazlandia, Sobradinho,
Planaltina, Paranoa, Nucleo Bandeirante, Ceilaglimréd, Cruzeiro, Samambaia, Santa
Maria, Sdo Sebastido, Recanto das Emas, Lago #dhdr Fundo, Candangolandia,
Aguas Claras, Sudoeste/Octogonal, Varjio e Park. Wyumas mulheres incluidas
nesse estudo e atendidas na rede de saude do DFes@entes em municipios do
Estado de Goias localizados nos arredores do DF.

Foram considerados 0s seguintes critérios de #@lus®) assinatura do
consentimento livre e esclarecido, conforme as aerde pesquisa envolvendo seres
humanos; b) idade superior a 13 anos; c¢) dispaataioie dos dados referentes a infeccéo
por HIV-1 (carga viral e contagem de linfocitos D4); d) disponibilidade de dados
referentes ao laudo citopatolégico cervical; epalsbilidade de dados relativos ao
tratamento anti-retroviral.

A amostragem de individuos incluidos no estudod®i200 mulheres. Esse
namero de amostras foi definido utilizando-se ogpaimma Statcalc Epi-6 (CDC), para
um nivel de confianca de 99,9%, de acordo com atdatvo da populacdo feminina
HIV-positiva do DF.

O estudo ora apresentado foi aprovado pelo ComitEtita em Pesquisa da
Secretaria de Estado de Saude do Governo do Disgderal.

Coleta de dadoskoi utilizado um questionario estruturado para teotbos seguintes
dados: idade, resultado do teste de carga vir&Ido resultado do teste de contagem
de células T CD4, tratamento anti-retroviral resdiz no momento da coleta e laudo
citopatolégico cervical. Os testes para determinalgicontagem de células T CD4 e da
carga viral do HIV foram realizados pelo Laboraiéde Saudde Publica do Distrito
Federal — LACEN/DF. A técnica de b-DNA, kit HIV 3RNA foi utilizada para
quantificacdo da carga viral do HIV (limite inferide detecgéo: 50 copias de RNA/mL;
limite superior de deteccdo: 500000 cépias de RNIA/@s dados assim obtidos foram
utilizados para a execucao dos objetivos dessetprggendo importante salientar que a
privacidade das pacientes incluidas foi garantdgprma que o nome de cada uma néo

foi vinculado as demais informacdes. Para tanttatas amostras foram previamente
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codificadas e, através desses cédigos, identifisamsodados acima mencionados, ndo
tendo sido feita nenhuma identificacdo de pacignbesnome.

Coleta e processamento das amostis.coletas foram realizadas no periodo de junho
de 2004 a dezembro de 2006, principalmente, naddeidMista de Saude do Distrito
Federal, que atende e acompanha o tratamento dtzi@@s de HIV. Pacientes de
outros estabelecimentos constituintes do Servigc@algde do DF, a saber, Hospital
Universitario de Brasilia (HUB), Hospital Regionde Sobradinho e consultorio
particular, também foram incluidas neste estudopr@edimento de coleta de um
raspado de células do colo do utero foi realizaglo médico que atendeu a paciente no
referido servico de saude. Para tanto, duranteriodme acima mencionado, as coletas
foram realizadas no dia da semana especifico ddstino atendimento de mulheres
soropositivas para HIV-1 (52 feira no caso da UdidMlista de Saude do DF). Nesse
dia, todas as mulheres que fossem atendidas pelcanginecologista no respectivo
servico de saude eram questionadas quanto aosseeesn participar da pesquisa. As
pacientes que concordaram e, portanto, assinaréenn@ de consentimento livre e
esclarecido, foram incluidas no estudo, havendetaotle amostra cervical nesse
mesmo dia.

O material coletado foi transferido para tubos resé contendo 5 mL de
tampéo fosfato salino (PBS) (pH A20,1) (Laborclin). Os tubos foram transportados
em condicbes refrigeradas para a Universidade desilgr, onde foram agitados
vigorosamente e centrifugados por 10 minutos a 4Q0® para a precipitacdo das
células. O sobrenadante foi descartado e as céhram ressuspensas em 1 mL de
tampao [10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI] e aqigas a 95°C por 15 minutos
(Nindl et al. 1999). O material biologico assim obtido foi anemaado enfreezer a -80
°C.

Para controle da qualidade do DNA desse mateanighlizada amplificagao
por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), usandissmiciadores pCO3 (5
ACACAACTGTGTTC ACTAGC 3') / pCO4 (5 CAACTTCATCCACGTCACC 3)),
que amplificam um fragmento de 110 pb do gene da bébina. As amostras
negativas para a amplificagcdo da beta globina focamsideradas inadequadas e
excluidas do estudo.

Deteccéo e genotipagem do HPWYara deteccédo da infecgcdo por HPV, as amostras
foram amplificadas por PCR, usando-se iniciadospe@ficos para um fragmento do
gene L1 (MY09: 5 CGTCCMARRGGAWACTGATC 3 [/ MY11l: '5
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GCMCAGGGWCAT AAYAATGG 3’) (Bernardet al. 1994; Peytoret al. 1994), além
de controles negativos e positivos adequados. &Hes de PCR foram realizadas em
um volume final de 50 pL, contendo 10-15 pL do makdviol6gico obtido conforme
descrito acima, 20 mM de TrisHCI (pH 8,4) (Invitesg, 1,5 mM de MgGl
(Invitrogen), 250 uM de dATP, dCTP, dTTP e dGTR/€hogen), 40 pmoles de cada
iniciador e 1 U defaq DNA polimerase (Invitrogen). Quarenta ciclos depéficacéo
foram conduzidos no termociclador MJ Research POT{primeiro ciclo: 95°C-5min,
55°C-1min, 72°C-2min; segundo ao 39° ciclo: 95°CGl rB5°C-1min, 72°C-2min; 40°
ciclo: 95°C-1min, 55°C-1min, 72°C-8min). As amost@mplificadas foram analisadas
em gel de agarose 1% corado com brometo de eSdimifroolet al. 1989).

As amostras que apresentaram produtos de PCRargssltda amplificacao
por MY09/MY11 com fragmentos de aproximadamente g&i@s de bases (pb) foram
submetidas a digestdo com as enzimas de resBagaddl, Dde I, Hae Ill, Hinf I, Pst |,
Rsa | e Sau 3Al, seguida de analise de polimorfismasriction fragment length
polymorphism - RFLP). Nessa metodologia, cada amostra digéoidanalisada em gel
de poliacrilamida 8% e comparada com perfis derigést caracteristicos de cada
genotipo de HPV descritos na literatura (Berreiral. 1994).

As amostras cujo material genético ndo apresentoplifcacdo com
MYO09/MY11 foram consideradas negativas para a mgesele HPV, de acordo com a
metodologia utilizada.

As amostras amplificadas com MY09/MY11 que ndo paiteser genotipadas
por RFLP foram clonadas em veBEM-T easy (Promega), seguindo as instru¢des do
fabricante. Os plasmideos foram utilizados panasfaamar bactériakscherichia coli
da linhagem DH&, pelo método de choque térmico. Inicialmente,ulOda solucéo
contendo os plasmideos foram incubados comu®0@as células competentes no gelo
por 40 minutos. Em seguida, as células foram subaset 42°C por 2 minutos, em
banho-maria, e novamente transferidas para o bdehgelo por 1 minuto. Foram
adicionados 70QuL de meio liquido 2xYT (1,6 mg/mL de triptona, In8y/mL de
extrato de levedura e 85,6 mM de NaCl), que emidagoi incubado a 37°C por 1
hora. Apés a incubacéo, os tubos foram centrifuggae 5 minutos a 3000 rpm e 700
uL foram removidos por aspiracdo. As bactérias foempalhadas em placas de Petri
contendo meio solido 2xYT, com 16ymol de IPTG, 80Gig de X-Gal e 4mg/mL de

ampicilina.
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As placas de Petri foram incubadas durante a mmiteestufa a 37 °C. Os
clones recombinantes foram selecionados e incubddoente a noite a 37°C sob
agitacdo em meio liquido 2xYT, contendo 4mg/mL degiilina. O DNA plasmidial
foi extraido utilizando-se o Kigephaglas FlexiPrep™ (GE Healthcare), seguindo as
instrucdes do fabricante.

O DNA plasmidial foi utilizado como molde para arfipacdo por PCR,
utilizando os iniciadores universais M13. A rea@@aealizada em um volume final de
50 uL, contendo: JuL do DNA plasmidial, 0,2 mM de dNTPs (Invitrogef)4 uM dos
iniciadores M13F/M13R (Integrated DNA TechnologjesP5 U da enzimdaag DNA
Polimerase (Invitrogen), 1X de tampé&o da enzimaitfbmgen) e 1 mM de cloreto de
magnésio (Invitrogen). As seguintes condi¢des foealbtadas: desnaturacdo a 94°C
por 2 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnatorac®4°C por 30 segundos,
anelamento dos iniciadores a 55°C por 25 segundateaséo a 72°C por 30 segundos.

Os produtos da PCR gque apresentaram o tamanhadsderam purificados
por precipitagdo com acetato de amonio 7,5M e émseqienciados automaticamente
pelo método dideoxi-terminal fluorescente nos seciaegores Megabace System 1000
(GE HealthCare), no laboratorio de Biologia Moleecuda Universidade de Brasilia, e
ABI PRISM modelo 3100, na plataforma de sequencmmdo Cenargen — Embrapa, o
que permitiu a caracterizagdo do(s) gendtipo(s)s)doyirus presente(s). O
seqlienciamento permitiu, também, a identificacdovalgantes de HPV ainda ndo
descritos na literatura (Cerqueetaal. 2003).

Andlise das sequénciasAs sequéncias foram analisadas quanto as diverg€nci
nucleotidicas em relacdo as sequéncias de refer@us HPVs correspondentes:
HPV-11 (M14119), -33 (M12732), -53 (X74482), -597(2858), -62 (AY395706), -66
(U31794), -70 (U21941), -81 (AJ620209) e -102 (DQuEB). As comparacdes foram
feitas usando-se o programa BLASBagic Local Alignment Search Tool)
(Altschul et al. 1997) seguidas de analise de alinhamento obtido pegrama
CLUSTAL W (Thompson el at. 1994). As substituicdbes de nucleotideos
encontradas foram confirmadas por um segundo PCRedlenciamento. A
conservacao entre as trocas de aminoécidos foficeda pelo programa blastx
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Caracterizacdo dos variantes do gendtipo 18 de HP¥.variantes do gendtipo 18, um
HPV de alto risco, foram caracterizados por meicandplificacdo e sequenciamento
automatico da regido regulatdria ou LCR e dos geBes L1.
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A LCR foi amplificada utilizando-se os iniciador&8LCRF e 18LCRR (1159
pb), o gene E6 com os iniciadores 18E6F e 18E6R [(68 e o0 gene L1 foi amplificado
por nested PCR, utilizando-se os iniciadores 18L1F e 18L18&4lpb) na 12 etapa e 0s
iniciadores 18L12F e 18L12R na 22 etapa (1716 pbag-Pulidoet al. 2005) (Tabela
2). As condicOes para amplificagdo foram as mesagsacima descritas, usadas na
amplificacédo do fragmento MY09/MY11 do gene L1. #&acterizacéo foi realizada por
meio da andlise das sequéncias nucleotidicas d@mesegendémicas amplificadas em
relacdo a sequéncia de referéncia do HPV-18 depasito banco genémico (nimero
de acesso: AY262282).

O material genético amplificado por PCR foi preeido com acetato de
amoénio para posterior sequenciamento pelo métodeodi-terminal fluorescente
nos seguenciadores Megabace System 1000 (GE Headh® ABI PRISM
modelo 3100. A precipitagéo foi realizada pela @dlicle 0,5 volume de acetato de
amonio 7,5 M e 2,5 volume de etanol 100%. As araedtiram mantidas em freezer a -
80°C por, pelo menos, 30 minutos e depois centaadag a 12000 rpm por 30 minutos a
4°C. O sobrenadante assim obtido foi descartad@redpitado foi lavado com 1 mL
de etanol 70% para posterior centrifugagédo a 12980 por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante obtido foi novamente descartado e A @Nmantido em temperatura

ambiente para secagem e ressuspensao em agua miliQ.

Tabela 2. Seqliéncias dos iniciadores utilizados na amatifio de fragmentos gendmicos da
LCR e dos genes E6 e L1 do HPV-18 (Arias-Puéica. 2005).

HPV18

LCR E6 L1
18LCRF: 5 ACCTGCCAAGCGI 18E6F: 5 AGTAACCGAAAACGG 18L1F: 5 CCACTATATCTTCTGCC
GTGCGTG 3 TCGGGA 3 TCTTCCTA 3’
18LCRR: 5 TGTATAACCCAGT 18E6R: 5' CAATGTCTTGCAATG 18L1R:
GTTAGTTAG 3 TTGCC 3’ 5’CAAACACAGGACATACAA
nts 7100 a 402; 1159 pb nts 38 a 623; 586 pb ACACAACA 3’

nts 5370 a 7193; 1824 pb
18L1(2)F: 5 TCTTGGGATGTGCC
TGTATACACGG 3’

18L1(2)R: 5’ ATATTACTTCCTGG
CACGTACACGCA 3’

nts 5423 a 7139; 1716 pb

Andlise filogenética do HPV-18.As analises filogenéticas foram conduzidas
utilizando-se o programa PAUP*4.0b10 (Swoffatdal. 1996). O alinhamento de

multiplas seqiéncias foi realizado pelo programa@STAL W (Thompsoret al.
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1997) e editado pelo programa BioEdit. O modelosdbestituicao foi selecionado
utilizando-se o programa modeltest 3.06 (Posadar&@all 1998). A construcéo
da éarvore filogenética foi realizada pelo algoritmie neighbor-joining (NJ). A
arvore obtida foi construida com o modelo de stigtio TVM, incluindo o
parametro de distribuicdo no formato Gamma e sitieariaveis. A confiabilidade
das arvores NJ foi avaliada pela analise de 10@lices. O teste de razdo de
verossimilhanca foi utilizado para dar respalda#stico aos ramos (expresso por
valor de p).

Para analise filogenética e comparacéo das linlsagerHPV-18 circulantes
no DF com aquelas depositadas GenBank, foram utilizados fragmentos de 560 pb
das seqiiéncias da LCR dos variantes do HPV-18iésiAmericano (NC_001357,
AY262282, AY863171, AY863170, AY863169, AY863168,Y863167 e X05015);
Europeu (AY863185, AY863184, AY863183, AY863182, 2683181, AY863180,
AY863179, AY863178, AYB863177, AY863186, AY863175Y863174 e AY863173)

e Africano (AY863191, AY863190, AY863189, AY863188Y863187 e AY863186).
A sequéncia de referéncia do HPV-45 (X74479) fdizatla como grupo externo. As
arvores foram visualizadas pelo programa TreeVighW(Rage 1996).

As sequUéncias utilizadas na constru¢cdo da arvdogyefnética foram
descritas por Arias-Pulidet al. (2005), em estudo sobre variantes do HPV-18 de
amostras provenientes dos Estados Unidos.

Para andlise da distancia genética, todas as seiggéde nucleotideos
utilizadas para analise filogenética foram alintada CLUSTAL W (Thompson
et al. 1997) e editadas no Bioedit. Foi realizada a aeatie distancia genética da
LCR, entre as sequéncias dos diferentes variangesi@V-18 depositadas no
GenBank e as obtidas nesse estudo. Para isso foi utilizadmrograma Mega
(Kumaret al. 2004).

Andlise dos dadog-oi gerado um banco de dados no programa Epi-BRQ) para
andlise estatistica e estabelecimento de corralagbge os parametros estudados, a
saber:

Prevaléncia da infeccdo por HPV em mulheres Hi\itpas;

Frequéncia dos genoétipos de HPV nessa populagéo;

Frequéncia dos variantes do HPV-18;

Prevaléncia de lesdes cervicais associadas a &ufqeuy HPV;
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Relacdo entre os marcadores da infeccdo pelo HRsepca de infeccdo pelo HPV e

laudo citopatoldgico;
Relacédo entre tratamento anti-retroviral, a presese infeccdo por HPV e o laudo

citopatolégico.
Foi fixado um nivel de significancia estatistica p,05.
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RESULTADOS

Foram obtidas 200 amostras de células da mucos&édace uterina,
provenientes de pacientes infectadas por HIV-1dies na rede de saude do DF. Os
dados referentes a essas amostras estao apresesttadoexo.

A anadlise do local de residéncia das 200 mulhanekiidas nesse estudo
revelou os seguintes resultados para as Regidean&thativas do DF e Entorno:
Brasilia (7,5%), Gama (5%), Taguatinga (5,5%), Buadia (2,5%), Sobradinho (6%),
Planaltina (8,5%), Paranoa (1%), Nucleo Bandeirét®), Ceilandia (10,5%), Guara
(7%), Cruzeiro (0,5%), Samambaia (10,5%), Santaiai®;5%), S&o Sebastido (3%),
Recanto das Emas (6%), Lago Sul (1%), Riacho F¢2#g, Candangolandia (0,5%),
Aguas Claras (1,5%), Sudoeste/Octogonal (0,5%) r& P&y (0,5%). Além disso,
algumas mulheres incluidas nesse estudo e atendidasde de salde do DF eram
residentes em municipios do Estado de Goias l@achlz nos arredores do DF: Luziania
(7%), Santo Antdnio do Descoberto (0,5%), Aguasiamde Goias (1,5%), Valparaizo
(2,5%), Cidade Ocidental (2%) e Formosa (1,5%)aParas amostras (1%), os dados
referentes ao local de residéncia ndo estavam rdigge. Dessa forma, pode-se
observar a representatividade da amostragem aaqlisaaa, visto que, nesse estudo,
foram incluidas mulheres residentes na maioria rdges administrativas do DF.
Além disso, a distribuicdo dessas mulheres entregSes foi bastante semelhante, ndo
havendo diferencas significativas entre a quanéidel pacientes residentes em cada
regiao.

A média de idade foi de 35,8 anos (variagcdo: l7mddiana: 35,5), com
contagem de células CD4 variando de 2,0 a 1338as#il (média: 421,7; mediana:
393) e carga viral do HIV variando de indetectafel 50 cédpias/mL) a 500000
copias/mL (média: 18210,1; mediana: 942). Entmmalheres HIV positivas analisadas,
30 (15%) estavam imunocomprometidas (contagem de<CPOOLL).

Dentre as 200 amostras analisadas, 82 (41%) apaesenresultado positivo
para HPV em PCR, enquanto 118 (59%) apresentasartia@o negativo para HPV em
PCR (Figura 11).

A maioria das mulheres (75,5%; n = 151) tinha idegel ou superior a 30
anos. Foi possivel observar que a presenca dec@tfquor HPV foi significativamente
maior (59,2%; 29/49) entre as mulheres com meno30danos, quando comparadas
aquelas com 30 anos ou mais (35,1%; 53/151) (9630,
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Figura 11. Perfil eletroforético dos produtos da PCR. 148ostras amplificadas com os
iniciadoresMY09/MY11, mostrando fragmentos de cerca de 4507pmarcador de peso molecular (100

pb).
HPV X Citopatologia. As 200 amostras obtidas foram classificadas emgtajgos com
relacéo aos laudos citopatlégicos cervicais:

o Grupo 1 (G1) — amostras com diagndstico citopatotbdescrito como: i)
dentro dos limites da normalidade, no material emado; ii) alteracdes celulares
benignas, incluindo inflamacéo, reparagéo, metaplescamosa imatura, atrofia com
inflamacg&o ou radiagéo;

o Grupo 2 (G2) — amostras com diagnostico citopatotd@lterado, com
atipias celulares incluindo: i) leséo intra-epéktie baixo grau - LSIL (compreendendo
efeito citopatico pelo HPV: HPV e neoplasia intptelial cervical grau I: NIC 1); ii)
leséo intra-epitelial de alto grau - HSIL (compm®mdo neoplasias intra-epiteliais
cervicais graus Il e lll: NIC Il e 1lI); iii) célads atipicas de significado indeterminado -
ASCUS.

Com relagdo ao laudo citopatoldgico, 161 amostBis5¢0) apresentaram
resultados normais ou apenas alteracdes celularegnas, constituindo o grupo G1 e
39 amostras (19,5%) pertenciam ao grupo G2: LSR,8%; 21/39); HSIL (35,9%;
14/39); e ASCUS (10,2%; 4/39) (Figura 12).

Em G1, 114 amostras (70,8%) apresentaram resultaelpetivos para HPV
em PCR e 47 amostras (29,2%) apresentaram ressilpeditivos. Por outro lado, em
G2, a maior parte das amostras (89,7%; 35/39) fqrasitivas para HPV e apenas
guatro amostras (10,3%) foram negativas (TabelB&sa forma, foi possivel observar
uma associagdo significativa entre a presenca féecéo por HPV e a detecgédo de
anormalidades citopatologicas (G2) (p < 0,0001gyFi 13). E importante salientar que
a verificacdo da associagdo estatistica foi reddizantes da separacdo das mulheres nos
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grupos G1 e G2, com analise da populacéo totalf@flderes) para estabelecimento da

significancia estatistica.

80% Gl

LS )

sHsIL > G2

7%

11% WASCUS)

Figura 12. Distribuicdo dos laudos citopatoldgicos entrepasientes do Distrito Federal e
Entorno. G1: grupo 1, incluindo diagnéstico citapédgico normal ou alteracbes celulares benignas; G2
grupo 2, incluindo LSIL: les&@o intra-epitelial daixo grau; HSIL: lesdo intra-epitelial de alto grau
ASCUS: células atipicas de significado indeterminad
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Figura 13. Taxas de positividade para DNA do HPV entre amsstom laudo citopatolégico
normal ou alteracdes celulares benignas (G1) (80,%¥lulas escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASCUS) (2%), leséo intra-epitelista@nosa de baixo grau (LSIL) (10,5%), lesé&o intra-
epitelial escamosa de alto grau (HSIL) (7%). pGOO1.

A analise dos gendtipos de HPV entre os dois grajtogicos revelou que,
em G1, 66% das amostras positivas para DNA de HiPA¥am infectadas por HPVs de
alto risco e 34% por HPVs de baixo risco. Em G2naoria das amostras HPV-
positivas também foi positiva para infec¢do pordgipos de alto risco (80%; 28/35) e
apenas sete amostras (20%) estavam infectadasepétigps de HPV de baixo risco
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(Tabela 4). Uma associacao significativa entre B¥#ide alto risco e G2 pdde ser
observada (p < 0,0001).

Tabela 3. Relagdo entre os laudos citopatoldgicos e a pukitie para DNA do HPV,
agrupados de acordo com a severidade das lesdes.

) o Positividade para DNA
Diagnéstico
Grupo ) o n % do HPV
Citopatologico

n (%)
Norma 47 23t 11 (23,4
G1e AIterac;()ej\s celulares 114 - 36 (31,6)
benignas
Total (G1) 161  80,F 47 (29,2
ASCUS 4 2 2 (50
Gob LSIL 21 10,5 19 (90,5
HSIL 14 7 14 (100
Total (G2) 39 19F 35 (89,7
Total 20C  10C 82 (41

2G1 = AlteracBes celulares benignas ou resultados ngrmais
G2 = LSIL: les&o intra-epitelial de baixo grau; HSles&o intra-epitelial de alto grau; ASCUS: células
atipicas de significado indeterminado.

Genotipagem. O DNA do HPV foi identificado em 82 (41%) das 200Inheres HIV-
positivas. Dessas amostras positivas para HPV, &2#%vam infectadas com genétipos
oncogénicos (59/82). A distribuicdo desses genstimpte acordo com o risco de
desenvolvimento de cancer cervical, esta apresentaérigura 14.

Dos 27 gendtipos detectados, 17 (63%) eram deisdto e 10 (37%) de baixo
risco. Os HPVs -16 e -81 foram os mais prevale(@22%; n = 10), seguidos pelos
HPVs -52 (9,8%; n = 8), 35, 53, 58, 62 e 70 (7,8%;6), 33 e 66 (6,1%; n = 5), 18, 31,
56 e 61 (4,9%; n = 4), 71 (3,7%; n = 3), 6b, 11,89e 54 (2,4%:; n = 2) e 32, 59, 67,
68, 72, 85 e 102 (1,2%; n = 1) (Figura 14). Valesadtar a identificacdo de uma
amostra infectada por HPV-102, visto que este gmmdiral de baixo risco foi apenas
recentemente descrito na literatura (Narechahial. 2005). O perfil de digestdo da

amostra 77 (HPV-102) esta apresentado na Figura 15.
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Tabela 4 Prevaléncia dos genétipos de HPV entre as mulitéivé e HPV-positivas.

Gr G2 ToTAL Gr G2 ToTAL
Genétip_os dﬁ: HPVde n= n= =82 Gendotipos .de HPVde n= n= =82
baixo risco 47 35 alto risco 47 35
n n n % n n n %
6b 1 1 2 24 16 5 5 10122
112 0 2 2 24 18 3 1 4 49
32 1 0 1 1,2 31 1 3 4 4,9
40° 1 1 2 24 33 1 4 5 6,1
61° 2 2 4 4,9 35 2 4 6 7,3
62 6 0 6 73 39 0 2 2 24
712 2 1 3 37 52 5 3 8 9,8
72 1 0 1 1,2 53 4 2 6 7,3
812 8 2 10 12,2 54 2 0 2 24
102 1 0 1 1,2 56 3 1 4 4,9
58 1 5 6 7,3
59 0 1 1 1,2
66" 4 1 5 6,1
67 1 0 1 1,2
68 1 0 1 1,2
70 3 3 6 7,3
85" 1 0 1 1,2
Total: baixo risco 23 9 32 39 Total: alto risco 37 35 7287,8

2 Gendtipos identificados em amostras co-infectad&@l = Alteragdes celulares benignas ou
resultados normai§;G2 = leséo intra-epitelial de baixo grau, lesapai@pitelial de alto grau ou células
atipicas de significado indeterminado.

A classificag@o segue o esquema proposto por dlergit al. (2004).

14 - B Gendtipos de baixo risco

O Gendtipos de alto risco

HPV-85 0

HPV-6b
HPV-11
HPV-32
HPV-40
HPV-61
HPV-62
HPV-71
HPV-72
HPV-81

HPV-102
HPV-16
HPV-18
HPV-31
HPV-33
HPV-35
HPV-39
HPV-52
HPV-53
HPV-54
HPV-56
HPV-58
HPV-59
HPV-66
HPV-67
HPV-68
HPV-70

Genotipos de HPV

Figura 14. Frequéncia dos gendtipos de HPV entre as mulhdidsgositivas no Distrito
Federal e Entorno.
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Figura 15. Perfil do polimorfismo de restricdo do HPV-102 (darcador 100 pb; 2: amostra
néo digerida; 3-9: digestdo com as enzifBas HI, Dde I, Hae Ill, Hinf I, Pst |, Rsa | e Sau 3Al,
respectivamente).

A analise por RFLP sugeriu que 26 (31,7%) das &2ptes positivas para
DNA do HPV estavam infectadas por multiplos gera#ipDentre elas, 14 amostras
(53,8%) apresentaram citologia alterada e 12 (4F,2fresentaram resultados
citologicos normais. Dessas 26 amostras com infepoé multiplos gendétipos de HPV,
20 (76,9%) estavam infectadas por, pelo menos,amitgpo de HPV de alto risco. Para
nove das amostras co-infectadas, apenas um dosipgenfoi determinado por RFLP
(Tabela 4).

Variantes de HPV. Das 82 amostras caracterizadas como positivasidA do HPV,

11 (13,4%) (denominadas Bsb-05, Bsb-09, Bsb-23;28slBsb-45, Bsb-50, Bsb-77,
Bsb-87, Bsb-98, Bsb-107 e Bsb-153) apresentaranfispele polimorfismo de
fragmentos de restricdo atipicos e foram, subseegimmte, caracterizadas por
seguenciamento automatico da regido amplificadavpt®9/MY11. E improvavel que
as variacbes observadas nas sequéncias apresestgdas provocadas por erros
produzidos durante os processos de amplificac&@esciamento, pois, pelo menos
dois produtos de PCR independentes foram analisadada reacao de sequenciamento
foi confirmada. As sequéncias obtidas foram depdai ndGenBank.

A seqiéncia do fragmento MY do gene L1 da amossta( (EF626586),
obtida a partir de amostra cervical com alterag@dares benignas, apresentou quatro
trocas nucleotidicas ja descritas na literatura df~al. 2004) quando comparada a
sequéncia de referéncia do HPV-62 (NC006357) (andéhde de 99,1%). As mutacdes
G6793A, T6808A e G68B0A foram silenciosas, enquamautacdo A7055G provocou

a troca de residuo de aminoacido ndo conservati?dA (Figura 16).
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A andlise da amostra Bsbh-87 (EF626592), que tanfbéwobtida a partir de
material cervical com alteragOes celulares benigmaglou a presenca de quatro trocas
de nucleotideos em relagdo a sequéncia de refar&wi HPV-62 (AY395706):
G6727A, C6733A, C7159T e G7174A. Todas essas mesafd@ram silenciosas e

apenas C6733A ainda nao estava descrita na litargigura 16).

HPV-62 Posicao de variagdo de nucleotideos em L1

6 6 6 6 6 7 7 7

Amostras ! ! ! 8 8 0 1 !

2 3 9 0 8 5 5 7

7 3 3 8 0 5 9 4

Referénci G C G T G A C G

Bsk-05 (C1) - - A A A G - -

Bst-87 (G1 A A - - - - T A

Posicao dos cédons alterad 427

Referénci T
Aminoacidos alterad A

Figura 16. Variabilidade genética nas amostras de HPV-6B;@Bse Bsb-87. As posicdes
nucleotidicas dos sitios polimérficos sao indicagasopo da figura. A numeracgao refere-se ao promei
nucleotideo do genoma de referéncia do HPV-62 (AY88). Cada linha indica, da esquerda para a
direita, a identificacao do isolado e sua classiffo citopatolégica como G1 (normal) ou G2 (altyad
o alinhamento da seqliéncia nucleotidica comparagfer@ncia. A troca de amino4cido néo-conservativa
e sua posi¢do estdo indicadas, em comparacéoidacete aminoacido original. A mutagdo ainda n&o
descrita na literatura esta destacada em cinza.

A amostra Bsb-09 (EF626587), obtida a partir destraaccom neoplasia intra-
epitelial cervical de grau Il (NIC II), apresent88,8% de similaridade a sequéncia de
referéncia do HPV-70 (U21941). Foram detectadasocimutacdes nessa amostra:
T6741A, T6971A, T6975C, T6976C e G6781A. No entaapienas a mutagdo T6971A
estava associada a uma alteracdo de aminoacidereatiga, F461Y. As mutacdes
T6971A e T6975C ainda ndo haviam sido descritdsanatura (Figura 17).

A amostra Bsb-23 (EF626588), obtida de amostraaarmormal, apresentou
99,3% de similaridade a sequéncia de referéncidRM-33 (M12732). Trés mutacdes
foram encontradas nessa amostra: A6664G, A6748@929RA. Dentre elas, duas,
A6748C e T6929A, provocaram as trocas de residudsamhinodcidos E385D
(conservativa) e W446R (ndo conservativa), resgmctente. Apenas a mutagao

T6929A ainda ndo estava descrita na literaturau(gid8).
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Posicédo de variagédo d

HPV-70 nucleotideos em L1

6 6 6 6 6

Amostras ! Y Y 9 !

4 7 7 7 8

1 1 5 6 1

Referénci T T T T G

Bsk-09 (G2 A A C C A

Posicao dos cédons alterad 461

Referénci F
Aminoécidos alterad Y

Figura 17. Variabilidade genética na amostra de HPV-70, B&bAs posi¢cdes nucleotidicas
dos sitios polimérficos séo indicadas no topo daréi. A numeracéo refere-se ao primeiro nucleotildeo
genoma de referéncia do HPV-70 (U21941). Cada lintliaa, da esquerda para a direita, a identificaca
da amostra e sua classificacéo citopatoldgica c@hdgnormal) ou G2 (alterada) e o alinhamento da
seqgliéncia nucleotidica comparada a referénciaoca tconservativa de aminoacido e sua posi¢céo estéo
indicadas, em comparagdo ao residuo de aminoacigma. As mutacdes ainda nao descritas na
literatura estao destacadas em cinza.

Posicédo de variagédo d

HPV-33 nucleotideos em L1

6 6 6 6

5 6 7 9

Amostras 4 6 4 2

4 4 8 9

Referénci A A A T
Bsk-23 (G1 - G C A

Bsk-98 (G2 G - - -
Posicao dos cédons alterad 38E | 44¢€
Referénci E W
Aminoécidos alterad D R

Figura 18. Variabilidade genética nas amostras de HPV-3B;Bse Bsb-98. As posicdes
nucleotidicas dos sitios polimérficos sao indicagasopo da figura. A numeracgao refere-se ao promei
nucleotideo do genoma de referéncia do HPV-33 (2R TTada linha indica, da esquerda para a direita,
a identificacdo da amostra e sua classificaca@atitbdgica como G1 (normal) ou G2 (alterada) e o
alinhamento da seqiiéncia nucleotidica comparadfegéncia. As trocas de aminoacidos e suas posicdes
estdo indicadas, em comparacdo ao residuo de amdooériginal. A substituicdo de residuo de
amino&cido ndo-conservativa estd em negrito e asgdes ainda ndo descritas na literatura estdo
destacadas em cinza.

Na amostra Bsb-98 (DQ486473), apenas uma trocaatigtica sinbnima,
A6544G, foi observada, indicando uma similaridade9€8% a sequéncia de referéncia
do HPV-33 (M12732). Essa mutacdo néo foi identifacantre as sequéncias de HPV-
33 depositadas n@enBank (Figura 18). A amostra Bsb-98 foi obtida a padr NIC
1.

A similaridade nucleotidica entre a sequéncia pads L1 da amostra Bsbh-28
(DQ486471) comparada com a sequéncia de refer@éadiPV-59 (X77858) foi 98% e
a similaridade de aminoacidos entre elas foi de.%Z8a amostra foi obtida a partir de
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amostra cervical portadora de efeitos citopaticospativeis com infecgcdo por HPV.
Oito trocas nucleotidicas foram identificadas ngid@ MY09/MY11l de L1. Todas
essas trocas ja haviam sido identificadas em se@®mepositadas nGenBank.
Conforme mostrado na figura 19, quatro dessas esacesultaram em trocas de
residuos de aminoacidos, ao passo que as demais ratdacdes silenciosas. As
substituicbes de nucleotideos T6553A, T6653G, CA980 G7000T levaram as
seguintes trocas de residuos de aminoacidos: L3FB%50A, P449T e L465F,
respectivamente. Todas essas foram trocas ndoreatigas, com excecao da presente
no cédon 350. As mutacdes sindbnimas foram T656@B6TA, A6562T e T6997C.
Trés dessas trocas de nucleotideos (T6653G, C686352000T) ja foram descritas em
um variante do HPV-59 isolado no Brasil, denomin#sliidRI149 (AF374230) (Figura
19).

HPV-59 Posicao de variagdo de nucleotideos em L1

6 6 6 6 6 6 6 6 7

Amostras 5 5 5 5 5 6 9 9 0

5 6 6 6 9 5 5 9 0

3 0 1 2 3 3 0 7 0

Referincie T T T A T T C T G

ISIBRI4S - - - - C G A - T

Bst-28 (G2 A C A T T G A C T
Posicao dos cédons alterad 31¢ 35C | 44¢ 46E

Referénci L S P L

Aminoacidos alterad H A T F

Figura 19. Variabilidade genética na amostra de HPV-59, B&bAs posi¢cbes nucleotidicas
dos sitios polimérficos séo indicadas no topo daréi. A numeracéo refere-se ao primeiro nucleotildeo
genoma de referéncia do HPV-59 (X77858). Cada lintlima, da esquerda para a direita, a identificaca
do isolado e sua classificacao citopatoldgica c@do(normal) ou G2 (alterada) e o alinhamento da
seqgliéncia nucleotidica comparada a referénciasokolo do Brasil ISIBRI49 (AF374230). As trocas de
residuos de aminoacidos e suas posi¢fes estd@dadicem comparagdo ao residuo de aminoacido
original. As substituicdes de aminoacidos ndo-amaswas estdo em negrito.

A amostra Bsb-45 (EF626589), isolada a partir d€ NI apresentou uma
Unica troca nucleotidica, silenciosa, ainda nacocritesna literatura, T6709A, em
relacdo a sequéncia de referéncia do HPV-11 (MI4®EBI8% de similaridade) (Figura
20).
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Posicédo de variagédo d
HPV-11 nucleotideos em L1
6
Amostras [
0
9
Referénci T
Bsk-45 (G2 A

Figura 20. Variabilidade genética na amostra de HPV-11, 8sbA posi¢do nucleotidica do
sitio polimérfico € indicada no topo da figura. Ameracéo refere-se ao primeiro nucleotideo do ganom
de referéncia do HPV-11 (M14119). Cada linha indaa esquerda para a direita, a identificacdo do
isolado e sua classificagcao citopatoldgica como (&drmal) ou G2 (alterada) e o alinhamento da
sequéncia nucleotidica comparada a referéncia. tAgaa ainda ndo descrita na literatura esté destaca
em cinza.

A amostra Bsb-50 (EF626590), com 99,3% de simialida seqiéncia de
referéncia do HPV-81 (AJ620209), apresentou tasalr nucleotidicas ndo previamente
descritas na literatura: C6817T, A6848C e T7258/aldelas, A6848C, provocou a
troca de residuo de aminoacido conservativa M33dgufa 21). Essa amostra foi

obtida a partir de material cervical com alteragiédsglares benignas.

Posicédo de variagédo d
HPV-81 nucleotideos em L1
6 6 7
8 8 2
Amostras 1 4 5
7 8 8
Referénci C A T
Bsk-50 (G1 T C A
Posicao dos cédons alterad 35¢
Referénci L
Aminoacidos derado M

Figura 21. Variabilidade genética na amostra de HPV-81, B3bAs posi¢cfes nucleotidicas
dos sitios polimérficos séo indicadas no topo daréi. A numeracéo refere-se ao primeiro nucleotildeo
genoma de referéncia do HPV-81 (AJ620209). Cadaalimdica, da esquerda para a direita, a
identificagdo do isolado e sua classificacdo ctwpgica como G1 (normal) ou G2 (alterada) e o
alinhamento da seqiiéncia nucleotidica comparaddegéncia. A troca conservativa de aminoacidos e
sua posigao estdo indicadas, em comparacédo aosasdaminoacido original. As mutacdes ainda n&o
descritas na literatura estao destacadas em cinza.

A amostra Bsb-77 (EF626591), obtida a partir de saraocervical normal,
apresentou cinco trocas nucleotidicas silenciosas mwmlescritas na literatura
(similaridade de 98,9%), C6738A, A6744T, C6747T1A3G e G7185A, em relacdo a
sequéncia de referéncia do HPV-102 (DQ080083) (&iga).
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Posicao de variagdo de nucleotideos ¢
HPV-102 L1
6 6 6 7 7
7 7 7 1 1
Amostras 3 4 4 7 8
8 4 7 3 5
Referénci C A C A G
Bst-77 (G1 A T T G A

Figura 22. Variabilidade genética na amostra de HPV-102;B&bAs posi¢des nucleotidicas
dos sitios polimérficos séo indicadas no topo daré. A numeracéo refere-se ao primeiro nucleotildeo
genoma de referéncia do HPV-102 (DQO080083). Cadlaaliindica, da esquerda para a direita, a
identificagdo do isolado e sua classificacdo ctwpgica como G1 (normal) ou G2 (alterada) e o
alinhamento da sequiéncia nucleotidica comparadafedéncia. As mutagbes ainda ndo descritas na
literatura estao destacadas em cinza.

Onze substituicBes nucleotidicas ja descritastaeatura foram detectadas na
amostra Bsb-107 (DQ486474): C6597T, C6660T, C671T8849C, C6855A,
A6858G, G6927A, A6984G, G7017A, T7035A e A7036Ce dai obtida a partir de
material cervical normal. Essas mutacdes foramstasiienciosas e resultaram em
97,6% de identidade entre a sequéncia de Bsb-1@7de referéncia do HPV-66
(U31794) (Figura 23).

HPV-66 Posicao de variagdo de nucleotideos em L1
6 6 6 6 6 6 6 6 7 7 7
Amostras 5 6 7 8 8 8 9 9 0 0 0
9 6 1 4 5 5 2 8 1 3 3
7 0 1 9 5 8 7 4 7 5 6
Referénci C C C T C A G A G T A
Bst-107 (G1 T T A C A G A G A A C

Figura 23. Variabilidade genética na amostra de HPV-66, BXhb-As posi¢des nucleotidicas
dos sitios polimérficos séo indicadas no topo daréi. A numeracéo refere-se ao primeiro nucleotiideo
genoma de referéncia do HPV-66 (U31794). Cada lintliaa, da esquerda para a direita, a identificaca
do isolado e sua classificacao citopatoldgica c@do(normal) ou G2 (alterada) e o alinhamento da
seqgliéncia nucleotidica comparada a referéncia.

Finalmente, a amostra Bsb-153 (DQ486475) tinha emplistes trocas de
nucleotideos: C6596A, T6677A, C6683T, T6704C, AB3AGG6908A, GG6998A,
T7034C, C7040A e A7041C, que ndo estavam assodcasialsstituicdes de residuos de
aminoacidos. As mutagfes C6596A, T7034C, C7040A@AC nao foram detectadas
nos isolados de HPV-53 depositados@mBank. A sequéncia da amostra Bsb-153,
obtida a partir de material cervical com alteragédslares benignas, foi 97,8% similar
a de referéncia do HPV-53 (X74482) (Figura 24).
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HPV-53 Posicao de variagdo de nucleotideos em L1
6 6 6 6 6 6 6 7 7 7
Amostras 5 6 6 7 7 9 9 0 0 0
9 7 8 0 4 0 9 3 4 4
6 7 3 4 0 8 8 4 0 1
Referénci C T C T A G G T C A
Bst-153 (G1 | A A T C G A A C A C

Figura 24. Variabilidade genética na amostra de HPV-53, Bsb- As posi¢des nucleotidicas
dos sitios polimérficos séo indicadas no topo daré. A numeracéo refere-se ao primeiro nucleotildeo
genoma de referéncia do HPV-53 (X74482). Cada lintlima, da esquerda para a direita, a identificaca
do isolado e sua classificacao citopatoldgica c@do(normal) ou G2 (alterada) e o alinhamento da
sequéncia nucleotidica comparada a referéncia. Asgdes ainda ndo descritas na literatura estéo
destacadas em cinza.

Variantes do HPV-18. Para a andlise dos variantes do HPV-18, de alto,r&s quatro
amostras caracterizadas como positivas para irdgagéesse virus foram amplificadas
utilizando-se iniciadores especificos. Todas as stiuigées de nucleotideos
encontradas em amostras de variantes de HPV-16 fooafirmadas por meio de um
novo PCR e seqlienciamento.

As quatro amostras de HPV-18 amplificaram conforesperado para as
regides LCR, E6 e L1 (Figura 25). Para a amplificaglo gene L1, foi realizada a
estratégia deested PCR, conforme descrito na literatura (Arias-Pulitial. 2005). A
amostra Bsb-27 foi obtida a partir de material maivcom NIC II; as amostras Bsb-48
e Bsb-206 a partir de material cervical com alt@eaccelulares benignas; e a amostra
Bsb-82 a partir de material cervical citologicaneembrmal.

O isolado protétipo do HPV-18, cuja sequéncia tidizada como referéncia
nesse estudo, é classificado como um variante iésiAimericano (AA) e seu nimero
de acesso nGenBank € AY262282.

L1 E6 LCR

Figura 25. Perfil eletroforético do HPV-18, mostrando a afiqdicido do gene E6 (586 pb),
da LCR (1159 pb) e do gene L1 (1716 pb).
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A caracterizagdo do gene E6 das amostras de HPgrd8ceu os seguintes
resultados ap6s comparacdo com a seqiéncia deénaferdesse gendtipo viral
(AY262282). as amostras Bsb-27 (EF661654), Bsb-EZF661655) e Bsb-206
(EF661657) apresentaram duas trocas nucleotididesciesas: T485C e C549A
(similaridade de 99,6%). A amostra Bsb-82 (EF66)&f8esentou, além das mutacdes
silenciosas T485C e C549A, observadas em todas@sti@as de HPV-18 desse estudo,
as seguintes mutacdes nucleotidicas: T251C, GZBBR/C, G374A, C491A e A548G
(similaridade de 98,6%). Apenas a mutacdo C491Aquou uma troca de residuo de
aminoacido, N129K, que ndo é conservativa (FiglBa Em estudo recente sobre
variantes do HPV-18, as mutacfes T251C e G266A éamforam detectadas. No
entanto, nesse estudo, foi realizada a caracté@dzapenas até o nucleotideo 317 do
gene E6, ndo sendo possivel comparar as mutac@estadlas nas outras posicoes
(Arias-Pulidoet al. 2005). Apds a analise das sequéncias de HPV-fi8sidadas no
GenBank, constatou-se que todas as mutacdes aqui obserj@datavam descritas na
literatura.

A analise da regido LCR das quatro amostras de HPWostrou que Bsb-27
€ um variante Europeu (E), com seis mutacdes empa@tdo ao genoma de referéncia
(AY262282) (similaridade de 99,4%). A mutacdo C7R1d amostra Bsb-27 esta
localizada no segmento 5 da LCR e ainda n&o hama descrita na literatura; as
mutagdes C7529A, A7567C, T7592C e A7670T localiz®mo segmento central e
T104C esta na parte 3’ da LCR, em posicao corregaa ao sitio de ligacao do fator
YY1 (Bauknechtet al. 1995). A amostra Bsb-48 (EF661658) também €& unama
Europeu (E) do HPV-18 e possui cinco substituicées relacdo ao genoma de
referéncia (similaridade de 99,2%). As cinco muéscdetectadas nessa amostra estao
localizadas no segmento central, que contém a iaalos sitios de ligacdo para fatores
de transcricdo no®nhancers epitélio-especificos da LCR do HPV-18: C7529A,
A7564C, A7567C, T7592C e A7670T. Além dessas, rda&s substituicdes estavam
presentes na amostra Bsb-48 e localizadas no ségrBena LCR: A41G, posicao
correspondente ao sitio de ligacdo do fator Sp1@C, localizada no sitio de ligacao
do fator YY1. Todas essas alteracdes, com exce@ad7b64C, j& haviam sido

previamente descritas (Figura 27) (Arias-Pubtlal. 2005).
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HPV-18 Posicéo de variacé@o de nucleotideos em

2 2 3 3 4 4 5 5

Amostras s 6| 1] 7] 8] 9] 4] 4

1 6 7 4 5 1 8 9

Referénci T G T G T C|l A C

Bst-27 (G2 C A

Bst-48 (G1 - - - - C A

Bst-82 (G1 C| A C| A C| A G| A

Bst-206 (G1 - - C A

Posicao dos cédons alterad 12¢

Referénci N
Aminoécidos alterad K

Figura 26. Variabilidade genética do gene E6, mostrandmaisagdes nas amostras de HPV-
18, Bsb-27, Bsh-48, Bsb-82 e Bsh-206. As posic@esentidicas dos sitios polimorficos séo indicadas
no topo da figura. A numeracao refere-se aos pram@iucleotideos do genoma de referéncia do HPV-18
(AY262282). Cada linha indica, da esquerda pariaeital a identificacdo da amostra e sua classfica
citopatologica em G1 (normal) ou G2 (alterada)adimhamento da sequiéncia nucleotidica comparada a
referéncia. As trocas de aminoacidos e suas pasigsio indicadas, em comparagdo ao residuo de
aminoacido original. As substituicbes de amino&cid@o-conservativas estao em negrito e as mutagbes
ainda ndo descritas na literatura estdo destaeatasza.

A amostra Bsb-82 (EF661659), por sua vez, € unantiAfricano (Af) do
HPV-18 e possui 17 substituicdes em relacdo aorgerte referéncia (similaridade de
97,6%): T7258A, A7323G (segmento 5 da LCR), C7496&7512A, C7529A,
T7530C, G7563A, A7567C, T7592C, T7643G, T7651C, 8@, A7670T, T7704C,
C7726T, C7730A (segmento central da LCR) e A92@r@nto 3’ da LCR) (Figura
27). Todas essas alteragcbes foram previamenteitdsgoor Arias-Pulideet al. (2005),
em estudo de caracterizacdo de variantes do HRyétE®tados nos Estados Unidos. A
substituicdo C7726T esta localizada em posicadcespondente ao sitio de ligacdo do
fator Oct-1 (Morriset al. 1993) e as mutacbes T7651C e A7658C estao ladakzno
sitio de ligacdo do fator de transcricdo especifieoqueratindcitos, KRF-1 (Butz &
Hoppe-Seyler 1993).

A amostra Bsb-206 (EU034031) é um variante Eurofi@udo HPV-18 e
possui sete substituicdes em relacdo ao genomefeténcia (similaridade de 99,4%).
A mutacéo A7180C detectada nesse isolado estaziadalno segmento 5’ da LCR; as
mutagbes C7529A, G7563A, A7567C, T7592C e A767CRlipam-se no segmento
central; e T104C no segmento 3' da LCR. Todas eabasacdes, com excecdo de
A7180C, ja haviam sido previamente descritas (Bid#) (Arias-Pulidat al. 2005).

A alteracdo na posicédo T7592, detectada nas armds$ta48, Bsb-82 e Bsb-

206, foi observada, também, em todos os variamesstiido conduzido por Sichezb
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al. (2005). As substituicdes C7529A, A7567C, T759287670T estavam presentes
em todos os variantes do estudo realizado por ¥llal. (2000). As variagdes nos
nucleotideos A41, A92 e T104 estdo localizadasrigeeim de replicacdo do HPV-18
(Leeet al. 1998).

HPV-18 Posicéo de variagé@o de nucleotideos na L(

72 AN DAl AN AN AN AN AN VAN A A IR A A N4 A (AN VAN s

Amostras 112|3|4)]4|5]|]5]|]5]|]5]|5]|]5]|5]|6]|]6|6|6]7]|7]|7

8|512|1]9]1]2]|]3|]6|]6]6]|]9]4]|5|5]7]0]2]3S.3

0|l8|]3|3|]6]]2]9]0]3|4|7]2]3|]1|8|]0|4]6]0O0
ReferénciaA¥ | A| T|A|C|C|G|C|T|GIA|A|T|T|T|AJA]|JT]|JC|C|A]|A]|T
Bst-27 E -l-1-1Tl-1-1A1-1-1-1Cclcl-1-1-1T71-1-1-1-1-1C¢
Bst-48 E -1-1-1-1-1-1A]l-1-1¢€c|c|cC]|-]- T -1-1G1-1]C
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Bsk-206 E Cl-1-1t-1-1-1Al-1A1-1CclCcl-1-1-1T71-1-1-1-1-1C¢
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Figura 27. Variabilidade genética da LCR, mostrando as gégs has amostras de HPV-18,
Bsb-27 (Europeu — E), Bsb-48 (Europeu — E), Bsliicano — Af) e Bsb-206 (Europeu — E) em
comparacao ao genoma de referéncia (Asiatico-Armmeoic- AA). As posi¢des nucleotidicas dos sitios
polimdrficas sdo indicadas no topo da figura. A eragdo refere-se aos primeiros nucleotideos do
genoma de referéncia do HPV-18 (AY262282). Cadhaliindica, da esquerda para a direita, a
identificacdo da amostra e o alinhamento da seégiéuncleotidica comparada a referéncia. Abaixooesta
indicados os possiveis fatores de transcricdo quéam nas respectivas posi¢cdes nucleotidicas. As
mutacOes ainda ndo descritas na literatura estdtacdelas em cinza. Em destaque, nucleotideos
localizados na origem de replicagcdo do HPV-18.

Apés a andlise do gene L1 das amostras de HPVel&bkervado que a
mutagdo C5875A, ja descrita na literatura e obskerveam todas as amostras deste
estudo, provocou a troca de residuo de aminoaéida@onservativa T149N. A mutacao
T5619A, previamente descrita na literatura e queoudea troca de residuo de
aminoacido conservativa L64M, e a mutacdo silelacid8401G, também ja descrita,
foram observadas nos trés variantes E do HPV-18-28Bs Bsb-48 e Bsb-206) (Figura
28).

Adicionalmente, a amostra Bsb-27 apresentou a @ot@6486A, silenciosa e
ainda ndo descrita na literatura. A amostra Bslay@@sentou uma mutacao adicional:
A6998G, silenciosa e ja descrita em sequénciasRi-1B depositadas MéenBank. A
amostra Bsb-82 apresentou o maior nimero de tragasotidicas, conforme esperado
por ser tratar de um variante Africano do HPV-18. rAutacdes silenciosas foram:
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T5648C, C5684T, C5729T, A5832C, A5924T, C6017T, &B3, T6581C, C6626T,
C6632T, G6719A, G6749A, G6917A e C7064T. Apenas trquasubstituicoes
nucleotidicas estavam associadas a trocas de wsstiiuaminoacidos: G5581A, que
levou a troca conservativa R51K; A5584G, que leaoN52S, também conservativa;
C5875A associada a T149N nao conservativa; e G6§r@Aevou a troca conservativa
V384l. As mutagbes C5729T, A5924T e C6632T ainda Imd@viam sido descritas na
literatura. Finalmente, a amostra Bsb-206 ndo eptes outras mutacdes, além das
acima mencionadas (Figura 28).
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Figura 28. Variabilidade genética do gene L1, mostrandoagiggdes nas amostras de HPV-

18, Bsb-27, Bsb-48, Bsb-82 e Bsb-206 em comparagdenoma de referéncia do HPV-18. As posicdes
nucleotidicas dos sitios polimoérficas sdo indicadastopo da figura. A numeracgdo refere-se aos
primeiros nucleotideos do genoma de referénciaRi-H (AY262282). Cada linha indica, da esquerda
para a direita, a identificacdo da amostra e ohalitento da sequéncia nucleotidica comparada a
referéncia. As trocas de aminoacidos e suas pasigséio indicadas, em comparagdo ao residuo de
aminoacido original. As substituicbes de amino&cid@o-conservativas estao em negrito e as mutagdes
ainda ndo descritas na literatura estdo destaeatasza.
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A analise filogenética foi realizada a partir dgigncias de 560 pb obtidas
neste trabalho juntamente com as sequUéncias da de&CRIPV-18 depositadas no
GenBank. No total, foram incluidas 31 amostras.

A andlise filogenética revelou a formacao de ttédos(Figura 29). O clado
constituido pelos variantes AA apresentou um agngp#o formado pela sequéncia de
referéncia do HPV-18 (AY262282) e as outras dugsiéacias derivadas de genomas
completos dos protétipos de HPV-18 presenteSamBank (NC_001357 e X05015).
Os demais variantes AA foram descritos por AriakdBuet al. (2005), nos Estados
Unidos. O clado de variantes E continha as tréstaa®wdo DF (Bsb-27, Bsb-48 e Bsb-
206), confirmando a classificagdo dessas amostraamo E. A amostra Bsb-48 estava
mais proxima do variante AY173, também dos Estadiidos. Finalmente, o clado de
variantes Af incluiu uma amostra do DF (Bsb-82)hfoome verificado na analise do
sequenciamento. As amostras do DF ndo formaranpagmento distinto. A pequena
distancia genética observada entre os isoladoadte dado filogenético é demonstrada
na arvore pela auséncia de ramificacdes longasjeoirglica a similaridade elevada
entre os variantes estudados. Para o HPV-18, dsdeo Af e 0os AA estdao mais
afastados filogeneticamente, podendo-se observanonae maior proximidade entre os
variantes AA e E.

Os resultados obtidos na andlise filogenética fotanfirmados pela analise
de distancia genética da LCR, que demonstrou umar npoximidade entre os
variantes E do DF (Bsb-E) e os variantes E do bgeodmico; e entre o variante Af do
DF (Bsb-Af) e os variantes Af do HPV-18 depositadmsGenBank. As distancias
genéticas foram: para Bsb-27 0,4% com E, 0,7% céneR% com Af; para Bsb-48
0,5% com E, 0,9% com AA e 2,2% com Af; para Bsht&®6 com E, 2,3% com AA e
0,1% com Af; para Bsb-206 0,2% com E, 0,7% com AR#®6 com Af (Figura 30). As
médias das distancias genéticas para os variardeslEE (Bsb-E) foram de 0,3% com
os variantes E, 0,8% com AA e 2% com Af do HPV-18.
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Figura 29. Andlise filogenética d
HPV-18, realizada pelo método de
neighbor-joining, das seqiéncias
nucleotidicas da LCR. O numero
mostrado no ponto de ramificacdo
representa a porcentagem para o
valor de bootdrap para 1000
réplicas. O teste de razdo de
verossimilhanca foi utilizado para
dar respaldo estatistico aos ramos
(expresso por valor de p). ** p <
0,001. Em adicdo as amostras
analisadas neste trabalho (Bsb, em
negrito) estédo presentes amostras do
estudo de Arias-Pulidet al. (2005).

As siglas que antecedem o numero
de acesso das amostrasGenBank
indicam a classificacdo dos
variantes: AA (Asiatico-
Americano); EU (Europeu) e AF
(Africano). O HPV-45 foi usado
como grupo externo. O valor da
barra de escala no canto esquerdo
inferior representa a distancia
genética em substituicdes por
nucleotideo do fragmento analisado.

78



Resultados

O Bsk-E
2™ _ O Bst-Af
S _
< 2 _ —

(1]
S ] —
215
o]
0}
.g 14
[
<LG
Q 0’5 7 H H
D H
O |_| T T T T T T T T T T I:I T T D T T
E AA Af E AA Af E AA Af E AA Af

Bsh-27 Bsh-48 Bsh-82 Bsh-20¢

Figura 30. Distancia genética na LCR entre os variantes fiaw® (Bsb-E: Bsb-27, Bsb-48 e
Bsb-206) e Africano (Bsb-Af: Bsb-82) do DF e osiaates Europeus (E), Asiatico-Americanos (AA) e
Africanos (Af) do HPV-18 depositados @enBank.

HPV x HIV. A frequéncia de infeccdo por HPV e de anormalidasdiegpatolégicas
nessa populacédo foi analisada com relagdo a contdgecélulas CD4+ das mulheres
infectadas por HIV. Para tanto, as mulheres foramdidas em trés grupos: < 200, 200-
500 e > 500 células CD4L. Trinta pacientes (15%) tinham CD4 < 200; deefes, 17
(56,7%) eram HPV+ e 12 (40%) apresentaram resultdtdoado no exame citolégico
(G2). Das 110 pacientes (55%) com contagem de G4 €00 e 500, 46 (41,8%)
foram positivas para HPV e 21 (19,1%) pertencia@®aFinalmente, das 60 pacientes
(30%) com contagem de CD4 > 500, 19 (31,7%) forasitipas para HPV e apenas
seis (10%) apresentaram anormalidade no laudoatitigico (Figura 31). As analises
estatisticas sugeriram que as anormalidades cita®g@stavam associadas ao nivel de
imunossupressdo (p < 0,005), poréem nado foi possiveservar associacdo
estatisticamente significativa entre a prevalémgainfeccdo por HPV e o nivel de
imunossupresséao (Tabela 5).
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Figura 31. Relacao entre a contagem de células T Cii4€/a freqiiéncia (%) de amostras
com relagdo a positividade ou ndo para infeccao @Y e a ocorréncia (G2) ou ndo (G1l) de
anormalidades no laudo citopatoldgico.

Tabela 5 Relacao entre os resultados de exames citopatofca infecgdo por HPV e os
marcadores da infecgdo por HIV (CD4+ e carga viral)

Laudo Citopatoldgicc
Normal / Alteracgoe:

. Alterado
celulares benignas n =39
n=161 -
HPV negativo 114 (70,8%) 4 (10,3%)
HPV positivo, 31 (19,2%) 28 (71,8%)
alto risco
HPV pO.SItIVO, baixo 16 (9,9%) 7 (17,9%)
riISCO
HPV positivo, 12 (7,4%) 14 (35,9%)
co-infeccao
CD4+hl 446.9 / 415 317.8/ 280
média / mediana
CargaviraldoHIV. )50, 4 750 46524,1 / 3736

média / mediana

A carga viral do HIV estava associada a ocorrérdga anormalidades
citologicas e a deteccdo de DNA do HPV (p < 0,088}re os 22 individuos com carga
viral superior a 30000 copias/mL, a prevalénciandieccédo por HPV foi de 68,2% e de
anormalidades citologicas foi de 40,9%. Entre & fdacientes com carga viral menor
gue 30000 copias/mL, o DNA do HPV foi detectado 8Mm6% e anormalidades
citologicas em 16,8% (Figura 32) (Tabela 5).
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Figura 32. Relacéo entre a carga viral (CV) do HIV (copiasRNA/mL) e a freqiiéncia (%)
de amostras com relacdo a positividade ou ndoip@egao por HPV e a ocorréncia (G2) ou nao (G1) de
anormalidades no laudo citopatoldgico.

A maioria (68%, n = 136) das pacientes estava &pbratipo de tratamento
anti-retroviral, com 16/136 (11,8%) em terapia quath, 93/136 (68,4%) em tripla e
27/136 (19,8%) em dupla. Cinquenta e oito pacief@2%$%) submetidas ao tratamento
foram positivas para DNA do HPV e 78 (57,3%) foraegativas. Das 136 pacientes
em tratamento, 29 (21,3%) apresentaram laudo ¢itdgaco cervical alterado (G2). As
demais 64 mulheres (32%) HIV positivas ndo estaresebendo qualquer tratamento
anti-retroviral ao entrar no estudo. Dentre eld@s$s% (24/64) era positiva para DNA do
HPV e 62,5% (40/64) era negativa. Dentre essas d&@demes que nao estavam
recebendo anti-retrovirais, 10 (15,6%) pertencianG2 N&o foi observada uma
associacao significativa entre o uso de drogagreintvirais e a presenca de HPV ou de

anormalidades citologicas (Figura 33) (Tabela 6).
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Uso de anti-retrovirais

Figura 33. Relacao entre o uso de anti-retrovirais (ARV)feegliéncia (%) de amostras com
relacédo a positividade ou ndo para infeccao por dRMocorréncia (G2) ou ndo (G1) de anormalidades
no laudo citopatolégico.
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Tabela 6 Relacéo entre a presenca de infec¢do por HPMaosadores da infeccéo por HIV
(CD4+ e carga viral) e o tratamento anti-retroviral

HPV HPV alto riscc HPV baixo riso
n (%) n (%) n (%)
CD4+/uL
<200 (n = 30) 17 (56,7) 14 (46,7) 3 (10)
200-500 (n = 110) 46 (41,8) 33 (30) 13 (11,8)
> 500 (n = 60) 19 (31,7) 12 (20) 7 (11,7)
HIV carga viral (copias/mL)
< 30000 (n =178) 67 (37,6) 45 (25,3) 22 (12,4)
> 30000 (n = 22) 15 (68,2) 14 (63,6) 1(4,5)
Terapia Anti-retroviral
Sim (n = 136) 58 (42,6) 40 (29,4) 18 (13,2)
Nao (n = 64) 24 (37,5) 19 (29,7) 5(7,8)
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DISCUSSAO

Prevaléncia do HPV As infecgcbes por HPV séo as doencas sexualmeaisntitidas
mais comuns atualmente. Estudos utilizando testa P&IA de HPV em mulheres
assintométicas na populacao geral estimam queval@reia de infeccado por HPV varie
de 2-44% (Baseman & Koutsky 2005). Essa ampla g@oianas estimativas de
prevaléncia é bem explicada por diferencas de idatlee as amostras populacionais
estudadas, por diferencas na sensibilidade dossvérisaios usados para detectar o
DNA do HPV e devido as diferengas entre as popelgstudadas (Burchedt al
2006; Trottier & Franco 2006).

Um estudo internacional multicéntrico conduzidoap@béncia Internacional
de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) forneceu dadd$s deeas em quatro continentes,
envolvendo mulheres com idade entre 15 e 74 angee¥aléncia de HPV variou de
menos de 5% em alguns paises mediterraneos e dstswsiatico a mais de 15% em
diversos paises da América Latina e entre alguropslactes africanas (Boseh al
2006).

Dados referentes a prevaléncia do HPV indicam gpesétividade para esse
virus varia entre 27% a 70% na populacdo em g8adig¢wet al 2007; Trottier &
Franco 2006). Ja para as mulheres HIV-positivasglasos indicam taxas mais altas de
infeccao por HPV (40% a 95%) e de lesbes cervid®% a 36%) do que entre as HIV-
negativas (23% a 55% e 1% a 12%, respectivameiued Kim 2005).

Em estudo anterior realizado no Distrito FederaF)(Dfoi observada uma
prevaléncia de 62% de infec¢do por HPV entre mathétV-negativas portadoras de
anormalidades caracteristicas de infeccdo por HP¥ exames citopatoldgicos
cervicais (Camarat al 2003). Esse resultado, juntamente com o obtidwesa
prevaléncia de HPV em mulheres HIV-positivas do @E%), e os divulgados em
outros estudos, sugere que é necessario 0 monéotantonstante de patologias
cervicais, especialmente entre mulheres infectpdasHIV (Chaturvediet al 2005;
Ahdieh et al 2001). Os resultados obtidos no DF, onde se wiseuma menor
prevaléncia de infeccdo por HPV entre as mulhet¥s ¥1%), quando comparadas as
HIV- (62%), podem ser explicados pelo fato de cqpatas as mulheres ndo infectadas
por HIV incluidas no estudo de Camaea al (2003) possuiam anormalidades
citopatoldgicas cervicais, que estdo associadageacéo por HPV. Por outro lado, no
presente estudo, foram avaliadas mulheres infectada HIV, independente do
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resultado do exame cervical, refletindo melhorevaléncia de infeccéo por HPV nessa
populacdo especifica de mulheres HIV+.

A prevaléncia de infeccdo por HPV varia de acordm @ populagcdo em
estudo. Chaturvedi e colaboradores (2005) observarms Estados Unidos, uma
prevaléncia de 48,7% de infeccdo por HPV em muthét®/-positivas. Em estudo
conduzido na lItélia sobre a distribuicdo dos HP¥Beemulheres imigrantes e com
histérico de prostituicdo, observou-se que 42,2% alaostras foram positivas para
HPV, com taxas de detecgcao de 57,1% entre as Hsiinms e 35,5% entre as HIV-
negativas (Tornesellet al 2007). Na regido sudeste do Brasil, foi demodstrgor
PCR, que 87% das mulheres HIV-positivas apresemddA do HPV (Leviet al
2004). Essas variagOes na prevaléncia de infecga®iBV refletem, provavelmente,
diferencas nas populagfes estudadas e nos meéteddstekccdo do HPV utilizados
(Chaturvediet al 2005). No geral, os resultados indicam que celea50% das
mulheres estéo infectadas por HPV, caracterizamdoproblema mundial de saulde
publica.

Na literatura relata-se, com frequéncia, que mekheétlV-positivas possuem
maior probabilidade de co-infec¢cdo por multiplos@@os do HPV. Esse aumento na
prevaléncia de co-infeccédo por HPV esta associaddas freqlientemente, a persisténcia
ou ativacdo de infeccdes pré-existentes, devidmunidade prejudicada, do que a
aquisicao de novas infecgbes (Queirizal 2004). Chaturvedi e colaboradores, em
2005, relataram uma frequéncia de 26,5% de infepg@anultiplos gendtipos de HPV
em mulheres HIV-positivas, com um risco 4,25 vemesor de co-infecgcdo por HPV
quando comparadas as HIV negativas. Em metan&isente, foi observada uma
prevaléncia de infeccdo por multiplos gendtipos HRV entre mulheres também
infectadas por HIV variando de 11,9% entre as gé&e tinham anormalidades
citolégicas a 34,7% para as que tinham ASCUS/LSI41€1% para as com HSIL
(Clifford et al 2006). No estudo ora apresentado, observamoscéidemista por
diferentes HPVs em 13% das mulheres HIV e HPV-pasitdo DF e Entorno. No
entanto, € importante frisar que os ensaios de RG&Jos na maioria dos estudos
epidemiolégicos, ndo foram otimizados para amplfdm de mdltiplos gendtipos na
mesma reagao e que as sequéncias de DNA de aldgeivis $8o amplificadas com
menos eficiéncia que outras. Essas limitacOes roktgidas podem resultar em
subestimativas do nimero de genétipos em uma aar@sbittier & Franco 2006).
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Diversidade genéticeD estudo genotipico de isolados do HPV é de granpertancia
para a deteccao de polimorfismos virais em isoladdcais e dos diferentes tipos
genéticos que ocorrem em cada regido. Desta fqrot-se contribuir para o controle
e para o tratamento da doenga associada ao HHNindetse a relevancia de pesquisas
epidemiolégicas moleculares. Esses estudos podemeckr evidéncias sobre a
existéncia de diferencas bioldgicas na transmigfibie e patogénese entre os diversos
gendtipos do HPV, além de contribuir para o deskimento e utilizacdo efetiva de
vacinas. A distribuicdo dos gendtipos do HPV nosBirzarece ser complexa, ja que sua
prevaléncia pode diferir significativamente mesmtreecidades bem préximas. Porém,
€ importante destacar que a distribuicdo dos geo®tde HPV tem determinantes
préprios, pois varia de acordo com as caractessfiopulacionais, virais e ambientais.
Dessa forma, os dados de um local ndo podem seraigados para todo o pais ou
mesmo para uma regido geografica. Além disso, comefotem sido verificado na
literatura, a distribuicdo dos diversos genotipoHiPV parece ser diferente de acordo
com o cenario clinico em estudo como, por exenmgitre populagbes HIV-positivas e
HIV-negativas (Chaturvedit al 2005).

Existe, atualmente, um interesse crescente sengtelvimento e no uso de
vacinas contra os HPVs. No Brasil, a vacina quatkite contra os HPVs 6, 11, 16 e
18 ja& esta registrada e em comercializacdo. Owaiamas estdo em fase de testes
clinicos no Brasil, principalmente nas regides 8uBudeste. O conhecimento da
prevaléncia dos genétipos de HPV e dos variantesurde mesmo gendtipo em
populacdes ndo portadoras e portadoras de oufedes transmitidas sexualmente
(ITSs) é fundamental na escolha dos HPVs que sérd@midos nas vacinas,
determinando a eficacia das mesmas (Calleja-Matiat 2005; Yamadat al 1997).
Dessa forma, a informacéo sobre a diversidade igarndd HPV no DF, em diferentes
cenarios clinicos (mulheres HIV-negativas e HIVipess), é fundamental na anélise
da potencial eficacia de uma vacina a ser possargknintroduzida no Programa
Nacional de Imunizacao (Cerqueetal 2007; Camarat al 2003).

O HPV-16 €, mundialmente, o gendtipo de alto ris@is prevalente, sendo
detectado em mais de 50% de todas as lesOes ¢emasadas por HPV (Sterling &
Tyring 2001; Swanet al 1999; LANL 1997; zur Hausen 1991). A Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o cancer (IARQ)lglwu, recentemente, resultados de
uma analise sobre a distribuicdo mundial de geostide HPV em mulheres
citologicamente normais. Entre as 15613 mulheregstigadas, o gendtipo mais
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comum foi o HPV-16, seguido pelos HPVs 42, 58,18.,56, 81, 35, 33 e 45 (Clifford
et al.2005).

Em metandlise recente sobre a prevaléncia do HR¥ B578 mulheres HIV-
positivas, foi observado que, entre aquelas semnatioades citoldégicas, os seis
genotipos de alto risco mais comuns do HPV foramb86 18, 52, 31 e 33. Por outro
lado, a analise das mulheres HIV-positivas com H&monstrou uma probabilidade
significativamente maior de infeccdo pelos gen&ipd, 18, 33, 51, 52, 53, 58 e 61 do
HPV (Clifford et al 2006).

Na Bahia, os gendtipos mais prevalentes de HPVeemulheres HIV-
positivas foram 16, 52, 51, 56, 54, 33, 35 e 53€ffpz et al 2004). Gongalves e
colaboradores (1999) detectaram os genétipos BeanlSantos (Sao Paulo), seguidos
pelos HPVs 61 e 53 em 141 pacientes HIV-positi#as. outro estudo conduzido em
Séao Paulo, entre 208 pacientes HIV-positivas, o #8F®i o mais prevalente, seguido
pelos HPVs 51, 11, 18 e 16 (Leatial 2002a). No Distrito Federal, em estudo realizado
entre mulheres HIV-negativas, o HPV-16 foi o masvalente (49,2%), seguido pelo
HPV-58 (13,43%). Esse dado do DF é semelhante aofajurelatado em estudos
conduzidos nas regifes norte e nordeste do BrasilEspanha e em alguns paises
asiaticos e latino-americanos (Camatal 2003; Touzeet al 2001; Lorenzatet al
2000; Noronhaet al. 1999). Os dados apresentados demonstram a grvandbilidade
na distribuicdo dos gendtipos do HPV entre difergrbcalidades e entre diferentes
populacdes de uma mesma regiao.

No trabalho ora apresentado, observamos 27 ditsegenoétipos de HPV
entre mulheres HIV-positivas do DF e Entorno: 16, 8, 35, 53, 58, 62, 70, 33, 66,
18, 31, 56, 61, 71, 6b, 11, 39, 40, 54, 32, 5968772, 85 e 102, em ordem decrescente
de prevaléncia. O HPV-81 foi, juntamente com o HE®/-0 gendtipo mais prevalente
nesse estudo (12,2%). Em estudo sobre a distrdumgéndial dos gendtipos de HPV
em mulheres citologicamente normais, conduzido@iibford et al (2005), o HPV-81
foi 0 segundo gendtipo de baixo risco mais prevaleencontrado em 6,2% das 1429
mulheres HPV-positivas. Nesse estudo, a preval@wielPV-81 foi 7% nas amostras
africanas, 5% nas asiaticas, 4% nas amostras daicanud Sul e 2% nas européias
(Clifford et al 2005).

No estudo conduzido na populacdo HIV negativa dq p&r Camara e
colaboradores (2003), 13 gendtipos de HPV foranomtnados (16, 58, 31, 53, 18, 33,
35, 52, 66, 81, 6, 11 e 71). Considerando-se qum o 30 gendtipos de HPV podem
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infectar a mucosa genital em humanos, a detec¢&Y deendtipos diferentes entre as
mulheres HIV+ do DF confirma, de acordo com o eslat na literatura, a maior
variabilidade do HPV na populacdo infectada por HGlifford et al 2006). Essas
diferencas na prevaléncia dos gendtipos de HPVmaear relacionadas a complexa
inter-relacdo geogréfica e bioldgica entre os difegs genotipos e variantes de HPV e
fatores imunogenéticos do hospedeiro. Nesse sengstodos sdo necessarios para
verificar o risco epidemiolégico de gendtipos deVHRenos comuns, para identificar
novos genotipos, subtipos e variantes e para manita eventual dispersdo de
gendtipos virais ndo usuais relacionados a proggageavacinacdo e/ou mobilidade
populacional (Tornesellet al. 2006; Cliffordet al. 2005).
HPV x Idade. A idade mediana de inicio da vida sexual € deacee 16 anos na
maioria dos paises. Apds cinco anos do inicio da gexual, aproximadamente 50%
das mulheres jovens ja estao infectadas com nanmiom dos 30 gendétipos de HPV
gue infectam preferencialmente os 6rgaos genitdgesultados obtidos nesse trabalho
mostram uma prevaléncia significativamente mais éé HPV entre mulheres jovens
HIV-positivas, 0 que esta de acordo com o relatagditeratura, que indica que a
incidéncia méaxima da infeccdo por HPV ocorre emltaduyovens (Burd 2003; Stier
2003; Leviet al 2002a).

Os adultos jovens sexualmente ativos represenfaancala da populagdo com
maior risco de adquirir HPV, conforme estudos epidégicos que mostram que a
prevaléncia de infeccdo por HPV é mais alta enuthenes jovens sexualmente ativas,
indicando uma reducgé&o no risco apos a idade da@8 dentre os fatores responsaveis
pela reducao no risco de infec¢cdo por HPV com oeationda idade, podem-se citar as
mudangcas no comportamento sexual e uma possiwrhgldb na resposta imune.
Entretanto, um segundo pico de infeccdo por HP\idaites avancadas também é uma
caracteristica comum das descobertas epidemio®g@i®aschet al. 2006; Trottier &
Franco 2006).
HPV x Laudo citopatologico.Em estudo realizado nos Estados Unidos sobre a
distribuicdo dos gendtipos de HPV entre o espeatdroategorias de citologia cervical, o
DNA viral foi detectado em 27% das amostras semdolastraepitelial, em 89,5% das
amostras com ASCUS, em 97,5% das amostras com ¢ &lin 96,5% das amostras
com HSIL. Trinta e sete gendtipos diferentes de HBNAM identificados. Pdde-se
concluir, nesse estudo, que a deteccdo de HPMfaeisdo por PCR pode beneficiar o
tratamento das pacientes (Evasis al 2006). Essa correlagcdo entre as pesquisas
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epidemiolégicas moleculares e os dados clinicogréreamente importante, visto que
os resultados referentes a prevaléncia e a vadadd genética do HPV obtidos na
populacdo do DF foram repassados aos médicos ddsosede saude participantes.
Dessa forma, esperamos contribuir no tratamentarddseres incluidas no estudo, o
gue esta associado a uma melhoria na qualidadeddeevtambém a uma potencial
reducdo de custos para a saude publica.

Na Suécia, de 1 milhdo de testes de Papanicoldimad@s por ano, cerca de
4% apresentam qualquer grau de anormalidade. Gwasib-se as mulheres com
atipias de baixo grau analisadas, 66% eram positpgra DNA do HPV, o que
demonstra a importancia da confirmacéo da infeatiivpando-se técnicas moleculares,
mesmo em mulheres com laudos citopatologicos apsugsstivos de infeccdo por
HPV (Anderssoret al 2005). Na Italia, dentre 414 mulheres estudaaaprevaléncias
de infeccdo por HPV foram 19,7%, 63,4%, 80% e 81¢bfibe pacientes com ceérvice
normal, lesdo intraepitelial escamosa de baixo,gtawalto grau e carcinoma cervical,
respectivamente. Um total de 31 genétipos de HRdémtificado, sendo o HPV-16 o
mais frequente (Tornesek al 2006).

Recentemente, foi realizada uma meta-andlise poisae da literatura
mundial entre 1995 e 2005 referente a prevaléndiatebuicdo dos genoétipos do HPV
entre mulheres citologicamente normais. No gerghrevaléncia do HPV entre as
157.879 mulheres incluidas foi 10,4%. Por regido peevaléncias foram 22,1% na
Africa, 20,4% na América Central e México, 12,3% América do Sul, 11,3% na
América do Norte, 8,1% na Europa e 8% na Asia. &g as regides, a prevaléncia do
HPV foi mais alta em mulheres com menos de 35 daddade. Na Africa, Américas e
Europa, um segundo pico de prevaléncia do HPVHeeovado em mulheres com mais
de 45 anos. Com base nessas estimativas, podexdaicque cerca de 291 milhdes de
mulheres em todo o mundo possuem DNA do HPV, dagsg82% devem estar
infectadas por HPV-16 ou HPV-18, ou ambos (de Sambal 2007).

Em estudo recente no Rio de Janeiro, Carvalho abomdores (2005)
observaram que a prevaléncia geral de DNA do HR\dd050,1%, variando de 25%
entre mulheres classificadas como normais no tstPapanicolau para 100% entre
mulheres com diagndstico de HSIL. Diferencas esiedimente significativas foram
detectadas entre as porcentagens de individuosirdestdo por HPV com cérvice
normal versus HSIL. No estudo ora apresentado,redns®s, na regido central do
Brasil (DF e Entorno), a presenca de infeccéo oY lentre 29,2% das mulheres sem
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anormalidades no exame citopatologico e entre 8934 classificadas como
portadoras de citologias cervicais alteradas, cowapdo a prevaléncia
significativamente maior de infec¢cao por HPV emtngheres com atipias cervicais (p <
0,0001). A positividade para DNA do HPV foi 50% renas portadoras de ASCUS,
90,5% entre as mulheres com LSIL e 100% entre msHSIL.

A presenca de DNA do HPV entre amostras cervicasmais pode
caracterizar infecgdes latentes ou lesdes cervicaigientes, caracterizando um baixo
nivel de replicagdo génica do HPV e potencialment@ maior risco de
desenvolvimento de lesdo. Mesmo um Unico testetiymgbara HPV em mulheres
citologicamente normais pode predizer o aparecimed®# lesdo subsequente. A
positividade para DNA de HPV, quando a analiseld@jioa é normal, determina a
necessidade de um melhor acompanhamento clinigadante, sendo importante um
monitoramento cervical mais freqiente para detepg@coce de lesdes cervicais. Além
disso, fatores ambientais e imunolégicos do hospegedem ter um papel importante
no desenvolvimento de lesGes cervicais. A histéaiaral de uma infec¢do genital por
HPV, incluindo os gendétipos e a carga viral do HRY longo do tempo, pode
influenciar o risco de leséo, bem como sua tendéaeiregredir, persistir ou progredir
(Kjaer et al 2006; Carvalhet al 2005).

E importante salientar a prevaléncia elevada dec@do por HPV (29,2%)
entre as mulheres infectadas por HIV e citologigam@ormais no DF e Entorno. Na
literatura, conforme previamente relatado, as tad@gositividade para HPV entre
mulheres sem anormalidades cervicais variam dedac@om as caracteristicas
populacionais. No entanto, de um modo geral, narkaméo Sul, foi relatada uma
prevaléncia de 12,3% de DNA do HPV entre mulheoss citologia cervical normal
(de Sanjoseet al 2007). Ja entre mulheres HIV-positivas citologieate normais, a
prevaléncia do HPV costuma ser mais alta, confo@h#ford et al (2006), que
relataram uma prevaléncia de 36,3% de DNA do HPRéa@opulacdo. Dessa forma, os
resultados aqui obtidos confirmam uma maior prexasede infeccdo por HPV entre
mulheres infectadas por HIV, mesmo na auséncia rdenwmlidades cervicais. A
presenca de infecgdo por HPV em mulheres citologgcde normais evidencia a
necessidade de acompanhamento dessa populacdoaspmisoplasias cervicais em
mulheres HIV positivas devem ser precocemente dstgradas para prevenir a
progressao dessas lesdes. O cancer invasivo neasgmtes imunodeprimidas tem

89



Discussao

comportamento mais agressivo, responde mal asdenageconizadas e, na recorréncia,
€ de pior prognéstico (de Souztaal 2001).

Por outro lado, a presenca de amostras negativasHRV entre mulheres
com laudos citopatolégicos apresentando atipiadareb pode ser explicada pelo fato
de que, segundo as diretrizes da Sociedade AmaridanColposcopia e Patologia
Cervical (ASCCP), da perspectiva de triagem deaédde colo do utero, um resultado
de exame citopatoldgico alterado com teste negaidva DNA de HPV representa, na
maioria das vezes, um resultado falso-positivox@ne de Papanicolau é apenas um
recurso de triagem, cuja sensibilidade é de 7086, @ormalidades detectadas por ele
requerem uma avaliacdo definitiva por colposcoipsia (Cox & American Society
for Colposcopy and Cervical Pathology 2003).

Variantes do HPV A caracterizagcdo molecular de isolados do HPV poatdribuir
para entendermos melhor a associacdo de algunsant@si com uma
oncogenicidade potencialmente maior. O estudo d#hitidade do HPV é o
método mais sensivel para a verificacdo das difeseformas genéticas desse
virus e para o estudo da origem e propagacdo dassdis variantes nas areas
geograficas. Esse estudo também pode informar saboaracteristicas bioldgicas
de linhagens com relacdo a patogenicidade e aniias8o, além de ter potenciais
implicagcbes para o desenvolvimento e eficacia da uatina. O conhecimento da
prevaléncia dos diferentes variantes do HPV podersievante para o manejo
clinico do paciente e para comprovar a validadetedtes de diagndstico e de
marcadores laboratoriais da infeccdo (Torneselloal 2007; Sichero & Villa
2006).

Em estudo recente sobre variantes dos HPVs 16 eilé)servado um maior
risco de neoplasia intra-epitelial cervical de gltau associado aos variantes Africano-2
(Af-2) e Asiatico-Americano (AA) do HPV-16 compasdaos Europeus (E). Com
relacdo aos variantes do HPV-18, foi observado masco de leséo de alto grau
associado aos variantes E e AA comparados aos Afe(Xal 2007). Sichero e
colaboradores (2007) relataram que infeccdes poeantas E do HPV-18 foram
significativamente mais provaveis de persistir. \Wadade, a variagdo dos potenciais
oncogénicos de variantes dos HPVs 16 e 18 é sageoidestudom vitro que mostram
gue os variantes diferem em suas habilidades dezimé degradacdo de p53, a
diferenciacdo de queratindcitos e a transcric@cimiada a E2 e que os variantes AA,
guando comparados aos E, possuem fortes atividpoe®otoras que dirigem a
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transcricdo dos oncogenes E6/E7. Em consonanciseseas observacoes, os variantes
AA do HPV-18, comparados aos Af, apresentaram umarmmabilidade em induzir a
formacdo de tumores vivo. Assim, € possivel que algumas trocas nucleotdica
possam alterar diretamente 0s potenciais oncogerdos variantes e possam ser
responsaveis pelas diferencas associadas ao riscdesenvolvimento de tumor
observadas entre eles ial 2007).

Para o HPV-18, foi sugerido que os variantes difiena patogénese do cancer
cervical e que pequenas diferencas gendmicas no ifdAtém impacto substancial na
progressdo dessa doenca (de RBaexl 2005). A regido nao codificadora do genoma do
HPV-18, LCR, contém um grande nimero de elememg®onsivos que controlam sua
expressao génica e replicacédo. As propriedadesadsfarmacéo e imortalizacdo estao
relacionadas a esse segmento gendmico, sendo glagsévvariagcdes nucleotidicas na
regido LCR-E6 possam afetar as propriedades onwagérde transformacéo do HPV-
18 (Arias-Pulidoet al 2005). A alteracdo na posicdo 41 do genoma do-HRV
presente na amostra Bsb-48, esté localizada modstligacdo para o fator celular de
transcricdo Sp-1 e € comumente detectada em amoditidas a partir de australianos.
Foi observado que ndo apenas a ligacdo de Sp-10é ema isolados com a sequéncia
alterada, mas a atividade transcricional tambénaiéemiSichercet al 2005). Sp1 é um
ativador importante de promotores dependentes da pNimerase Il, atuando como
um elemento acessério na replicacdo dos papilomgagRoseet al 1998).

Em estudo recente, foi verificado que variacdes mnaosleotideos 41
(observada no isolado Bsb-48) e 104 (observadasodsdos Bsb-27, Bsb-48 e Bsb-
206) estavam associadas a maior atividade do poonu® E6/E7, por modular os
fatores de transcricdo Spl e YY1. Além disso, tamli@ verificado que individuos
com a mutagédo T104C apresentavam menor probal@lidadecorréncia de tumor que
individuos com a seqiiéncia de referéncia (AriagdB et al 2005).

As mutagbes T7651C e A7658C, identificadas na awmoBtb-82, estéo
localizadas no sitio de ligacao do fator de trag&orespecifico de queratindcitos, KRF-
1, o qual pode ligar-se a AP-1 para ativacao tramgoal. Na literatura, foi
demonstrado que KRF-1 contribui fortemente paravadade doenhancerconstitutivo
do HPV-18 em células epiteliais (Butz & Hoppe-Sey@93; Mack & Laimins 1991).

A mutacdo no nucleotideo C7726T, presente no isolB8db-82, esta
localizada em posicdo correspondente ao sitiogdegdo do fator Oct-1 (Morrist al
1993). Oct-1 é um fator que regula um grande nurdergenes virais e celulares. Nos
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niveis fisiolégicos presentes em células epiteli@ist-1 ativa cenhancerdo HPV por
ligacdo a um elemento regulatorio conservado ptesenextremidade 3’ denhancer
Oct-1 parece nao ativaremhancerdiretamente, mas o faz por estabilizar a ligagéo d
NF1l, o que, por sua vez, resulta em niveis maiss alte atividade danhancer
(O’Connoret al 1995).

O segmento 5 da LCR contém uma regido de ligac&awatiz, localizada
entre os nucleotideos 7150 e 7450 e que possuédungitica na modulacdo da
transcricdo do HPV (Arias-Pulidet al 2005). Dessa forma, as mutagées A7180C (Bsb-
206), T7258A (Bsb-82), A7323G (Bsh-82) e C7413T hR3), encontradas nessa
regiao, interferem potencialmente na transcricdgetmma viral.

Apesar de podermos sugerir que as variagdes niditest observadas na LCR
do HPV-18 possam afetar o funcionamento dessaaegiassim, afetar a atividade
biolégica do variante, ndo podemos concluir, pelados aqui apresentados, que essas
mutagcBes tenham efeito sobre o desenvolvimentoesi®e$ cervicais. A analise da
expressao génica deve ser empregada para que sa posipreender melhor a
oncogenicidade de variantes do HPV, tentando-sabescer relagbes entre
substituicbes nucleotidicas na LCR e um aumentopotencial de malignidade
(Kammeret al 2000, Tornesellet al. 2000).

A analise do gene E6 dos variantes de HPV-18 ravafi®nas uma alteracao
de aminoacido (N129K) no isolado Bsbh-82. Essa gadaque também estava presente
em todos os variantes Af do HPV-18 em estudo amtéde Boeret al 2005), pode
resultar em mudancas nas fungcbes oncogénicas deidf6, que a posicdo 129 é
bastante conservada entre os HPVs oncogénicos. rtlante, andlisesn vitro
demonstraram que essa mudanca em E6 ndo afetaabu@ade em promover a
degradacéo de p53. Apesar de essa ser uma dag;@#emais importantes de E6, ndo
se pode desconsiderar a existéncia de multiplasale E6, que também poderiam ser
afetados, visto que E6 liga-se a diversas protejnagegulam a proliferacéo celular. E
importante destacar que mutagBes na seqUéncia deamidos podem alterar a
habilidade da proteina em interagir com proteiehdares e promover a transformacéo.
Estudo recente sugeriu que mudancas nucleotidieaemes em E6 de variantes Af
podem promover sesplicing alternativo, reduzindo os niveis da proteina Egifinal
(Nominé et al 2006; de la Cruz-Hernandezt al 2005). Resultados de estudos
realizados principalmente para o HPV-16 demonstiaevariagdes de aminoacidos no
gene E6 podem alterar atividades da proteina impt$ para seu potencial
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carcinogénico (Lichtiget al 2006). Arias-Pulido e colaboradores (2005) olz@m
uma menor variabilidade nucleotidica do gene EGH&Y/-18 quando comparado ao
HPV-16. Essa diferenca entre os genotipos viraike gxplicar, em parte, diferencas no
comportamento biolégico desses virus.

A sequéncia de amino&cidos da proteina L1 é bastamservada entre 0s
HPVs. Dessa forma, a variabilidade genética obderma gene L1 pode estar associada
ao fato de que esse gene codifica a principal jm®@o capsideo viral, a qual é alvo de
respostas por anticorpos neutralizantes, que reggase exclusivamente com epitopos
dependentes de conformacao. Apesar do modelo dada HPV postular que a regiao
C-terminal esta exposta na superficie viral deveselp conseqientemente, altamente
antigénica, a localizagdo ou estrutura dos epitepasos quais 0s anticorpos contra L1
reagem permanecem desconhecidas para a maiortdRi¢s incluindo o HPV-18. As
regides hipervariaveis de L1 estdo na superfictereax do pentamero. Assim, um
desafio seria determinar se variantes do HPV skEwamtes no que diz respeito as
vacinas contra esses virus. Trocas de aminoacithoalguns variantes podem estar
localizadas em epitopos criticos para a respostaném Dessa forma, vacinas
desenvolvidas contra um variante podem ter eficmiluzida em paises onde esses
variantes sejam menos prevalentes. Além dissofeie®de variagbes de aminoacidos
sobre outras vias da resposta imune durante sc@detatural devem ser considerados
(Bishopet al 2007; Sichero & Villa 2006; Arias-Pulidet al 2005).

Para o gene L1, conforme relatado por Bishop ebootalores (2007), as
mutacdes observadas entre as amostras de HPV-LF-dwio estdo localizadas em
regibes da proteina responsaveis pela montagenajkideo viral. Por outro lado, a
mutacao na posicdo 149 de L1, detectada em todas@stras de HPV-18 analisadas
nesse estudo, esta localizada préxima a um epiiopar presente na superficie do
capsideo viral comum a muitos genétipos de HPV (@@met al 2002).

E esperado que a LCR apresente maior variabilidaoc vez que é uma
regido nao codificadora e que L1 apresente maiagis@s que E6, pois L1 codifica a
principal proteina do capsideo e, possivelmentieg gressao seletiva constante para o
eficiente escape do sistema imune enquanto quee E@ codifica uma oncoproteina,
gue tem um papel importante na infeccdo e patoigewie viral tendo, portanto, mais
restricbes a acumular e tolerar mutagoes.

N&o foi estabelecida correlagédo entre os diferentggantes de HPV-18

detectados e os resultados dos exames citopatodocgevicais das amostras analisadas.
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O isolado Bsb-82, unico variante Af do HPV-18 d&do no DF, foi obtido a partir de
amostra cervical citologicamente normal, confirm@arms dados da literatura, que
relatam que variantes Af do HPV-18 estdo associamlosm menor risco de
desenvolvimento de lesdo cervical Efial 2007). No entanto, os dados referentes aos
variantes do HPV-18 ainda sdo controversos (Sicletral 2007). As variacdes
nucleotidicas no HPV podem resultar em reduc¢do atagpnicidade do variante e
podem surgir devido a pressdo seletiva no individDeve ser considerada a
possibilidade de uma infecgéo recente por um détadu variante, o que determina a
necessidade de acompanhamento da paciente quamssiwel desenvolvimento de
lesé@o cervical. Porém essas observacdes sdo apgpmeaulacdes devido ao pequeno
nuamero de amostras de HPV-18 obtidas neste estudo.

A andlise filogenética do HPV-18 confirmou a filoige descrita por Arias-
Pulido e colaboradores em 2005 e bem estabeleaidagHPV-18, com os variantes
agrupados em trés clados filogenéticos princip&igtopeu, Asiatico-Americano e
Africano. Pdde-se observar uma maior distanciatgenéntre os variantes Af e 0s néo-
Af. Os cladosE e AA formaram dois agrupamentos bastante reladios e separados
do clado Af, conforme previamente relatado (Ariadid® et al 2005). Os resultados
significativos dos testes de verossimilhanca edisende distancia genética confirmam
0 agrupamento das amostras Bsb-27, Bsb-48 e Bsh&@&mo E e da amostra Bsb-82
no ramo Af do HPV-18.

Entre os variantes de HPV estudados, tanto do igendt8 quanto dos
genotipos 11, 33, 53, 59, 62, 66, 70, 81 e 102 (iyeeam o fragmento MY de L1
analisado), foram detectadas substituicOes naacgleas e algumas estavam associadas
a trocas ndo conservativas de aminoacidos. Nodesgas trocas ndo conservativas, ha
alteracdo das propriedades fisico-quimicas doscdmitos. No entanto, o efeito de
cada mutacdo pontual na atividade da proteina depeia posicdo e fungdo do
aminoacido alterado, além da possivel presencaiiasovariagbes no genoma. Mesmo
que as trocas nucleotidicas provoquem mudancaficagimas na conformacdo das
proteinas codificadas, possivelmente ndo afetanativegnente o desempenho das
mesmas, uma vez que sejam preservadas. A presemcaivdrsas mutacdes
nucleotidicas ainda ndo descritas na literatureeesgt variantes dos HPVs 11, 33, 53,
59, 62, 66, 70, 81 e 102 pode ser explicada pétoda que esses gendtipos virais nao
sao tao estudados quanto os HPVs 16 e 18. Dessa,fpoucas sequéncias referentes a
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esses HPVs estdo presentes no banco genémico, ddéimaver poucos estudos
associados a esses virus.

A especulacdo da relacdo entre as alteracGes tid@es observadas em

isolados do DF e suas funcdes esta além do es@sgse dstudo, pois as consequéncias
das variagbes de sequéncia identificadas poderarvdevido a presenca de alteracdes
em outras regidoes genémicas.
HPV x HIV. A AIDS representa a principal causa de mortedidtas entre 20 e 50
anos em 15 paises. O Brasil e 0 mundo continuaamatite vulneraveis ao HIV que,
durante a proxima década, provavelmente sera orrdeterminante de mortalidade
nesta faixa etaria em praticamente todos os pdésesindo (de Souzt al 2001).

O HIV-1 é transmitido, normalmente, por contato usgéx e sua taxa de
transmissao, principalmente heterossexual, conttnaamentar em todo o mundo. O
co-fator mais importante no aumento da eficiéneidrdnsmissdo do HIV é a presenca
de outras infecgbes transmitidas sexualmente (IT&3. ITSs aumentam a
susceptibilidade a infecgédo por HIV devido a afféada mucosa, as mudancgas imunes
e outros efeitos no trato genital e por causardlanmacédo. Células inflamatorias, cuja
fungcdo envolve o combate a microrganismos e agesganhos, sdo capazes de
danificar os tecidos cervicais pela liberagdo edltdar de oxigénio ativado, enzimas e
citocinas pré-inflamatérias, como interleucina €IL)fator de necrose tumoral (TNF) e
IL-6. O aumento e persisténcia da inflamacao ampéacarga viral na uretra, sémen e
fluido cervical, contribuindo para a patogéneseldanca pelo HIV (Behbahaat al
2007).

Devido a seus efeitos sobre as células CD4+ eesmbegulacdo das respostas
imunes a uma variedade de antigenos, a infeccadiporpode atenuar a resposta
imune sistémica ao HPV. Especula-se que, se hauwebaixo niumero de células de
memoéria HPV-especificas circulantes, entdo a inadedHPV-especifica pode ser
particularmente vulneravel aos efeitos do HIV. Ala@isso, a imunidade HPV-
especifica pode ndo se recuperar totalmente apEspasta imune ser restaurada, o que
pode explicar o efeito benéfico relativamente ladd da terapia anti-retroviral sobre as
lesbes associadas ao HPV (Palefsky 2006b).

A incidéncia de lesbBes cervicais de alto grau emnlhemas HIV+ esta
relacionada ao seu estado imune, expresso pelageontde células CD4. Em mulheres
HIV+ nao infectadas por HPV, estima-se uma incigede 9% de lesao cervical para

contagem de CD4 < 500 célulak(incidéncia que ndo varia para CD4 < 200) e de 4%
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para contagens de CD4 > 500 (incidéncia similameéoetrada em mulheres HIV
negativas). Além disso, as mulheres HIV+, quandmparadas as HIV negativas,
apresentam uma progressdo mais rapida a lesadodgrali apds diagndstico de uma
alteracdo citolégica cervical (Sireet al 2006). Consistente com essas observagoes,
descobertas recentes também afirmam que mulheihépdtitivas com contagem de
CD4 > 5004L ndo apresentam maior taxa de lesdes intra-epgediscamosas que
mulheres néo infectadas por HIV (Zorrilla 2007).

Em 1993, foi estabelecido um estudo para investigarpacto da infec¢ao por
HIV em mulheres nos Estados Uniddgqmen' s Interagency HIV StudyIHS). Em
um dos sub-estudos do WIHS, Palefsky e colaborad(®99) observaram que a
positividade do HIV, positividade do HPV, baixa tagem de células CD4 e elevado
namero de cépias de RNA do HIV estavam associados a incidéncia de
anormalidades citologicas. Na literatura, os rel&wobre o impacto do tratamento anti-
retroviral sobre a histéria natural e tratamentoNd€ s&o variados, provavelmente
devido a diferencas no desenho e desenvolvimenesiimlo, padrbes de uso dos anti-
retrovirais e populacdes estudadas. De forma gemaldados sugerem que esses
medicamentos tém um impacto positivo modesto sabmestéria natural de NIC. Foi
demonstrado que mulheres que recebem a terapiae@otriral tém uma menor
incidéncia de HSIL e uma maior taxa de regressd@sadelestes para lesdes de baixo
grau. Entretanto, ainda ndo foi demonstrada umacéed na incidéncia de cancer
cervical associada ao tratamento anti-retroviralgiBky 2006a).

Ja foi relatado na literatura que o nivel de RNAHIY-1 no plasma esta
associado a presenca de DNA do HPV em amostrascaisrve a deteccdo de
anormalidades no exame citolégico. No entanto,énxil selecionar marcadores que
possam ser usados para identificar um subgrupoulleeres HIV-positivas que tenha
maior probabilidade de apresentar infeccdo coneonat por HPV. Diversos fatores
epidemiolégicos sdo comuns a todas as mulherestaadfes por HIV e ndo podem ser
usados para caracterizar aquelas em risco partioeitde alto de infecgéo por HPV e de
doenca cervical. Entretanto, como o HPV é, pelo areem parte, um patdégeno
oportunista nesse cenario, entdo marcadores labaiatda severidade da doenca por
HIV podem ajudar a predizer doengas associadasR, Homo tem ocorrido para
diversas outras enfermidades causadas por bactinmos, virus e parasitas. Nesse
sentido, também ja foi demonstrado que contagedszidas de células CD4 em
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pacientes infectadas por HIV estdo associadas rRcdaervical e a taxas mais altas de
infeccdo por HPV (Luquet al 1999).

Palefsky relatou que, entre 1778 mulheres HIV-p@ste 500 HIV-negativas,
participantes do WIHS, a infec¢do por HPV foi olbada entre 63% das HIV+ e 30%
das HIV-negativas. Em andlise dessa mesma coont@jar risco de infeccdo por HPV
foi entre mulheres com contagem de CD4+ menor @@uPl ou com carga viral
superior a 100.000 cépias de RNA do HIV/mL. Alérasth, 22% das mulheres HIV+
sexualmente inativas com CD4 < 200também tiveram detecgéo de HPV, sugerindo
gue nessas mulheres houve reativacdo de uma iofguédexistente por esse virus
(Palefsky 2006a).

No DF, as andlises estatisticas sugeriram que @snalidades citolégicas
estavam associadas ao nivel de imunossupressao,ndadoi possivel observar
associacao estatisticamente significativa entreegatencia de infeccdo por HPV e a
contagem de células CD4. Esses resultados sugerem estado de imunocompeténcia
do hospedeiro pode ter algum papel na evolucadedass cervicais. Os dados aqui
encontrados estdo de acordo com o relatado naatliteay que indica que a
imunossupressao e o genotipo de HPV séo os fatlereésco mais importantes para
desenvolvimento de NIC. Petrgt al (1994) demonstraram que mulheres HIV
positivas, com CD4+ abaixo de 200 célylhs/tiveram 16 vezes mais risco de
desenvolver NIC.

Outra observagédo do estudo ora apresentado foiaqeerga viral do HIV
estava associada a ocorréncia de anormalidaddggaits e & detecgdo de DNA do
HPV. A analise do uso de drogas anti-retrovirai® ®@&monstrou uma associacao
significativa com a presenca de HPV ou de anormdéd citologicas. Conforme
relatado anteriormente, os dados da literaturaaas@b bastante controversos com
relacdo as associagdes entre marcadores da infpoc&tlV e aspectos relacionados a
infecgédo por HPV. Dessa forma, nossos resultadeisicoem no aditamento aos dados
ja existentes, na tentativa de se determinar spbgrwespecificos de individuos
infectados por HIV e com maior risco de apresemnte@ccao por HPV e/ou suas lesdes
associadas.

De acordo com o Relatério de 2006 da UNAIDS, aastsp do Brasil a
epidemia de AIDS continua a ser recomendavel caramplo a outros paises. Nosso
pais possui amplo acesso ao tratamento, onde, 66 #0s 209.000 brasileiros que
precisavam de terapia anti-retroviral, cerca de.dd® (81,3%) a estavam recebendo.
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No entanto, o pais também parece exemplificar wendéncia observada em outros
paises da América Latina: a infeccdo € crescentee anulheres e esse aumento
comecgou recentemente (www.unaids.org). Esses demlo@mam a necessidade do
acompanhamento da populacdo feminina HIV-posifivacipalmente com relagédo a
presenca de outras infec¢des, que podem encordrar facilidade de estabelecimento
e evolugcdo em hospedeiros imunodeficientes.

O presente estudo sugere que a infeccdo pelo HIN\é1 o
imunocomprometimento associado influenciam na pgzsele infecgcdo por HPV, que
pode ser recém adquirida ou resultante de reativdgduma infeccdo latente, e de
lesbes precursoras do cancer do colo uterino. Kzag¢@o de técnicas de biologia
molecular para a identificacdo e genotipagem do RN fundamental importancia no

manejo clinico dessa populacao.
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CONCLUSOES

% Sendo a infeccao pelo HPV um fator precursor padasenvolvimento
do cancer cervical, a deteccdo do genoma viral pedeitilizada como estratégia de
vigilancia para identificar mulheres portadoras tgos oncogénicos de HPV,
suscetiveis a instalacao e progresséo das lesasace

% A prevaléncia de infeccdo por HPV entre as mulhémnésctadas por
HIV-1 no Distrito Federal e Entorno foi de 41%.

% Foram observados 27 diferentes gendétipos de HP\HRés -16 e -81
foram os mais prevalentes, seguidos pelos HPVs352X%3, 58, 62, 70, 33, 66, 18, 31,
56, 61, 71, 6b, 11, 39, 40, 54, 32, 59, 67, 6883% 102.

s Dentre as 82 mulheres co-infectadas (HPV-HIV), 728%tavam
infectadas por gendétipos de HPV de alto risco oénmg.

% A prevaléncia de anormalidades citopatolégicas icaly entre as
mulheres infectadas por HIV-1 no Distrito Feder&ngorno foi de 19,5%.

% Entre as mulheres HIV-positivas sem anormalidades axame
citopatoldgico cervical 29,2% estavam infectadasHi®V.

% A prevaléncia de infeccdo por HPV entre as mulhétBg-positivas
portadoras de exames citopatoldgicos cervicaisnaaisrfoi de 89,7%, observando-se
uma associagao estatisticamente significativa emtoeteccdo de DNA do HPV e a
presenca de anormalidades cervicais.

% Foi observada uma associagdo estatisticamenteficagna entre a
infecgéo por HPV e a idade30 anos.

% Foram encontrados 11 novos variantes dos HPVs3,153 59, 62, 66,
70, 81 e 102 na populagao estudada.

s Para o HPV-18, foram encontrados trés variantesgews e 1 variante
Africano, tendo sido observadas mutagBes nos sil®sligacdo dos fatores de
transcricdo Sp1l e Oct-1.

% Foi observada uma associagdo estatisticamenteficagna entre a
presenca de DNA do HPV e a carga viral elevadaldo(H 30000 cépias/mL).

% Foi observada uma associagdo estatisticamenteficagna entre a
presenca de anormalidades citopatolégicas cervécaigarga viral elevada do HIV (>
30000 copias/mL).
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% N&o foi observada associacdo estatisticamente fis@hia entre a
presenca de DNA do HPV e a imunodeficiéncia proglageela infeccao por HIV (<
200 células T CD4L).

% Foi observada associacao estatisticamente signricantre a presenca
de anormalidades citopatolégicas cervicais e a aueficiéncia (< 200 células T
CD4/ulL).

% Na&o foi observada associagao estatisticamentdis@nia entre o uso de
anti-retrovirais e a deteccdo de DNA do HPV ou dermalidades citopatolégicas
cervicais.

% Os resultados sobre a variabilidade genética do ,H¥idos entre
mulheres HIV-positivas no estudo ora apresentashdanente com os dados gerados a
partir de amostras de mulheres HIV negativas (Camtaal. 2003a), nos permitiram
definir um perfil dos gendétipos do HPV que ocornearregido central do pais — Distrito
Federal e Entorno. Com esses resultados, esperaomsbuir para um melhor
entendimento da variabilidade genética do HPV essaoegido, o que certamente tera
implicacdes em futuros testes de vacinas no Brasil.

% A prevaléncia de infeccdo por HPV e o0s gendtipoaiviobservados
devem ser considerados para a terapéutica daswessigisando melhorar e ampliar a
sobrevida desses individuos e, também, reduziosysstra a saude publica. Além disso,
esses dados também devem ser considerados pasgrvaleimento e utilizacdo das

vacinas contra HPV.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

» Caracterizar as regides LCR, E6 e L1 dos isoladesH&V-81, o
gendtipo de baixo risco mais freqiente nesse estudo

» Caracterizar as regides LCR, E6 e L1 dos isoladesH&V-16, o
gendtipo de alto risco mais frequiente nesse estudo;

» Comparar os resultados obtidos a partir das ansostea pacientes
infectadas por HIV com os obtidos a partir das araesle pacientes HIV negativas da
mesma regido (DF e Entorno).

Além disso, com o término das analises dos vari&adts HPVs 16 e 81,
temos o intuito de submeter esses dados para pghbc¢ juntamente com os
resultados obtidos a partir de uma dissertacdo dstidldo e uma tese de
Doutorado, nas quais estdo sendo analisados cntesidos gendtipos de HPV de
alto risco encontrados no DF e Entorno.

Os dados aqui obtidos foram publicados no periodiagahives of
Virology (anexo 1) e submetidos para publicacdo no Perié@lommunicacdo em
Ciéncias da Saude (antiga Revista de Saude do Bx#@x¢ ), o que visa a
divulgacéo dos resultados entre os profissionaisadele da regido estudada, com
vistas a auxiliar na terapéutica das pacientes relhorar a saude publica no
Distrito Federal. Além disso, um manuscrito reféeenos variantes de HPV-18
encontrados no DF est4 em fase final de elaboracdeverd ser submetido para

publicacdo no periddic¥Wirus Genes até outubro/2007.
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Summary. The present study on genetic diversity of human papillomaviruses in
women infected by HIV in Brazil describes the frequency, the genotypes, and five
new variants of HPV. One hundred fifty cervical smears of HIV-positive women
were subjected to cytological examination, and the DNA samples obtained were
assayed by MY09/MY 11 amplification, followed by RFLP typing. The overall
HPV-DNA -positive rate was 42.7%. One hundred twenty-two samples (81.3%)
had benign cellular alterations or normal cytological results, and HPV DNA
frequency among them was 30.3%. Otherwise, 96.4% of samples with altered
cytology were positive for HPV DNA. A high diversity of genotypes was observed.
HPVs-16 and 81 were the most prevalent (14.1%) and were followed by HPVs
52,35, 62, 33, 53, 56, 66, 70, 18, 58, 6b, 11, 31, 39, 40, 61, 71, 32, 54, 59, 67, 68,
85, and 102. Five new variants of the high-risk HPVs 18, 33, 53, 59, and 66 were
detected. Possible associations between the detection of HPV genotypes and the
cytological classification, HIV viral load, CD4 count, and antiretroviral treatment
were also examined. We observed that a high proportion of HIV-infected women
are infected with HPV and may carry oncogenic genotypes, even when cytological
evaluation shows normal results.
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Introduction

Human papillomavirus (HPV) genotypes differ in their ability to produce per-
sistent infection and progress to neoplastic disease. These differences justify the
effort that has been made to characterize this virus’s genetic diversity in each
geographical region, as well as to identify new isolates of specific HPV types
[12, 19, 22].

HPV DNA and HPV-associated diseases are much more likely in individuals
infected with human immunodeficiency virus (HIV), underlying that HIV-positive
women should be actively screened. This is important particularly in countries such
as Brazil, where, despite the fact that the HIV prevention and control programs
are succeeding well, women are still increasingly infected with HIV and are also
developing resistance to anti-retroviral treatment [5, 11, 17, 18].

The objective of this study was to determine the prevalence of HPV infection in
women infected with HIV in Central Brazil and to describe HPV genetic diversity
in this specific population. We also correlated these data with markers of HIV
disease, specifically CD4+ counts, HIV viral load, and antiretroviral treatment.

Materials and methods

From June 2004 to November 2005, 150 HIV-infected women making routine gynecological
visits were invited to participate and be included in the study if they had confirmed HIV
infection and had given informed consent. The local Ethics Committee on Research with
Human Beings previously approved this research project. Cervical scrapes were collected
for cytological analysis and HPV DNA amplification, according to a previously described
protocol [16].

Cervical smears were classified into two groups: those with normal cytological results or
benign cellular alterations (Group 1; G1) and those with altered cytology (Group 2; G2), in-
cluding cytological alteration suggesting HPV infection (HPV), atypical squamous cells of un-
determined significance (ASCUS) and grades 1-3 cervical intraepithelial neoplasia (CIN 1-3).
HIV RNA plasma viral loads and CD4+ cell counts were obtained from patients’ records
maintained by the health service.

The primers pCO3 and pCO4, specific for the amplification of a fragment of the f-globin
gene, were used as a control of the DNA extraction [4]. For the detection of HPV DNA, we
used the consensus primers MY09 and MY 11. HPV-DNA-positive specimens were typed by
restriction fragment length polymorphism (RFLP) [4, 6]. The amplified MY09/MY11 HPV
segments from isolates that showed atypical RFLP profiles were cloned, and M13 forward
and reverse primers were used in automated sequencing. Forward and reverse sequences
were aligned with CLUSTAL W [23] and similarity analyses were performed by BLAST [2].
For each pair of primers at least two independent PCR products and sequences from both
orientations were generated, to exclude PCR artifacts. The reference sequences used in
comparison to Bsb isolates were obtained from the GenBank: AY262282 (HPV-18), M12732
(HPV-33), X74482 (HPV-53), X77858 (HPV-59), and U31794 (HPV-66).

A data bank was generated and analyzed in EPI-Info, 6.04d, from the Centers of Disease
Control and Prevention (CDC). The level of significance of tests ( p) was set at 0.05.

Results

One hundred fifty HIV-infected women were investigated. The mean age was
35.3 years (range, 17-61; median 34), with CD4+ counts ranging from 2 to
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Table 1. Distribution of cytological diagnosis and HPV DNA positiveness, grouped
by severity of lesions

Group Cytological n % HPV DNA
diagnosis positiveness n (%)
Normal 41 27.3 9(21.9)
Benign
G1?2 cellular 81 54 28 (34.6)
alterations
Total (G1) 122 81.3 37 (30.3)
ASCUS 3 2 2 (66.7)
c HPV 8 53
LSIL CIN 1 5 33 13 (100)
G2° d CIN 2 6 4
HSIL CIN 3 6 4 12 (100)
Total (G2) 28 18.7 27 (96.4)
Total (G1 4+ G2) 150 100 64 (42.7)

4G1 Benign cellular alterations + normal results

G2 Cytological alteration suggesting HPV infection (HPV) + atypical squamous
cells of undetermined significance (ASCUS)+ grades 1-3 cervical intraepithelial
neoplasia (CIN 1-3)

CLSIL Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesion

dHSIL High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion

1307 cells/nL (mean 426 cells/jLL; median 398) and HIV viral loads ranging from
undetectable (<50 copies/mL) to higher than 500,000 copies/mL (mean 19955.3
copies/mL; median 843).

Cytological analysis revealed a high frequency of benign cellular alterations or
normal results (G1: 81.3%). The overall prevalence of altered cytological smears
(G2) was 18.7%, and their distribuition according to the degree of lesion is depicted
in Table 1. No cases of invasive carcinoma were detected. In G2, 66.7% of samples
with ASCUS were positive for HPV DNA, and all women with LSIL (low-grade
squamous intraepithelial lesion — HPV or CIN 1) or HSIL (high-grade squamous
intraepithelial lesion — CIN 2 or 3) were infected by HPV (Table 1).

All PCR products for the B-globin gene were positive. HPV DNA was iden-
tified in 64 (42.7%) HIV+ women. Of these samples, the majority were positive
for oncogenic types (70.3%). HPV DNA frequency was 30.3% in G1 and 96.4%
in G2, demonstrating a significantly higher prevalence of HPV infection when the
cytological status was abnormal (p<0.001). A significant association of high-risk
HPVs to G2 was also detected (p<0.001) (Table 2).

The presence of HPV infection was analyzed according to age. In those women
aged 30 years or more (72.7%), 34.9% were positive for HPV DNA. Otherwise,
among women under the age of 30 (27.3%), the majority (63.4%) were positive for
HPV DNA, showing a significantly higher incidence of HPV infection in younger
women (p<0.002).
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Table 2. Type-specific human papillomavirus (HPV) prevalence among 150 HIV-positive women, as
determined by the RFLP method

HPV types G1° G2° Total HPV types G1° G2°¢ Total
low-risk high-risk
n % n % n % n % n % n %
6b 1 27 1 37 2 31 16 5 135 4 148 9 141
112 0 0 2 74 2 31 18 2 54 1 37 3 47
322 1 27 0 O 1 1.6 31 1 27 1 37 2 31
402 1 27 1 3.7 2 3.1 332 1 2.7 3 11.1 4 6.2
612 1 27 1 37 2 31 352 2 54 3 111 5 78
62? 5 135 0 O 5 7.8 39 0 o0 2 74 2 31
712 1 27 1 37 2 31 522 4 108 2 74 6 93
812 8 216 1 37 9 141 532 2 54 2 74 4 62
102 1 27 0 0 1 1.6 54 1 2.7 0 0 1 1.6
Total 19 513 7 259 26 406 0 381 137 4 62
low-risk 58 1 27 2 74 3 47
59 0 o0 1 37 1 1.6
66? 3 81 1 37 4 62
67 1 27 0 O 1 1.6
682 1 27 0 0 1 1.6
702 1 27 3 111 4 62
852 1 27 0 O 1 1.6
Total 29 784 26 963 55 859
high-risk

4Genotypes identified in co-infected samples. Classification follows the scheme of de Villiers
et al. [8]

bG1 Benign cellular alterations + normal results

“G2 Cytological alteration suggesting HPV infection (HPV) 4+ atypical squamous cells of unde-
termined significance (ASCUS) + grades 1-3 cervical intraepithelial neoplasia (CIN 1-3)

Regarding the immune status, among 19 patients with CD4+ <200, 57.9%
were HPV+, and 42.1% had an abnormal cytologic result. Of 82 patients with
CD4+ counts between 200 and 500, 43.9% were positive for HPV and 18.3% were
from G2. Finally, 34.7% of 49 patients with a CD4+ count >500 were positive for
HPV and 10.2% had abnormal cytologic findings. Statistical analysis suggested
that the level of immunosuppression was associated with the prevalence of cyto-
logic abnormalities (p = 0.01), but not with HPV infection. Otherwise, HIV viral
load was associated with detection of HPV DNA and of cytologic abnormalities
(»<0.005). Among individuals with a viral load higher than 30,000 copies/mL,
HPV DNA was detected in 73.7% and abnormal cytologic smears in 42.1%. Of
the 132 patients harboring fewer than 30,000 copies/mL, 38.2% were positive for
HPV DNA and 15.1% had abnormal cytologic findings.

Antiretroviral treatment was received by 66.7% of the patients on entering
the study, but we did not observe a significant association between the use of
this therapy and the presence of HPV or the detection of cytologic abnormalities.
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Fig. 1. Nucleotide and amino acid sequences alignment showing the variations in isolates
Bsb-28, Bsb-48, Bsb-98, Bsb-107, and Bsb-153. Nucleotide positions of polymorphic sites
are given across the top of the figure. Numbering refers to the first nucleotides of the
HPVs reference genomes (accession numbers: HPV-18 — AY262282; HPV-33 — M12732;
HPV-53 — X74482; HPV-59 — X77858; and HPV-66 — U31794), which are indicated as ref.
Each row indicates, from left to right, the specimen identification, the nucleotide sequence
alignment compared to the reference, and the origin of each specimen. The amino acid changes
and their positions are indicated below the line, in comparison to the original amino acid.

Non-conservative amino acid substitutions are in bold type



80 D. M. Cerqueira et al.

However, a significant association between the use of antiretroviral therapy and
HIV viral load was verified (p =0.015).

Of the 26 HPV genotypes detected, 16 (61.5%) were classified as high-risk.
HPVs 16 and 81 were the most prevalent (14.1%), followed by HPV-52 (9.3%).
RFLP analysis indicated that 31.2% of the HPV-DNA-positive patients were
infected by multiple genotypes. The distribution of HPV genotypes according
to the degree of risk for cervical cancer is depicted in Table 2.

Five samples, named isolates BsB-28, -48, -98, -107, and -153, showed atyp-
ical RFLP profiles and were further characterized by sequencing. Nucleic acid
similarity between Bsb-28 and the HPV-59 reference was 98% and amino acid
similarity was 97%. Eight nucleotide and four amino acid substitutions were
identified. Three of the amino acid changes were non-conservative, as indicated
in Fig. 1a. Isolate Bsb-48 had one synonymous nucleotide change, indicating 99%
similarity to the HPV-18 reference sequence (Fig. 1b). In isolate Bsb-98, only one
synonymous nucleotide change was observed, indicating 99% of similarity to
HPV-33 reference sequence (Fig. 1c). Eleven synonymous nucleotide changes
were detected in isolate Bsb-107, generating a similarity of 97.6% with the HPV-
66 reference sequence (Fig. 1d). The Bsb-153 sequence had ten nucleotide changes
that were not associated with amino acid substitutions and was 97.8% similar to
that from HPV-53 reference (Fig. le).

Discussion

Nucleotide substitutions in viral genomes may affect virus assembly, carcinogenic
potential, and host immunologic responses. Moreover, it is still not known whether
immunity to one HPV variant can protect against infection from another variant.
Thus, identification of HPV genetic diversity in specific clinical settings may
prove important for the rational design of diagnostic, therapeutic, and vaccine
strategies [7, 21]. Besides reporting the prevalence of different HPV genotypes in
HIV-infected women in central Brazil, this study describes five new HPV variants
from the high-risk HPV types 18, 33, 53, 59, and 66. The low level of amino acid
substitutions in these new variants probably indicates that mutations modifying
the L1 protein may compromise the fitness of the virus. The variants described
here included the ones that were not genotyped by RFLP and represent only a
small subset of the many that may be present, suggesting that the variability and
the frequency of HPV variants in Brazil may be wider and not yet fully understood,
deserving further investigation.

Human papillomaviruses were frequent (42.7%) in this population of HIV-
infected women from central Brazil, mainly when considering that most women
had normal cytological results or benign alterations (81.3%). These results and
other studies suggest that a close surveillance for cervical malignancies is war-
ranted in HIV-infected women [7]. Diverse studies have consistently reported
the prevalence of HPV infection ranging between 50 and 70% in HIV-infected
women [7]. Chaturvedi et al. demonstrated a prevalence of HPV infection in HIV
positive women of 48.7% [7]. Ellerbrock et al. observed a prevalence of HPV
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DNA of 54% in a cohort of 264 HIV-infected U.S. women [9]. Differences in
the prevalence of HPV infection potentially reflect differences in the population
under investigation and in the detection method utilized. In the HIV-negative
population, HPV prevalence has been reported as varying from 15 to 50% [7]. In
central Brazil, HPV DNA was detected in 62% of HIV-negative women presenting
abnormal cytological results [6].

The distribution of HPV types in HIV-infected women may be different from
that observed in HIV-negative women from the same population and also from
HIV-infected women from different geographic regions [7, 13]. Another interest-
ing feature of HPV infection in immunocompromised patients is the detection
of a large number of unusual and novel HPV types [18]. In a previous study of
HIV-negative women in central Brazil, 13 different HPV genotypes — 16, 58, 31,
53, 18, 33, 35, 52, 66, 81, 6, 11, and 71 — were found [6]. In the present study of
HIV-infected women, we could observe a higher diversity of HPV genotypes, as
26 different HPVs were detected.

The frequency of cervical abnormalities was 18.7% in central Brazil, which
is in agreement with frequencies observed in previous studies from HIV-positive
women. In a study from the Women’s Interagency HIV Study (WIHS), cervi-
cal cytological findings were abnormal in 38% of HIV-positive women [15]. In
Baltimore, 13% of HIV-positive women had abnormal cytological results [1].
Levi et al. observed, in two different studies, that 13.4 and 19% of Brazilian
HIV-positive women presented abnormal smears on cytology [13, 14]. In central
Brazil, the results from 142158 Pap-smear cytological preparations during a six-
year period revealed a predominance of pre-cancerous and cancerous lesions
<1% [20]. In Sweden, of the estimated one million Papanicolaou smears per-
formed annually, about 4% show any degree of abnormality [3]. We observed that
most women (96.4%) with abnormal cytology were positive for HPV DNA and
that 30.3% of women with normal cytological results were also HPV positive. In
a recent survey of the distribution of HPV types across the spectrum of cervical
cytological categories, HPV was detected in 27% of samples from women with
no intraepithelial lesions [10]. These HPV-positive women should be monitored
regarding the higher likelihood of yielding cervical lesions [22].

It 1s not clear if HIV disease markers such as CD4+ count and viral load
constitute risk factors for HPV infection [7, 13]. Most studies have provided
evidence that the prevalence of HPV infection and of the occurrence of high-grade
cervical HPV-associated lesions are not modified by the use of any antiretroviral
therapy. The impact of this treatment and of the development of resistance on
cervical dysplasia are also not well defined, and so the widespread use of HAART
that has been adopted in Brazil could not lead to a reduced prevalence of genital
HPV infection. The significant association between antiretroviral therapy and HIV
viral load demonstrates the importance of the Brazilian HIV program, which is a
model for many other countries [17]. Although this therapy may increase immunity
to HPV, other factors not likely to be influenced by antiretroviral treatment may
also play a role in progression to cervical cancer [18, 22]. Our results highlight
the importance of monitoring HPV infection in HIV-positive women.
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Resumo

Introducdo: a infeccdo por HPV é a infecgdo transmitida semaeate mais comum no mundo e
representa uma das infeccbes oportunistas que anaimete as mulheres portadoras do HIV-1. A
diversidade genética do HPV foi investigada entrdhares infectadas pelo HIV-1 no Distrito
Federal e Entorno.

Método: duzentas amostras cervicais de mulheres soro@ssipiara o HIV-1 foram submetidas a
exame citopatologico e a amplificagdo por PCR. Aogipagem do HPV foi realizada por RFLP e as
andlises estatisticas pelo programa Epi Info.

Resultados: a prevaléncia do HPV foi 41%. Entre as amostras aeormalidades citopatolégicas
cervicais, 29,2% tinham HPV, enquanto a maioria alasstras com citologia alterada tinha HPV
(89,7%). Uma grande diversidade de gendtipos feenlada: os HPV -16 e -81 foram os mais
prevalentes (12,2%); seguidos pelos HPV -52, 85, -58, -62, -70, -33, -66, -18, -31, -56, -611,,-7
-6b, -11, -39, -40, -54, -32, -59, -67, -68, -725 € -102. Foi possivel observar uma incidéncia
significativamente maior de HPV em mulheres com asede 30 anos. As andlises estatisticas
sugeriram gue a imunossupressao estava associada peevaléncia de anormalidades citolégicas,
mas ndo com a presenca de infeccéo por HPV. A eanglado HIV-1, por sua vez, estava associada
com a deteccdo de DNA do HPV e de anormalidadedogitas. Nao foi observada associagdo
significativa entre a terapia anti-retroviral eragenca de HPV ou de anormalidades citologicas.
Conclusdo: uma proporcao elevada de mulheres soropositivies @allV-1 estd co-infectada por
HPV, e, muitas vezes, por gendétipos oncogénicosmmesm casos onde a avaliacdo citolégica nao
revela resultados anormais, demonstrando a neadssitt acompanhamento dessa populacgéo.

Palavras-chave:HPV; HIV; Distrito Federal.

Abstract

Introduction: the present study on genetic diversity of HPV mnven infected by HIV in Central
Brazil describes the frequency and genotypes of HPV

Method: 200 cervical smears of HIV positive women werersitted to cytological examination and
the DNA samples obtained were assayed by PCR aoapiifn, followed by RFLP typing. Statistical
analyses were performed by Epi Info.

Results: the overall HPV DNA positive rate was 41%. 161 pls (80.5%) had benign cellular
alterations or normal cytological results and HPWA frequency among them was 29.2%.
Otherwise, almost all samples (89.7%) with altecgtblogy were positive for HPV DNA. A high
diversity of genotypes was observed. HPV -16 addw8re the most prevalent (12.2%); followed by
HPV -52, -35, -53, -58, -62, -70, -33, -66, -181,-H6, -61, -71, -6b, -11, -39, -40, -54, -32,,-5%,
-68, -72, -85, and -102. We observed a signifigahtgher incidence of HPV infection in women
under the age of 30. Statistical analysis suggas$tadimmunosuppression was associated with the
prevalence of cytologic abnormalities, but not WwitRV infection. Otherwise, HIV viral load was
associated with detection of HPV DNA and of cytadogbnormalities. No significant association
between the use of antiretroviral therapy and tresgnce of HPV or the detection of cytologic
abnormalities was verified.

Conclusion: a high proportion of HIV-infected women are infeg¢twith HPV and may carry
oncogenic genotypes, even when cytological evaloashows normal results. These results
underscore the importance of monitoring HIV-HPV intected women with regarding to the
development of cervical lesions.

Key words: HPV; HIV; Central Brazil.



INTRODUCAO

O cancer cervical é a segunda causa de morte poercam mulheres em todo 0 mundo. Em
muitos paises em desenvolvimento, ainda é a pahcipusa de morte por cancer em mulheres.
Devido a associacdo entre alguns gendtipos doopagilirus humanos (HPV) e o céncer cervical
observada em estudos epidemiolégicos, a infecc&o HR®V foi reconhecida em 1992, pela
Organizacéo Mundial de Satde (OMS), como a prihcipasa do cancer cervital

De acordo com dados do Instituto Nacional de Ca@it&LA), o cancer de colo do utero é o
segundo mais comum entre mulheres no mundo sesdon®vel, anualmente, por cerca de 470 mil
casos novos e pelo 6bito de, aproximadamente, ABthutheres por ano. Quase 80% dos casos
novos ocorrem em paises em desenvolvimento ondegalgumas regibes, esse é o0 cancer mais
comum entre as mulheres. Para 2006, as estimalvB$CA sobre incidéncia previam 19260 novos
casos de cancer de colo do atero, com um riscom&dti de 20 casos a cada 100 mil mulheres. No
Distrito Federal, para 2006, estimava-se uma imcidéde 22,63 novos casos de cancer de colo do
Utero para cada 100 mil mulhefes

A classificagdo atual do HPV em gendtipos baseia@ecomparacdo de sequéncias de
nucleotideos do gene L1. Cada gendtipo de HPV diflos outros em, pelo menos, 10% na
sequéncia de nucleotideos de L1. Em casos nos ajdéfisrenca na sequéncia desse gene varia entre
2 e 10%, o isolado é considerado um subtipo. Vietade um determinado gendtipo diferem em
menos de 2% do isolado original, denominado “pijptdt*.

Os genotipos sao subdivididos em cutaneos, quetanfe a pele, e mucosotroficos, que
infectam as mucosas urogenitais, anais e ororegépa. Dentre os mais de 100 gendtipos de HPV
descritos, cerca de 30 podem infectar o trato génEsses HPV mucosotréficos podem ser ainda
considerados como de baixo ou alto risco, de acoodoo potencial de progressao para neoplasias.
A manifestacdo patolégica da infecgcdo pode ser tummracdo benigna, verruga ou papiloma,
associada aos HPV de baixo risco. Essa manifestagée progredir para condicbes malignas,

displasia e neoplasia intra-epitelial cervical (NIGue estdo associadas aos HPV de alto'risco



Vacinas contra HPV estdo em desenvolvimento e um mlincipais problemas é determinar
acuradamente que genotipos de HPV devem ser inslufnbis variagdes geograficas na prevaléncia
dos tipos s&@o observada®ima dessas vacinas, a quadrivalente contra os-#6PM1, -16 e -18, ja

foi registrada no Brasil pela Agéncia Nacional dggiincia Sanitaria (Anvisa) e encontra-se,
atualmente, em comercializagdo. O registro da aduivalente contra os HPV -16 e -18 estd em fase
de analise pela Anvisa.

O HPV representa uma das infec¢cdes oportunistasngissacomete as mulheres portadoras do
virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1). E893, o cancer de colo uterino foi a neoplasia
mais frequente entre mulheres com AIDS. Desde emaGentro de Controle e Prevengao de
Doencas nos Estados Unidd3e(iter for Disease Control and Preventiof€DC) declarou que o
carcinoma cervical invasivo (CCI) enquadra-se sta lde doencas definidoras da AIDS em mulheres
infectadas pelo HI¥".

A infecgéo pelo HIV-1 pode acelerar a progressaolesdes associadas ao HPV. Essas lestes
associadas ao HPV comprometem a mucosa do colnaieepodem evoluir para lesdes de alto grau.
Em geral, o cancer cervical invasivo demora ceealekz anos para se desenvolver em mulheres
infectadas apenas com o HPV. Entretanto, no casanigheres co-infectadas por HIV-1 e HPV,
esse periodo pode ser de um ou dois anos. Além, @giseplicacdo do HPV pode ser mais eficiente
em um hospedeiro imunodeficiente, o que resul@mauma maior taxa de deteccdo e em maior
probabilidade de desenvolvimento de uma infeccasigtente pelo HPV. Outro fator que pode
explicar a associacdo entre HIV-1 e HPV ¢é a viawrde transmiss&o, ou seja, selial

No Distrito Federal, ndo ha dados sobre a previaéna variabilidade do HPV em amostras de
mulheres co-infectadas pelo HIV-1. Com vistas al@mmp conhecimento sobre a variabilidade do
HPV nesse grupo especifico de individuos e a coenples melhor a interacdo entre HPV e HIV-1
na co-infeccéo, os objetivos deste trabalho forqmeterminar a prevaléncia da infeccéo por HPV
em mulheres infectadas pelo HIV-1; ii) determinafreqiiéncia dos genétipos de HPV nessa

populacdo de mulheres soropositivas para o HI)Igeterminar a prevaléncia e os tipos de lesdes



associadas a infeccdo por HPV em amostras de reglloerinfectadas com HIV-1; iv) estabelecer
correlacdes entre os marcadores da infeccdo p&lp d¢sbecificamente a contagem de linfécitos T
CD4 e a carga viral, com a presenca de infeccadipdf e o tipo de lesdo associada; v) determinar a
relacdo entre o tratamento anti-retroviral, a preaale infecgdo por HPV e o tipo de lesdo associada

na populacdo em estudo.
METODOLOGIA

Populagéo de estudoA populagéo alvo do estudo foi constituida de malbecom sorologia
reagente para HIV-1, e residentes no Distrito Fedder Entorno (incluindo as Regides
Administrativas de Brasilia, Gama, Taguatinga, Bwadia, Sobradinho, Planaltina, Paranoa, Nucleo
Bandeirante, Ceilandia, Guara, Cruzeiro, Samamtizéata Maria, Sdo Sebastido, Recanto das
Emas, Lago Sul, Riacho Fundo, Lago Norte, Candémgid, Aguas Claras, Riacho Fundo I,
Sudoeste/Octogonal, Varjao, Park Way, Setor Comgi¢éan de InduUstria e Abastecimento,
Sobradinho I, Jardim Botanico e Itapud). Foramsa@arados os seguintes critérios de inclusao: a)
assinatura do consentimento livre e esclarecidofocame as normas de pesquisa envolvendo seres
humanos; b) idade superior a 13 anos; c¢) dispadteloieé dos dados referentes a infeccédo por HIV-1
(carga viral e contagem de linfécitos T CD4+); dpdnibilidade de dados referentes ao laudo
citopatoldgico cervical; e) disponibilidade de dadelativos ao tratamento anti-retroviral.

A amostragem de individuos incluidos no estudodei200 mulheres. Esse numero de
amostras foi definido como representativo da pagdgeminina soropositivas para o HIV-1 do DF,
utilizando-se o programa Statcalc Epi-6 (CDC), paranivel de confianca de 99,9%. As amostras
foram coletadas no periodo de 07/06/2004 a 14/0B/28endo nove amostras provenientes do
Hospital Universitario de Brasilia (HUB), trés anras do Hospital Regional de Sobradinho, duas
amostras provenientes de consultorio particulaB& @mostras da Unidade Mista de Saude da Asa
Sul (Hospital Dia), que é centro de referéncia pat@mento de pacientes infectados por HIV no DF
e Entorno. O estudo ora apresentado foi aprovalboGmmité de Etica em Pesquisa da Secretaria de

Estado de Saude do Governo do Distrito Federal.



Coleta de dadoskoi utilizado um questionario estruturado parateoldos seguintes dados:
idade, resultado do teste de carga viral do HIxedultado do teste de contagem de células T CD4+,
tratamento anti-retroviral realizado no momentacdieta e laudo citopatoldgico cervical. Os dados
assim obtidos foram utilizados para a execucao algstivos desse projeto, sendo importante
salientar que a privacidade das pacientes incld@agarantida, de forma que o nome de cada uma
ndo foi vinculado as demais informacdes. Para tattdas as amostras foram previamente
codificadas e, através desses codigos, identifisamsodados acima mencionados, ndo tendo sido

feita nenhuma identificagdo de pacientes por nome.

Coleta e processamento das amostr#ds coletas foram realizadas, principalmente, na
Unidade Mista de Saude do Distrito Federal (Hokfiia, Asa Sul), que atende e acompanha o
tratamento dos portadores de HIV-1. Pacientes t®estabelecimentos constituintes do Servigo
de Saude do DF, a saber, Hospital UniversitarioBdasilia (HUB) e Hospital Regional de
Sobradinho, também foram incluidas neste estudprad®edimento de coleta de um raspado de
células do colo do utero foi realizado pelo médijce atendeu a paciente no referido servico de
saude.

O material coletado foi transferido para tubosresggcontendo 5 ml de tampéo fosfato salino
(PBS) (pH 7,2t 0,1). Os tubos foram transportados em condicdegeedas para a Universidade
de Brasilia, onde foram vortexados e centrifugguins10 minutos a 4000 rpm, para a precipitacao
das células. O sobrenadante foi descartado e @aséram ressuspendidas em 1 ml de tampéo [10
mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI] e aquecidas & 9586r 15 minuto¥. O material bioldgico
assim obtido foi armazenado éraezera -80 °C.

Para controle da qualidade do DNA no material lgiwid, foi realizada amplificacdo por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), usando-ggimers pCO3/pCO4, que amplificam um
fragmento de 110 pares de bases (pb) do gene dadimtina. As amostras negativas para

amplificacdo da beta globina foram consideradadeigaadas e excluidas do estudo.



Deteccdo e genotipagem do HPWAs amostras foram amplificadas por PCR, usando-se
primers especificos para um fragmento do gene L1 (MY09/)Y hlém de controles negativos e

positivos adequadd’s As amostras amplificadas foram analisadas erdeyabarose.

Quando apresentaram produtos de PCR resultantesnghbficacdo por MY09/MY11 com
tamanho aproximado de 450 pb, as amostras forametidas a andlise de polimorfismo (RFLP)
apos a digestdo com as enzimas de restBgéioHI, Dde |, Hae lll, Hinf I, Pstl, Rsal e Sau3Al.
Nessa metodologia, cada amostra digerida foi at#i®m gel de poliacrilamida 8% e comparada
com perfis de restricéo caracteristicos de cadatipende HPV descritos na literatttaZ

As amostras amplificadas com MY09/MY11 que nao pamteser genotipadas por RFLP
foram clonadas e sequenciadas automaticamenteg @aymitiu a caracterizagdo do(s) genotipo(s)
do(s) virus presente(d) As amostras ndo amplificadas com MY09/MY11 foraomsideradas

negativas para a presenca de HPV, de acordo costclotogia utilizada.
RESULTADOS

Foram obtidas 200 amostras de células da mucosé@rdae uterina, provenientes de pacientes
atendidas na rede de saude do DF. A média de idadie 35,8 anos (variagdo: 17-61; mediana:
35,5), com contagem de células CD4+ variando dea21336 célulagplL (média: 421,7 mediana:
393) e carga viral do HIV-1 variando de indeteckdw&0 copias/mL) a 500000 copias/mL (média:
18210,1; mediana: 942). Entre as mulheres sorepassipara o HIV-1, 30 (15%) estavam
imunocomprometidas (contagem de CD4+ <gQ)/

Dentre as 200 amostras analisadas, 82 (41%) apmesmenresultado positivo para HPV em
PCR, enquanto 118 (59%) apresentaram resultaddiveegara HPV em PCR.

A maioria das mulheres (75,5%; n = 151) tinha idigdeal ou superior a 30 anos. Foi possivel
observar que a presenca de infeccdo por HPV faifgigtivamente maior (59,2%; 29/49) entre as
mulheres com menos de 30 anos, quando comparaglssgom 30 anos ou mais (35,1%; 53/151)

(p < 0,003).



GenotipagemO DNA do HPV foi identificado em 82 (41%) das 200lheres soropositivas
para o HIV-1. Dessas amostras positivas para HRA% ‘&stavam infectadas com genoétipos
oncogénicos (59/82). A andlise por RFLP sugeriu2fu€l3%) das 82 pacientes positivas para DNA
do HPV estavam infectadas por multiplos genétipodistribuicdo desses gendtipos, de acordo com
o risco de desenvolvimento de cancer cervical, @stésentada na Figura 1.

Dos 27 gendtipos detectados, 17 (63%) eram deisdto e 10 (37%) de baixo risco. Os HPV -
16 e -81 foram os mais prevalentes (12,2%; n =s&puidos pelos HPV -52 (9,8%; n = 8), -35, -53,
-58, -62 e -70 (7,3%; n = 6), -33, e -66 (6,1%; 5)~18, -31, -56 e -61 (4,9%; n = 4), -71 (3,16,

3), -6b, -11, -39, -40 e -54 (2,4%; n = 2) e -BB,-67, -68, -72, -85 e -102 (1,2%; n = 1) (Figlya
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Figura 1. FreqgUiéncia dos gendtipos de HPV, de acooch o risco de progressdo para cancer,

entre as mulheres soropositivas para o HIV-1 ntriis=ederal e Entorno.

HPV X Citopatologia. As 200 amostras obtidas foram classificadas em gnipos com
relacéo aos laudos citopatlégicos:
o Grupo 1 (G1) — amostras com diagndstico citopatotbgescrito como: i) dentro dos

limites da normalidade, no material examinado; alleracbes celulares benignas,



incluindo inflamagé&o, reparacdo, metaplasia escanmmatura, atrofia com inflamacgao
ou radiagao;

o Grupo 2 (G2) — amostras com diagndstico citopafotbglterado, com atipias celulares
incluindo: i) lesao intra-epitelial de baixo gralSIL (compreendendo efeito citopatico
pelo HPV - HPV e neoplasia intra-epitelial cervigghu | - NIC 1); ii) leséo intra-
epitelial de alto grau - HSIL (compreendendo nesiplintra-epiteliais cervicais graus
Il e 1l - NIC Il e 1l); iii) células atipicas dsignificado indeterminado - ASCUS.

Com relagédo ao laudo citopatologico, 161 amosB8s5¢o0) apresentaram resultados normais
ou apenas alteracdes celulares benignas, condtitwongrupo G1. Por outro lado, 39 amostras
(19,5%) pertenciam ao grupo G2: LSIL (53,8%; 21/39%IL (35,9%; 14/39); e ASCUS (10,2%;

4/39) (Figura 2).

O G1 (80,5%)
OLSIL (10,5%)
B HSIL (7%)

B ASCUS (2%)

Figura 2. Distribuicdo dos laudos citopatologicasvizais entre as pacientes do Distrito
Federal e Entorno. G1: grupo 1, incluindo diagmastitopatolégico normal ou alteragdes celulares
benignas; LSIL: leséo intra-epitelial de baixo grA®IL: lesdo intra-epitelial de alto grau; ASCUS:

células atipicas de significado indeterminado.

Em G1, 114 amostras (70,8%) apresentaram resultaeigetivos para HPV em PCR e 47
amostras (29,2%) apresentaram resultados positRos.outro lado, em G2, a maior parte das

amostras (89,7%; n = 35) foram positivas para HRApenas 4 amostras (10,3%) foram negativas,



observando-se uma prevaléncia significativamenterntke infeccdo por HPV em G2 (p < 0,0001)
(Figura 3).

A analise dos genotipos de HPV entre os dois grapokgicos revelou que, em G1, 66% das
amostras positivas para DNA de HPV estavam infestadr HPV de alto risco e 34% por HPV de
baixo risco. Em G2, a maioria das amostras HPVtipasitambém foi positiva para infeccado por
genotipos de alto risco (80%; 28/35) e apenas waaw(20%) estavam infectadas por genoétipos de
HPV de baixo risco. Uma associacdo significativéreeros HPV de alto risco e G2 pode ser

observada (p < 0,0001).

100,
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G1
(n =161)
ASCUS
(n=4)
LSIL
(n=21)
HSIL
(n=14)

Figura 3. Relacdo entre os laudos citopatolégiagsjpados de acordo com a severidade das
lesbes, e a positividade para DNA do HPV. Glleracdes celulares benignas ou resultados normais
ASCUS: células atipicas de significado indeterminddSIL: leséo intra-epitelial de baixo grau;

HSIL: leséo intra-epitelial de alto grau.

HPV x HIV-1. A frequéncia de infeccdo por HPV e de anormalidattepatologicas nessa
populacdo foi analisada com relacdo a contagengldéas CD4+ das mulheres infectadas por HIV-
1. Para tanto, as mulheres foram divididas emgnégos: <200, 200-500 e >500 células CQd-t/
Trinta pacientes (15%) tinham CD4+ <200; dentrs,el¥ (56,7%) eram positivas para o HPV e 12

(40%) apresentaram resultado alterado no exam®gito (G2). Das 110 pacientes (55%) com
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contagem de CD4+ entre 200 e 500, 46 (41,8%) feasitivas para HPV e 21 (19,1%) pertenciam
ao G2. Finalmente, das 60 pacientes (30%) com gemtade CD4+ >500, 19 (31,7%) foram
positivas para HPV e apenas 6 (10%) apresentarammalidade no laudo citopatolégico. As
analises estatisticas sugeriram que as anormadideitidogicas estavam associadas ao nivel de
imunossupressao (p < 0,005), mas nao foi possbsdrear associacdo estatisticamente significativa
entre a prevaléncia de infec¢do por HPV e o nigehdinossupressao.

A carga viral do HIV-1 estava associada a ocoreédeianormalidades citoldgicas e a deteccdo
de DNA do HPV (p < 0,008). Entre os 22 individuosnccarga viral superior a 30000 copias/mL, a
prevaléncia de infec¢do por HPV foi de 68,2% emtwmalidades citolégicas foi de 40,9%. Entre as
178 pacientes com carga viral menor que 30000 stipia o DNA do HPV foi detectado em 37,6%

e anormalidades citolégicas em 16,8% (Tabela 1).

Tabela 1. Relagdo entre os resultados de examégiito cervical, a infeccdo por HPV e os

marcadores da infec¢ao por HIV-1 (CD4+ e cargd)vira

Citopatologia

Normal / Alteragdes Alterada
celulares benignas n =39
n =161
HPV negativa 114 (70,8%) 4 (10,3%)
HPV positiva, 31 (19,2%) 28 (71,8%)
alto risco
HPV positiva, 16 (9,9%) 7 (17,9%)
baixo risco
HPV positiva, 12 (7,4%) 14 (35,9%)
co-infecgéo
CDa+uL 446,9 | 415 317,8 /280
média / mediana
Cargaviraldo HIV. 1357 4/ 789 46524,1 /3736

média / mediana

A maioria (68%, n = 136) das pacientes estava fpbmatipo de tratamento anti-retroviral,
com 16/136 (11,8%) em terapia quadrupla, 93/1364068 em tripla e 27/136 (19,8%) em dupla.
Cinguenta e oito pacientes submetidas ao tratanferam positivas para DNA do HPV (42,6%) e
78 (57,3%) foram negativas. Das 136 pacientes amanento, 29 (21,3%) apresentaram laudo
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citopatoldgico cervical alterado (G2). As demaisnddlheres (32%) soropositivas para o HIV-1 néao
estavam recebendo qualquer tratamento anti-reddosiv entrar no estudo. Dentre elas, 37,5%
(24/64) eram positivas para DNA do HPV e 62,5%&4Pkram negativas. Dentre essas 64 pacientes
gue nao estavam recebendo anti-retrovirais, 1GYAppertenciam ao G2. Nao foi observada uma
associacédo significativa entre o uso de drogasraimtvirais e a presenca de HPV ou de

anormalidades citologicas (Tabela 2).

Tabela 2. Relacao entre a presenca de infeccadRdy os marcadores da infeccao por HIV-1

(CD4+ e carga viral) e o tratamento anti-retroviral

HPV HPV HPV
n (%) alto risco n (%) baixo risco n (%)
CD4+/puL
<200 (n = 30) 17 (56,7) 14 (46,7) 3 (10)
200-500 (n = 110) 46 (41,8) 33 (30) 13 (11,8)
> 500 (n = 60) 19 (31,7) 12 (20) 7(11,7)
HIV carga viral (cOpias/mL)
< 30000 (n =178) 67 (37,6) 45 (25,3) 22 (12,4)
> 30000 (n = 22) 15 (68,2) 14 (63,6) 1(4,5)
Terapia Anti-retroviral
Sim (n = 136) 58 (42,6) 40 (29,4) 18 (13,2)
Nao (n = 64) 24 (37,5) 19 (29,7) 5(7,8)
DISCUSSAO

Prevaléncia do HPV- As infec¢gOes por HPV sdo as doencas sexualmeaniemitidas mais
comuns atualmente. Estudos utilizando teste paréd OBl HPV em mulheres assintomaticas na
populacdo geral estimam que a prevaléncia de @de@pr HPV varie de 2-44%. Essa ampla
variacdo nas estimativas de prevaléncia € bemacaxialipor diferencas de idade entre as amostras
populacionais estudadas, por diferencas na sedai@ molecular dos véarios ensaios usados para

detectar o DNA do HPV e devido ao fato de que piids diferentes séo estudadas

Um estudo internacional multicéntrico conduzidaap&yiéncia Internacional de Pesquisa sobre
o Cancer (IARC) forneceu dados de 15 areas em #neotes, envolvendo mulheres com idades

entre 15 e 74 anos. A prevaléncia de HPV variomdros de 5% em alguns paises mediterraneos e
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do sudeste asiético a mais de 15% em diversosspdds@mérica Latina e entre algumas populacdes

africana®’.

Os resultados obtidos sobre a prevaléncia de HPYhelimeres soropositivas para o HIV-1 do
DF (41%), assim como os divulgados em outros estwslaerem que é necessario 0 monitoramento
constante de patologias cervicais em mulherestadas por HIV-1°. Chaturvedit al observaram,
nos Estados Unidos, uma prevaléncia de 48,7% degab por HPV em mulheres soropositivas para
o HIV-1. Esses dados também s&o compativeis coobtidos em estudos anteriores, que relatam,
frequentemente, que a prevaléncia de infeccdo W Maria entre 50-70%, de acordo com a
populacdo em estutfo Em estudo conduzido na Itélia sobre a distrituigés HPV entre mulheres
imigrantes e com histérico de prostituicdo, obserse que 42,2% das amostras foram positivas para
HPV, com taxas de deteccdo de 57,1% entre as sitiwpe para o HIV-1 e 35,5% entre as
soronegativas para o HIV-1 Na regido sudeste do Brasil, foi demonstrado,AOR, que 87% das
mulheres soropositivas para o HIV-1 apresentavam Bidl HP\*®, Essas variacbes na prevaléncia
de infeccé@o por HPV refletem, provavelmente, diigas nas popula¢gfes estudadas e nos métodos de
deteccdo do HPV utilizados. Na populagédo soronemgiara o HIV-1, tem sido relatado que a
prevaléncia do HPV varia entre 15% a 50%, deperwlaedabs caracteristicas da populacdo de
estudd®. No geral, os resultados sdo consistentes e mdipae cerca de 50% de todas as mulheres

estao infectadas por HPV, caracterizando um prableondial de saude publica.

O estudo dos diferentes gendétipos do HPV em cagidagode contribuir para o controle e
para o tratamento da doenca associada ao HPV,indlefise a relevancia de pesquisas
epidemiolégicas moleculares. Esses estudos podeneckr evidéncias sobre a existéncia de
diferencas biologicas na transmissibilidade e patege entre os diversos genétipos do HPV, além
de contribuir para o desenvolvimento e utilizaciva de vacinas. A distribuicdo dos gendtipos do
HPV no Brasil parece ser complexa, ja que sua f@eva pode diferir significativamente mesmo
entre cidades bem proximas. Porém, € importantacisque a distribuicdo dos gendtipos de HPV

tem determinantes préprios e que os dados de whri@o podem ser generalizados para todo o pais
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ou mesmo para uma regido geografica. Além dissofoome tem sido verificada na literatura, a
distribuicdo dos diversos genoétipos do HPV parecalgerente de acordo com o cenario clinico em
estudo como, por exemplo, entre populagcbes sotdgsse soronegativas para o HIV-1.

Os gendtipos mais frequentes de HPV entre as nagdhsaropositivas para o HIV-1 no DF
foram os HPV -16 e -81 (12,2%). A seguir, foramsrfaequentes os HPV -52, -35, -53, -58, -62, -
70, -33, -66, -18, -31, -56, -61, -71, -6b, -119,-310, -54, -32, -59, -67, -68, -72, -85 e -102b&se
gue o HPV-16 é o gendtipo mais prevalente em todwmodo. A Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o cancer (IARC) divulgou, recentemente, tedok de uma analise sobre a distribuicdo
mundial de gendtipos de HPV, onde o gendtipo n@isuen foi o HPV-16, seguido pelos HPV -42, -
58, -31, -18, -56, -81, -35, -33 e -45. As dife@nga prevaléncia dos genétipos de HPV podem estar
relacionadas a complexa inter-relacdo geogréafichioggica entre os diferentes gendtipos ou
variantes de HPV e fatores imunogenéticos do hesmed Os resultados aqui encontrados
confirmam a necessidade de estudos epidemiologiares verificar o risco de gendtipos de HPV
menos comuns, para identificar virus desconhec&lgsara monitorar a eventual dispersdo de

gendtipos virais ndo usuais relacionados a progaimaacinacéo e/ou mobilidade populacithal

HPV x Idade- A idade mediana de inicio da vida sexual é deacde 16 anos na maioria dos
paises. Ap6s 5 anos do inicio da vida sexual, apemamente 50% das mulheres jovens ja estéo
infectadas com no minimo um dos 40 genétipos de lgB¥ infectam os genitais. Os resultados
obtidos no DF mostram uma prevaléncia significamigate mais alta de HPV entre mulheres jovens
(< 30 anos), o que esta de acordo com o relataditers&tura que indica que a incidéncia maxima da
infeccdo por HPV ocorre em adultos jovéTis

Os adultos jovens sexualmente ativos representpancala da populagdo com maior risco de
adquirir HPV, conforme estudos epidemiolégicos questram que a prevaléncia de infec¢do por
HPV é mais alta entre mulheres jovens sexualmeitasaindicando uma reducdo no risco apds a
idade de 30 anos. A reducdo no risco de infeccd@oHBd/ com o aumento da idade parece ser

independente de mudangas no comportamento sexugdyirsdo um papel da resposta imune.
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Entretanto, um segundo pico de infeccdo por HP\idaakes avancadas também é uma caracteristica

comum das descobertas epidemiol6ditas

HPV x Laudo citopatolégico Em estudo sobre a distribuicdo dos genotipoklielé entre o
espectro de categorias de citologia cervical, o DNAI foi detectado em 27% das amostras sem
lesado intra-epitelial, em 89,5% das amostras colBUS em 97,5% das amostras com LSIL e em
96,5% das amostras com HSIL. Esse estudo condigiagieteccédo de HPV de alto risco por PCR

pode beneficiar o manejo das pacientes com lesbbaigo gratf.

Na Suécia, de 1 milhdo de testes de Papanicoldimadas por ano, cerca de 4% apresentam
gualquer grau de anormalidade. Considerando-seulieeras com atipias de baixo grau analisadas,
66% eram positivas para DNA do HPV, o que demorssiraportancia da confirmacgéo da infecgéo
utilizando-se técnicas moleculares, mesmo em megheom laudos citopatolégicos sugestivos de
infeccdo por HPY¥A. Na ltalia, entre 414 mulheres estudadas, as {@msias de infeccdo por HPV
foram 19,7%, 63,4%, 80% e 81,5% entre pacientes cémaice normal, lesdo intepitelial
escamosa de baixo grau, de alto grau e carcinoerascas, respectivamente. Um total de 31

gendtipos foi identificado e, como esperado, o HB\ei o mais freqiient®

Em estudo recente no Rio de Janeiro, Carvathal. observaram que a prevaléncia geral de
DNA do HPYV foi de 50,1%, variando de 25% entre ratdis classificadas como normais no teste de
Papanicolau para 100% entre mulheres com diagnosiic HSIL. Diferengas estatisticamente
significativas foram detectadas entre as porcentage individuos com infeccdo por HPV com
cérvice normal versus HSILNo DF, observamos uma prevaléncia de HPV entrenaferes
soropositivas para o HIV-1 sem anormalidades nddatitopatoldgico de 29,2%. Por outro lado,
entre as mulheres com algum tipo de anormalidadece¢ a prevaléncia de DNA do HPV foi de
89,7%, semelhante ao que tem sido relatado natlitex.

A presenca de DNA do HPV entre amostras cervicarsnais pode caracterizar infeccbes
latentes ou lesBes cervicais incipientes, caraetedo um baixo nivel de replicacdo génica do HPV.
Esses casos devem ser monitorados por representareamaior risco de desenvolvimento de lesao
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em tais mulheres infectadas. Mesmo um Unico testiyp para HPV em mulheres citologicamente
normais é substancialmente preditivo de lesdo tdegahu. Entretanto, outra explicagdo poderia ser
devido a presenca de erros no teste de DNA ouagndstico citolégico. A positividade para DNA
de HPV, mesmo quando a amostra citolégica é negapwde determinar a necessidade de um
melhor acompanhamento clinico. Além disso, fatapwientais e imunoldégicos do hospedeiro
podem ter um papel importante no desenvolvimenttesfies cervicais. A histdria natural de uma
infeccdo genital por HPV, incluindo os tipos e ageaviral do HPV ao longo do tempo, pode

influenciar o risco de lesdo, bem como sua tendé&eiregredir, persistir ou progrédir

Por outro lado, a presenca de amostras negativas H@V entre mulheres com laudos
citopatolégicos apresentando atipias celulares miteexplicada pelo fato de que, segundo as
diretrizes da Sociedade Americana de Colposcopiatelogia Cervical (ASCCP), da perspectiva de
triagem de cancer de colo do uUtero, um resultadexdeme citopatolégico alterado com teste
negativo para DNA de HPV representa, na maioriavdass, um resultado falso-positivo. O exame
de Papanicolau é apenas um recurso de triagemgsenfbilidade é de 70%, e as anormalidades
detectadas por ele requerem uma avaliacdo definitiv colposcopia e biépsfa

HPV x HIV-1 — A incidéncia de lesbes cervicais de alto grau arnenes soropositivas para o
HIV estéa relacionada ao seu estado imune, expsaocontagem de células CD4. Além disso, as
mulheres soropositivas para o HIV-1 quando com@erad soronegativas para o HIV-1 apresentam
uma progressdo mais rapida & lesdo de alto gravirfeacdo por HPYV

Em estudo sobre HIV-1 entre mulheré&/omen’ s Interagency HIV StudyWIHS), a
positividade do HIV-1, positividade do HPV, baixantagem de células CD4+ e elevado namero de
copias de RNA do HIV-1 estavam associados com i@éncia de anormalidades citologicas. Na
literatura, os relatos sobre o impacto do tratamanti-retroviral sobre a historia natural e trazato
de lesdes cervicais séo variados, provavelmentel@evdiferencas no desenho e desenvolvimento
do estudo, padrdes de uso dos anti-retrovirais prilpgdes estudadas. De forma geral, os dados

sugerem que esses medicamentos tém um impactavpasiodesto sobre a historia natural de
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neoplasias. Foi demonstrado que mulheres que mecebterapia anti-retroviral tém uma menor
incidéncia de HSIL e uma maior taxa de regress&sade lesdes para lesdes de baixo grau.
Entretanto, ainda ndo foi demonstrada uma redugamaidéncia de cancer cervical associada ao
tratamento anti-retroviral

Ja foi relatado na literatura que o nivel de RNAHIG-1 no plasma esta associado a presenca
de DNA do HPV em amostras cervicais e a deteccaandemalidades no exame citolégico. No
entanto, ndo é facil selecionar marcadores queaposer usados para identificar um subgrupo de
mulheres soropositvas para o HIV-1 que tenha maimbabilidade de apresentar infecgéo
concomitante por HPV. Diversos fatores epidemiadgisdo comuns a todas as mulheres infectadas
por HIV-1 e ndo podem ser usados para caracteagaelas em risco particularmente alto de
infeccdo por HPV e de doenca cervical. Também jj@émonstrado que contagens reduzidas de
células CD4 em pacientes infectados por HIV-1 estwciadas a doenca cervical e a taxas mais
altas de infeccéo por HBY

No DF, as analises estatisticas sugeriram queamatidades citoldgicas estavam associadas
ao nivel de imunossupressao, mas nao foi posdigelrear associacao estatisticamente significativa
entre a prevaléncia de infeccdo por HPV e a contatg células CD4. Por outro lado, a carga viral
do HIV-1 estava associada a ocorréncia de anoratglcitologicas e a deteccdo de DNA do HPV.
A andlise do uso de drogas anti-retrovirais ndo ahestnou uma associacao significativa com a
presenca de HPV ou de anormalidades citolégicas.
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01/12/04 _reparatlv:as. 1322 70 %) 40
inflamacao,
metaplasia escamosa
Alteraces celulare
Bsb 47 benignas reativas ou
01/12/04 _reparatlv:as: 543 3657 6b Baixo nao %) 20
inflamacao,
metaplasia escamosa
AlteracBes celulare
Bsb 48 . . . Alto + .
01/12/04 benignas reativas ou 311 <L Min 18+81+66 Baixo sim ATZ, LPV 49

reparativas:




inflamacao
metaplasia escamosa

Bsb 49

Alterac@es celulare
benignas reativas ou

Alto +

01/12/04 _reparatlv?s: 406 137688 61+85 Baixo sim %) 26
inflamacao,
metaplasia escamc
AlteracBes celulare
benignas reativas ou
Bsb 50 o . . . ddl, d4T,
01/12/04 _reparatlv?s. 560 <L Min 81 Baixo sim LPV, RTV 29
inflamacao,
metaplasia escamosa
Alterac@es celulare
Bsb 51 benignas reativas ou
08/12/04 reparativas: atrofia 262 / mnf 3664 ATZ, NFV 61
com inflamacao
Alteraces celulare
Bsb 53 benignas reativas ou AZT, 3TC,
08/12/04 reparativas: 949 262 NVP 30
inflamacao
Bsk 54
08/12/04 Normal 1307 1284 %) 36
Alterac8es celulare
Bsb 55 benignas reativas ou
08/12/04 reparativas: 567 23118 Z 3l
inflamacao
Alteracdes em célule
epiteliais: em células
Bsb 56 escamosas — atipias . ~ AZT, 3TC,
08/12/04 de significado 697 <L Min 35 Alto nao NFV 24
indeterminado
(ASCUS)
Bsk 57 Efeito citopaticc . . 3TC, d4T,
15/12/04 compativel com HPY 723 2088 1 Baixo  sim EFV 42
AlteracBes celulare
benignas reativas ou
Bsb 58 S
15/12/04 _reparatlv?s. 207 58833 %) 50
inflamacao,
metaplasia escamosa
Efeito citopaticc
compativel com HPV
Bsb 59 ) . ~ TDF, 3TC,
15/12/04 + NIC llI (dlspIa_S|a 554 8518 35 Alto nao LPV/R 27
acentuada, carcinoma
in situ)
Bsk 60 IDV, AZT,
15/12/04 Normal (15/12/04) 222 109515 3TC 30
Bsk 61 Dentro dos limites d . AZT, ddl,
15/12/04 normalidade 312 < L Min NVP 38
Alteraces celulare
Bsb 62 benignas reativas ou ~ ddl, LPV,
15/12/04 reparativas: 252 82563 67 Alto nao TDF 3l
inflamacao
Bsb 64 AlteracBes celulare
22/12/04 benignas reativas ou 363 29349 %) 40

reparativas:




inflamaca

Bsb 65

Efeito citopaticc
compativel com HPV

22/12/04 T +NIC | (displasia  1T° 33298 Alto nao Z 43
leve)
Alteraces celulare
benignas reativas ou
Bsb 66 S
52/12/04 _reparatlv?s. 746 5273 %) 34
inflamacao,
metaplasia escamosa
Alteraces celulare
Bsb 67 benignas reativas ou
12/01/2005 reparativas: 456 4079 ddl, d4T, NFV' 32
inflamaca
Bsk 68 Efeito citopaticc . ~ d4T, 3TC,
13/01/2005 compativel com HPY 443 <L Min Alto nao EFV 21
AlteracBes celulare
Bsb 69 benignas reativas ou .
19/01/2005 reparativas: 928 <L Min 2 38
inflamacao
Alteraces celulare
Bsb 70 benlr%nzs;;ﬁ?;lgg > 333 24727 %) 35
19/01/2005 reparativas.
inflamacao,
metaplasia escamosa
Alterac@es celulare
benignas reativas ou
Bsb 72 . AZT, 3TC,
26/01/2005 _reparatlv:as. 223 7322 NVP 34
inflamacao,
metaplasia escamosa
Bsk 73 . ~ AZT, 3TC,
26/01/2005 Normal 413 <L Min Alto nao NVP 49
Alteraces celulare
Bsb 74 reativas e/ou ~
26/01/2005 reparativas: 723 3760 Alto nao Z 44
inflamacao
AlteracBes celulare
Bsb 75 benignas reativas ou ~ AZT, ddl,
26/01/05 reparativas: 320 4386 Alto nao EFV 21
inflamaca
AlteracBes celulare
Bsb 76 benignas reativas ou . AZT, 3TC,
26/01/2005 reparativas: 728 <L Min NVP 48
inflamacao
Bsk 77 . . ~ TDF, 3TC,
26/01/2005 Normal 929 <L Min Baixo nao EEV 27
AlteracBes celulare
Bsb 78 benignas reativas ou . AZT, 3TC,
16/02/05 reparativas: 200 <L Min EFV 21
inflamacao
Bsk 79
16/02/05 Normal 998 11596 %) 38
Bsb 80 AlteracBes celulare
16/02/05 benignas reativas ou 306 12025 Alto nao %) 24

reparativas:




inflamaca

Alterac@es celulare
benignas reativas ou

52/%2/105 + _reparativ:as: 261 <L Min 81 Baixo nao AZ'II\'I,V?I;TC, 37
inflamacao,
metaplasia escamosa
Bst 82 + Normal 532 81438 18+35 Alto sim %) 36
23/02/05
5;%%%5 . Normal 554 354 o I’:\O/'d" 40
5;%%‘}05 - Normal 136 <L Min d4E’Ff/TC' 33
Alteraces celulare
Bsb 85 benignas reativas ou
23/02/05 i reparativas: 348 23322 Z 21
inflamacao
Alteracdes em célule
Bsb 86 epiteliais: em células
+ escamosas - efeito 191 < L Min 52 Alto nao AZT, 3TC 25
23/02/05 e .
citopatico compativel
com HPV
Alteraces celulare
5;%2/705 + be“'%gﬁ;ﬁj;‘;’f‘s U 421 <LMin 16+62+81 gg?x; sim  ATZ,NVP 26
inflamacao
5;%%?05 - Normal 216 40128 % 35
Alteracao
citopatolégica
compativel com
52/%2/%5 + infeggé_o por HPV + 70 66681 58 Alto néo AZ-II;’F:\)’/TC’ 26
lesdo intraepitelial
escamosa de baixo
grau
AlteracgOes celulas
Bsb 90 benignas reativas ou . d4T, 3TC,
02/03/05 i reparativas: atrofia 486 <L Min NVP 56
com inflamacao
Alteracdes em célule
epiteliais: em células
Bsb 91 escamosas — ef(?ito )
+  citopatico compativel 319 12314 39 Alto Nao  d4T, ddl, ATZ 26
02/03/05 . .
com HPV; em células
escamosas - NIC |
(displasia leve)
Alterac@es celulare
Bsb 92 benignas reativas ou
02/03/05 i reparativas: 138 4151 Z 41
inflamacao
AlteracBes celulare
Bsb 93 benignas rgativas ou . )
02/03/05 + _reparatlv:as. 492 89 81 Baixo nao %) 46
inflamacao,
metaplasia escamosa
Bsk 94 - AlteracBes celulare 794 51 %) 32




02/03/0¢

benignas reativas ¢
reparativas:
inflamacao

AlteracBes celulare

Bsb 95 benignas reativas ou daT, 3TC,
10/03/05 reparativas: 307 27320 IDV, RTV 40
inflamaca
Bsk 97 , ~ AZT, 3TC,
10/03/05 Normal 282 267 81 Baixo nao NVP 42
Alteraces celulare
benignas reativas ou
reparativas:
inflamacao;
Bsb 98 elteracbes em células . . ddl, AZT,
10/03/05 epiteliais: em células 257 <L Min 16+33+39 Alto sim ATZ 25
escamosas - NIC Il
(displasia
acentuada/carcinoma
in situ)
AlteracBes celulare
. . TDF, AZT,
E(S)/t:)gl%S be“'%gﬁ;ﬁj;‘;’?‘s U 666 123 68+81 gg?x; sim 3TC, 34
. . ATZ/RTV
inflamacao
Alterac8es celulare
benignas reativas ou
Bsb 100 o AZT, 3TC,
10/03/05 _reparatlv:as. 237 3777 EE7 32
inflamacao,
metaplasia escamosa
Bsk 101 . ~ NVP + AZT +
16/03/05 Normal 424 9465 40 Baixo nao 3TC 32
Alteraces celulare
Bsb 102 benignas reativas ou . . ~. AZT +3TC +
23/03/05 reparativas: 231 <L Min 62 Baixo nao EFV 3l
inflamacao
Bsk 103
31/03/0! Normal 588 3083 %) 38
AlteracBes celulare
Bsb 104 benignas reativas ou . AZT + 3TC +
31/03/05 reparativas: 557 <L Min NVP 32
inflamacao
Bsk 105 . AZT, ddl,
07/04/05 Normal 609 <L Min ATZ 47
Alteracdes eicélulas
epiteliais: em células
Bsb 106 escamosas — NIC Il . . o AZT, 3TC,
07/04/05 (displasia 268 <L Min 40 Baixo nao EEV 39
acentuada/carcinoma
in situ)
Bsk 107 ~
07/04/05 Normal 900 135 66 Alto nao %) 29
AlteracBes celulare
benignas reativas ou
Bsb 108 S
14/04/05 _reparatlv?s. 374 6211 %) 38
inflamacao,

metaplasia escamosa




Bsk 109

Normal

1290

4556

17

14/04/05
Alterac@es celulare
benignas reativas ou
Bsb 111 o AZT, 3TC,
14/04/05 _reparatlv?s. 164 6422 EFV 32
inflamacao,
metaplasia escamc
Bsk 113 ~
20/04/05 Normal 353 161121 16 Alto nao %) 25
Alteraces celulare
Bsb 115 benignas reativas ou AZT, 3TC,
28/04/05 reparativas: 330 1213 NFV 29
inflamacao
AlteracgBes celulare:
Bsb 116 benignas reativas ou . ATZ, EFV,
28/04/05 reparativas: 328 <L Min TDF, LPY 3
inflamacao
Bsk 117 . AZT, 3TC,
28/04/05 Normal 401 <L Min EEV 36
AlteracgGes celulare:
Bsb 118 benignas reativas ou .
28/04/05 reparativas: 631 < L Min AZT, adl, IDV 49
inflamacao
Bsk 120 .
04/05/05 Normal 500 <L Min 3TC, EFV 34
Alterac8es celulare
benignas reativas ou
reparativas:
inflamacao;
Bsb 121 alteracbes em células > L Max . AZT, 3TC,
05/05/05 epiteliais: em células ~ 20° (500000) 35 Alto sim ATZ 24
escamosas — efeito
citopatico compativel
com HPV, NIC |
(displasia leve)
Bsk 122 : AZT, 3TC,
05/05/05 Normal 413 <L Min EFV 39
AlteracBes celulare
benignas reativas ou
reparativas:
inflamacao,
metaplasia escamosa;
alteracbes em células
Bsb 123 NN ! . . AZT, 3TC,
05/05/05 epiteliais: em ceIuI_as 241 <L Min 56 Alto sim ATZ 32
escamosas — efeito
citopatico compativel
com HPV, NIC Il
(displasia
acentuada/carcinoma
in situ)
Bsk 124 . d4T, 3TC,
05/05/05 Normal 741 <L Min NEV 28
Bsk 125 : d4T, 3TC,
05/05/05 Normal 280 <L Min NEV 32
Bsk 126 Alteracde celulares 11€ 13€ 16+52 Alto sim AZT, 3TC, 33




05/05/0: benignas reativas ¢ LPV
reparativas:
inflamacao
AlteracBes celulare
benignas reativas ou
?i/%é/zo; reparativas: 536 <L Min g—?--(l; Il\llj\\//P 38
inflamacao, ’
metaplasia escamosa
Alteraces celulare
benignas reativas ou
reparativas:
Bsb 128 inflamacao;
19/05/05 alteracbes em células 312 7252 53+58 Alto Sim %) 28
epiteliais: em células
escamosas — efeito
citopatico compativel
com HPV
Alteraces celulare
Bsb 129 benignas reativas ou . AZT, 3TC,
19/05/05 reparativas: 461 <L Min EFV 41
inflamacao
Alteraces celulare
Bsb 130 benignas reativas ou 14063
19/05/05 reparativas: 357 Z 29
inflamacao
Alterac8es celulare
Bsb 131 benignas reativas ou TDF, 3TC,
02/06/05 reparativas: 317 60 LPV 35
inflamacao
Alteraces celulare
Bsb 132 benignas reativas ou .
02/06/05 reparativas: 515 <L Min ATZ, NVP 36
inflamacao
AlteracBes celulare
benignas reativas ou
reparativas:
Bsb 133 inflamacao; ~
02/06/05 alteracbes em células 274 12390 3l Alto nao 2 38
epiteliais: em células
escamosas — NIC |
(displasia leve)
53?053: Normal 772 <L Min AZ;’T:;TC’ 49
g;fot?& Normal 474 887 AZ,\T\’/gd" 36
g;,boggS Normal 284 96176 %) 29
ggslbogé Normal 357 < L Min dd,'\i F?’J € 53
Bsk 139 TDF, 3TC,
09/06/05 Normal 128 28315 44T, ATZIR 46
Alteracdes em célule
Bsb 140 epiteliais: em células ~
09/06/05 escamosas — efeito 644 76919 3l Alto nao 2 24

citopatico compativel




com HPV; em célula
escamosas — NIC |l
(displasia moderada)

Bsb 141
16/06/05

AlteracBes celulare
benignas reativas ou
reparativas:

inflamacao lev

355

< L Min

32+53+62

Alto

sim

AZT, 3TC,
EFV

37

Bsb 142
16/06/05

Alteracdes em célule
epiteliais: em células
escamosas — atipias
de significado
indeterminado;
ASCUS favorecendo
HPV

172

1964

31

Bsb 143
23/06/05

AlteracBes celulare
benignas reativas ou
reparativas:
inflamacao

677

< L Min

16

Alto

AZT, 3TC,
EFV

27

Bsb 144
23/06/05

Alteraces celulare
benignas reativas ou
reparativas:

inflamacao

341

16517

39

Bsb 145
23/06/05

AlteracBes celulare
benignaas reativas ou
reparativas:
inflamacéao, reparo
glandular

285

< L Min

AZT, ddI,
EFV

30

Bsb 146
30/06/05

Alterac@es celulare
benignas reativas ou
reparativas:
inflamacao,
metaplasia escamosa,
reparacao

459

3497

71

Baixo

nao

ddl, 3TC, LPV 42

Bsb 147
30/06/05

AlteracBes celulare
benignas reativas ou
reparativas:

inflamacao;
alteracbes em células
epiteliais: em células
escamosas — efeito
citopatico compativel
com HPV

212

16040

61

Baixo

nao

AZT, 3TC,
EFV

23

Bsb 148
30/06/05

Alteraces celulare

benignas reativas ou
reparativas:
inflamacao,

metaplasia escamosa

559

2574

27

Bsb 150
14/07/05

AlteracBes celulare
benignas reativas ou
reparativas:

inflamacao

681

8009

30

Bsb 151
14/07/05

AlteracBes celulare
benignas reativas ou
reparativas:
inflamacao

415

1487

54

Baixo

sim

TDF, 3TC,
EFV, ATZr

37




Alterac@es celulare

Bsb 152 benignas reativas ou AZT, 3TC,
14/07/05 reparativas: 260 15816 ATZ 38
inflamacao
AlteracBes celulare
Bsb 153 benignas reativas ou
14/07/05 reparativas: 208 1981 2 37
inflamacao
Alteraces celulare
Bsb 154 benignas reativas ou daT, 3TC,
25/08/05 reparativas: 183 1086 NVP 4l
inflamacao
;’;/bogg, Normal 491 15738 %) 31
Alterac8es celulare
Bsb 156 benignas reativas ou
25/08/05 reparativas: 325 2420 Z 29
inflamacao
85;0%3%5 Normal 284 6868 ddl, d4T, NFV 42
gi/bot?& Normal 558 <L Min ‘E‘F‘,I/’/?F’{TT(\:/’ 30
AlteracBes celulare
Bsb 159 benignas reativas ou
22/09/05 reparativas: 395 58501 Z 34
inflamaca
Alterac8es celulare
Bsb 160 benignas reativas ou .
22/09/05 reparativas: 180 <L Min ATZ, EFV 42
inflamacao
Alteraces celulare
: : TDF, 3TC,
Bsb 161 benignas rgatlv.as ou 66 <L Min LPV/IRTV. 45
22/09/05 reparativas: ATZ
inflamacao
Alteracdes em célule
epiteliais: em células
escamosas — efeito
citopatico compativel
5;%;%25 comHPV; emcélulas 2 403467 d4I’P§/TC' 36
escamosas — NIC Il
(displasia
acentuada/carcinoma
in situ)
Alterac8es celulare
Bsb 163 benignas reativas ou . AZT, 3TC,
22/09/05 reparativas: 533 <L Min EFZ 54
inflamacao
Alteracdes em célul:
epiteliais: em células
Bsb 164 escamosas — efeito
29/09/05 citopatico compativel 442 110 NVP, 3TC 36
com HPV; NIC |
(displasia leve)
Bsk 165 AlteracBes celulare . TDF, 3TC,
29/09/05 benignas reativas ou 580 <L Min LPVr 36




reparativas

inflamacao
gg,blgj& Normal 156 15136 %) 26
Bsk 167 AZT, ddl,
06/10/05 Normal 448 77 EFV 38
Alteracdes em célule
epiteliais: em células
Bsb 168 . . AZT, 3TC
escamosas — efeito 448 <L Min . ’ 39
13/10/05 citopatico compativel EFV
com HPV
Alterac8es celulare
Bsb 169 benignas reativas ou . AZT, 3TC,
13/10/05 reparativas: 4rl <L Min EFV 38
inflamacao
?;;:1%)785 Normal 305 23329 ATC, NVP 37
Bsk171 . AZT, 3TC,
13/10/0: Normal 428 <L Min EFV 40
Alteraces celulare
Bsb 172 benignas reativas ou AZT, 3TC,
20/10/05 reparativas: 212 3666 NVP ar
inflamacao
AlteracBes celulare
Bsb 173 benignas reativas ou .
20/10/05 reparativas: 537 <L Min ATC, ATZ 46
inflamacao
Alterac@es celulare
Bsb 174 benignas reativas ou ~
20/10/05 reparativas: 416 2251 70 Alto nao d4T, 3TC 54
inflamacao
AlteracBes celulare
Bsb 175 benignas reativas ou
20/10/05 reparativas: 215 8613 Z 21
inflamacao
AlteracBes celulare
benignas reativas ou
Bsb 176 i
reparativas: 416 4450 %) 25
27/10/05 inflamacao,
metaplasia escamc
Alterac8es celulare
Bsb 177 benignas reativas ou . AZT, 3TC,
27/10/05 reparativas: 449 <L Min NFV 29
inflamacao
AlteracBes celulare
Bsb 178 benignas reativas ou
27/10/05 reparativas: 310 3555 2 34
inflamacao
Alteraces celulare
Bsb 179 benignas reativas ou . AZT, 3TC,
03/11/05 reparativas: 248 <L Min ATZ 59
inflamacao
Bsb 180 AlteracBes celulare
53/03/06 benignas reativas ou 435 < L Min 53 Alto Nao ATC, NFV 50

reparativas:




inflamacao
metaplasia escamosa

Alterac@es celulare

Bsb 181 benignas reativas ou . AZT + 3TC +
23/03/06 i reparativas: 405 <L Min NVP 37
inflamacao
Alteracdes em célule
epiteliais: em células
Bsb 185 escamosas — NIC IlI .
20/03/06 + (displasia 149 144831 35+58 Alto sim ATC, NLF 53
acentuada/carcinoma
in situ)
Alterac@es celulare
Bsb 186 benignas reativas ou .
06/04/06 i reparativas: 1053 <L Min ATC, ATV 35
metaplasia escamosa
Alteraces celulare
benignas reativas ou
Bsb 187 o .
20/04/06 - _reparatlv:as. 620 <L Min ATC, EFV 37
inflamacao,
metaplasia escamc
Alterac@es celulare
Bsb 188 benignas reativas ou .
20/04/06 i reparativas: atrofia 499 <L Min ATC, EFV 48
com inflamacao
Alterac@es celulare
Bsb 189 benignas reativas ou
20/04/06 i reparativas: 519 11682 Z 39
inflamacao
Alteraces celulare
Bsb 190 benignas reativas ou . 3TC, TRV,
20/04/06 i reparativas: 158 <L Min ATV 42
inflamacao
Alteraces celulare
Bsb 192 benignas reativas ou
27/04/06 i reparativas: 181 26596 2 32
inflamacao
Alteracdes em célule
epiteliais: em células
Bsb 193 escamosas — efeito . d4T, 3TC,
27/04/06 * citopatico compativel 169 3736 31+33 Alto sim NFV 29
com HPV:; NIC I
(displasia moderad
Alterac@es celulare
Bsb 194 benignas reativas ou ATZ, AZT,
11/05/06 i reparativas: 556 599 3TC 37
inflamacao
Alteracdes em célule
epiteliais: em células
Bsb 195 . ATV, TRV,
11/05/06 - escamosas — efglto 324 74 3TC 39
citopatico compativel
com HPV
Bsb 196 AlteracBes celulare
11/05/06 - benignas reativas ou 115 < L Min ATC, EFV 40

reparativas: atrofia




com inflamaca

Alterac@es celulare

Bsb 197 benignas reativas ou . ATC, RTV,
25/05/06 reparativas: 483 <L Min ATV 48
inflamacao
Alteraces celulare
Bsb 198 benignas reativas ou .
55105/06 reparativas: 154 20274 nao ATC, NFV 36
inflamacao
Alteraces celulare
Bsb 199 benignas reativas ou .
25/05/06 reparativas: 319 25468 nao 2 21
inflamacao
Bsk 200 ~
55105/06 Normal 535 4936 nao %) 49
Bsk 201 : AZT, 3TC,
01/06/06 Normal 463 <L Min EFV 26
Atipias em célula:
escamosas: lesao
intra-epitelial de
baixo grau
gi/t:)é/%ze (compreendendo 315 <L Min nao ATC, LPV 40
efeito citopatico pelo
HPV e neoplasia
intra-epitelial cervical
grau l)
Alterac@es celulare
Bsb 203 benignas reativas ou d4T, 3TC,
01/06/06 reparativas: 143 11870 NFV 39
inflamacao
Atipias em célula:
escamosas: lesao
intra-epitelial de
baixo grau
Bsb 204 . ~ daT, 3TC,
01/06/06 (gompree,nfjendo 402 <L Min nao RTV. SQV 36
efeito citopatico pelo
HPV e neoplasia
intra-epitelial cervical
grau l)
AlteracBes celulare
Bsb 205 benignas reativas ou 051 997 d4T, 3TC, 39
22/06/06 reparativas: ATV, RTV
inflamaca
Alterac@es celulare
Bsb 206 benignas reativas ou ~
29/06/06 reparativas: 407 4341 nao Z 24
inflamacao
AlteracgOes cellares
Bsb 207 benignas reativas ou d4T, 3TC,
29/06/06 reparativas: 64 21 NFV 52
inflamacao
Bsk 208
20/06/06 Normal 483 13702 42
Bsk 209 AlteracBes celulare
29/09/06 benignas reativas ou al7 78473 40




reparativas
inflamacao

Atipias em células
escamosas: lesao

Bsb 210 intra-epitelial de Alto + .
15/09/06 baixo grau (efeito 114 4298 52+61 Baixo sim ATC, NFV 32
citopatico pelo HPV e
NIC 1)
Bsk211 . , ~
05/10/06 Normal 627 < L Min 72 Baixo nao ATZ, AZT 32
Alteraces celulare
Bsb 212 benignas reativas ou
05/10/06 reparativas: 1336 102 Z 21
inflamaca
Alterac8es celulare
Bsb 213 benignas reativas ou
05/10/06 reparativas: 807 3959 Z 36
inflamacao
Alterac@es celulare
Bsb 214 benignas reativas ou 4, 7312 61 Baixo  ndo  ATC,NVP 40
9/11/06 reparativas:
inflamacao
Alterac8es celulare
Bsb 215 benignas reativas ou . TFV, ATC,
9/11/06 reparativas: 95 18869 53 Alto sim LPV 44
inflamacao
Alterac@es celulare
Bsb 216 benignas reativas ou .
7/12/06 reparativas: 564 <L Min ATC, EFV 30
inflamacao
Alterac@es celulare
nao-neoplasicas —
Bsb 217 reativas ou . 3TC, LPV,
14/12/06 reparativas associadas 270 1108 24+70+71 Alto sim TFV, ATV 34
a inflamacéo (reparo
tipico)
Bsk21¢
14/12/06 Normal 436 133443 ATC, EFV 38
AlteracGes celures
Bsb 219 benignas reativas ou
14/12/06 reparativas: 260 706 ATC, NLP 29
inflamacao
Células atipicas ¢
significado
Bsb 220 indeterminado . 3TC, EFV,
14/12/06 escamosas: 858 <L Min ABC 30
possivelmente nao
neoplasicas

NIC: neoplasia intra-epitelial cervical
ASCUS: células escamosas atipicas de significatiténminado
< L Min: menos de 50 cdpias de RNA do HIV / mL @ectavel); > L Max: mais de 500000 cépias de RAItY / mL

ABC: abacavir; ATZ: atazanavir; AZT: zidovudina;Td4estavudina; ddl: didanosina; ddC: zalcitabindVDdelavirdina; EFV:
efavirenz; IDV: indinavir; LPV: lopinavir; NFV: néhavir; NVP: nevirapina; RTV: ritonavir; SQV: saigpavir; 3TC: lamivudina;

TDF: tenofovir.
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