DETECCAO E TIPIFICACAO DE HPV EM LESOES
CUTANEAS E MUCOSAS DE PACIENTES
SOROPOSITIVOS PARA HIV

Mariana de Gusmao Nunes

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pés-Graduacdo em Medicina
(Dermatologia), Faculdade de Medicina, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como
parte dos requisitos necessarios a obtencao do
titulo de Mestre em Medicina (Dermatologia).

Orientadores: Profd. Dra. Marcia Ramos-e-Silva
Profa. Dra. Ledy do Horto dos Santos Oliveira

Rio de Janeiro
Fevereiro/2006



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



DETECCAO E TIPIFICACAO DE HPV EM LESOES
CUTANEAS E MUCOSAS DE PACIENTES
SOROPOSITIVOS PARA HIV

Mariana de Gusmao Nunes

Orientadoras: Profd. Dra. Marcia Ramos-e-Silva

Prof2. Dra. Ledy do Horto dos Santos Oliveira

Dissertacao de Mestrado submetida ao Programa de Pés-Graduacdo em Medicina
(Dermatologia), Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Rio de Janeiro -
UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de Mestre em

Medicina (Dermatologia).

Aprovada por:

Presidente, Prof2. Dra. Nurimar Conceicao Fernandes

Prof2. Dra. Sueli Coelho da Silva Carneiro

Prof2. Dra. Silvia Maria Baeta Cavalcanti

Rio de Janeiro
Fevereiro/2006



Nunes, Mariana de Gusméao

Deteccéao e tipificacdo de HPV em lesdes cutaneas e
mucosas de pacientes soropositivos para HIV / Mariana de
Gusméo Nunes. — Rio de Janeiro: UFRJ / Faculdade de
Medicina, 2006.

xiv, 96 f. :il. ; 31 cm.

Orientadores: Marcia Ramos-e-Silva e Ledy do Horto dos
Santos Oliveira

Dissertacao (Mestrado) — UFRJ / Faculdade de Medicina /
Dermatologia, 2006.

Referéncias Bibliograficas: f. 78-92

1. Soropositividade para HIV. 2. Infecgbes por
papilomavirus. 3. Neoplasias cutaneas. 4. Condicfes pré-
cancerosas — Tese. |. Ramos-e-Silva, Marcia. Oliveira,
Ledy do Horto dos Santos Il. Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Faculdade de Medicina. Ill. Titulo.




Aos meus pais, Celso e Maria Islai, pelo carinho,
apoio e compreensdo incondicionais. Por
permitirem que eu realizasse 0s meus sonhos e por

acreditarem neles. Amo voceés.

Ao meu querido esposo Marcelo, amigo e
companheiro de todas as horas. A vida ao seu lado
tornou-se especial. Obrigada pelo incentivo mesmo
nas horas em que ndo pude estar com vocé parame

dedicar a este trabalho.

Aos meus irmdos, Marcia e Henrique, que
acompanharam de perto toda a jornada que tive de
percorrer para chegar até aqui.

Aos meus entes queridos, que nao estdo mais
presentes para comemorarem esta grande vitoria,
mas que um dia ja& torceram por mim. Até a

préoxima...



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos que de certa forma contribuiram na realizacéo deste trabalho, em
especial:

A orientadora Prof. Dra. Marcia Ramos-e-Silva por aceitar participar deste desafio
comigo, apontar o caminho a ser percorrido e orientar a melhor forma de fazé-lo.
A orientadora Prof2. Dra. Ledy do Horto dos Santos Oliveira pela atenc&o e paciéncia
inesgotaveis durante todos os momentos em que precisei de orientacdo e de
conselhos. Pela dedicacdo com que me ensinou tudo que sei sobre a pratica de
laboratorio de virologia. Obrigada por servir de porto seguro nos momentos de
tempestade desta viagem.

Ao Prof. Dr. Absalom Lima Filgueira, que com sua dedicacdo e competéncia
conseguiu superar os momentos dificeis e manteve funcionando com qualidade este
curso de pos-graduacdo em Dermatologia. Sem o seu trabalho nada disto teria
sentido.

A Profa. Dra. Beatriz Moritz Trope por ter me aceitado com todo carinho em seu
ambulatorio, pela enorme ajuda na sele¢édo dos pacientes, por ter sido conselheira
nos momentos dificeis, e principalmente por ter me ensinado a interessante pratica
do trabalho e do convivio com 0s pacientes soropositivos para HIV. Passei a admirar
e tentar assimilar algumas de suas qualidades: o entusiasmo pela dermatologia, a
curiosidade frente a um caso novo ou a um parecer, a forma de respeitar os outros e
de se fazer respeitar e, principalmente o compromisso com o doente, com a

instituicdo e com a medicina. Obrigada por tudo.



Vi

A Prof2, Dra. Paula Dadalti por me ensinar, com toda a dedicacdo, como escrever
meu primeiro projeto de pesquisa e como realiza-lo. Obrigada pela base que me deu.
A Dra. Claudia Soares, pela amizade e enorme ajuda na parte estatistica. Obrigada
por ter me acolhido e por ter sido tdo prestativa e atenciosa. Vocé trouxe luz quando
tudo estava escuro.

Ao Prof. Dr. Juan Pifieiro-Maceira e a Profa. Dra. Tullia Cuzzi por facilitar o meu
acesso ao local de armazenagem do material e pela disponibilidade no
esclarecimento de duvidas sobre a histopatologia dos casos estudados.

A amiga Dra. Fernanda Silveira pela ajuda na traduc&o do resumo. Obrigada pela
gentileza.

A amiga Dra. Adriana Abuchar pela ajuda inestiméavel, que tornou muito mais facil e
agradavel esta caminhada. Obrigada pela amizade, pelo companheirismo e por ter
sido uma excelente colega de trabalho. A saudade € enorme.

A Dra. Rebeca Maffra, minha atual amiga e confidente, que ficou com a dura tarefa
de continuar o trabalho realizado por mim, e que eu tenho certeza, o farad com grande
competéncia.

As Dras. Carolina Pereira Gongalves e Melissa Chaves Azevedo e Silva por
ajudarem no andamento do ambulatério e nas arduas tarefas de coletar dados e de
procurar artigos sempre que solicitadas.

A Dona Eva e as enfermeiras do 5C, por possibilitarem a realizacdo desta
dissertacéo contribuindo com o funcionamento adequado do ambulatorio do Hospital
Dia, e por terem sido companhias tdo agradaveis durante esses anos.

Aos médicos da DIP que encaminharam seus pacientes para participarem do estudo,

e tornaram-se bons companheiros de trabalho.



vii

A Dra. Mércia Halpern por estar presente no dia a dia do ambulat



viii

RESUMO

DETECCAO E TIPIFICACAO DE HPV EM LESOES CUTANEAS E MUCOSAS DE
PACIENTES SOROPOSITIVOS PARA HIV

Mariana de Gusmao Nunes
Orientadores: Profd. Dra. Marcia Ramos-e-Silva
Prof2. Dra. Ledy do Horto dos Santos Oliveira

Resumo da Dissertacédo de Mestrado submetida ao Programa de Pés-Graduagéo em
Medicina (Dermatologia), Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencédo do titulo de
Mestre em Medicina (Dermatologia).

A presenca de papilomavirus humano (HPV) de alto risco em uma lesdo esta
associada ao aumento da chance de evolugéo para neoplasia, principalmente na
vigéncia de imunodepressao, como na infeccao por HIV. O objetivo deste estudo foi
investigar a freqiéncia de HPV em lesdes cutaneas (verruga vulgar, verruga plana e
epidermodisplasia verruciforme) e mucosas (verruga vulgar, condiloma acuminado,
neoplasia intraepitelial, papulose bowendide e carcinoma espinocelular) de pacientes
masculinos soropositivos para HIV. Avaliou-se também a freqiéncia de malignidade
e suarelacdo com o tipo de HPV detectado e com algumas variaveis clinicas (idade,
tempo de doenca pelo HIV, tempo de evolucdo das lesbes, uso de terapia anti-
retroviral, contagem de CD4 menor ou igual a 200 células/mm?®, carga viral e
presenca de HPV na lesdo). Estudaram-se 38 lesbes de 27 pacientes do Servico de
Dermatologia, HUCFF/UFRJ, no periodo de 18 meses. O fragmento de biopsia foi
submetido a deteccdo e tipificacdo de HPV através da reacdo da cadeia da
polimerase com oligonucleotideos iniciadores genéricos MY09/11 e oligonucleotideos
iniciadores especificos para o gene E6 dos tipos 6, 11, 16 e 18. As lesbes
indeterminadas foram também testadas para os tipo 31, 33 e 35. A frequéncia de
HPV foi 63,2%, sendo encontrado HPV tipo 6, 11 ou 16 em 18 lesdes e ocorrendo
multiinfeccdo em 3 lesdes. A pesquisa do HPV demonstrou baixa taxa de deteccao
de HPV de alto risco (HPV 16, 18,4%) e nenhum HPV 18, 31, 33 ou 35. 36,8% das
lesBes ja eram pré-malignas ou malignas e a frequiéncia de displasia moderada ou
grave nos pacientes estudados foi maior do que a descrita na populacdo
soronegativa para HIV. HPV de alto risco (HPV 16) foi detectado em quatro lesdes
benignas e HPV de baixo risco (HPV 6) em trés lesdes genitais pré-malignas. Nao
houve associacéo significativa entre as variaveis clinicas e o aumento da prevaléncia
de lesBes pré-malignas ou malignas.

Palavras-chave: Soropositividade para HIV, Infec¢Bes por papilomavirus, Neoplasias
cutaneas, Condicbes pré-cancerosas

Rio de Janeiro

Fevereiro/2006



ABSTRACT

HPV DETECTION AND TYPIFICATION IN CUTANEOUS AND MUCOSAL LESIONS
OF HIV POSITIVE PATIENTS

Mariana de Gusmao Nunes
Orientadores: Profd. Dra. Marcia Ramos-e-Silva
Prof2. Dra. Ledy do Horto dos Santos Oliveira

Abstract da Dissertacéo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-Graduagédo em
Medicina (Dermatologia), Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencédo do titulo de
Mestre em Medicina (Dermatologia).

The presence of high-risk human papillomavirus (HPV) in a lesion is associated with
an increased chance of progression to neoplasia, especially in the setting of
immunosuppression, as in the case of HIV infection. The objective of this study was to
investigate the frequency of HPV in cutaneous (common wart, flat wart and
epidermodysplasia verruciformis) and mucosal (common wart, condyloma acuminata,
intraepithelial neoplasia, bowenoid papulosis and squamous cell carcinoma) lesions
in HIV seropositive male patients. The frequency of malignancy, its association with
the HPV type detected and with some clinical variables (age, date of first positive HIV
test, lesion evolution time, use of anti-retroviral therapy, CD4 count less than or equal
to 200 cells/mm?, HIV viral load and presence of HPV in the lesion) were also
assessed. 38 lesions from 27 patients seen at the Dermatology Service,
HUCFF/UFRJ, were studied in a period of 18 months. The biopsied fragment was
submitted to detection and typing of HPV, through polymerase chain reaction (PCR)
with generic primers MY09/11 and specific primers for gene E6 of types 6, 11, 16, and
18. The indeterminate lesions were also tested for types 31, 33 and 35. The
frequency of HPV was 63.2%, with detection of HPV types 6, 11 or 16 in 18 lesions
and with multiinfection in 3 lesions. The study of HPV showed low detection of high-
risk HPV (type 16, 18,4%) and no HPV 18, 31, 33 or 35. 36,8% of the lesions were
already pre-malignant or malignant and the frequency of moderate or severe
dysplasia was higher in the study patients than that described in the HIV seronegative
population. High-risk HPV (type 16) was detected in four benign lesions and low-risk
HPV (type 6) in three pre-malignant genital lesions. There was no significant
association between the clinical variables and an increase in the prevalence of pre-
malignant or malignant lesions.

Key words: HIV Soropositivity, Papillomavirus Infections, Skin Neoplasms,
Precancerous Conditions

Rio de Janeiro
Fevereiro/2006
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1 INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) encontra-se bastante difundido na populacdo
mundial, sendo responsavel por diversas entidades clinicas. Estima-se que a
infeccdo genital pelo HPV acometa de 30-50% dos adultos sexualmente ativos,
apresentando-se clinicamente em apenas 1% dos casos (KOUTSKY 1997,
SEVERSON 1999). Por possuir algumas caracteristicas peculiares, como a
incapacidade de sua remocéo completa do epitélio infectado, e por causar muitas
vezes infeccdo subclinica, existe uma grande tendéncia de aumento da sua
prevaléncia (WARD et al. 1994).

Sua importancia clinica reside na capacidade de alguns genotipos de induzir
transformacao oncogénica no epitélio infectado. O virus HPV possui diversos tipos,
sendo os genitais divididos em baixo e alto risco de transformacdo maligna. A
presenca de algum tipo de alto risco (como os 16, 18, 31, 33 e 35) em uma lesao,
seja ela genital ou ndo, esta associada ao aumento da chance de evolucdo para
neoplasia, principalmente sendo o paciente imunodeprimido (WALBOOMERS et al.
1999, VILLA et al. 2002, BRENNA et al. 2003).

No Brasil, as estimativas de incidéncia e mortalidade (2003) apontam o cancer de
colo de Utero como a terceira neoplasia mais comum entre as mulheres e como a
quarta causa de 6bito por cancer na populagédo feminina (MINISTERIO DA SAUDE
2005). Muito do que se sabe hoje sobre oncogénese viral veio dos estudos anteriores
sobre o HPV (VILLA et al. 2002). A situacédo torna-se ainda mais preocupante apos o

advento da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). A presenca do



HIV pode facilitar a infeccao primaria genital pelo HPV e aumentar a taxa de sua
deteccao nas lesdes, além de promover a persisténcia ou reativacao deste virus no
local infectado, contribuindo para a progressdo neoplasica. Pode ainda facilitar a
infeccdo por tipos de alto risco ou a infec¢cdo multipla (mais de um tipo na mesma
leséo) (PALEFSKY et al. 1998, GOMOUSA-MICHEL et al. 2000). A infeccéo pelo HIV
reduz o namero de linfécitos T CD4+, diminuindo a vigilancia imunoldgica, uma vez
que esses linfoécitos sdo responsaveis pelo reconhecimento da proliferacéo de clones
celulares anormais (SCHECTER 2001).

O cancer de colo uterino é uma condicdo definidora de Aids/Sida (Sindrome da
imunodeficiéncia humana) desde 1993 (CDC). Tem sido observado nas mulheres
com Sida um aumento da prevaléncia de neoplasias precursoras (neoplasia
intraepitelial cervical - NIC), que na populacéo geral é da ordem de 20% e nessas
mulheres é de 42% (MINISTERIO DA SAUDE 2005). As lesbes tendem a ser
maiores e multicéntricas, mais resistentes, recorrentes e de dificil tratamento
(MINISTERIO DA SAUDE 2005). Alguns estudos documentaram a associacdo entre
infeccao por HPV e NIC em pacientes soropositivas para HIV, principalmente quando
havia alto grau de imunossupressao (contagem de CD4 menor que 200 células/mm?®)
(SCHAFER et al. 1991, VERMUND et al. 1991).

Outros estudos indicaram que homens homossexuais soropositivos para HIV
possuem alta prevaléncia de infeccdo anal por HPV e neoplasia intraepitelial anal
(KIVIAT et al. 1993, MELBYE et al. 1994, PIKETTY et al. 2003). Este aumento de
prevaléncia também foi descrito em mulheres e em pacientes soropositivos para HIV
que nao praticavam sexo anal (PALEFSKY 2000, MARTIN et al. 2001, PIKETTY et

al. 2003).



O maior conhecimento do comportamento da infec¢ao pelo HPV em uma populacao
soropositiva para HIV € de extrema importancia pela possibilidade de transformacéo
maligna da lesdo na presenca de tipos de HPV de alto risco. Outras variaveis dessa
populacao também podem estar envolvidas no processo de transformacéo maligna,
como a baixa contagem de CD4. A presenca do HIV facilitaria ainda a infeccao
multipla e a deteccéo de tipos genitais de HPV em lesbes cutaneas. Desta maneira,
as alteracbes causadas pelo HPV na vigéncia de infec¢cdo pelo HIV poderiam

apresentar um comportamento diferente do observado na populacéo geral.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INFECCAO PELO HIV
2.1.1 Epidemiologia

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Sida) foi reconhecida em meados de
1981, nos EUA, a partir da identificacdo de um numero elevado de pacientes adultos
do sexo masculino, homossexuais e moradores de Sao Francisco ou Nova York, que
apresentavam sarcoma de Kaposi, pneumonia por Pneumocystis carinii e
comprometimento do sistema imune. Concluiu-se entao que se tratava de uma nova
doenca, de etiologia provavelmente infecciosa e transmissivel. Posteriormente alguns
casos ocorridos no final da década de 70, foram identificados como Sida (MANUAL
DE DST 1999).

No Brasil, a Sida foi detectada pela primeira vez em 1982 (MANUAL DE DST 1999).
Mais de 15 anos depois, a infec¢ao pelo HIV atingiu niveis de pandemia global e tem
se tornado a praga dos dias modernos (QUINN 1999). De acordo com o programa de
HIV/AIDS da Organizacao das Nacdes Unidas, no fim de 2004 o nimero de pessoas
vivendo com HIV no mundo seria de 39 milhdes (35,9 — 44,3), sendo 660.000
somente no Brasil (UNAIDS 2004). De acordo com o Programa de DST/AIDS do
Ministério da Saude/2005, em 2004, 600.000 individuos entre 15 e 49 anos estariam
vivendo com HIV/SIDA no Brasil, correspondendo a uma prevaléncia de 0,61%
(Intervalo de Confianca 95%: 0,441% - 0,775%), com estimativa média de 208.898
mulheres e 384.889 homens (MINISTERIO DA SAUDE 2005). Até junho de 2004,
foram registrados 362.364 casos de Sida, sendo 69% em homens (MINISTERIO DA

SAUDE 2005). No pais, desde a década de 90, a epidemia de HIV/Sida vem



sofrendo uma transicéo no perfil epidemiolégico, resultando em heterossexualizacao,
feminizacéo, pauperizacdo e interiorizacdo (BRITO et al. 2000, FONSECA et al.
2002, MINISTERIO DA SAUDE 2005). A raz&o de sexos passou para 2 homens para
cada mulher em 2000 e houve um aumento no numero de casos entre individuos
com baixo grau de escolaridade e entre usuarios de drogas injetaveis (BRITO et al.

2000, FONSECA et al. 2002, RODRIGUEZ-JUNIOR et al. 2004). Houve ainda uma



Seu RNA contém genes denominados gag (grupo de antigenos), pol (polimerase) e
env (envelope), que codificam proteinas estruturais e enzimas comuns a todos o0s
tipos de retrovirus. Possui também 6 a 7 genes unicos dos lentivirus.

O virion é formado por um envelope lipidico derivado da membrana plasmatica da
célula hospedeira, onde se inserem as glicoproteinas virais env: gpl20 (de
superficie) e gp4l (transmembrana). Em seguida vém os componentes do gag: a
proteina da matriz (p17), que permanece ligada a membrana interna do virus, a
proteina do capsideo (p24), que forma o anel condensado do cerne viral e a proteina
do nucleocapsideo (p9). As proteinas do grupo pol: protease (pl1), transcriptase
reversa (p51) e a integrase (p32) compdem parte da regido interna do cerne e sao
essenciais para a maturacao e a replicacao virais (JOSHI et al. 1996, SCHECTER
2001).

2.1.3 Patogénese viral

O HIV-1 infecta primariamente células do sistema imune CD4-positivas, sendo elas
linfécitos T, mondcitos/macréfagos, células de Langerhans, células dendriticas
foliculares, precursores de timécitos e células B (JOSHI et al. 1996). A patogénese
do HIV comeca com a imunodepressdo devido a anormalidade funcional e a
deplecdo seletiva dos linfécitos T helper CD4 (PANTALEO et al. 1993). Os
macrofagos e mondcitos séo infectados de forma persistente (ndo citolitica) e
provavelmente funcionam como reservatorio e meio de distribuicdo do virus no
organismo.

O ciclo vital do HIV se resume em: ligacdo das glicoproteinas virais (gp120) ao
receptor especifico da superficie celular (principalmente o CD4); fusédo do envelope
do virus com a membrana da célula hospedeira; liberacdo do cerne do virus para o

citoplasma da célula hospedeira; transcricdo do RNA viral em DNA complementar,



dependente da enzima transcriptase reversa e transporte do DNA complementar
para o nucleo da célula, onde pode haver integracao no genoma celular (provirus) ou
permanecer em forma circular isoladamente. O ciclo viral inclui reativacéo do provirus
e producdo de RNA mensageiro viral, que se desloca para o citoplasma da célula
promovendo a producéo de proteinas virais; regulacédo da sintese de novos genomas
virais pelas proteinas produzidas e formacéo da estrutura externa de outros virus que
serdo enviados para a membrana citoplasmatica e liberacéo do virion recém-formado
para o meio circundante, podendo permanecer no fluido extracelular ou infectar
novas ceélulas (MANUAL DE DST 1999).

A infeccao pelo HIV é dividida em 3 fases. Durante a fase inicial, que acontece em 3
a 6 semanas apos a infec¢do, ha uma extensa viremia, acompanhada por um grande
namero de linfocitos T CD4 infectados circulantes. Nesse periodo ha um aumento no
namero de linfocitos T CD8, invertendo a relagdo CD4/CD8 (MANUAL DE DST
1999). O desenvolvimento das respostas imune humoral e celular, que ocorre em até
3 meses, diminui a carga viral circulante, levando a fase de laténcia clinica
(PANTALEO et al. 1993, JOSHI et al. 1996).

A fase de laténcia é caracterizada por um baixo nivel de deteccéo viral e de células
infectadas na circulacao, além de um declinio gradual das células T CD4 circulantes.
O virus permanece nos o6rgaos linféides, onde se multiplica dentro das células T
CD4. Assim, por tras dessa fase clinicamente latente acontece um processo
dindmico de progressdo da doenca, onde por fim as taxas virais chegam a atingir
altos indices e ocorre um aumento consideravel no niumero das células infectadas
(PANTALEO et al. 1993, JOSHI et al. 1996, HERMANKOVA et al. 2003).
Finalmente, na evolucdo natural da infeccédo, apds varios anos de laténcia clinica

ocorre 1 a 2 anos de viremia laboratorialmente detectavel, juntamente com a



deterioracdo do sistema imune, levando as doencas oportunistas, sintomas da
doenca e eventualmente morte (JOSHI et al. 1996).

2.1.4 Classificacédo dos HIVs

O virus HIV é dividido em dois tipos: 1 e 2. A andlise filogenética das linhagens virais
circulantes identificou 3 grupos distintos do HIV-1: M, N e O. A grande maioria das
linhagens pertence ao primeiro grupo (maior), que é o responsavel pela pandemia
atual. O grupo O (de outlier) estéa limitado & Africa central. O grupo N (de ndo-M, ndo-
O ou novo) é o mais recentemente descrito, com poucos casos também na Africa
Central (TAKEBE et al. 2004). O HIV-2 é dividido em 7 subtipos: A, B, C-G (TAKEBE
et al. 2004).

2.1.5 Manifestacdes clinicas

As manifestacfes clinicas da infec¢do pelo HIV sdo divididas em quatro fases:
infeccdo aguda, fase assintomatica (laténcia clinica), fase sintomatica inicial ou
precoce e Sida. Na infec¢cdo aguda, as manifestacdes podem variar desde quadro
gripal até uma sindrome que se assemelha a mononucleose em 50 a 90% dos casos.
Além dos sintomas de infeccdo viral, como febre, adenopatia, faringite, mialgia,
artralgia, erup¢ao cutanea, ulcera¢cdes muco-cutaneas, hiporexia, adinamia, cefaléia,
fotofobia, hepatoesplenomegalia, nduseas e vomitos, os pacientes podem apresentar
candidiase oral, neuropatia periférica, meningoencefalite asséptica e sindrome de
Guillain-Barré (MANUAL DE DST 1999).

Na fase assintomatica, o estado clinico basico € minimo ou inexistente. Alguns
pacientes apresentam linfadenopatia generalizada indolor (MANUAL DE DST 1999).
Na fase sintomatica precoce, o0 paciente pode apresentar sinais e sintomas
inespecificos de intensidade variavel, além de infec¢des oportunistas de menor

gravidade, principalmente em pele e mucosas. As manifestagfes clinicas mais



comuns sao sudorese noturna, fadiga, emagrecimento e sindrome da purpura
trombocitopénica imune (sangramentos minimos associados a trombocitopenia).
Entre as infec¢cdes oportunistas estdo candidiase oral e vaginal, leucoplasia oral
pilosa, gengivite, Ulceras aftosas orais e faringeanas, diarréia por patdégenos
entéricos, sinusopatias, herpes simples recorrente e herpes zoster. E ainda nessa
fase onde surgem as lesdes clinicas causadas pelo HPV (MANUAL DE DST 1999).
A Sida é a fase onde se instalam as doencas oportunistas em decorréncia da
imunodepressdo. As doencas oportunistas podem ser causadas por virus
(citomegalovirose, infeccdo pelo herpes simples, leucoencefalopatia multifocal
progressiva, sarcoma de Kaposi), bactérias (micobacterioses, salmonelose,
pneumonias, criptosporidiose, isosporiase), fungos (histoplasmose, criptococose),
protozoarios (toxoplasmose) ou ser neoplasias (linfoma ndo-Hodgkin, neoplasias
intraepiteliais anais e cervicais). E importante assinalar que o cancer do colo de Gtero
(cujo principal fator patogénico é a infeccao por HPV) compde o elenco de doencas
gue pontuam a definicdo de casos de Sida na mulher (MANUAL DE DST 1999).

2.1.6 Contagem de células T CD4 e carga viral

A presenca de sinais clinicos de imunodeficiéncia, a contagem de células T CD4 e a
quantificacdo da carga viral sdo hoje os principais parametros utilizados pelos
especialistas para iniciar e monitorizar a terapia anti-retroviral (TARV) (MINISTERIO
DA SAUDE 2004).

Desde o inicio da epidemia, a monitoriza¢éo das células T CD4 vem sendo utilizada
como um parametro laboratorial preditivo do progndstico da doenca pelo HIV e como
um indicador da magnitude do risco para as principais infeccdes oportunistas,
principalmente em pacientes com doenca sintomatica. Sua dosagem seriada é

utilizada na indicacéo e na avaliacdo da necessidade de modificacdo dos esquemas
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anti-retrovirais, na indicacado da quimioprofilaxia para infec¢cées oportunistas e no
auxilio da abordagem clinica dessas infec¢des. Alguns especialistas utilizam também
a andlise do percentual de células T CD4, ao invés de unicamente a contagem
absoluta em mm?, pelo fato de a primeira sofrer uma menor interferéncia nos seus
valores (MINISTERIO DA SAUDE 2004).

De forma didatica, pode-se dividir a contagem de células T CD4 em quatro faixas:
CD4 > 500 células/mm? — baixo risco de doenca; CD4 entre 200-500 células/mm?® —
surgimento de sinais e sintomas menores ou alteracdes constitucionais, risco
moderado de desenvolvimento de doencas oportunistas, como herpes simples
recorrente, herpes zoster, tuberculose, leucoplasia pilosa e pneumonia bacteriana,
CD4 entre 50-200 células/mm?® — alta probabilidade de surgimento de doencas
oportunistas como pneumocistose, toxoplasmose do sistema nervoso central,
neurocriptococose, histoplasmose, citomegalovirose localizada; CD4 < 50
células/mm? — grave comprometimento da resposta imune, alto risco de vida e de
surgimento de doencas oportunistas, como citomegalovirose disseminada, sarcoma
de Kaposi, linfoma ndo-Hodgkin e infec¢do por micobactérias atipicas (MINISTERIO
DA SAUDE 2004).

Atualmente ja estdo disponiveis exames que quantificam o nivel de RNA viral no
plasma, denominados de carga viral. Ela reflete a dindmica do virus, por quantificar
as particulas que estao sendo produzidas e lancadas na circulacdo sanguinea, sendo
um importante marcador clinico (MINISTERIO DA SAUDE 2004). Existe uma relagéo
direta entre a quantidade detectada e a rapidez com que a infec¢cdo progride,
representando a deterioracdo do sistema imune. Desta forma, a carga viral € muito
atil para avaliar a progresséo da doenca, indicar o inicio da terapia e determinar a

eficacia dos anti-retrovirais (MINISTERIO DA SAUDE 2004).
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Para se avaliar se uma variagcdo na carga viral € significativa ou ndo, deve-se
converter o valor absoluto do nimero de copias/ml para logaritmo de 10. Reducdes,
aumentos ou oscila¢des entre dois resultados menores do que 0,5 logio (ou 3 vezes
em relacéo ao valor anterior) ndo sdo consideradas significativas do ponto de vista
clinico (MINISTERIO DA SAUDE 2004).

Até o momento nao existe valor especifico de CD4 ou carga viral considerado como
ideal para iniciar a TARV para todos os pacientes; as decisbes devem ser
individualizadas. Baseando-se nos estudos disponiveis, o tratamento no Brasil tem
sido indicado para pacientes com contagem de células T CD4 abaixo de 500/mm?
e/ou carga viral acima de 10.000-30.000 cépias de RNA/mI (MINISTERIO DA SAUDE
2004). Ambas as avaliacbes devem ser realizadas em periodos de estabilidade
clinica, utilizando-se a mesma técnica e o mesmo laboratorio, sendo sugerida
monitorizac&o a cada 3-4 meses (MINISTERIO DA SAUDE 2004).

2.2 INFECCAO PELO HPV
2.2.1 Histoérico

A natureza viral das verrugas humanas foi descrita pela primeira vez ha mais de 90
anos por Ciuffo, que demonstrou a transmisséo de verrugas vulgares usando filtrados
livres de células (CIUFFO 1907 apud LOWY 2001). O primeiro papilomavirus (PV) foi
descrito em 1933, quando Richard Shope reconheceu o PV do coelho de cauda de
algodao (CRPV) como o agente etioldgico da papilomatose cutdnea nesses animais
(SHOPE 1933 apud LOWY 2001). Porém, foi somente no final da década de 70 que
0s cientistas adquiriram reagentes padrao que permitiram a analise mais detalhada
deste grupo de virus. O genoma do PV foi clonado em bactérias, possibilitando o
estudo do sequenciamento dos genes e a analise das mutacdes sistematicas. O

estudo do PV também ganhou for¢a na década de 80, com o desenvolvimento das
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técnicas de transformacao in vitro, que permitiram a andlise das funcdes virais
envolvidas na inducéo da proliferacdo celular. O PV bovino tipo 1 foi o protétipo para
esses estudos de biologia molecular (HOWLEY et al. 2001).

2.2.2 Propriedades gerais dos PVs

Os PVs, até pouco tempo, eram considerados membros da familia Papovaviridae,
juntamente com os poliomavirus (BRENTJENS et al. 2002). Devido a auséncia de
semelhanca entre os genomas dos dois grupos, os PVs passaram a pertencer a uma
familia Gnica e distinta, denominada Papillomaviridae (CHANG et al. 1991, HOWLEY
et al. 2001). Os PVs sédo espécie-especificos, sendo denominados de acordo com
seu hospedeiro natural, como PV humano (“human papillomavirus” ou HPV, em
inglés) e PV bovino (“bovine papillomavirus” ou BPV, em inglés), entre outros

(CHANG et al. 1991, HOWLEY et al. 2001).

2.2.3 Biologia molecular dos PVs

Estruturalmente os PVs sdo pequenos, de 52-55 nm de diametro, ndo envelopados,
com um capsideo icosaédrico composto por 72 capsémeros. Seu capsideo consiste
em duas proteinas, L1 e L2, de peso molecular de 55.000 daltons e 70.000 daltons,
respectivamente (CHANG et al.1991, HOWLEY et al. 2001).

O genoma viral € formado por uma molécula circular de DNA de dupla-hélice, com
aproximadamente 8000 pares de bases. Toda informacao genética esta contida em
uma das fitas do DNA, sé sendo transcrito em uma dire¢do (WIKSTRON 1995). O
genoma é dividido funcionalmente em dois dominios longos, cada um contendo uma
série de “sequiéncias abertas de leitura” (“open reading frames” ou ORFs, em inglés).
Aregido inicial (“early region” ou E, em inglés) representa 45% do genoma e contém
as ORFs E1 a E7, que codificam proteinas responsaveis pela regulacdo da

replicacdo e da transcricdo viral. A regido tardia (“late region” ou L, em inglés)
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representa 40% do genoma e contém as ORFs L1 e L2, que codificam as proteinas
do capsideo viral. Os restantes 15% do genoma, localizados entre L1 e E6, ndo tém
capacidade de codificacdo, mas possuem elementos importantes na regulacéo viral.
Sao conhecidos como regiao nao-codificavel (“non-coding region” ou NCR, em
inglés) ou regido longa de controle (“long control region” ou LCR, em inglés) (CHANG
et al. 1991). As proteinas virais codificadas pelas ORFs possuem diversas funcgdes:
E1l - promove a replicacdo viral e inibe a integracdo do virus no genoma do
hospedeiro, mantendo a forma epissémica (extracromossoémica). (BRENTJENS et al.
2002).

E2 — além de ter papel na replicacdo ao se juntar com a proteina E1, a ORF E2
codifica proteinas que estimulam ou inibem a transcricéao viral (BRENTJENS et al.
2002). A integracao do genoma viral ao DNA celular pode causar uma alteracao
dessa ORF, levando a perda do controle regulador negativo exercido pela proteina
E2, provocando um aumento da expressdo das proteinas E6 e E7 (WIKSTRON
1995). Outras funcbes da proteina E2 sao: ligar o genoma viral ao cromossomo
celular, controlando o numero de cépias virais, e induzir apoptose por mecanismo
independente da proteina p53 (HEDGE 2002, VILLA et al. 2002).

E3 — ORF de funcao ainda ndo bem estabelecida (ALVARENGA et al. 2000).

E4 — induz o colapso da rede de citoqueratinas das células infectadas pelo HPV,
levando a sua desintegracéo e eliminagéo do virus (VILLA et al. 2002, BRENNA et al.
2003).

E5 — promove a transformacdo maligna juntamente com a proteina E7 ou pela
ativacdo dos fatores de crescimento derivado de plaguetas e epidérmico

(BRENTJENS et al. 2002).
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E6 e E7— suas proteinas possuem um importante papel na transformacéo maligna
induzida pelo HPV, que sera explicado em maiores detalhes no topico de
carcinogénese.

L1 — codifica para a proteina de maior concentracdo do capsideo viral (“major
protein”, em inglés) (WIKSTROM 1995).

L2 — codifica para a proteina de menor concentracdo do capsideo viral (“minor
protein”, em inglés) (WIKSTROM 1995). Parece possuir também funcdes regulatdrias
no ciclo de vida do virus (VILLA et al. 2002).

2.2.4 Patogénese viral

O alvo de todos os tipos de HPVs é a célula do epitélio escamoso. A infec¢cao tem
inicio com a entrada do virus nas células basais através do epitélio traumatizado, e
pode seguir trés caminhos: infeccao latente, infec¢do subclinica ou doenca clinica. A
expressao fenotipica depende de trés fatores: tipo viral, fatores ambientais e resposta
imune do hospedeiro (GUNTER 2003). Nas infec¢des subclinicas e clinicas, os
genes iniciais do HPV séo expressos nas células basais e as proteinas L1 e L2 do
capsideo nos ceratindcitos terminais diferenciados (BRENTJENS et al. 2002).

Evidéncias clinica e histopatoldgica da infeccédo se desenvolvem em cercade 1 a 8
meses apods a exposicdo. Na auséncia de transformacdo, o HPV segue o ciclo
normal da reproducéo viral: ligacdo, penetracdo, transcricdo dos genes, translacao,
replicacdo do genoma, maturacéo e liberacdo viral. Caso néo tratadas, as lesées
podem regredir espontaneamente, persistir como benignas, ou progredir para pré-
malignas ou, eventualmente, malignas (LOWY et al. 2001, BRENTJENS et al. 2002).

2.2.5 Classificagcao dos HPVs
Os HPVs séo classificados de acordo com sua semelhanca genética com tipos

identificados previamente (BRENTJENS et al. 2002). Até o0 momento ja foram
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identificados mais de 100 tipos, e estima-se que existam muitos ainda nao descritos
(HOWLEY et al. 2001, BRENNA et al. 2003). Hoje ja é possivel o sequenciamento
rotineiro das ORFs E6, E7 e L1 dos novos virus isolados, o que levou a atual

definicdo de um novo tipo, estabelecida pelo Comité de Nomenclatura do PV: se a



16

2.2.6 Carcinogénese viral

A associacao da infeccdo por HPV com céancer da cérvice uterina, vulva, vagina,
anus e pénis esta bem estabelecida. Diversos estudos mostraram que tais canceres
sao precedidos por graus progressivos de neoplasia intraepitelial, também associada
com infec¢éo por HPV (GRUSSENDORF-CONEN 1997, GOMOUSA-MICHAEL et al.
2000, ZUR HAUSEN 2000, DE SANJOSE et al. 2002). O HPV foi ainda detectado em
carcinoma espinocelular (CEC) associado a EV e em canceres oral (principalmente
tonsilar), esofagico e cutaneo ndo-melanoma, além de ser apontado como provavel
agente etioldgico nos canceres de cabeca e pesco¢co (MACKAIG et al. 1998, LOWY
et al. 2001).

O cancer cervical constitui hoje o modelo para o estudo da carcinogénese induzida
pelo HPV. Em geral ocorre uma evolucédo de lesédo pré-maligna (NIC) para neoplasia.
As NICs séo divididas em grau | (displasia leve — células atipicas restritas ao 1/3
inferior da epiderme), grau Il (displasia moderada — células atipicas localizadas nos
2/3 inferiores da epiderme) e grau lll (displasia grave ou carcinoma in situ — células
atipicas em toda a espessura da epiderme, sem ultrapassar a membrana basal)
(GRUSSENDORF-CONEN E-I 1997). Estudos recentes mostraram a deteccao de
DNA de HPV por reacdo de polimerase em cadeia (PCR) em até 99,7% dos
canceres cervicais, tornando tal infeccdo o fator de risco mais importante no
desenvolvimento desta doenca (WALBOOMERS et al. 1999). Entre os outros fatores
de risco, encontramos paridade (especula-se que hormdnios liberados na gravidez
exercem efeito imunossupressor), uso de anticoncepcionais orais, tabagismo,
resposta imunolégica do hospedeiro ao HPV, Sida e fatores genéticos como o
polimorfismo da proteina p53 (WIKSTROM 1995, PINTO et al. 2002, VILLA et al.

2002, BRENNA et al. 2003).
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No cancer de pénis, a circuncisdo se comporta como um fator protetor (VILLA et al.
2002). Na cavidade oral, microtraumas, micro-organismos e fatores quimicos
relacionados ao tabaco e ao alcool podem agir sinergisticamente com o HPV,
levando ao desenvolvimento de cancer (CHANG et al. 1991, KANG et al. 2001). Na
mucosa anal, trauma pelo ato sexual, histéria de verrugas anais e infeccéo pelo HIV
também s&o fatores de risco (WIKSTROM 1995). Ja no cancer que surge naEV, é a
radiacdo ultravioleta que atua como co-carcinégeno (LOWY et al. 2001).

O ciclo celular normal é composto por quatro fases que levam a replicacéo e a
divisdo celular, denominadas: G1, onde a célula acumula material citoplasmatico; S,
onde o DNA ¢ sintetizado; G2, onde sdo obtidos os materiais necessarios para a
duplicacao celular; e M, onde ocorre a duplicacdo celular. Cada célula termina seu
ciclo de vida através da apoptose (morte celular programada) (BRENNA et al. 2003).
Os genes supressores tumorais codificam proteinas que regulam o crescimento
celular e previnem eventos que levam a transformac&o maligna. O primeiro gene
supressor tumoral clonado foi denominado Rb (de retinoblastoma). Ele codifica uma
proteina nuclear (pRb), que tem como func¢édo o controle inibitorio da progressao do
ciclo celular, ao se ligar ao fator de transcricdo E2F. Outro importante gene supressor
tumoral é o p53, que parece ser o de maior mutacao nos canceres humanos. Quando
ocorre dano ao DNA ele codifica a proteina nuclear p53, que interage com outras
proteinas, resultando na parada do ciclo celular para permitir a recuperacao do DNA.
Caso nao seja possivel o reparo do DNA, a p53 sinaliza para proteinas regulatorias,
resultando na inducao da apoptose (BRENNA et al. 2003).

Os HPVs de alto risco levam a imortalizacao e a transformacéo celulares através da
sua interacdo com componentes do ciclo celular. Nas lesdes malignas o DNA do

HPV esta integrado ao genoma celular, e assim alguns genes virais podem manipular
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o controle do ciclo celular e promover a persisténcia e a replicacdo virais. As
proteinas dos genes E6 e E7 dos HPVs de alto risco séo as principais responsaveis
por esse papel (BRENNA et al. 2003). A proteina E6 forma um complexo de alta
afinidade com a p53, acelerando sua degradacédo (BRENTJENS et al. 2002). Desta
forma, ndo ha recuperacdo do DNA danificado, levando a instabilidade gendmica e
ao acumulo de mutacdes. A proteina E6 ainda é capaz de interagir com diversas
proteinas celulares, como a fibulina 1, que foi envolvida em uma variedade de
eventos de transformacéo e invasao tumorais (VILLA et al. 2002). Ja a proteina E7
liga-se a pRb, impedindo sua interacdo com o fator celular de transcricdo E2F, que
na sua forma livre, ativa a transcricdo na fase S do ciclo celular (WIKSTROM 1995).
O resultado final é a diminuic&o da apoptose e o aumento de fatores de crescimento
(SCHECTER 2001).

2.2.7 Manifestacdes clinicas

A infeccao pelo HPV se apresenta clinicamente de diversas formas, acometendo pele
OuU mucosas.
Mucosa oral:

Lesbes benignas
Papiloma de células escamosas: lesdo solitaria, exofitica, esbranquicada ou

acinzentada, com base pedunculada e superficie filiforme ou digitiforme
(PRAETORIUS 1997). Mais frequente da terceira a quinta décadas. Afeta
principalmente o palato mole, e também o I&bio inferior e a lingua (CHANG et al.
1991). Os tipos de HPV detectados séo 6, 11, 13, 16 e 32, sendo 6 e 11 0s mais
frequentes (GARLICK et al. 1991).

Verruga vulgar: lesdo solitaria, firme, exofitica, esbranquicada, com superficie

rugosa, séssil e bem circunscrita. Mais comum em adultos jovens. Principais
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localizacBes sédo labios, palato, processos alveolares e gengiva. Os tipos de HPV
detectados sédo 2, 4, 6, 11 e 57. Em pacientes soropositivos para HIV, ja foram
descritos os tipos 7, 13, 18 e 32 (PADAYACHEE 1994, PRAETORIUS 1997).

Condiloma acuminado: lesao exofitica, esbranquicada, acinzentada ou eritematosa,

séssil, com superficie irregular do tipo couve-flor, podendo ser mudltipla
(PRAETORIUS 1997). Principais localizacbes s&o lingua, gengiva e labios
(MANGANARO 2000). Os tipos de HPV detectados séo 2, 6, 11, 16 e 32, sendo 6 e
11 os mais frequentes (GARLICK et al. 1991).

Hiperplasia epitelial focal ou doenca de Heck: lesdo caracterizada por papula plana

ou convexa, amolecida, elevada e séssil, geralmente multipla. A cor pode variar do
eritematoso ao esbranquicado, de acordo com a ceratinizacdo (PRAETORIUS 1997).
E mais freqiiente em criancas ou jovens com menos de 18 anos. Parece ser uma
manifestacéo exclusiva da cavidade oral de individuos predisponentes, afetando a
mucosa bucal, a lingua e os labios. Os tipos de HPV detectados séo 1, 6, 11, 13 e
32, sendo 13 e 32 os mais frequentes, praticamente patognomonicos (CHANG et al.
1991, GARLICK et al. 1991).

Lesdes pré-malignas ou malignas

Leucoplasia oral: o subtipo homogéneo € o mais comum e se caracteriza por macula

ou placa esbranquicada que nao pode ser removida. O subtipo ndo-homogéneo
divide-se em trés - eritroleucoplasia, leucoplasia nodular e leucoplasia verrucosa - e
pode se transformar em neoplasia em 3 a 6% dos casos. Os tipos de HPV
detectados séo 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 35 (CHANG et al. 1991, GARLICK et al. 1991,

PRAETORIUS 1997).
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Eritroplasia: macula ou placa eritematosa, brilhante, que ndo pode ser caracterizada
como qualquer outra condicdo. Quase sempre mostra algum grau de displasia.
Parece haver forte associagcdo com HPV 16 (PRAETORIUS 1997).

Carcinoma verrucoso (papilomatose oral florida): variante bem diferenciada do

carcinoma de células escamosas, com crescimento lento. Nao possui nenhum tipo de

HPV particularmente associado (PRAETORIUS 1997).

Carcinoma espinocelular (CEC): lesédo maligna. O DNA do HPV esta presente em
baixo niumero de coOpias nas células dessa lesdo, sendo sua patogénese nao
totalmente esclarecida, uma vez que ele pode ser encontrado na mucosa oral
normal. Os tipos de HPV detectados séo 2, 6, 11, 16, 18, sendo 16 e 18 os mais
frequentes (CHANG et al. 1991, GARLICK et al. 1991, PRAETORIUS 1997).
Outras lesbes orais onde ha a suspeita da participacdo do HPV séo liquen plano
(HPVs 6, 11 e 16) e leucoplasia oral pilosa (CHANG et al. 1991, GARLICK et al.
1991, PRAETORIUS 1997).

Pele glabra:

Lesdes benignas

Verruga comum (vulgar): mais freqiente em criancas e adultos jovens, a maioria

permanecendo por meses e regredindo espontaneamente em 2 anos (LOWY et al.
2001). Pode ser solitaria ou multipla, e localiza-se usualmente em areas expostas
(WEEDON et al. 2002). Associa-se com os HPVs tipos 1, 2, 4, 7 e 27 € menos
freqientemente com o 57. A verruga induzida pelo tipo 2 tem uma superficie
enrugada, ceratosica, irregular e de coloracdo marrom-acinzentada. Varia de poucos
milimetros a les@es hiperproliferativas confluentes. Localiza-se no dorso das maos,
mas também pode ser palmar, periungueal, plantar, ou surgir na face e na regiao

cervical. A verruga induzida pelos tipos 1 e 4 é mais frequente nas regides palmar e
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plantar e possui crescimento endofitico, sendo dividida em superficial (em mosaico) e
profunda (mimercia) (WEEDON et al. 2002). A lesédo localizada nos pontos de
presséo da regiao plantar é dolorosa, Unica e profunda. Sua superficie € recoberta
por uma placa cérnea que, quando removida, expde uma depressao central com
pontos de sangramento. A lesao localizada no dorso da méo ou periungueal pode ser
elevada e ceratosica. (JABLONSKA et al. 1997, GRUSSENDORF-CONEN et al.
2002). A verruga induzida pelo tipo 7 ocorre principalmente no dorso e na palma da
mao de acougueiros e € hiperproliferativa, papilomatosa, do tipo couve-flor, com
ceratose proeminente (JABLONSKA et al. 1997, GRUSSENDORF-CONEN et al.
2002). Em pacientes imunodeprimidos, ja foi descrito o achado em verruga vulgar
dos HPVs tipos 75, 76 e 77 (WEEDON et al. 2002).

Verruga cistica: constitui cisto epidérmico plantar induzido pelo HPV 60, e acomete

principalmente japoneses (HONDA et al. 1994). Ao contréario da verruga plantar, sua
superficie é lisa, com pontilhados hemorragicos (JABLONSKA et al. 1997). Outras
verrugas de incluséo plantar foram descritas associadas aos HPVs tipos 63, 65 e 66
(EGAWA 1994, WEEDON et al. 2002).

Verruga plana: lesdo papulosa, plana, pequena, de superficie lisa ou algo ceratésica.

Como regra sao multiplas, algumas vezes agrupadas e confluentes, podendo ter
distribuicao linear pela cocadura (fenbmeno de Kéebner). Localiza-se no dorso das
maos, na face e nas extremidades inferiores. Pode haver regressao espontanea.
Associa-se com HPVs 3 e 10 e com tipos relacionados a eles (28 e 41) (JABLONSKA
et al. 1997, LOWY et al. 2001). Na histopatologia encontramos hiperceratose com
camada cornea em “cesto de basquete”, acantose e vacuolizacdo das células da

camada granular (WEEDON et al. 2002).
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Lesdes pré-malignas ou malignas

Epidermodisplasia verruciforme (EV): doenca rara, usualmente familial, de

transmissao autossdmica recessiva (TRAUNER et al. 2002). Caracteriza-se por
susceptibilidade anormal a um grupo especifico de HPV (HPV associado a EV) com
depressdo da imunidade celular (CARRE et al. 2003). As manifestacdes cutaneas
surgem na infancia e incluem lesdes tipo pitiriase versicolor (associadas aos HPVs 5
e 8) e tipo verruga plana (associadas aos HPVs 3 e 10) localizadas no tronco e
membros superiores (LOWY et al. 2001, TRAUNER et al. 2002). Evolui com
disseminacédo das lesbes, sem tendéncia a regressdo (LOWY et al. 2001). Nas
formas com lesdes tipo pitiriase versicolor, em 30-60% dos casos ocorre
transformacao maligna nas areas fotoexpostas (HARWOOD et al. 1999). Nas lesbes
causadas pelo HPV 3, o quadro histopatolégico se assemelha ao da verruga plana.
Nos outros casos, 0 quadro histopatolégico caracteristico desta identidade, que a
diferencia da verruga plana, apresenta um efeito citopatico especifico caracterizado
pela presenca na camada granulosa de ceratindcitos distendidos com nucleoplasma
claro e citoplasma basofilico, finamente vacuolizado, com granulos grosseiros
ceratohialinicos (WEEDON et al. 2002). Lesdes idénticas a EV foram descritas em
pacientes imunodeprimidos com transplante renal, doenca de Hodgkin, Lupus
Eritematoso Sistémico, linfocitopenia T CD4 idiopatica e infec¢éao por HIV (TRAUNER
et al. 2002, STETSON et al. 2003). Nos pacientes soropositivos para HIV, as lesbes
cutaneas tipo EV sao relativamente raras, com poucos casos descritos na literatura,
sugerindo predisposicao genética ao HPV (PROSE et al. 1990, BARZEGAR et al.
1998, TRAUNER et al. 2002, CARRE et al. 2003). Nesses casos, elas se
assemelharam as da forma classica do tipo verruga plana, se localizaram na face, no

térax e nas extremidades superiores e nao foi descrita progresséo para cancer.



23

Doenca de Bowen (DB): constitui CEC in situ e apresenta-se como macula

eritematosa de variadas dimensdes. Somente 3 a 5% evoluem para CEC invasivo
(ELDER et al. 2001). Alguns estudos avaliaram a presenca de HPV nessa lesao,
tendo sido encontrado em porcentagem variando de 2 a 100%. Entre eles estavam
tipos cutaneos (1 e 2), mucosos (6, 11, 16, 34 e 35) e relacionados a EV (5, 20 e 25)
(PFISTER et al. 1984, RUDLINGER et al. 1989, KAWASHIMA et al. 1990, KETTLER
et al. 1990, SOLER et al. 1993, SHAMANIN et al. 1996, PFISTER et al. 1997).

Carcinoma espinocelular: neoplasia de células escamosas, com diversas formas de

apresentacédo. Alguns estudos avaliaram a presenca de HPV nessa lesao, tendo sido
encontrado em porcentagem variando de 2 a 62%. Entre eles estavam tipos
cutaneos (2, 4 e 41), mucosos (16, 31, 41 e 51) e relacionados A EV (8, 9, 23,24 e
38) (GRIMMEL et al. 1988, KAWASHIMA et al. 1990, SOLER et al. 1993, SHAMANIN
et al. 1996, PFISTER et al. 1997).

Outras lesdes cutaneas onde ha a suspeita da participagcdo do HPV séo o
ceratoacantoma (HPVs relacionados a EV - 36, 37, 38), a ceratose actinica (HPVs
relacionados a EV) e o carcinoma basocelular (HPVs cutédneos 4 e 7, mucosos 6 e
16, e relacionados A EV 8, 14, 20, 25, 36 e 38) (TROWELL et al. 1990, KAWASHIMA
et al. 1990, LU et al. 1995, SHAMANIN et al. 1996, PFISTER et al. 1997).

Regido anogenital:

Lesdes benignas

Verruga anogenital: mais frequente em adultos jovens sexualmente ativos (LOWY et

al. 2001). Possui varias formas de apresentacdo, como papulas que coalescem
formando placas ou multiplas papilas exofiticas com aspecto similar a couve-flor
(condiloma acuminado). Pode ocorrer em locais Umidos e possuir coloracao rosea a

acinzentada ou em areas secas e ceratinizadas, com coloracdo variando da
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eritematosa a acastanhada (VON KROGH et al. 1997). Estd associada
principalmente aos HPVs 6 e 11, e menos freqientemente aos 2, 16, 18, 31, 33, 35,
39, 41-45, 51, 56 e 59 (LOWY et al. 2001, WEEDON et al. 2002). Pode evoluir para
transformacao maligna, passando pelas fases de neoplasia intraepitelial (NI) grau I,
grau Il e grau lIl.

Lesdes pré-malignas ou malignas

Neoplasia intraepitelial (NI) grau Il e lll: constitui classificacdo histopatolégica de

lesGes que estdo em processo de transformacao maligna. A NI grau Il se caracteriza
por displasia moderada (células atipicas localizadas nos 2/3 inferiores da epiderme) e
a NI grau Il por displasia grave ou carcinoma in situ (células atipicas em toda a
espessura da epiderme, sem ultrapassar a membrana basal) (GRUSSENDORF-
CONEN E-I 1997, TROFATTER 1997).

Papulose bowendide (PB): lesédo induzida por tipos oncogénicos de HPV, e que

histopatologicamente exibe células atipicas em toda a espessura da epiderme (NI
grau lll/ carcinoma in situ) (WEEDON et al. 2002). Apresenta-se como lesdo maculo-
papulosa, medindo de 2-10 mm de diametro, eritémato-violacea ou acastanhada, de
superficie lisa ou algo papilomatosa/verrucosa, podendo ser multipla. Ocorre em
adultos jovens (média de 28 anos) e sua frequéncia de deteccdo em bidpsias chega
a 10%. Alguns casos regridem espontaneamente em 1 a 2 anos, € a maioria possui
evolucdo benigna (VON KROGH et al. 1997). Leséo persistente em idosos e em
pacientes imunodeprimidos pode progredir para carcinoma invasivo (MICALI et al.
1996, VON KROGH et al. 1997). Deve ser diferenciada da DB pela multiplicidade de
lesbes, idade de distribuicdo e comportamento biologico benigno (GRUSSENDORF-
CONEN 1997). Os tipos de HPV descritos séo 16, 18, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 42, 48,

51, 52, 53 e 54, sendo 0 16 o0 mais frequiente (GODOFREY et al. 2003). Tipos raros
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como 13 e 33 ja formam descritos em lesdo de paciente soropositivo para HIV
(ROLIGHED et al. 1991).

Doenca de Bowen (DB) / Eritroplasia de Queyrat (EQ): histologicamente é dificil

diferenciar PB de DB, pois ambas sédo carcinoma espinocelular in situ. Nas duas
lesbes, detecta-se HPV 16 ou outro tipo oncogénico em 50-80% dos casos. DB/EQ
ocorre em pacientes com 40-50 anos de idade e apresenta-se como uma placa
eritemato-descamativa, ndo-pigmentada, solitaria e numular, de crescimento lento e
sem regresséao espontanea (VON KROGH et al. 1997). Quando localizada na glande
ou no prepucio € denominada EQ. Ocorre progressao para carcinoma invasivo em
30% dos casos de EQ, principalmente nas areas que apresentam papilomatose e
ulceracao, e em 5-10% dos casos de DB (MICALI et al. 1996, AZEVEDO et al. 2001).
Metastase ocorre em 20% dos casos de eritroplasia (GRUSSENDORF-CONEN
1997).

Tumor de Buschke-Lowenstein (condiloma gigante): condiloma de crescimento

exuberante com expanséao local e invasao profunda submaligna, podendo atingir
gordura subcutanea e tecidos justapostos. E freqiiente a presenca de fistulas que
drenam secrecdo purulenta. Apesar de serem encontradas células atipicas e
carcinoma in situ, ndo € comum a transformacao maligna e sdo raras as metastases
(VON KROGH et al. 1997). Classifica-se como uma entidade intermediaria entre o
condiloma acuminado e o CEC, e nao responde bem a tratamentos conservadores.
Os tipos de HPVs associados séo 6 e 11 (GRUSSENDORF-CONEN 1997).

Carcinoma espinocelular: lesdo maligna. No pénis pode iniciar como uma macula

endurecida e plana ou como uma lesao papilomatosa exofitica, sendo comum a
ulceracdo. Nesta Ultima ocorre crescimento do tipo couve-flor com infeccao

secundaria e destruicdo intensa. No anus e na regiao perianal, a maioria dos tumores



26

se apresenta como uma massa ulcerada medindo cerca de 4 cm de diametro e,
raramente, como uma area de drenagem na pele perianal. Os tipos de HPV
associados sao 16 e 18, principalmente 0 16 (GRUSSENDORF-CONEN 1997).

2.2.8 Métodos diagndsticos

Os métodos diagndsticos para deteccdo do HPV variam desde o exame fisico
armado, para localizar areas de infeccdo subclinica, até técnicas laboratoriais de
biologia molecular para identificar e tipificar o virus.

Exame fisico armado:

Teste do acido acético: usado para lesBes em areas genitais. Consiste na aplicacéo

de &cido acético a 3-5% sobre o epitélio por 5 minutos, levando ao aparecimento de
coloracgéo esbranquicada (lesdo acetobranca) (WIKSTROM 1995). O teste ajuda a
delinear a leséo, principalmente na infeccdo subclinica, podendo delimitar uma area
a ser tratada ou um local para realizacdo de biopsia (WIKSTROM 1995). E
moderadamente sensivel, mas pouco especifico, estando associado a um certo grau
de falso-positividade, como por exemplo, nas doencas inflamatdrias ou no liquen
escleroso e atréfico (TROFATTER 1997).

Colposcopia: usada para lesdes na area genital. Consiste na observacao da area a
ser estudada com o auxilio da lente de aumento do colposcépio, com objetivo de
identificar les6es malignas ou pré-malignas (WIKSTROM 1995). Também auxilia na
realizac&o da bidpsia e na delimitacédo da area a ser tratada (WIKSTROM 1995).
Métodos laboratoriais de detec¢édo do virus:

Microscopia optica: o material a ser visualizado é obtido através do esfregaco

(citologia) ou da bidpsia (histopatologia). A coilocitose € um dos achados sugestivos
de infeccdo pelo HPV, mas nem sempre esta presente (WIKSTROM 1995). O

coilécito ocorre na infeccdo com replicacdo viral ativa e apresenta-se como uma
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célula epitelial com nucleo aumentado de tamanho, hipercromatico e irregular,
cercado por um halo claro citoplasmaético (WIKSTROM 1995, TROFATTER 1997). Na
histopatologia também encontramos hiperplasia da epiderme com acantose,
papilomatose, hiperceratose, paraceratose e disceratose (WIKSTROM 1995,
TROFATTER 1997).

Microscopia eletrénica (ME): o material é obtido por bidpsia. Visualiza-se a particula

viral medindo 55 nm, com formato icosaédrico (CHANG et al. 1991). Os virions
somente sdo encontrados no nucleo das células coilocitéticas ou disceratésicas
(CHANG et al. 1991). Estudos demonstraram que a sensibilidade do método para
detectar HPV genital varia de 10 a 50% (FERENCZY et al. 1981, CHANG et al.
1991). A ME é um método trabalhoso, demorado e limitado a infec¢cbes ativas.

Imunohistoqguimica: o material estudado consiste em esfregacos ou bidpsias

congeladas ou fixadas em formol. Sao utilizados anti-soros especificos para HPV,
que marcam o virus em atividade (CHANG et al. 1991). Tem como vantagens
possibilitar o estudo retrospectivo de grande quantidade de material e indicar a
localizacdo do HPV no tecido (YAMAGUCHI et al. 1998). Porém, sua utilizacao
também é limitada a atividade viral, podendo haver resultados falso-negativos
(CHANG et al. 1991).

Técnicas de biologia molecular para deteccdo do DNA viral:

O principio dessas técnicas é baseado na propriedade que os acidos nucléicos tém
de parear suas fitas complementares por afinidade das bases nitrogenadas. De um
modo geral, as reacdes se fundamentam na tendéncia das cadeias de DNA de se
associarem (anelamento), formando uma dupla hélice, e se separarem
(desnaturacédo), mediante alta temperatura ou tratamento com alcalis. No processo

de hibridizacdo, o DNA das sondas (um pequeno fragmento de DNA do
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microorganismo que se deseja pesquisar) e o0 DNA alvo sao desnaturados, e o
anelamento é feito entre as fitas simples da sonda e do DNA teste, resultando um
hibrido.

Hibridizacdo: esse método de biologia molecular veio modificar a pesquisa e 0
diagnéstico do HPV. A técnica de hibridizacdo utilizada rotineiramente nos
laboratorios de andlises clinicas é a técnica da Captura do Hibrido, desenvolvida
inicialmente pelo laboratério Digene™ para deteccdo do DNA de papilomavirus. O
material a ser analisado pode ser de esfregaco, corte parafinado ou corte congelado.
O método baseia-se em uma hibridizacdo molecular convencional, em que diferentes
tipos de sondas de RNA reagem com amostras desnaturadas que podem ou nao
conter o DNA pesquisado: um coquetel de sondas com tipos de baixo risco
oncogénico (HPVs 6, 11, 42, 43 e 44), e outro com tipos de alto risco (HPVs 16, 18,
31, 33, 35, 45, 51, 52 e 56). O método é revelado por quimioluminescéncia, cujo
principio técnico pressupde uma sensibilidade variando em torno de 70% a 90%.
Este método, associado a citologia convencional, tem uma sensibilidade de 90% a
100% (HALL et al. 1996).

Reacdo em cadeia de polimerase (PCR): esta técnica, apesar de ser menos utilizada

comercialmente que a captura hibrida, tem melhor sensibilidade e especificidade,
sendo de rotina nos laboratorios de pesquisa. Além disso, pode ser usada na
tipificacdo dos HPVs. Sua execucéo é feita em trés fases: - desnaturacao do DNA
alvo mediante elevacao da temperatura, - anelamento ou hibridizac&o entre a cadeia
original do DNA desnaturado e o oligonucleotideo que se ligara a regido inicial da
sequéncia de DNA a ser amplificada ("primers") e - extensao da seqiéncia de DNA a
ser amplificada. Esta Ultima reacdo € mediada por uma DNA polimerase

termoestavel, que suporta grandes variagcdes de temperatura, a tag-polimerase,
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oriunda do microorganismo Thermus aquaticus. Esta enzima catalisa a sintese de
sequéncias do DNA da amostra inicial, ampliando a regido limitada pelos dois
extremos de ligacao dos oligonucleotideos iniciadores. Geralmente, o ciclo é repetido
30 a 40 vezes, dando origem a varias copias do produto de amplificacdo, conhecido
como amplicons. O material amplificado pode ser detectado por eletroforese em gel
de agarose, onde os produtos séo visualizados de acordo com o seu peso molecular,
ou por hibridizagéo, para revelacéo da presenca do DNA viral (CHANG et al. 1991,
WIKSTROM 1995). Para detectar a presenca de HPV s&o utilizados
oligonucleotideos iniciadores genéricos, e para tipificar o HPV, oligonucleotideos
iniciadores especificos para os tipos que se quer estudar. My09/11 é um exemplo de
oligonucleotideo iniciador genérico, sendo uma mistura essencial de muitos
oligonucleotideos. Isso o torna complementar para o DNA alvo de diferentes tipos de
HPV, usualmente com perda da sensibilidade. O produto amplificado por ele € uma
sequéncia do gene L1 com peso molecular estimado de 450bp. O par MY 09/11 foi
primeiramente designado por Manos et al., em 1998, para a deteccédo de HPV em
lesBes genitais, mas tem sido usado também para analisar lesdes cutaneas (MANOS
et al. 1989 apud SURENTHERAN et al. 1998). Ele possui boa sensibilidade para
tipos mucosos, mas baixa sensibilidade para tipos cutéaneos e relacionados a EV.
Outros pares de oligonucleotideos genéricos sdo HVP2/B5 + F14/B15, capaz de
detectar a maioria dos tipos cutaneos e mucosos, e CP62/69 + CP65/68, capaz de
detectar os tipos relacionados a EV (SURENTHERAN et al. 1998).

2.3 HPV E IMUNODEPRESSAO

As imunidades humoral e celular tém participacéo na defesa do organismo contra o
HPV. A primeira, através de anticorpos neutralizantes, parece ter um papel na

prevencao da disseminacéo do virus, sendo esta protecao tipo-especifica (THOMAS
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et al. 2000, LOWY et al. 2001). Ja a segunda, através de INFs, HLA-DR, ICAM-1,
VCAM-1, interleucinas e citocinas (como TNF-a, fator de permeabilidade vascular e
fator de crescimento endotelial vascular), contribui diretamente no combate ao
desenvolvimento e a persisténcia das lesdes causadas pelo HPV (JABLONSKA et al.
1997).

Pacientes com supressdo do sistema imune, principalmente o celular (como
soropositivos para HIV e transplantados), sdo mais susceptiveis a diversas infecgdes,
inclusive a causada pelo HPV (CUBIE et al. 2000). A infecgéo pelo HPV pode ser
considerada uma das mais frequientes nos individuos transplantados (BAVINCK et al.
1997). Um estudo francés, realizado em 1002 pacientes transplantados de rim,
pulmdo, figado e coracdo, demonstrou uma prevaléncia de lesdes anogenitais de
3,6% em mulheres e 1,7% em homens (EUVRARD et al. 1995). Nesses pacientes,
surgem verrugas cutaneas de todos os tipos, dependendo da duragdo e da
intensidade da imunossupressao. Apos 5 anos do transplante, a prevaléncia de
verruga cutanea sera de 48-92% dos casos, 0 que indica que a imunidade celular
preservada é um importante mecanismo de defesa contra lesdes cutaneas induzidas
pelo HPV. Parece que o HPV esté presente em estado latente na camada basal da
epiderme ou nos ceratinécitos do foliculo piloso, e que se tornaria ativado com a
depresséao do sistema imune do hospedeiro (BAVINCK et al. 1997, JABLONSKA et
al. 1997).

O uso de drogas imunossupressoras ou a infec¢do pelo HIV, além de facilitar a
infeccdo priméria pelo HPV, pode levar a persisténcia do virus, a reativacdo da
infeccéo latente ou ao aumento da replicagédo do HPV (ELLERBROCK et al. 2000).
Todos esses fatores contribuem para a progressao para neoplasia intraepitelial

cutdneo-mucosa, e até para o cancer invasivo, devido ao potencial carcinogénico da
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infeccdo pelo HPV (GOMOUSA-MICHAEL et al. 2000). Parece que ha um aumento
da integracdo do DNA viral no DNA do hospedeiro, o que € uma etapa importante na
carcinogénese (BAVINCK et al. 1997). Existe ainda um aumento da infeccédo por
HPVs de alto risco nesses pacientes (AYNAUD 1998, CUBIE et al. 2000,
GOMOUSA-MICHAEL et al. 2000).

Ja foi demonstrada a presenca de HPV relacionado a EV em lesdes cutaneas
malignas ou pré-malignas de pacientes transplantados, 0 que sugere uma maior
associacdo desse grupo de virus com cancer cutdneo nesses pacientes
(BERKHOUT et al. 1995).

Estudos mostraram que les6es genitais de pacientes HIV-positivos exibem alteracdes
displasicas com maior frequéncia do que aquelas de individuos HIV-negativos
(BRYAN et al. 1998, GOMOUSA-MICHAEL et al. 2000). A imunodepressao causada
pelo HIV esta associada as neoplasias intra-epiteliais cervical e anal, existindo um
aumento de varias vezes do risco de infeccao cervical por HPV e de NIC em
mulheres infectadas pelo HIV (WANG et al. 1995, WIKSTROM 1995, DE SANJOSE
et al. 2002). A gravidade da doenca cervical esta ligada ao aumento da degradacao
do sistema imune, principalmente quando a contagem de CD4 for menor que 200
células/mm?, podendo responder ao uso da TARV (HEARD et al. 1998). O risco
relativo de cancer anal em homens HIV-positivos € 38, comparado com a populacao
geral, e nas mulheres 6,8 (PALEFSKY et al. 2001). Pacientes HIV-positivos com
papulose bowendide apresentam um risco aumentado de desenvolvimento de cancer
invasivo (RUDLINGER et al. 1989).

Ocasionalmente tem sido detectado DNA de HPV em cancer cutaneo de pacientes

infectados pelo HIV, mas estudos extensos ainda nao foram publicados. Cancer
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cutdneo ndo-melanoma nao € incomum nesses pacientes, devido a reducéao da
vigilancia imunolégica (PFISTER et al. 1997).

Nos pacientes imunossuprimidos sdo também encontrados tipos genitais em lesdes
cutaneas (STARK et al. 1994). Um grupo francés detectou a presenca de tipos
genitais de HPV em verrugas de pacientes transplantados renais utilizando
hibridizacéo in situ, southern blot hibridization e PCR (EUVRARD et al. 1993). Um
grupo brasileiro demonstrou a presenca de HPVs 31, 33 e 35 em lesdes genitais e na
mao direita de um paciente com Sida e de HPVs 6 e 11 em verruga plantar de
paciente com supressao parcial dos linfécitos T (CAVALCANTI et al. 1998). Em
verrugas cutaneas removidas de pacientes com EV e transplantados, tipos muco-
cutaneos e associados a EV foram detectados juntamente com novos tipos
relacionados a EV (BERKHOUT et al. 1995). Mais notavel nesse grupo de pacientes
foi o encontro de infeccdo mista em verrugas individuais (BERKHOUT et al. 1995).
Esse dado demonstra o espectro diverso de tipos de HPV que podem ser
encontrados em lesdes cutaneas de individuos imunossuprimidos, e enfatiza a
importancia de se empregar meéetodos de deteccdo de HPV que permitam a
identificacdo de multiplos tipos em uma Unica lesdo e também de tipos novos

(SURENTHERAN et al. 1998).
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3 OBJETIVOS

3.1 O PROBLEMA

Avaliar a presenca de HPV em lesGes cutaneas e mucosas de pacientes
soropositivos para HIV.

3.2 OBJETIVOS
3.2.1 Geral

Investigar a frequéncia de HPV nas seguintes lesfes: verruga vulgar, verruga plana,
epidermodisplasia verruciforme, condiloma acuminado, neoplasia intraepitelial,
papulose bowendide e carcinoma espinocelular, de pacientes masculinos
soropositivos para HIV.

3.2.2 Especificos

1. Analisar a frequiéncia de lesdes pré-malignas e malignas (epidermodisplasia
verruciforme, neoplasia intraepitelial grau Il e Ill, papulose bowendide e
carcinoma espinocelular) nos pacientes estudados;

2. Determinar a presencga dos HPVs tipos 6, 11, 16 e 18 nas lesfes estudadas;

3. Investigar, nos pacientes estudados, se existe relagcdo entre malignidade da leséo
e presenca de HPV de alto risco;

4. Avaliar, nos pacientes estudados, se ha associagéo entre malignidade da leséo e
as seguintes variaveis: idade do paciente, data do primeiro exame anti-HIV
positivo, tempo de evolucédo das lesdes, carga viral, uso de terapia anti-
retroviral, alto grau de imunodepressdo (CD4 < ou = 200 células/mm?®) e

presenca de HPV na leséo.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo observacional, seccional, realizado em pacientes masculinos e soropositivos
para HIV do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF), que procuraram
o Servico de Dermatologia (Hospital Dia / Ambulatério de Imunodeprimidos) ou que
estiveram internados no Hospital (detectados através do parecer para a
dermatologia), de marco de 2003 a agosto de 2004 (18 meses).

4.2 POPULACAO ESTUDADA

Optou-se por um estudo somente em pacientes do sexo masculino para evitar
peculiaridades do sexo feminino, como dificuldade para o dermatologista em realizar
0 exame ginecoldgico, incapacidade de realizar colposcopia e possiveis influéncias
hormonais na oncogénese viral (BRABIN 2002).

4.2.1 Critérios deincluséo

e Presenca das seguintes lesdes: verruga vulgar, verruga plana,
epidermodisplasia verruciforme, condiloma acuminado, neoplasia intraepitelial,
papulose bowendide e carcinoma espinocelular;

e Soropositividade para HIV;

e Sexo masculino;

e |dade igual ou superior a 18 anos.

4.2.2 Critérios de exclusao

e Sexo feminino;

e |dade inferior a 18 anos.
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4.3 PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

O paciente selecionado para participar do estudo assinou o termo de consentimento
livre e esclarecido e preencheu o questionario clinico-epidemioldgico. A lesdo
estudada foi biopsiada com tesoura, bisturi ou punch, sob anestesia local com
lidocaina a 2%, sem vasoconstrictor. Dividiu-se o material coletado em duas partes:
uma foi conservada em formol e enviada para estudo histopatoldgico e a outra foi
colocada em frasco especifico e armazenada em congelador a -20°C para posterior
exame por PCR.

4.3.1 Variaveis coletadas no questionario
Idade, cor, estado civil, escolaridade, profissao, renda familiar, naturalidade, tempo

de portador do HIV, uso de terapia anti-retroviral, tempo de uso de terapia anti-
retroviral, anti-retrovirais usados, doengas prévias relacionadas ao HIV, tempo de
evolucdo da leséo estudada e o diagnéstico clinico.

4.3.2 Exame histopatoldgico
Os exames histopatoldgicos foram realizados de rotina no Servico de Anatomia

Patolégica do HUCFF, sendo consideradas lesGes benignas o condiloma acuminado,
neoplasia intraepitelial grau |, verruga plana e verruga vulgar; pré-malignas, a
epidermodisplasia verruciforme, neoplasia intraepitelial grau 1l e lll, papulose
bowendide; e malignas, o carcinoma espinocelular.

4.3.3 Deteccéo e tipificacdo do HPV

A deteccéo e a tipificacdo do HPV foram realizadas no laboratério de Virologia da
disciplina de Virologia do Departamento de Microbiologia e Parasitologia do Instituto
Biomédico da Universidade Federal Fluminense (UFF), sob a supervisdo da
orientadora do projeto. O método utilizado foi a reacdo da polimerase em cadeia

(PCR).
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A amostra do material coletada no HUCFF foi colocada em frasco especifico e
armazenada por curto periodo em refrigerador a 0°C. Posteriormente foi transferida
para o congelador, onde permaneceu sob temperatura de -20°C, ainda no HUCFF.
Semanalmente foi transportada até o laboratoério de Virologia da UFF, onde passou
pelos seguintes passos de processamento:

1. Extracédo do DNA:

Digestédo por proteinase K: cada amostra foi suspensa em 1000ul do tampé&o de

digestdo TE (10mM TRIS-HCI pH 7,4; 1mM de EDTA) com Dodecil sulfato de sodio a
20% (SDS), contendo 200ug/ml de proteinase K (2mg/ml - GIBCO/BRL), e incubadas
em banho maria a 50°C por 6 horas.

Extracdo por fenol-cloroférmio-alcool isoamilico: foi acrescentado 1ml de fenol-

cloroférmio-alcool isoamilico ao material e misturado fortemente por 5 minutos. Em
seguida, o material foi centrifugado a 10.000rpm por 5 minutos até se obter uma fase
aquosa limpa.

Precipitacdo do DNA com acetato de sodio e etanol: foram adicionados acetato de

sodio (3M pH 6,0) na concentracao final de 0,3M e etanol absoluto na concentracéo
final de 70%, e misturados por inversdo. O material foi armazenado a —20°C por uma
semana e posteriormente centrifugado a 14.000rpm por 30 minutos. ApOs remocao
do sobrenadante, foi feita ressuspensao do material com 1ml de etanol a 70% e nova
centrifugacdo a 14.000rpm por 10 minutos. ApOs remocao do etanol, foi feita
secagem do material e, por fim, ressuspensao em 100ul de agua destilada.

Verificacdo da presenca do DNA: realizada por eletroforese em gel de agarose a 2%,

utilizando 9ul de agua, 1ul da amostra e 2ul do corante, conforme detalhamento

adiante. Verificou-se a presenca de rastro de DNA.
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2. Reacao de PCR:

Para a amplificacdo de um fragmento de 450 bp do DNA do HPV localizado no gene
L1, genérico para um amplo espectro de tipos genitais de HPV, foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores genéricos (“primers”) My09-My11.

Uma fracdo de 5ul de DNA extraido de cada amostra foi adicionada a 45ul da mistura
de reacdo composta por tampé&o (10Mm Tris-HCI pH 8,0, 1mM de EDTA, 10mM de
NaCl; concentracéio 1X), MgCl, (4 mM/L™), dNTP (quatro dioxinucleotideos trifosfatos
— deoxiadenina, deoxitimidina, deoxicitidina e deoxiguanosina, na concentragao de
1,25mM de cada; total de 200uM/L™* cada), 1pM de cada oligonucleotideo iniciador
genérico, 0,1pM do oligonucleotideo iniciador B-actina (controle interno da reagéo
gue amplifica uma proteina humana nuclear de 330 bp), 1,25U de Taq polimerase e
agua destilada (para completar o volume da reagéo). Um tubo contendo a mistura de
reacao e a amostra, totalizando 50pL, foi colocado no termociclador (DNA Thermal
Cycler, Pekin Elmer Cetus) e submetido a 35 ciclos de amplificacdo. Cada ciclo foi
composto de elevagdo da temperatura até 94°C por 5 minutos, desnaturagdo das
fitas de DNA a 94 °C por 1 minuto, pareamento (hibridizac&o) dos oligonucleotideos
iniciadores a 55°C por 2 minutos, polimerizacdo (sintese das fitas de DNA
complementares) a 72 °C por 2 minutos e sintese final dos produtos a 72 °C por 10
minutos.

3. Deteccéao dos produtos de PCR (amplicons):

Apo6s amplificacdo, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
2% em TBE (TRIS-EDTA-Borato) 0,5X a 75V e 15mA. Foram utilizados 10ul de cada
produto da PCR, 2ul de corante azul de bromofenol 6X (xileno cianol 0,25%, azul de

bromofenol 0,25%, glicerol 30%) e 2ul de ladder (marcador de DNA, Invitrogen) de
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123bp. Em seguida o gel foi transferido para uma solu¢do de brometo de etidio
0,5ug/ml por 15 minutos e lavado com agua por 5 minutos.

O resultado final foi visualizado em transiluminador sob luz UV. O produto
amplificado do HPV apresentava peso molecular estimado de 450bp (Figura 11).
4. Tipificagéo do HPV:

As amostras positivas para a reacdo acima foram entdo submetidas a nova
amplificacdo, dessa vez sendo utilizados os oligonucleotideos iniciadores para o
gene E6 dos HPVs tipos 6 e 11, 16 e 18. As amostras negativas ndo foram
submetidas a essa amplificacdo. Foram executadas as mesmas etapas descritas
acima, mudando apenas os ciclos do termociclador: 30 ciclos, 30 segundos a 94°C; 1
minuto a 60°C e 1 minuto a 72°C e para a extens&o dos produtos obtidos, 10 minutos
a 72°C. As amostras positivas para HPV e negativas para os tipos 6 e 11, 16 e 18
(HPV indeterminado) foram submetidas & nova amplificacdo, sendo utilizados os
oligonucleotideos iniciadores para o gene E6 dos HPVs tipos 31, 33 e 35 e
executadas as mesmas etapas descritas acima.

O produto amplificado do HPV 6 apresenta peso molecular estimado de 230bp; do
HPV 11, 89bp; do HPV 16, 134bp; do HPV 18, 119bp; do HPV 31, 97bp; do HPV 33,
132bp e do HPV 35, 186bp.

4.3.4 Anélise estatistica
Foram utilizados os programas EPIINFO 6.05 e SPSS para entrada e analise dos

dados.
Para a descricdo da distribuicdo dos dados foram utilizadas médias, com seus
respectivos intervalos de confianca, para as variaveis continuas, e proporgoes, para

as variaveis categoricas.



39

Foi estimada a prevaléncia de HPV nas leses como um todo e na presenca ou hao
de malignidade. As diferencas entre as caracteristicas do grupo com lesdes pré-
malignas ou malignas e do grupo com lesdes benignas foram avaliadas usando o
teste Mann Whitney para médias e o teste Chi-square para propor¢cdes. Foi
considerado estatisticamente significativo um alfa igual ou menor que 5%.

Foi estimada a raz&do de prevaléncias e seu respectivo intervalo de confianca
comparando-se as categorias das diferentes variaveis com a classificacdo de

malignidade das lesdes.
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5 RESULTADOS

Durante os 18 meses do estudo, foram atendidos no ambulatério de Dermatologia /
Imunodeprimidos do Hospital Dia 129 homens HIV-positivos. Foram biopsiadas 38

lesGes cutaneo-mucosas de um total de 27 pacientes.

5.1 DESCRICAO DOS PACIENTES QUANTO AS CARACTERISTICAS SOCIO-
ECONOMICAS E CULTURAIS

A populacdo estudada apresentou como caracteristicas mais frequentes: idade -
entre 31 e 50 anos (63%), média de 39 anos, cor - branca, estado civil - solteiro sem
companheira/o, escolaridade - 2° grau (51,8%), profissdo - aposentado, e renda

familiar - até dois salarios minimos.

5.2 DADOS RELACIONADOS A DOENCA PELO HIV
5.2.1 Data do primeiro exame anti-HIV positivo

A média foi 5 anos e meio (variando de 2 meses a 20 anos), DP de 71 meses.

5.2.2 Uso de terapia anti-retroviral (TARV)

Do total de pacientes, 77,8% (21) estavam em uso de TARV no momento da bidpsia.

5.3 DADOS RELACIONADOS AS LESOES ESTUDADAS
5.3.1 Frequéncia de lesdes pré-malignas ou malignas
A freqiiéncia de lesdes pré-malignas ou malignas foi de 36,8% (14 lesdes), sendo

metade destas, displasia moderada ou grave (18,4% - NIC grau Il ou papulose

bowendide).
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5.3.2 Descricdo das lesdes estudadas: localizagdes e laudos histopatoldgicos

Tabela 1 - Descricdo das lesbes estudadas: localizacdes e laudos histopatologicos

LESOES MUCOSAS N de
Tipo clinico-histolégico Localizacdo Histopatologia lesbes
Lesao benigna Perianal Condiloma acuminado 1
Les&o benigna Coxa Condiloma acuminado (Figura 1) 1
Lesao benigna Regido pubiana Condiloma acuminado 3
Lesao benigna Regido inguinal Condiloma acuminado 3
Lesao benigna Corpo do pénis Condiloma acuminado 2
Lesao benigna Sulco balano-prepucial Condiloma acuminado 2
Lesdo benigna Labio superior Condiloma acuminado 1
Lesdo benigna Labio inferior Condiloma acuminado 1
Lesdo benigna Labio superior Verruga vulgar 1
Lesao benigna Fossa nasal Verruga vulgar (Figura 5) 1
Lesao benigna Corpo do pénis Neoplasia intraepitelial Grau | 1
Les&o benigna Glande Neoplasia intraepitelial Grau | 1
Lesao pré-maligna ou maligna Regido pubiana Neoplasia intraepitelial Grau Il 1
(Figura 2)
Les&o pré-maligna ou maligna Mucosa jugal Neoplasia intraepitelial Grau Il 1
Lesao pré-maligna ou maligna Perineo Papulose bowendéide 1
Leséao pré-maligna ou maligna Bolsa escrotal Papulose bowenoide 1
Les&o pré-maligna ou maligna Corpo do pénis Papulose bowenoide (Figura 3) 1
Lesao pré-maligna ou maligna Sulco balano-prepucial Papulose bowendide 1
Lesao pré-maligna ou maligna Glande Papulose bowendide 1
Leséao pré-maligna ou maligna Bolsa escrotal Carcinoma espinocelular 2
(Figura 4)
LESOES CUTANEAS N de
Tipo clinico-histolégico Localizacéo Histopatologia lesbes
Lesao benigna Membro inferior Verruga vulgar 3
Les&o benigna Membro superior Verruga vulgar 1
Lesao benigna Membro superior Verruga plana 1
Lesao benigna Regido cervical Verruga plana 1
Lesado pré-maligna ou maligna Membro superior Epidermodisplasia verruciforme 5

(Figura 6)

5.4 DADOS RELACIONADOS A DETECCAO DO HPV

5.4.1 Frequéncia de infec¢cao pelo HPV

A freqiéncia do virus nas 38 lesdes foi de 63,2% (24), sendo 70,8% (17) de

freqUiéncia nas lesdes benignas e 50% (7) nas pré-malignas ou malignas.

5.5 DADOS RELACIONADOS A TIPIFICACAO DO HPV
Das 38 lesbes estudadas, encontrou-se HPV tipo 6, 11 ou 16 em 18 (47,4%). A

freqUéncia de HPV 16 foi 18,4% (7 lesdes). Ocorreu multiinfec¢do (mais de um tipo
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de HPV) em 3 lesdes genitais histologicamente classificadas como condiloma

acuminado, sendo elas: tipos 11 e 16, tipos 6 e 16 e tipos 6 e 11. Nao houve

deteccdo do tipo 18. Os tipos 31, 33 e 35 também nao foram detectados nas

amostras que continham HPV de tipo indeterminado.

5.5.1 Relacéo entre malignidade da leséo e o tipo de HPV detectado

Tabela 2 — Relacéo entre malignidade da lesé&o e o tipo de HPV detectado

LESOES BENIGNAS

Quantidade Histopatologia Tipificacdo do Presenca de tipo de

HPV baixo risco

3 Condiloma acuminado 6 Sim

3 Condiloma acuminado 11 Sim

1 Condiloma acuminado 16 N&o

1 Condiloma acuminado 6, 11 Sim

1 Condiloma acuminado 6, 16 Nao

1 Condiloma acuminado (Figura 7) 11, 16 Nao

1 Condiloma acuminado Indeterminado Indeterminado

3 Condiloma acuminado Negativa Negativa

1 Neoplasia intraepitelial grau | Indeterminado Indeterminado

1 Neoplasia intraepitelial grau | Negativa Negativa

1 Verruga vulgar 16 N&o

3 Verruga vulgar Indeterminado Indeterminado

2 Verruga vulgar Negativa Negativa

1 Verruga plana 6 Sim

1 Verruga plana Negativa Negativa

LESOES PRE-MALIGNAS OU
MALIGNAS
Quantidade Histopatologia Tipificacdo do Presenca de tipo de

HPV alto risco

3 Papulose bowendide 6 N&o

2 Papulose bowendide 16 Sim

1 Neoplasia intraepitelial grau Il 16 Sim

(Figuras 8 e 9)

1 Neoplasia intraepitelial grau Il Negativa Negativa

2 Carcinoma espinocelular Negativa Negativa

1 Epidermodisplasia verruciforme Indeterminado Indeterminado

3 Epidermodisplasia verruciforme Negativa Negativa

(Figura 10)
1 Epidermodisplasia verruciforme Sem material Sem material

Indeterminado = HPV detectado, negativo para os tipos estudados.

Negativa = HPV néo detectado, tipificacdo ndo realizada.



5.6 TABELA GERAL DOS PACIENTES

Tabela 3 — Descri¢do de cada paciente quanto a contagem de CD4, a carga viral, ao exame

histopatologico, a deteccédo do HPV e a tipificacdo do HPV

Paciente n> CD4 CV Histopatoldgico HPV  Tipo
1 182 9000 Condiloma acuminado Sim Indeterm.
2 38 310000 Condiloma acuminado Sim 16
3 618 390000 Verruga vulgar Sim 16
4 198 <80 Papulose bowendide Sim 16
4 198 <80 Papulose bowendide Sim 16
5 80 17750 Condiloma acuminado Sim 11, 16
5 80 17750  Epidermodisplasia verruciforme N&o -
6 131 130 Epidermodisplasia verruciforme  N&o -
7 59 <80 Condiloma acuminado Sim 6
7 59 <80 Condiloma acuminado Sim 6
8 15 690000 Papulose bowendide Sim 6
8 15 690000 Verruga plana Nao -
9 284 <80 Neoplasia intraepitelial grau Il Sim 16
10 399 <80 Condiloma acuminado Sim 6, 16
11 20 - Verruga vulgar Sim Indeterm.
12 1175 1800 Condiloma acuminado Sim 11
13 447 4600 Condiloma acuminado N&ao -
14 106 2140 Condiloma acuminado Sim 11
14 106 2140 Epidermodisplasia verruciforme  N&o -
14 106 2140 Papulose bowendide Sim 6
15 560 17000 Condiloma acuminado Sim 6
15 560 17000 Epidermodisplasia verruciforme  Aus -
15 560 17000 Condiloma acuminado N&o -
16 284 <80 Condiloma acuminado N&o -
17 577 1350 Epidermodisplasia verruciforme  Sim Indeterm.
17 577 1350 Neoplasia intraepitelial grau Il N&o -
18 537 <80 Verruga vulgar Sim Indeterm.
19 116 <80 Condiloma acuminado Sim 11
20 22 120 Neoplasia intraepitelial grau | Sim Indeterm.
21 243 26900 Condiloma acuminado Sim 6,11
22 367 <80 Verruga vulgar Sim Indeterm.
23 244 120 Verruga vulgar N&o -
24 25 - CEC Nao -
24 25 - CEC Nao -
25 689 18000 Neoplasia intraepitelial grau | Nao -
26 150 <80 Verruga vulgar N&o -
27 172 <80 Verruga plana Sim 6
27 172 <80 Papulose bowendéide Sim 6

43

CD4= contagem de CD4, est4 em células/mm®. CV= carga viral, esta em cépias/ml. HPV= deteccéo

de HPV. Indeterm.= indeterminados
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5.7 ASSOCIACAO ENTRE MALIGNIDADE DA LESAO E VARIAVEIS CLINICAS

5.7.1 Comparacdo entre as médias de idade, data do 1° exame anti-HIV+,
tempo de evolugao das lesdes e cargaviral do grupo de lesdes benignas
e do grupo de lesbes pré-malignas e malignas

Tabela 4 — Comparacéo entre as médias de idade, data do 1° exame anti-HIV+, tempo de

evolucao das les@es e carga viral do grupo de lesGes benignas e do grupo de lesbes pré-

malignas ou malignas

Variaveis Lesdo benigna Lesao pré-malignaou p-valor
maligna
Média Média

Idade (anos) 38 42 0,798
Data do 1°. exame HIV + (meses) 77 74 0,601
Tempo de evolucdo das lesdes 27 38 0,520
(meses)

Carga viral (copias/ml) 65843 60000 0,619

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias das variaveis no

grupo de lesdo benigna e no grupo de lesdo pré-maligna ou maligna.

5.7.2 Comparacdao entre o numero de pacientes que faziam uso de TARV, que
apresentavam contagem de CD4 <ou =200 e que tiveram HPV detectado
em suas lesdes do grupo de lesdes benignas e do grupo de lesbes pré-
malignas e malighas

Tabela 5 — Comparagdo entre o niumero de pacientes que faziam uso de TARV, que

apresentavam contagem de CD4 < ou = 200 e que tiveram HPV detectado em suas lesbes

do grupo de lesdes benignas e do grupo de lesbes pré-malignas ou malignas

Variaveis Lesdo benigna Lesao pré-malignaou p-valor
maligha
N° de pacientes N® de pacientes
(porcentagem) (porcentagem)
Uso de TARV 17 (70,8%) 11 (78,6%) 0,715
Contagem de CD4 < ou = 200 12 (50%) 10 (71,4%) 0,309
células/mm?®
Deteccdo de HPV 17 (70,8%) 7 (50%) 0,289

Razao de prevaléncia de 1,36
Razéo de prevalénciade 1,82
Razao de prevaléncia de 0,58
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Usar TARV se relacionou com aumento da prevaléncia de lesdo pré-maligna ou
maligna (23,6%) (Risco Atribuivel de Prevaléncia (RAP) de 23,6%), porém este
resultado ndo foi estatisticamente significativo.

Apresentar contagem de CD4 menor ou igual a 200 células/mm? se relacionou com
aumento da prevaléncia de lesao pré-maligna ou maligna (45%) (RAP de 45%), ndo
sendo este resultado estatisticamente significativo.

A deteccéo de HPV na leséo se relacionou com diminuicdo da prevaléncia de leséao
pré-maligna ou maligna (41,7%) (RAP de 41,7%), ndo sendo este resultado

estatisticamente significativo.



ILUSTRACOES

Figura 1 - Paciente nimero 12: Condiloma Acuminado

w

Figura 2 - Paciente numero 9: Neoplasia Intraepitelial Grau Il
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Figura 3 - Paciente niumero 4: Papulose Bowenoide

Figura 4 - Paciente numero 24: Carcinoma Espinocelular



Figura 5 - Paciente numero 23: Verruga Vulgar

Figura 6 — Paciente numero 17: Epidermodisplasia Verruciforme
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Figura 7 - Paciente nimero 5 (Condiloma Acuminado), HE 400X: coildcitos - células
epiteliais com ndcleo aumentado de tamanho, hipercromatico e irregular, cercado por

um halo citoplasmatico.

Figura 8 - Paciente nimero 9 (Neoplasia Intraepitelial Grau Il), HE 400X: células em
mitose, ceratinécitos apoptoéticos, nudcleos bizarros e agrupados, perda da

polarizacéo celular.



50

Figura 9 - Paciente numero 9 (Neoplasia Intraepitelial Grau Il), HE 400X: células em

mitose, ceratinécitos apoptéticos, nudcleos bizarros e agrupados, perda da

polarizacéo celular.

Figura 10 - Paciente numero 17 (Epidermodisplasia Verruciforme), HE 100X:
hiperceratose, paraceratose e hipergranulose. Presenca na camada granulosa de
ceratindcitos distendidos com citoplasma basofilico e finamente vacuolizado, com

granulos grosseiros ceratohialinicos.
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450 bp —
330bp —*

Figura 11 — Pacientes nameros 20 e 21: PCR - visualizagdo dos produtos
amplificados (450 bp) com os oligonucleotideos My09/11 em gel de eletroforese. As
amostras 1 e 4 sao positivas para HPV e as amostras 2, 3, 5 e 6, negativas. Uma
sequéncia de 330 bp do gene para actina humana é usada como controle interno da

reacao.

<«— 330bp

<« 132Dbp

Figura 12 — Pacientes numeros 4 e 9: PCR — detec¢do de amostras positivas (3 e 5)
para HPV tipo 16 pela técnica de PCR com amplificagdo da seqiiéncia E6 do DNA
especifico com 132 bp. Comparacao com o DNA padréo -100bp. Uma sequiéncia de

330 bp do gene para actina humana é usada como controle interno da reacao.
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6 DISCUSSAO

A imunodepressao decorrente da infeccao pelo virus HIV facilita a transformacéo
oncogénica causada pelo virus HPV. O presente estudo justifica-se por esta relacao
entre ambos os virus. Dentre os diversos tipos de HPV, optou-se pela pesquisa dos
tipos 6, 11, 16 e 18 por serem 0s mais prevalentes nas lesdes genitais. Os casos
negativos foram ainda testados para os tipos 31, 33 e 35 por serem tipos de alto risco
para a transformacao maligna, também prevalentes nas lesGes genitais. Resolveu-se
incluir lesGes de qualquer localizag&o por tratar-se de um estudo que servira de pilar
para futuros projetos.

No Brasil, estima-se que 67,8% dos casos de Sida encontram-se na faixa etaria entre
15 e 34 anos, portanto os pacientes avaliados tém idade mais elevada (MINISTERIO
DA SAUDE 1999). O grupo estudado mostrou alto nivel de escolaridade, sem
analfabetos, diferente dos pacientes soropositivos para HIV da populacéo brasileira
(COHN 2000, COHN 2001). Esse fato pode ser explicado por ser o HUCFF/UFRJ um
centro terciario de referéncia em HIV e por todo paciente soropositivo, mesmo com
boa condicdo econdmica, necessitar de uma matricula na rede publica para ter
acesso aos medicamentos.

A auséncia de correlacao estatistica entre as variaveis analisadas pode ser explicada
pela homogeneidade da populacdo estudada e pelo pequeno nimero da amostra.
Apesar da alta incidéncia de lesdes perianais nos soropositivos para HIV, s6 houve
um paciente com lesdo nesta localizacdo porque 0s pacientes passaram a ser

encaminhados para o ambulatério de proctologia.
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Como era de se esperar, levando em conta que mais da metade das lesbes
estudadas localizava-se na mucosa genital, encontrou-se 34,2% de condiloma
acuminado (HANDSFIELD 1997, SEVERSON et al. 2001).

Gomousa-Michael et al., em 2000, avaliaram infec¢cdo por HPV genital e neoplasia
intraepitelial (NI) em setenta homens infectados por HIV e encontraram displasia
moderada ou grave em 33,3% dos pacientes HIV-positivos, comparado com 5% dos
pacientes HIV-negativos (GOMOUSA-MICHAEL et al. 2000). Estudo realizado por
Aynaud em 1998 comparou lesGes anogenitais causadas pelo HPV em homens
soropositivos e soronegativos para HIV, e encontrou displasia de alto grau em 29,3%
das lesbes dos pacientes HIV-positivos e em 5% das lesdes dos pacientes HIV-
negativos (AYNAUD 1998). No presente estudo a freqtiéncia de displasia moderada
ou grave (NI grau Il ou papulose bowendide) foi de 18,4%, apresentando-se mais alta
do que nas populacdes de pacientes HIV-negativos mencionadas acima. Isto
corrobora a hipotese da transformac&o maligna ocorrer com maior freqiéncia nos
imunodeprimidos.

Outro achado extremamente relevante no estudo foi o diagnostico de
epidermodisplasia verruciforme em cinco lesfes cutaneas, que clinicamente se
apresentavam como verrugas planas localizadas em areas fotoexpostas. Lesfes
semelhantes a EV em pacientes HIV-positivos tém sido cada vez mais descritas.
Questiona-se se seria a classica EV em pacientes HIV-positivos geneticamente
predispostos, ou uma nova entidade clinica, com comportamento menos agressivo
nesses pacientes (BARZEGAR et al. 1998, TRAUNER et al. 2002, CARRE et al.
2003).

Em relacdo a deteccédo do HPV nas amostras estudadas, encontrou-se positividade

para 63,2% dos casos, utilizando-se os pares de oligonucleotideos MY09/11. A ndo
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deteccdo do HPV em algumas amostras pode ser justificada de diversas formas.
Inicialmente, a escolha do par de oligonucleotideos tem enorme valor no resultado
final. Em 1998, Surentheran et al. avaliaram a sensibilidade e a especificidade de 3
pares de oligonucleotideos degenerados. O par My09/11 foi o mais sensivel para
tipos mucosos, mas so foi capaz de detectar os tipos cutaneos quando havia alto
namero de copias. Os autores verificaram que a utilizagdo combinada dos pares
degenerados mostrou a maior deteccéo de DNA do HPV quando comparada com os
pares utilizados isoladamente (SURENTHERAN et al. 1998). Causas relativas ao
material coletado poderiam ser baixo nimero de cépias de DNA na amostra (lesbes
antigas, periferia da lesdo), falta de células positivas em bidpsias pequenas,
presenca de novo tipo de HPV ainda nao identificado ou mesmo auséncia de HPV
naquela amostra. O excesso de ceratinizacdo do material estudado seria uma causa
relacionada a execucdo da técnica, e dificultaria a extracdo do DNA, conforme
ocorreu em uma das amostras. Os fragmentos cutaneos séo de dificil digestao,
mesmo com maior tempo de incubacéo e de concentracdo da proteinase K.

Gomousa-Michael et al., em 2000, também encontraram uma elevada prevaléncia de
HPV de alto risco — 16/18, 31/33/35 - nos pacientes HIV-positivos (50%), comparada
com os pacientes HIV-negativos (5%) (GOMOUSA-MICHAEL et al. 2000). Aynaud,
em 1998, encontrou 35% de HPV de alto risco nas lesdes anogenitais de pacientes
HIV-positivos e 12% nas lesdes de pacientes HIV-negativos (AYNAUD 1998). Na
presente investigacao, a taxa de deteccao de HPV de alto risco (tipo 16) foi baixa
(18,4%), ocorrendo somente em sete lesdes, ndo havendo deteccdo dos HPVs 18,
31, 33 e 35. N&o seria esperada deteccéo do tipo 18, uma vez sua prevaléncia na
populacao geral € baixa (em torno de 15%); talvez com uma casuistica maior, possa-

se detecta-lo. Um grupo de Brasilia estudou a prevaléncia de HPV em 59 amostras
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de cancer peniano e também nao detectou HPV 18 em nenhuma delas (NEVES et al.
2002). Parece que na populacdo do Rio de Janeiro ha uma incidéncia baixa de
infeccdo pelo HPV 31, se comparada com outros estados. Investigacao realizada em
Niteréi com 25 amostras de esfregacos cervicais positivas para HPV nao encontrou
nenhuma amostra positiva para o HPV 31 (CARESTIATO 2005).

A infeccdo multipla esteve presente em trés casos de condiloma acuminado. Por
serem lesdes benignas, ndo foi verificada relacdo da infeccdo mdultipla com a
gravidade da lesdo. Também néo se encontrou correlacao daquela com a contagem
de CD4 e a carga viral. O encontro de infeccdo multipla tem repercussao social
importante, sugerindo que diversos tipos de HPV estdo sendo transmitidos entre a
populacdo sexualmente ativa. Nao devemos ainda esquecer que a presenca de uma
doenca sexualmente transmissivel (DST) poderia facilitar a aquisicdo de outras
DSTSs, incluindo o HIV.

O encontro de HPV de alto risco, como o0 16, que aconteceu em quatro lesdes
benignas, deve sempre orientar para a realizacdo de um acompanhamento mais
regular do paciente para deteccdo precoce de transformacao maligna.

A presenca de HPV 6 na papulose bowenoide, trés casos na presente casuistica,
nao é freqlente, com poucos casos descritos na literatura (PARK et al. 1998,
ROLIGHED et al. 1991). A associacdo mais comum € com HPV 16 e ha casos
descritos com os tipos 18, 31-34, 39, 42, 48, 51-54 (NUNES et al. 2004). Vale
lembrar que a classificacdo de HPV de baixo risco ndo impede que ele esteja
envolvido na transformacao maligna (LOWY et al. 2001).

N&o houve deteccdo de HPV em seis lesGes pré-malignas ou malignas, o que ja foi
observado em outros estudos (GRUSSENDORF-CONEN 1997, NEVES et al. 2002,

FRANCA 2005). Para que ocorra a transformacao maligna, o DNA do HPV se integra
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ao DNA celular, causando entdo a instabilidade genémica. Durante a intregracao
pode haver rompimento de uma sequéncia do gene L1, reduzindo a sensibilidade do
primer MY09/11 (GRUSSENDORF-CONEN 1997). Estudo realizado no mesmo
Hospital (HUCFF), em 34 casos de carcinoma epidermoide do pénis, néo foi capaz
de demonstrar HPV em nenhuma amostra (FRANCA 2005).

Em casos de verruga vulgar na mucosa oral, os tipos de HPV comumente
encontrados séo 2, 4, 6, 11 e 57. O achado de HPV 16 nesses casos é raro, e
ocorreu em uma lesédo localizada no labio superior. Tal fato poderia ser justificado
pela aquisicédo através do contato sexual oro-genital.

O caso de verruga plana onde foi detectado HPV 6 apresentava lesao de papulose
bowendide no pénis, onde também foi detectado o mesmo tipo de HPV. Dessa
forma, o encontro de um tipo genital na lesdo cutadnea poderia ser justificado por
autocontaminacao. Ha na literatura diversos relatos de deteccao de tipos genitais de
HPV em lesbes cutaneas, em especial em pacientes imunodeprimidos (SOLER et al.
1993, CAVALCANTI et al. 1998). Porro et al., em 2003, tipificaram HPV em 39
verrugas cutaneas e encontraram HPV 6 em duas lesfes de pacientes HIV-positivos
e em uma leséo de paciente HIV-negativo; e no restante, tipos comuns de verruga
vulgar, como 2, 57 e 27 (PORRO et al. 2003).

Nas les@es clinicas semelhantes a EV em pacientes soropositivos para HIV, tém-se
encontrado os tipos 3, 5, 8, 10 e 20, todos sendo tipos relacionados a EV (PROSE et
al. 1990, BARZEGAR et al. 1998). Na maioria dos casos de EV do presente estudo,
nao houve deteccéo de HPV, o que era esperado, uma vez que nao foram utilizados
oligonucleotideos especificos para os tipos relacionados a EV e que se utilizou

oligonucleotideo genérico com baixa sensibilidade para lesdes cutaneas.
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As publicacdes relacionando carga viral e HPV sao conflitantes. King et al., em 2002,
avaliaram o surgimento de verrugas orais em pacientes em uso de HAART e
indicaram que reducao na carga viral seria um risco para o surgimento das lesées
induzidas pelo HPV. Isto poderia representar uma forma de sindrome de
reconstituicdo imunoldgica, ocorrendo como resposta a uma melhora na funcéao da
imunidade celular (KING et al. 2002). Outros estudos indicam ser a carga viral um
fator de risco para o desenvolvimento de neoplasia intraepitelial, em especial se
maior que 50.000 cépias/ml (CUBIE et al. 2000, HOLLY et al. 2001). Na presente
investigacao, nao houve diferenca entre as cargas virais do grupo com leséo benigna
e do grupo com leséo pré-maligna ou maligna.

Até o momento, HAART ndéo parece estar implicada na melhora da historia natural
das doencas associadas ao HPV (DE SANJOSE et al. 2002). A maioria dos estudos
nao demonstrou seu impacto na regressao das lesdes pré-neoplasicas, sendo a
melhora do sistema imune insuficiente para prover protecéo contra o HPV (HEARD et
al. 1998, PALEFSKY et al. 2001). Foi sugerido ainda que a persisténcia do HPV e o
aumento da sobrevida dos pacientes agiriam em conjunto, facilitando a progressao
para a neoplasia (LILLO et al. 2001, PALEFSKY et al. 2001). Outro fator importante
no inicio da TARYV, ja mencionado anteriormente, € a sindrome de reconstituicao
imunoldgica, que pode causar a piora clinica de lesdes infecciosas, contribuindo para
a progressdo da doenca. No presente estudo, o uso de TARV aponta para um
aumento da prevaléncia de leséo pré-maligna ou maligna, sugerindo que o aumento
da sobrevida forneceria o tempo necessario para a transformacgéao maligna.

Sobre a contagem de células T CD4, Piketty et al., em 1998, avaliaram a associacao
entre infeccdo anal por HPV e neoplasia intraepitelial anal em pacientes HIV-

positivos, e demonstraram que contagem de CD4 menor que 250 células/mm? e Sida
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sao fatores de risco para a infeccéo pelos tipos 16 e 18 (PIKETTY et al. 2003).
Palefsky et al., em 1999, estudaram a infeccéo cervical por HPV em 1778 mulheres
HIV-positivas e em 500 mulheres HIV-negativas, demonstrando que infec¢do por
HPV de alto risco foi trés vezes mais comum em mulheres com contagem de CD4
menor que 200, comparadas com mulheres com CD4 maior que 500 células/mm?. No
presente estudo, aproximadamente metade dos pacientes apresentava contagem de
CD4 menor que 200 células/mm?®. Tanto no grupo com contagem de CD4 menor ou
igual a 200 células/mm?®, quanto no grupo com contagem de CD4 maior que 200
células/mm?, foi detectado HPV 16 em trés pacientes, ndo havendo diferenca entre
os dois grupos. Em dois outros estudos, baixo nivel de CD4 também foi fator de risco
para o desenvolvimento de cancer anal (HOLLY etal. 2001, PALEFSKY et al. 1998).
Na presente investigacdo, a contagem de CD4 menor ou igual a 200 células/mm?®
parece se relacionar com um aumento da prevaléncia de lesdo pré-maligna ou

maligna, sugerindo, assim como na literatura, que a diminuicdo da imunidade

aumentaria a prevaléncia de malignidade.
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7 CONCLUSOES

1. A pesquisa do HPV, positiva em 63,2% dos pacientes, demonstrou baixa taxa de
deteccdo de HPV de alto risco (HPV 16, 18,4%) e nenhum HPV 18.

2. 36,8% das lesdes ja eram pré-malignas ou malignas e a freqténcia de displasia
moderada ou grave nos pacientes estudados foi maior do que a descrita na
populacdo soronegativa para HIV.

3. HPV de alto risco (HPV 16) foi detectado em quatro lesdes benignas e HPV de
baixo risco (HPV 6) em trés lesbes genitais pré-malignas.

4. A idade do paciente, data do primeiro exame anti-HIV positivo, tempo de evolugéo
das lesGes, carga viral, uso de terapia anti-retroviral, alto grau de imunodepressao
(CD4 < ou = 200 células/mm?) e presenca de HPV na lesdo ndo mostraram
associacao significativa com o aumento de prevaléncia de leséo pré-malignas ou

malignas.
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SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

1. Estudo semelhante abrangendo pacientes de outro ambulatério para
aumentar o numero da amostra.

2. Estudo em parceria com a ginecologia abrangendo a populacdo feminina
deste ambulatério ou somente as parceiras dos pacientes avaliados.

3. Realizacdo de citologia e deteccéo e tipificacdo de HPV em esfregaco da
mucosa anal dos pacientes masculinos e femininos do ambulatorio, o que
serviria de rastreamento para encaminhamento para avaliacdo pelo
proctologista.

4. Realizacéo de citologia de esfregaco da mucosa oral para descrever o0s tipos
de HPVs presentes na mucosa destes pacientes, com ou sem leséao,
comparando com os da populacdo HIV-negativa.

5. Estudo mais aprofundado dos casos de epidermodisplasia verruciforme nesse
grupo populacional, com a realizagdo de PCR utilizando oligonucleotideos

iniciadores especificos para EV.
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ANEXO 1

Processo CEP/HUCHH/UFRJ n® 006-03
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , portador da carteira de identidade
n° , residente a
no bairro de , municipio ,

concordo em participar do estudo de pesquisa cientifica sobre tipificacdo de HPV em lesdes de
mucosa e de pele de pacientes homens soropositivos para HIV. Este estudo sera conduzido
pela Dra. Mariana de Gusmédo Nunes, telefone 2280-7211, mestranda do servico de
dermatologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF), sob
responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Ramos-e-Silva e da Profa. Ledy do H. dos S. Oliveira.
O objetivo do estudo consiste em avaliar o tipo do HPV presente nas lesdes selecionadas.
Tendo compreendido o acima descrito, estou ciente de que:

a infeccdo por HPV é doenca ainda sem cura definitiva e o tratamento local visa eliminar as
lesGes existentes;

a pesquisa é importante para avaliar se 0 virus presente na minha lesdo é de baixo ou alto
risco, indicando o progndstico da doenca;

entendo que terei de me submeter a bidpsia da lesdo, que € um procedimento pouco invasivo,
porém doloroso e com pequeno risco de sangramento ou infeccao;

compreendo que a biopsia da lesdo ndo traz risco de vida para mim;

permitirei que fagam um questionario curto sobre minha saude, um exame fisico e que tirem
fotografias das minhas lesdes;

apesar de estudos terem demonstrado a seguranca da bidpsia, caso haja alguma complicacdo
decorrente da mesma ou da minha propria doenca, terei garantia de acompanhamento
ambulatorial no HUCFF;

tenho plena liberdade para recusar a participacdo no estudo ou para retirar meu consentimento
em qualquer fase da pesquisa, sem que haja qualquer penalizagao ou prejuizo ao meu cuidado;
serei informado sobre a evolugdo dos procedimentos e poderei desistir em qualquer fase da
pesquisa, sem nenhuma penalidade;

o projeto foi-me lido e explicado pela Dra. Mariana, encontra-se a minha disposi¢édo na integra
com a mesma para lé-lo a qualquer momento;

em caso de duvidas, poderei procurar a Dra. Mariana na Secretaria de Dermatologia,
localizada no 5° andar do HUCFF (tel 2562-2580), ou no ambulatério de Dermatologia no
Hospital Dia as quintas-feiras de manha;

receberei uma cépia deste termo de consentimento;

sera preservado o sigilo sobre a minha identidade.

Rio de Janeiro, de de 2004.

Assinatura do paciente ou responsavel Assinatura do médico
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ANEXO 2

No. Prontuario: Data:

QUESTIONARIO CLINICO

Nome:

Telefone para contato:

Idade: Data de nascimento: / /
Cor: 1- Branca 2- Negra 3- Parda 4- Amarela  5- Albina
Estado civil: 1- Solteiro  2- Casado  3- Separado 4- Vilvo

5- Solteiro com companheira(o) 6- Ndo sabe
Escolaridade: 1- Analfabeto 2- 1° grau incompleto 3- 1° grau completo
4- 2° grau incompleto 5- 2° grau completo 6- Superior incompleto 7- Superior completo
8- Nao sabe

Profissao:

Renda familiar: 1- Até 2 salarios 2- 3 a5 salarios 3- 6 a 10 salarios
4- Acima de 10 salarios 5- N&o respondeu 6- Desempregado

Naturalidade:

Data do primeiro exame anti-HIV positivo: més: ano:
Uso de anti-retroviral: 1- Sim 2- Ndo
Data de inicio do tratamento anti-retroviral: més: ano:

Medicamentos anti-retrovirais usados:

CD4: Carga Viral: Data:




Doencas associadas e HPP:
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Historia clinica:

Exame fisico:

Bidpsia:

Deteccdo do virus:

Tipagem viral:

1- Sim

2- Nao

Conclusao:

Observacoes:

Médico:

Assinatura e carimbo:
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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