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RESUMO

A infecgdo genital pelo Papilomavirus Humano (HPV) é considerada a doenga sexualmente
transmissivel mais frequente em todo o mundo, representando importante problema de saude
publica devido a sua estreita associagdo com o cancer cervical. Estima-se que 75% da populagéao
sexualmente ativa entre em contato com um ou mais tipos de HPV durante a vida e uma
prevaléncia bastante elevada é observada em mulheres jovens. Estudos epidemioldgicos mostram
que mulheres infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) apresentam maior
prevaléncia de infecgdo pelo HPV e maior associacdo com multiplos gendtipos de HPV,
comparadas as mulheres HIV-negativas. O objetivo deste trabalho foi comparar a prevaléncia das
infecgdes pelo HPV e seus possiveis fatores de risco entre mulheres HIV-positivas e HIV-
negativas, na cidade de Goiania-GO. A detecgdo do genoma viral utilizou a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), com primers genéricos GP5+/GP6+ e primers especificos para a genotipagem
do HPV-16 e HPV-18. O estudo envolveu uma populagdo de 60 mulheres soropositivas para o
HIV, assistidas pelo CADA (Centro de Apoio ao Doente com AIDS) e 60 mulheres soronegativas
selecionadas durante a Semana de Cultura e Cidadania da Universidade Catdlica de Goias em
junho de 2007. Todas as pacientes foram informadas sobre o estudo e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido. A estatistica descritiva com suas respectivas frequéncias foi
realizada para as variaveis relativas as caracteristicas sécio-demograficas, comportamentais e
clinico-patologicas das amostras obtidas. O teste do qui-quadrado com corregcdo de Yates foi
usado para avaliar as possiveis diferencas entre o0s aspectos soécio-demograficos,
comportamentais e clinico-patoldgicos, no grupo de mulheres HIV-positivas e HIV-negativas. Para
investigar as possiveis associagdes entre os fatores selecionados e a infec¢do por HPV realizou-
se anadlise univariada, pelo teste do qui-quadrado com corre¢cdo de Yates. Os dois grupos se
mostraram semelhantes com relagdo as caracteristicas sécio-demograficas e comportamentais,
porém, diferencas significativas foram observadas entre o estado civil, a renda familiar, a
escolaridade, o numero de parceiros sexuais, a histéria de prostituicdo e o tabagismo. A
prevaléncia de infeccdo pelo HPV foi de 64,3% nas mulheres HIV-positivas e de 35,7% nas
mulheres HIV-negativas. O HPV-16 foi o tipo mais prevalente em ambos os grupos,
correspondendo a 67,5% das HIV-positivas e 32,5% das HIV-negativas (p<0,05) [OR = 2,5; IC
95% (1,148-5,531)]. Dentre as mulheres que apresentaram NIC |, todas eram HIV-positivas e
dentre as que apresentaram NIC II/NICIII, 85,7% eram HIV-positivas comparadas a 14,3% nas
mulheres HIV-negativas. A combinacdo entre os gendtipos do HPV-16 e do HPV- 18 esteve
presente em 72,2% das mulheres HIV-positivas, e em 27,8% das mulheres HIV-negativas. Nosso
estudo demonstrou uma maior prevaléncia da infecgdo pelo HPV nas mulheres infectadas pelo
HIV. O HPV-16 foi o gendtipo viral mais comum em ambos os grupos, entretanto, infeccoes
concomitantes com o HPV-16 e HPV-18 foram significativamente mais prevalentes nas mulheres
infectadas pelo HIV. Nossos resultados permitem inferir que a infecgao pelo HIV representa um
fator de risco significativo para a infec¢ao pelo HPV.

Palavras-chave: HPV; Virus da Imunodeficiéncia adquirida; Reagdo em cadeia da polimerase;
Citologia, Cancer do colo uterino.



ABSTRACT

Genital infection with the human pappilomavirus (HPV) is considered to be the most frequent
sexually transmitted disease in the world, representing an important public health problem due to
its close association with cervical cancer. It is estimated that 75% of the sexually active population
comes into contact with one or more types of HPV during their livetime, resulting in a considerably
high prevalence of the virus in young women. Epidemiological studies shows that women infected
by the human immunodeficiency virus (HIV) presents a higher prevalence of infection by HPV and
a greater association with multiple genotypes of HPV compared those who are HIV negative. The
objective of this study was to compare the prevalence of HPV infections and its possible risk
factors in a group of HIV positive and HIV negative women, in the city of Goiania — GO. Polimerase
chain reaction, using generic primers GP5+/GP6+, was carried out to detect the viral genome and
specific primers were used for HPV-16 and HPV-18 genotyping. The study included a population of
60 HIV soropositive women, assisted by CADA (Centro de Apoio ao Doente com AIDS), and 60
HIV soronegative women selected in June, 2007, during a Public Health Program conduced by the
Universidade Catdlica de Goias. All the patients were informed about the study and signed an
informed consent. Both groups were similar concerning social demographics and behavioral
characteristics, however, significant differences were observed among their marital status,
household income, educational status, number of sexual partners, prostitution history and tobacco
smoking. The prevalence of HPV infection was 64.3% among women who were HIV positive and
32.5% among those who were HIV negative. HPV-16 was the most prevalent type in both groups,
with a prevalence of 67.5% in HIV positive women and 32.5% in HIV negative women. Among the
women who presented CIN I, all were HIV positive and in those who presented CIN 1I/CIN I,
85.7% were HIV positive. The combination between HPV-16 and HPV-18 genotypes was present
in 72.2% of the HIV positive women, and in 27.8% of the HIV negative women. Our study
demonstrated a greater HPV infection prevalence in those women infected with HIV compared to
those who were HIV negative. HPV-16 was the most commonly found genotype in both groups,
however, dual infections with HPV-16 and HIP-18 were significantly more prevalent in those
women infected with HIV. Our results allowed us to conclude that infection with HIV represents a
significant risk factor for the HPV infection.

Key—words: HPV; Adquired Imunodeficiency Virus; Polymerase Chain Reaction; Cytology; Cervix
Cancer.
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1 INTRODUGAO

O cancer cervical e suas lesdes precursoras sdao as manifestacoes
ginecologicas mais importantes em mulheres infectadas pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (Mbulaiteye et al., 2003). Mulheres infectadas
pelo HIV tém cinco vezes mais chance de apresentar lesdes intraepiteliais
cervicais do que mulheres nao infectadas (Ellerbrock et al., 2000), assim como o
cancer cervical (Mellin et al., 2000). A alta prevaléncia de lesbes intraepiteliais
cervicais (SIL) associadas ao HPV em mulheres infectadas pelo HIV, sugere que
a resposta imune do hospedeiro desempenha um papel importante no
desenvolvimento do cancer cervical associado ao HPV. A infec¢ao pelo HPV é um
importante fator de risco para o desenvolvimento de lesbes pré-neoplasicas e
neoplasicas do colo uterino, com maior chance de desenvolvimento em
portadoras do HIV, em decorréncia da imunossupressao. Ainda nao esta bem
esclarecido como a imunossupressao induzida pelo HIV contribui para a
susceptibilidade a infeccdo pelo HPV e ao desenvolvimento da doenca cervical.
Contudo, muitos autores acreditam que a fungao linfocitaria diminuida resulta em
um aumento da atividade do HPV na infecgao latente ou sub-clinica, resultando
provavelmente em maior persisténcia da infecgao (Brain, 1994; Sun et al., 1997,
Moscicki et al., 2000; Palefsky, 2006).

O alto risco para a infecgao persistente pelo HPV e neoplasia cervical
em mulheres HIV-positivas parece decorrer da interacdo entre os dois virus,
determinando a diminuicdo da imunidade local por reducdo das células de
Langerhans e da produgao de citocinas (Sun et al., 1997; Ahdieh et al., 2001,
Rowhani-Rahbar et al., 2007). A inabilidade em controlar a expresséo e a
replicacdo do HPV, pelo comprometimento do sistema imune, contribui
significativamente para o desenvolvimento do céncer cervical e suas lesdes
precursoras. Varios aspectos fundamentais da associacdao HIV-HPV, como o
estado imunologico, caracterizado pelos niveis de RNA do HIV, contagem de
células TCD4+ e a histéria natural do HPV estdo relacionados com o
desenvolvimento do cancer cervical e suas lesdes precursoras (Strickler et al.,

2005). Entretanto, alguns estudos ndo encontraram correlagéo entre LSILs (lesdo
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intraepitelial escamosa de baixo grau) ou o DNA do HPV e a contagem de células
TCD4+ (Vernon et al., 1994). Essas diferencas podem ser atribuidas aos
diferentes estagios da histéria natural do HPV ou da infecgdo pelo HIV nas varias
populagdes estudadas (Moscicki et al., 2000).

Mulheres infectadas pelo HIV com ou sem anormalidades citologicas
sao infectadas com multiplos tipos de HPV comparadas as mulheres HIV
negativas (Tornesello et al., 2008). Em recente metanalise mundial incluindo 5578
mulheres HIV positivas, Clifford et al. (2006) verificaram que o HPV-16 estava
presente em uma menor propor¢cao de infeccdes pelo HPV, assim como em
lesbes intraepiteliais de alto grau, comparados a populagédo feminina em geral. No
mesmo estudo, outros tipos de HPV de alto risco (18,51,52 58) e de baixo risco
(11,53,61) foram frequentemente encontrados em mulheres HIV- positivas com
lesGes intraepiteliais cervicais de alto grau. A infec¢cado pelo HIV pode levar ao
aumento da oncogenicidade tanto do HPV de alto risco e assim como dos tipos de
baixo risco. Entretanto, ndo esta totalmente claro se as infecgdes por tipos de
HPV, que raramente progridem para lesbes severas em mulheres
imunocompetentes, possam causar lesdes de alto grau e cancer invasivo em
mulheres HIV-positivas (Tornesello et al., 2008). Esta questao é particularmente
relevante, em relacdo a prevencao do cancer cervical nas populagdes de alto
risco, devido ao fato de que os métodos usualmente utilizados para detectar o
DNA do HPV, podem nao detectar todos os tipos de HPV (Poljak et al., 2002;
Tornesello et al., 2008).

Mulheres HIV positivas apresentam alta prevaléncia de DNA do HPV
(Sun et al., 1995; Palefsky et al., 1999; Moscicki et al., 2000; Ahdieh et al., 2001,
Jamieson et al., 2002; Strickler et al., 2003), de cancer cervical (Bosch et al.,
1995; Munoz et al., 2003) e de LSILs (Massad et al., 1999; Ahdieh et al., 2001;
Ellerbrock et a.l, 2000; Duerr et al., 2001; Massad et a./, 2001; Schuman et al.,
2003). As lesdes precursoras causadas pelo HPV em mulheres HIV positivas
apresentam menor taxa de regressao, maiores periodos de persisténcia e
progressao mais rapida; sdo mais refratarias ao tratamento e mais recorrentes,
necessitando assim de maior monitoragdo e intervengdo mais agressiva para
evitar a evolugdo para o carcinoma invasor (Sun et al., 1997; Ahdieh et al., 2001;
Rowhani-Rahbar et al., 2007).
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1.1 Epidemiologia da infec¢ao pelo HPV na populagao feminina em geral

Estudos epidemioldgicos revelam que a infeccado genital, causada pelo
papilomavirus humano (HPV) é um problema de importancia crescente, devido a
sua elevada freqUéncia, sua associacdo com o cancer e outras implicacdes
clinicas e pessoais (Baseman & Koutsky, 2005; Trottier & Franco, 2006). A
infecgao pelo HPV é considerada a doenga sexualmente transmissivel (DST) mais
frequente em todo o mundo, cuja prevaléncia varia entre 2% a 68%, de acordo
com os relatos da literatura. Essa variacdo € decorrente do tipo de populagao
estudada e do emprego de diferentes métodos de diagndstico nos varios estudos
(Franco, 1995; Burk et al., 1996; Castellsagué et al., 1997; Baseman e Koutsky,
2005).

Estima-se que 75% da populagdo sexualmente ativa entre em contato
com um ou mais tipos de HPV durante sua vida, sendo que a metade dos novos
casos acontece nos primeiros anos de atividade sexual (Koutsky , 1997; Weaver,
2006; Wiley & Masongsong, 2006). Estudos relatam que grande parte da
populacédo adulta sexualmente ativa apresenta infec¢ao pelo HPV, embora apenas
1% apresenta o condiloma classico e 2% apresenta lesbes visiveis, somente apos
a aplicagdo do acido acético (Gollnick et al., 2001). Estimativas atuais sugerem
que 20 milhdes de norte-americanos estejam infectados pelo HPV e mais de 5
milhdes de infeccbes ocorram a cada ano (Cox, 2006). A infeccdo pelo HPV é
mais comum em individuos jovens e sexualmente ativos, apresentando dois picos
de prevaléncia: um mais elevado em mulheres jovens, com queda gradual com a
idade, e outro entre a quarta e quinta décadas de vida. Esse segundo pico reflete a
perda da imunidade original contra o virus, ao qual esteve exposta em idade mais
jovem (Franco & Harper, 2005).

As infeccbes pelo HPV sdo usualmente transientes e néo
necessariamente levam a lesdes clinicamente significativas da mucosa cervical.
Entretanto, dados epidemioldgicos e laboratoriais sustentam a conclusédo de que o
HPV é o agente etiologico mais importante das lesbes epiteliais pré-malignas e
malignas da mucosa cervical, sendo o DNA do HPV detectado em 95% a 100% de
todos os casos (de Francesco et al., 2005). Diante da alta incidéncia de infecgao

pelo HPV comparada com baixa prevaléncia de cancer cervical, outros fatores
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provavelmente estdo envolvidos na transformagdo maligna da mucosa cervical.
Esses cofatores podem incluir o fumo, uso de contraceptivo oral, paridade,
infeccdo associada a outras doengas sexualmente transmissiveis e outros fatores
(Munoz et al., 2002; Moreno et al., 2002; Plummer et al., 2003; Myclntyre-Seltman
et al., 2005; Castellsague et al., 2006).

A infeccédo pelo HPV é geralmente transitoria e auto-limitada. Estudos
revelam que até 90% das infecgbes pelo HPV sao eliminadas ou suprimidas em
niveis indetectaveis apos 12 a 24 meses (HO et al., 1998; Franco et al., 1999).
Apesar disso, uma tendéncia de aumento da prevaléncia € observada em
decorréncia do acumulo de casos de infecgdo, devido a uma das caracteristicas
peculiares do HPV, que consiste na impossibilidade de remocgao total do virus do
epitélio infectado, mediante intervengdes médicas (Ward et al., 1994; Lassus et al.,
1994), e por se tratar de uma infecgdo do epitélio, muitas vezes, multicéntrica e
com poucos sintomas ou assintomatica (Gross et al., 1997). Infecgdes com os
HPVs de alto risco, principalmente o HPV-16 e o HPV-18, parecem ter persisténcia
maior do que aquelas associadas aos HPVs de baixo risco (Reidi, 1993; Wieland &
Pfister,1999; Richardson et al., 2003; Lang et al., 2005).

A prevaléncia do DNA do HPV na cérvice uterina de mulheres com
citologia normal tem sido estimada em varias regides do mundo, utilizando
métodos sensiveis de deteccédo. A prevaléncia € mais alta no continente africano
com 23%, 15,6% nas Américas, 8,3% na Asia e 6,6% na Europa (WHO, 2008). As
estimativas de prevaléncia comumente variam em func¢ao da idade da populagao,
da infecgdo pelo HIV e do comportamento sexual. A prevaléncia do HPV esta
relacionada a idade na maioria das populagbes estudadas, sendo que mulheres
entre 15 e 25 anos de idade apresentam taxas mais elevadas, correspondendo a
25%-40% dos casos (de Sanjosé et al., 2007; Hoory et al., 2008). A Figura 1
mostra as taxas de incidéncia da infeccédo pelo HPV associadas as anormalidades
na mucosa cervical, entre grupos com idades diferentes.

A incidéncia cumulativa de infecgao pelo HPV no trato genital de
mulheres com idade menor que 25 anos é estimada em 50%, dentro de 3 anos do
inicio da relagao sexual, e o risco cumulativo é estimado em 75% ou mais (Ho et
al., 1998; Cates, 1999; Baseman & Koutsky, 2005). As taxas de prevaléncia do

HPV associadas a idade em diferentes populagdes sdo variadas (Franceschi et al.,
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2006; de Sanjosé et al., 2007). O aumento na prevaléncia do HPV em idade acima
dos 40 anos reflete uma mudanga geral no comportamento sexual, resultando em
novas exposi¢coes ou reativacdo de uma infecgao pelo HPV latente, adquirida em
idade mais jovem. Um estudo que analisou a incidéncia de HPV associada a
idade, encontrou uma incidéncia mais alta de HPV em mulheres acima dos 40
anos de idade e este aumento esta associado com novos parceiros sexuais
(Munoz et al., 2004).
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Figura 1 — Taxas de infeccdo pelo HPV associadas a idade, em diferentes condi¢des

fisiopatoldgicas. A prevaléncia de infecgdes assintomaticas pelo HPV é significativamente maior
que a prevaléncia de lesbes intraepiteliais cervicais e de cancer cervical (Modificado de
Schiffman,1994).
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A prevaléncia da infecgdo pelo HPV varia dependendo da técnica de
deteccgao utilizada e da populacdo avaliada. O exame de Papanicolaou é o método
mais efetivo de triagem na prevencdo do cancer cervical e resultou em uma
diminuicdo consideravel da incidéncia de céancer cervical e na mortalidade em
muitos paises. Apesar do sucesso dos programas de triagem para o cancer
cervical, baseados na citologia convencional de Papanicolaou, a estimativa real da
sensibilidade desse exame € de 50% a 60% (Fahey et al., 1995; Nanda et al.,
2000; Bastian et al., 2003). O exame convencional apresenta especificidade ainda
limitada em relagdo as lesdes clinicamente significantes, como as anormalidades
citolégicas de baixo grau, e pode apresentar resultados falsos negativos (Dehn et
al., 2007). Com o advento das técnicas de biologia molecular, foi possivel obter
estimativas mais fidedignas, ja que a maioria da populacéo infectada pelo HPV
nao apresenta sintomas clinicos ou alteragdes citoldgicas. Mais recentemente,
com o desenvolvimento da técnica de PCR, descobriu-se que as infecgbes pelo
HPV podem ser muito mais comuns, atingindo desde portadoras assintomaticas
até pacientes com cancer cervical invasivo. Em um recente estudo, a sensibilidade
de deteccdo do DNA do HPV, utilizando a técnica de PCR e os primers GP5+ e
GP6+, foi de 92% e a especificidade de 89,9% a 100%, em lesdes de alto grau
(Dehn et al., 2007).

Apesar das estimativas serem variaveis, € indiscutivel que a incidéncia
da infecgao pelo HPV seja alta, principalmente apds a primeira relagdo sexual e a
cada introducdo de novo parceiro sexual. Estudos de coorte, utilizando a técnica
de PCR para deteccdo do virus, demonstraram que aproximadamente 3% das
mulheres previamente negativas tornam-se positivas em um teste subsequente. A
incidéncia dos tipos oncogénicos é frequentemente maior comparada aos tipos
nao-oncogénicos (Trottier & Franco, 2006). Em estudos de coorte, cujas amostras
eram formadas por estudantes, a incidéncia cumulativa ultrapassou 40% em trés
anos de acompanhamento (Ho et al., 1998; Woodman et al., 2001; Winer et al.,
2003). Em coorte brasileira, a incidéncia cumulativa foi de 24% em 18 meses
(Franco et al., 1999).

Uma metandlise recente avaliou 78 estudos com mulheres
apresentando citologia normal e encontrou uma prevaléncia global estimada de

10,4% para a infecgdo pelo HPV (de Sanjosé et al., 2007). Este mesmo estudo
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indicou que a prevaléncia é maior nas mulheres mais jovens, nos primeiros anos
de atividade sexual e decresce com o aumento da idade, dado mostrado
previamente em outros estudos (Schiffman, 1992; Kjaer et al., 2000). Outro padréo
da prevaléncia da infeccao pelo HPV tem sido descrito com um segundo pico em
mulheres no climatério (Herrero et al., 2000; Smith et al., 2004). As razdes para
esse segundo pico e sua variagdo geografica ndo foram ainda estabelecidas. A
prevaléncia da infecgdo pelo HPV apresenta heterogeneidade significativa em sua
distribuicdo geografica. Um estudo multicéntrico encontrou prevaléncias estimadas
ajustadas para a idade que variam de 5% em populagdes mediterraneas e até
mais de 15% em diversos paises da Ameérica Latina (Clifford et al., 2005).

A literatura brasileira carece de estatisticas nacionais. Um estudo
transversal com mulheres atendidas em um servigo publico de rastreamento para
cancer em Porto Alegre (RS) detectou o material genético do HPV (HPV-DNA) em
27% das amostras (Nonnenmacher et al., 2002). Oliveira et al. (2006) identificaram
positividade para o HPV em 58% das mulheres encaminhadas para exame de
rotina em servico privado do Rio de Janeiro, RJ. Em estudo realizado na
populacédo rural do Nordeste brasileiro, sobre doencas sexualmente transmissiveis,
a prevaléncia de HPV foi de 26% (de Lima et al., 2003).

1.2 Epidemiologia da infec¢ao pelo HPV na populagao feminina soropositiva

para o HIV

A epidemia da infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e
da AIDS constitui fendbmeno mundial, dindmico e instavel. Hoje, apés mais de 20
anos de sua identificacdo, pode ser considerada a maior pandemia do século XX,
com cerca de 46 milhdes de pessoas infectadas no mundo. Deste contingente de
infectados, 50% sdo mulheres. Esse numero é 50% superior a projecéo feita em
1991 pelo Programa Mundial contra a AIDS, da Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), para o final da ultima década do século passado (Lewi et al., 2003). No
Brasil, desde a identificacdo do primeiro caso de AIDS, em 1980, ja foram
identificados cerca de 600.000 casos da doenca. O pais acumulou cerca de

183.000 o6bitos até 2005, sendo as taxas de mortalidade crescentes até meados
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da década de 1990, estabilizando-se em cerca de 11.000 obitos anuais desde
1998 (Ministério da Saude, 2006).

O aumento da transmissao por contato heterossexual determinou o
crescimento substancial dos casos na populacdo feminina, o que tem sido
considerado como uma das mais importantes caracteristicas do atual quadro da
epidemia no Brasil e em todo o mundo (Hader et al.,, 2001). O crescimento da
incidéncia de doengas sexualmente transmissiveis (DST), sobretudo em mulheres
jovens, conferiu ao Brasil 0 mais rapido aumento de casos de AIDS na populagao
feminina descrito no mundo. Dentre as DSTs, a infec¢cdo pelo HIV tornou-se a
mais prevalente (Lopes et al., 2001). Pelo menos 50% das infec¢des pelo HIV
acometem mulheres, e em alguns paises africanos a propor¢ao de mulheres
atingidas € de 60% em relagdo aos homens. A infec¢cdo pelo HIV entre as
mulheres incide principalmente na populacdo sexualmente ativa, o que estabelece
margem para a co-infecgao pelo HPV (Lyons et al., 2003).

A coinfeccao HIV e HPV é um fendmeno completamente previsivel,
tendo em vista que os fatores de risco para essas duas infecgoes sdo bastante
similares. Multiplos parceiros sexuais, idade precoce para a primeira relagao
sexual, sexo com homens que tiveram multiplas parceiras, baixo nivel socio-
econdmico, pratica sexual sem protecdo sdo importantes fatores de risco comuns
as duas infecgdes virais. Varios estudos na literatura referenciam a forte
associagao existente entre a oncogénese e a progressao neoplasica relacionada
ao HPV e ao sistema imunoldgico (Nicol et al., 2005). Mulheres imunossuprimidas
apresentam risco elevado de desenvolvimento de neoplasia intra-epitelial
escamosa e cancer invasivo do trato genital inferior (Pinto et al., 2002).

A presenca de altas prevaléncias da infecgao pelo HPV em mulheres
portadoras do HIV ja foi documentada na literatura, com estimativas que variam
entre 49,5% (Heard et al., 2000), 54% (Ellerbrock et al., 2000) a 100% (Levi et al.,
2002; Queiroz et al., 2004), dependendo do método de diagndstico. Heard et al.
(2000), analisando 307 mulheres HIV-positivas, detectaram o DNA do HPV em
49,5% dos casos, usando a técnica de PCR, sendo que 24,8% dessas mulheres
apresentaram-se com ASCUS e 27% com NIC (13,7% com LSIL e 13,3% com
HSIL). Um estudo, utilizando o método de PCR para detecgao do DNA viral, foi

conduzido em mulheres HIV- positivas e HIV-negativas (Moscicki et al., 2000).
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Este estudo demonstrou a presenga do genoma do HPV em 77,4% das mulheres
HIV-positivas, comparadas a 54,5% das mulheres HIV-negativas. O mesmo
estudo revelou que 61,7% das mulheres HIV-positivas, que apresentavam
achados citologicos normais, apresentavam o DNA do HPV nas amostras
cervicais. Por outro lado, somente 29,9% das mulheres HIV-negativas com
achados citoldgicos normais apresentavam o DNA do HPV nas células cervicais.
O DNA do HPV foi detectado em 90,9% de mulheres infectadas pelo HIV, que
apresentaram SlILs. Cerca de 90% das mulheres HIV-positivas com ASCUS
também foram positivas para o DNA do HPV, comparadas a 42,9% das mulheres
HIV-negativas.

Altas prevaléncias de SlLs estdo associadas com a infec¢ao pelo HPV
em mulheres HIV-positivas. Em um recente estudo, em que foram analisadas 328
mulheres infectadas pelo HIV e 325 mulheres nao infectadas, o DNA do HPV foi
detectado em 54% dos casos HIV-positivos comparados a 32% das mulheres
HIV-negativas, utilizando a técnica de PCR. Dentre as mulheres infectadas pelo
HIV, 20% apresentaram SIL, sendo que 91% das lesdes correspondiam a lesdes
intraepiteliais de baixo grau e 9% a lesbes de alto grau. Entretanto, dentre as
mulheres HIV-negativas, apenas 5% apresentaram SIL, sendo 75% com lesbes
intraepiteliais de baixo grau e 25% com lesdes de alto grau. O estudo demonstrou
que mulheres infectadas pelo HIV apresentam um risco 4,5 vezes maior de
desenvolver lesdes intraepiteliais (Ellerbrock et al., 2000).

Um estudo como o Women’s Interagency HIV Study (WIHS), que
analisou 2.015 mulheres HIV positivas e 577 controles negativos pareados,
demonstrou prevaléncia de 58% de mulheres co-infectadas, comparadas com
26% de mulheres HPV-positivas entre as soronegativas para o HIV.
Paralelamente, dados advindos dessa pesquisa revelaram que nas pacientes
soropositivas para o HIV observa-se aumento da prevaléncia da infeccdo pelo
HPV quando a imunodeficiéncia é mais severa, bem como maior prevaléncia dos
tipos 16 e 18, de maior poder oncogénico (Lyons et al., 2003). Dois grandes
estudos de coorte identificaram altas taxas de prevaléncia da infeccéo pelo HPV
nas mulheres positivas para o HIV. Tanto os tipos oncogénicos, quanto os nao
oncogénicos foram significativamente mais comuns entre as mulheres infectadas
com o HIV (Palefsky et al., 1999; Jamieson et al., 2002).
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Estudos brasileiros também descreveram a alta prevaléncia do HPV
em mulheres soropositivas para o HIV. Levi et al. ( 2002) analisando mulheres
infectadas pelo HIV, encontrou uma prevaléncia do DNA do HPV em 64,5%
dessas mulheres, sendo que em 19% foram observadas anormalidades
citologicas compativeis com NIC (12% NICI, 5% NICIl e 2% NIC Ill). Em outro
estudo, Levi et al. (2004), analisando 208 mulheres infectadas pelo HIV,
verificaram por analise de PCR, que virtualmente todas as mulheres eram
positivas para o HPV (98%), com 80% delas infectadas por multiplos genétipos de
HPV (média de 3,1 gendtipos por paciente) e 90% apresentando citologia
inflamataria.

Estudos prospectivos sugerem que metade das infecgdes por HPV em
mulheres HIV-positivas € adquirida sexualmente em um periodo recente,
enquanto a outra metade representa reativacdo de infecgdes previamente
adquiridas (Strickler et al., 2005). Alguns autores afirmam que mulheres
infectadas por HIV tém uma maior prevaléncia de HPV, com multiplos gendtipos
de HPV e de subtipos oncogénicos, comparadas as mulheres nao infectadas pelo
HIV (Moscicki et al., 2000; Ellerbrock et al., 2000; Strickler et al., 2003).

Estudos demonstram que a deteccdo do DNA do HPV esta associada
com niveis mais baixos de linfécitos T CD4+ e cargas virais mais elevadas do
HIV. O tipo viral menos afetado pela contagem diminuida de células T CD4+ foi o
HPV 16. Niveis mais baixos de linfécitos T CD4+, principalmente abaixo de 200
células/mm3, associaram-se a deteccdao de multiplos tipos de HPV (Palefsky et
al., 1999; Strickler et al., 2003; Strickler et al., 2005). Além de maior incidéncia, a
persisténcia da infeccdo € significativamente maior entre as pacientes HIV
positivas, quando comparadas com mulheres ndo infectadas pelo HIV (Frisch et
al., 2000; Lefevre et al., 2004). Em mulheres portadoras do HIV, a prevaléncia e a
persisténcia da infeccdo aumentam com a queda da contagem de linfécitos T
CD4+ e a elevacgao da carga viral, sendo que alguns estudos mostram que tipos
oncogénicos do HPV podem ser mais comuns, com baixas contagens de CD4+
e/ou carga viral mais alta (Minkoff et al., 1998; Palefsky et al., 1999; Luque et al.,
1999).

De acordo com Sun et al. (1997), a infecgao persistente pelo HPV foi

significativamente mais comum nas mulheres portadoras do HIV, quando
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comparadas as HIV-negativas. Resultados semelhantes foram descritos por
Rachid e Schechter (2005). Esses autores relataram que a prevaléncia da
infeccdo pelo HPV aumenta a medida que ocorre progressdo do dano
imunologico associado a infecgdo pelo HIV. A prevaléncia e a incidéncia das
lesdes intra-epiteliais cervicais também sao maiores nas pacientes portadoras do
HIV do que naquelas HIV-negativas (Palefsky, 2003). Mulheres infectadas pelo
HIV tém menores taxas de regressao de lesdes intra-epiteliais de baixo grau e
apresentam maior risco de progressao para lesdes intra-epiteliais de alto grau,
principalmente quando apresentam baixa contagem de linfécitos CD4+ (Palefsky
et al., 1999; Duerr et al., 2006).

Com o advento da terapia anti-retroviral altamente ativa (HAART),
cresceu a expectativa de mudangas na histéria natural da infecgcao pelo HPV,
assim como o numero de doengas induzidas pelo virus nas mulheres portadoras
do HIV. Entretanto, tais modificacdes nao tém sido frequentemente demonstradas
pela literatura atual. Nenhum estudo mostrou o efeito da HAART na presencga e
persisténcia da infeccdo cervical pelo HPV, mesmo naquelas mulheres que
apresentaram aumento dos niveis de células T CD4+. Em relacdo aos efeitos da
HAART na historia natural das lesdes intra-epiteliais, os dados permanecem

inconsistentes e controversos (Kojic & Cu-uvin, 2007).

1.3 Doencga cervical uterina na populagao feminina em geral

O carcinoma de células escamosas do colo uterino é o segundo tipo de
cancer mais comum entre as mulheres mundialmente, com aproximadamente
500.000 casos novos por ano e responsavel pela morte de metade deste numero
anualmente. O cancer cervical representa a segunda causa de morte por cancer
em mulheres no mundo e a primeira em paises em desenvolvimento (Parkin et al.,
2005; WHO, 2006). Segundo a Organizagcdgo Mundial de Saude (OMS),
acontecem atualmente cerca de 270 mil mortes/ano por cancer cervical, sendo 40
mil em regides mais desenvolvidas (Europa, América do Norte, Japdo, Nova
Zeléndia e Australia) e 230 mil nas menos desenvolvidas, com 5,2 milhdes de
habitantes (IARC,2002). A incidéncia por cancer de colo do utero torna-se

evidente na faixa etaria de 20 a 29 anos e o risco aumenta rapidamente até atingir
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seu pico geralmente na faixa etaria de 45 a 49 anos. Em paises desenvolvidos, a
sobrevida média estimada em cinco anos varia de 59 a 69%. Nos paises em
desenvolvimento, os casos sdao encontrados em estadios relativamente
avangados e, consequentemente, a sobrevida média é de cerca de 49% apos
cinco anos (INCA, 2008).

Nos paises desenvolvidos, a incidéncia do cancer de colo uterino
encontra-se em declinio, principalmente em funcdo do sucesso das campanhas
de prevencgao, baseadas nos testes citologicos de Papanicolau. Entretanto, nos
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, a incidéncia do cancer cervical
ainda € muito alta e um grande numero de novos casos (cerca de 80% do total
mundial) continua sendo detectado (Waggoner, 2003; Hoory et al., 2008). Sua
prevaléncia é cerca de duas vezes maior em paises menos desenvolvidos
comparada com os mais desenvolvidos. Nos Estados Unidos, s&o diagnosticados
anualmente cerca de 12.000 casos de céancer cervical, 330.000 casos de
neoplasia cervical de alto grau (NIC Il/lll) e 1,4 milhdes de casos de neoplasia
intraepitelial de baixo grau (NIC 1) (Schiffman & Solomon, 2003; Jemal et al.,
2006). As taxas de incidéncia, nos Estados Unidos, variam consideravelmente em
virtude das diferengas socio-econémicas e étnicas. Devido a etnia ou ao nivel
sécio-econdmico, as taxas de incidéncia de cancer cervical e suas lesdes
precursoras em mulheres negras sao duas vezes mais altas comparadas as
mulheres brancas (Freman & Wingrove, 2005). Apesar das taxas de prevaléncia
do HPV serem similares na populagdo em geral, essas diferengas com relagédo a
incidéncia do cancer cervical e suas lesdes precursoras sao amplamente
atribuidas aos diferentes acessos aos servigos de prevencao do cancer de colo
do utero, como o exame de Papanicolaou e o tratamento excisional das lesdes
precursoras (Hoory et al., 2008).

Apesar da existéncia de estratégias eficazes para sua prevengéo, o
cancer de colo do utero continua sendo um grave problema de saude publica
especialmente nos paises em desenvolvimento (Parkin et al.,1999; Bosch & de
Sanjosé, 2003). As mais altas taxas de incidéncia ocorrem na América Central
(44,44/100.000), em algumas partes da Asia (43,40/100.000) e no sul da Africa
(40,44/100.000). Na Ameérica Latina, a incidéncia também é alta, variando de
31,79/100.000 no norte, e 27,69/100.000 no sul do continente (Parkin et al.,1999;
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Bosch & de Sanjosé, 2003). No Brasil, o cancer cervical representa o terceiro mais
frequente entre as mulheres, sendo que mais de 70% dos diagnosticos ocorrem
em fases avangadas da doenga (MS, 2001). De acordo com o Instituto Nacional do
Cancer (INCA, 2008) o numero de casos novos calculado para 2008 foi de 18.680
casos, com um risco estimado de 19 casos a cada 100 mil mulheres. Em Goias,
estima-se 19,08 casos de cancer cervical a cada 100 mil mulheres, em 2008
(INCA, 2008).

No Brasil, o cancer de colo uterino € o de maior incidéncia na regiao
norte (22,2/100 mil), o segundo nas regides Sul (24,4/100 mil), Centro-Oeste
(19,08/100 mil) e Nordeste (17,58/100 mil) e, na regido Sudeste, o terceiro mais
frequente (17,83/100 mil) (INCA, 2008). A Figura 2 mostra a distribuicdo espacial
dos coeficientes de incidéncia estimados para o cancer de colo do utero em 2008,
no Brasil. A estatistica nacional demonstra uma média de 4 mil ébitos por ano por
carcinoma do colo uterino, com uma taxa de mortalidade de 3,5 6bitos por
100.000 habitantes. Cerca de 15% a 20% das mulheres até os 25 anos sao
portadoras do HPV e, delas, 30% a 40% desenvolverao lesdes pré-neoplasicas e
neoplasicas no colo uterino, num intervalo de 10 a 15 anos (Ferlay et al., 2004).

A infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) €& um importante
problema de saude publica, sendo que mais de 98% dos tumores cervicais sao
causados por este virus (Bosch & de Sanjosé, 2003). Desde a década de 70,
quando Harald Zur Hausen fez os primeiros relatos sugerindo o papel do HPV no
desenvolvimento do céncer cervical, mais de 100 tipos de HPV, que infectam
células epiteliais da pele e de algumas mucosas, tiveram sua sequéncia de DNA
completamente identificada (zur Hausen, 2000). Os tipos que infectam a mucosa
podem ainda ser classificados em alto risco, encontrados predominantemente no
cancer cervical e em lesbes de alto grau, e em baixo risco, constatados
comumentemente nas verrugas genitais, sendo que a co-infecgao pelos dois tipos
virais € um achado frequente (Myers et al., 2000). O cancer cervical de células
escamosas se desenvolve a partir de lesdes pré-cancerosas bem definidas, com
potencial para progredir para a doenga invasiva se nédo forem detectadas e
tratadas precocemente. Existem evidéncias epidemiolégicas de que a infecgéo

persistente, com alta carga viral por tipos oncogénicos do HPV, desempenha um
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papel importante no desenvolvimento do cancer do colo uterino (Bory et al., 2002;
Schiffman et al., 2005; Bekkers et al., 2006).

Mulheres

E 24,52 a 28,17 b

- 19.08 a 24,52
. i6,2 a 15,07

12,23 a 16,29

Figura 2 — Representacado espacial dos coeficientes de incidéncia* estimados para
o cancer do colo do utero, em mulheres, por Unidade da Federagao, 2008.

Fonte: MS/Instituto Nacional de Cancer — INCA, 2008

* por 100 000 habitantes

Os HPVs de baixo risco quase nunca sdo encontrados em canceres
invasivos, enquanto os de alto risco sdo os mais frequentemente associados a
esses tumores. E importante destacar que a infeccdo pelo HPV de alto risco
oncogénico ndo implica, inevitavelmente, no desenvolvimento de cancer (Rivoire
et al., 2003). Durante mais de 20 anos, alguns tipos de HPV foram associados a
tipos especificos de canceres. Os principais representantes dos HPVs
classificados como de baixo risco ou benignos sao os tipos 6,11,42,43 e 44, que
nao induzem crescimento com concomitante desorganizacdo em células
escamosas e que estdo associados com lesao intra-epitelial escamosa de baixo
grau (LSIL) (zur Hausen, 1996; Nobbenhuis et al., 1999; Franco et al., 2001). As

lesdes de baixo grau com HPVs do tipo 6 e 11 representam um risco baixo ou
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muito baixo para o carcinoma invasor. Esses genomas virais permanecem na
forma extracromossomal (forma epissomal) levando a infec¢des produtivas, sendo
a coilocitose o principal efeito citopatico causado pelo virus (Ferenczy et al., 1985;
Franco,1995). Os tipos de HPV 16, 18, 31,33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68
sdo considerados de alto risco e estdo relacionados a lesdo intra-epitelial
escamosa de alto grau (HSIL) e carcinoma cervical.

Mais de 98% das lesbes intra-epiteliais escamosas contém o DNA do
HPV, determinado por métodos de biologia molecular (Nobbenhuis et al., 1999;
zur Hausen, 1996; Franco et al., 2001; Bosch et al., 2002). Em estudo realizado
em Porto Alegre-RS, foram analisadas 975 mulheres e a prevaléncia do DNA do
HPV foi de 27%, pela combinagdo do método de PCR e Captura hibrida. Em
mulheres que apresentaram citologia normal, o DNA do HPV foi detectado em
13,8% das amostras cervicais e nas mulheres com anormalidades citoldgicas, o
DNA do HPV estava presente em 26,8% das mulheres com ASCUS, 55% com
LSIL e em 50% com HSIL (Nonnenmacher et al., 2002). Noronha et al. (2006)
evidenciaram associagao estatisticamente significativa entre a presenca de HPV
e resultado da citologia com alteragdes citoldgicas. Neste estudo, a prevaléncia
do HPV foi de 12,6%, sendo de 44,1% nas pacientes que apresentaram citologia
anormal e de 8,3% nas pacientes com citologia normal. No grupo de mulheres
que apresentaram anormalidades citologicas, o DNA do HPV foi prevalente em
34% das pacientes com ASCUS, 71,4% com LSIL e 83,3% com HSIL. Tipos de
HPV considerados de alto risco foram detectados em 39% das mulheres com
anormalidades citologicas, sendo que os tipos de HPV de alto risco estavam
presentes em 28% das mulheres diagnosticadas com ASCUS, 71% com LSIL e
em 83% com HSIL. No grupo de mulheres com citologia normal, 4,4%
apresentavam HPV de alto risco.

Outro estudo realizado no Brasil demonstrou que a prevaléncia do HPV
foi estimada em 38,5% das mulheres sexualmente ativas, sendo o HPV-16 o tipo
mais frequente. Achados citologicos anormais foram observados em 17,8% das
mulheres, sendo 10,7% com ASCUS, 6% com LSIL e 0,8% com HSIL. Os HPV de
alto risco foram detectados em 53,3% das mulheres com ASCUS, em 81,3% com
LSIL e em 72,2% com HSIL (Souza, 2004). A persisténcia da infecgao por HPV de

alto potencial oncogénico € necessaria, mas nao € suficiente para o
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desenvolvimento do cancer cervical (Walboomers et al., 1999). Habitualmente, a
infeccdo por HPV é um fendmeno transitério, sendo que em 90% dos casos, ela
nao é mais detectada apos 36 meses (HO et al., 1998), entretanto, uma pequena
fracdo de mulheres, provavelmente por falha de mecanismos imunoldégicos,
apresenta persisténcia da infecgdo, que pode provocar alteragdes atipicas no
epitélio cervical e evoluir para transformagao maligna (Myers et al., 2000; Bosch et
al., 2002).

As mulheres que apresentam infeccao persistente por HPV constituem
o verdadeiro grupo de risco para o desenvolvimento do cancer cervical, com um
risco relativo de 100 a 300 vezes em relagdo aquelas cuja infeccdo nao foi
persistente (Bory et al., 2002; Bekkers et al., 2006). Um estudo importante
demonstra que em mulheres infectadas pelo HPV, o risco de desenvolver cancer
de colo uterino é 19 vezes maior. Mulheres com os tipos oncogénicos 18, 31 ou
33 tém um risco maior do que 50 vezes comparado ao daquelas nao infectadas e,
se considerado o HPV 16, este risco aumenta mais de 100 vezes (van der Graaf
et al., 2002).

A infeccdo genital por HPV é mais frequente em jovens, com maior
prevaléncia na faixa entre 20 e 24 anos. Dentre as mulheres infectadas, 80% néao
apresentam sintomas clinicos e em cerca de 60 a 70% dos casos a infecgao
regride espontaneamente. Somente em 14% dos casos, observa-se progressao
para lesdes intra-epiteliais (Schiffman et al., 1991). Schiffman et al. (1991)
acompanharam 500 mulheres portadoras de neoplasia intra-epitelial cervical (NIC)
em diferentes graus, estabelecendo os fatores epidemioldgicos de risco
associados a infeccdo pelo HPV. Os fatores tipicos foram: multiplos parceiros
sexuais, infecgao pelo herpes virus, excesso de fumo e alcool, primeiro intercurso
sexual em idade precoce e baixas condi¢cbes socio-econémicas. No Brasil, as
lesbes cérvico-vaginais de alto grau associadas ao HPV estdo relacionadas ao
numero de parceiros sexuais, idade precoce do primeiro intercurso sexual e
tempo de uso de contraceptivos orais (Chen et al., 1993).

O cancer cervical de células escamosas se desenvolve a partir de
lesbes pré-cancerosas bem definidas, com potencial para progredir para doenca
invasiva, se ndo forem detectadas e tratadas precocemente (Munoz et al., 2003).

Estima-se que o numero de lesdes precursoras do cancer € superior ao numero
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de tumores de 10 a 20 vezes, implicando em grande numero de individuos
afetados (Ferlay et al., 2004). O diagndstico precoce e o controle dessas
neoplasias tém sido baseado, ha mais de quarenta anos, na observagdo de
alteragdes morfoldgicas em esfregacgos cervicais pelo método de Papanicolaou.
Em paises em que a triagem cervical tem sido estendida para a maioria da
populacado, observou-se uma significativa redugao na incidéncia e na mortalidade
pelo cancer cervical. No Brasil, menos de 15% das mulheres estéo envolvidas em
programas de prevencgao contra o cancer cervical, justificando em parte, a alta
incidéncia dessas neoplasias em nosso pais (Bosch & de Sanjosé, 2003).

A citologia € um método acessivel, rapido e barato que pode ser
utilizado no rastreamento de infec¢des pelo HPV na populagdo em geral. Porém,
a taxa apreciavel de resultados falso-negativos e a variagdo interobservador
tornam necessario o uso de outros métodos de diagnodstico (Fahey et al., 1995;
Bastian et al.,, 1999; Nanda et al., 2000). Os testes moleculares para HPV,
baseados na detecgdo do DNA viral podem demonstrar os tipos de HPV de alto
risco em células obtidas durante a triagem citolégica de rotina. Os resultados de
varios estudos tém destacado a falta de sensibilidade da citologia de rotina e
indicado o exame de deteccdo do DNA do HPV pela sua alta sensibilidade
(aproximadamente 95%) para identificar a neoplasia intra-epitelial cervical de alto
grau (NIC Il e NIC Ill) ou neoplasia glandular (Cuzick et al., 1999; Clavel et al.,
1999; Lorincz et al., 2003). Os testes para detecgdo do DNA do HPV podem ser
considerados como exames diagndsticos adjuntos a citologia convencional, nos
programas de prevencdo ao cancer cervical ou uma ferramenta importante de
triagem. O uso potencial dos testes para deteccdo do DNA do HPV incluem: a
triagem de pacientes com resultado de ASCUS pelo teste de Papanicolaou,
resolucdo de citologia discordante, achados colposcopicos ou histolédgicos,
seguimento apos o tratamento para avaliar a “cura” da paciente, seguimento apos
colposcopia normal ou triagem populacional como um teste primario ou como um

adjunto a citologia convencional de Papanicolaou (Lorincz et al., 2003).
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1.4 Doencga cervical uterina na populacao feminina soropositiva para o HIV

A imunidade local e sistémica é considerada um fator determinante
para as infecgbes pelo HPV e pode determinar o desenvolvimento de infecgao
primaria persistente, sendo este 0 mais importante fator de risco para a neoplasia
cervical. A infec¢ao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) esta associada
a uma alta prevaléncia do HPV, alta incidéncia de lesbes intraepiteliais
escamosas (SIL) e alto risco para o desenvolvimento do cancer cervical em
mulheres soropositivas (Delmas et al., 2000; Ellerbrock et al., 2000; Frisch et al.,
2000; Ahdieh et al., 2001; Cardillo et al., 2001; Palefsky & Holly, 2003).

Estudos prospectivos, usando a técnica de PCR para detecgcédo do
genoma do HPV, tém mostrado que a incidéncia da infecgdo € mais alta (cerca de
95%) em mulheres positivas para o HIV, comparadas com mulheres HIV
negativas (22%). Nas pacientes HIV positivas, as infeccées pelo HPV sao
persistentes e frequentemente envolvem multiplos gendtipos virais (Sun et al.,
1995; Luque et al., 1999). A imunossupressdo observada em pacientes HIV
positivas parece levar a uma eliminacdo menos eficiente dos queratindcitos
infectados pelo HPV e consequentemente a uma progressdao das lesdes
(Crowley-Nowick et al., 2000; Scott et al., 2001). A replicagcdo aumentada do DNA
do HPV pode ser uma consequéncia direta ou indireta dos efeitos do HIV, dos
efeitos sinérgicos resultantes de infecgdes com multiplos genétipos do HPV ou de
co-infecgdes com outros agentes transmitidos sexualmente, como o Herpes
Simples (Wieland et al., 2000).

A resposta imune especifica ao HPV desempenha um importante papel
no controle das lesdes intraepiteliais precursoras do cancer cervical. A
imunossupressido causada pelo HIV impede essa imunidade especifica.
Consequentemente, verifica-se uma alta carga viral do HPV, com infecg¢des
persistentes, levando a um risco aumentado para o desenvolvimento da neoplasia
cervical (Delmas et al., 2000; Heard et al., 2000). A evolugdo das lesdes para a
malignidade pode ser esperada, frente ao grande pool de células infectadas pelo
HPV e ao aumento das concentragcdes de oncoproteinas virais. Todos esses
mecanismos podem contribuir para um curso mais agressivo das infecgbes

cervicais pelo HPV em pacientes HIV positivas (Weissenborn et al., 2003).
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Varios estudos demonstram que um aumento da carga viral do DNA do
HPV representa um fator importante para o desenvolvimento de SIL em mulheres
soropositivas para o HIV (Shah et al.,1997; Womack et al., 2000; Weissenborn et
al., 2003), entretanto, controvérsias tém sido reportadas (Tweddel et al., 1994;
Boccalon et al., 1996). Dois grandes estudos confirmaram um aumento na
incidéncia de SIL em pacientes HIV positivas, demonstrando ser o HIV um
potente fator de risco para as lesdes intraepiteliais escamosas, independente da
carga viral mencionada (Conti et al., 1993; Wright & Sun, 1996).

A contagem de células CD4+, o estado da AIDS e a carga de RNA do
HIV refletem a imunossupressdo severa, em pacientes HIV-positivas e estes
fatores estao associados com aumento da carga viral do HPV em pacientes com
SIL (Heard et al., 2000; Weissenborn et al., 2003). A presenca de multiplos
gendtipos do HPV em pacientes HIV positivas também foi encontrada em varios
estudos, notificando que os tipos oncogénicos -16 e -18 sdo os mais prevalentes
(Cappiello et al., 1997; Gongalves et al., 1999; Palefsky et al., 1999; Ellerbrock et
al., 2000; Heard et al., 2000; Weissenborn et al., 2003).

O estabelecimento de estratégias adequadas para a prevengédo e o
tratamento do cancer cervical em pacientes HIV positivas requer o conhecimento
da histéria natural da infeccdo pelo HPV e o desenvolvimento da neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) nessas pacientes. Uma vez que o HIV parece alterar a
historia natural da infecgcao pelo HPV, com taxas de regressdo diminuidas e
progressao para lesdes de alto grau e lesdes invasoras refratarias ao tratamento,
intervengdes mais efetivas, para monitorar e controlar essas infecgoes tornam-se
bastante relevantes (Palefsky & Holly, 2003; Spinillo et al., 2006).

As interagdes entre esses dois virus provavelmente ocorrem via
proteinas virais, com as proteinas do HIV realcando os efeitos das proteinas do
HPV e provavelmente contribuindo para a desregulagao do ciclo celular (Palefsky
& Holly, 2003). A imunidade local e sistémica prejudicada pode assegurar a
progressao da doenca, embora o curso dessa historia seja ainda incerto. Outro
questionamento importante a ser feito, diz respeito a associagao entre tipos
especificos do HPV e o grau das lesbes intraepiteliais cervicais, como observado
na populacdo em geral. Alguns estudos demonstram uma associagao similar

entre lesdes de alto grau em pacientes positivas para o HIV e determinados tipos
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oncogénicos do HPV, sugerindo uma incidéncia aumentada dos tipos de alto risco
para as lesdes precursoras de baixo grau (Sun et al., 1997). Outros estudos
relatam que as lesdes de alto grau estdo associadas tanto com tipos de HPV de
baixo e/ou alto risco, levando as especulagdes de que o HIV pode aumentar a
oncogenicidade dos tipos de alto risco e possivelmente conferir tal atividade aos
HPVs de baixo risco (Tweddel et al., 1994; Tornesello et al., 2008).

1.5 Papilomavirus Humano

1.5.1 Caracteristicas

Os papilomavirus constituem um grupo de pequenos virus
pertencentes a familia Papillomaviridae, género alfa, beta, gama- papillomavirus,
capazes de infectar animais e homens. O HPV possui um genoma de DNA de
dupla fita, circular, ndo envelopado, com simetria icosaédrica e constituido por
7.200 a 8.000 pares de base (Doorbar, 2005; Concha, 2007). O material genético
esta envolto por um capsideo, que possui um didametro de 50nm. Este por sua
vez, possui 72 subunidades (capsémeros), formadas por duas proteinas
estruturais, denominadas de L1 e L2 (Modis et al., 2002; Hoory et al., 2008). A
proteina principal que compde o capsideo viral, L1, é género-especifica, serve
como medidor direto de infectividade, possui cerca de 55 kD e representa em
torno de 80% de toda a proteina viral. A proteina secundaria do capsideo viral, L2,
€ altamente tipo-especifica, tendo cerca de 70 kD (Brown et al., 1993; Modis et
al., 2002).

1.5.2 Classificagao

Os HPVs sao virus epiteliotropicos e mucosotrépicos, afetando
predominantemente pele e mucosas e podendo induzir no homem uma grande
variedade de lesdes proliferativas no sitio de infeccdo (de Villiers et al., 2004;
Bernard et al., 2006). Os HPVs sao altamente espécie-especifico, ndo havendo
nenhum caso relatado na literatura, até o momento, em que o papilomavirus de
uma espécie cause infecgao produtiva em outra espécie (IARC,1995; Concha,

2007). Os papilomavirus sdo também divididos em duas categorias de risco
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(Tabela 1) para o desenvolvimento de neoplasias, os de baixo risco ou tipos n&o-
oncogénicos e os de alto risco ou tipos oncogénicos (Villa,1998) . Os tipos de
HPV de baixo risco sdo encontrados mais comumente em lesdes benignas,
principalmente os condilomas. Ja os tipos de HPV de alto risco estdo associados
a diferentes graus de lesdes intra-epiteliais escamosas do colo do utero (Stevens,
2002) e de carcinomais cervicais (Noronha et al., 1999; Rivoire et al., 2001).

Atualmente, ha mais de 200 tipos de HPV descritos, sendo que 96
tipos ja foram identificados, com seus genomas inteiros isolados e completamente
sequenciados e menos de 100 tipos de HPV foram sequenciados em parte (de
Villiers et al., 2004). Aproximadamente, 40 tipos infectam o trato anogenital, sendo
que, pelo menos, 20 estdo associados ao carcinoma do colo do utero (de Villiers,
2001).

TABELA 1. Classificagdo dos HPVs quanto ao tropismo e categoria de risco para o
desenvolvimento de neoplasias.
Classificagao Categoria Genoétipo de HPV Natureza da lesdo Lesao
1e2 Benigna Verrugas
Epiteliotropicos 58 Maligna Ca* de pele
6,11 e 42 Benigna Condilomas
Tropismo M trépi
UCOSOLIopICoS 96 18, 31 45 Maligna Ca cervical
Benigna Condilomas
Baixo risco 6, 11, 26,42,44,54,70 e 73
Risco Oncogénico 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, Malian c rvical
Alto risco 51, 55, 56, 58, 59, 66 e 68 allgna a cervica

*Ca: Carcinoma

1.5.3 Genes virais

O genoma do HPV esta dividido em trés regides, denominadas ORFs
(Open Reading Frames ou unidades de tradugéo), as quais se encontram em uma
mesma fita de DNA, hoje, conhecidas como genes que codificam as proteinas
virais. No genoma viral, existem trés fragmentos sub-genémicos, que podem ser

identificados: regidao precoce (Early), que representa 45% do genoma, regiao
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tardia (Late), que representa 40% do genoma e a regidao denominada NCR (non-
coding region) ou LCR (Long Control Region), que representa 15% do genoma e
contém elementos regulatérios da transcrigdo e da replicagdo viral (Dehn et al.,
2007; Hoory et al., 2008). A Figura 3 mostra a arvore filogenética do HPV
baseado na ORF L1.
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Figura 3 — Arvore filogenética do papilomavirus. A sequéncia da ORF L1 foi usada para

classificar os papilomavirus e montar sua arvore filogenética (Modificado de Hoory et al.,
2008).
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Na regido precoce, as sequéncias E, E1, E2, E4, E5, E6 e E7 garantem
a replicagao do maquinario genético do virus, ou seja, tem a fungao de codificar
proteinas responsaveis pela transformacédo e replicacdo. O gene E1 tém
importante fungdo na replicagdo, os gene E1 e E2 na transcricdo e os genes E5,
E6 e E7 na transformacao celular (zur Hausen, 2000). A Figura 4 mostra o mapa
genético do HPV-16.
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Figura 4 — Estrutura representativa do genoma do HPV-16. Regido precoce
(Early), regiao tardia (Late) e LCR (Long Control Region) que corresponde a
regiao regulatéria (Modificado de Villa, 1997).

A proteina codificada pelo gene E2, controla a transcricdo dos genes
virais E6 e interage com E1 na estimulag&o da replicagéo, por facilitar a ligagéo de
E1 a origem de replicacdo. A deteccao da proteina E4 é feita nas camadas mais
diferenciadas do epitélio infectado, durante o ciclo reprodutivo viral (Palesfky et
al., 1991. Doobar et al., 2005). A proteina E5 é a principal proteina transformante
dos papilomavirus bovinos enquanto que nos HPV apresenta apenas uma fraca
atividade de transformacgao, amplificando o sinal mitogénico do receptor de
crescimento epidérmico (zur Hausen, 2000).

A expressao do gene EG6 resulta em uma proteina nuclear de cerca de
150 aminoacidos, que se liga ao produto do gene p53, levando a sua degradagao
pela via de protedlise dependente de ubiquitina (Scheffner et al., 1993; zur
Hausen, 2000, zur Hausen, 2006). A proteina p53 € responsavel por monitorar
danos ocorridos nas moléculas de DNA e tem como fung¢édo a regulagdo do ciclo
celular; por isso, é considerada como supressora tumoral (Doorbar et al., 2005). A
proteina E6 de HPVs de alto risco promove indiretamente a degradagéo da p53. A
proteina E6 recruta a proteina celular E6AP, que funciona como uma ubiquitina-
ligase resultando na ubiquitinagdo de p53, seguido de sua degradagao. Assim,

sua degradacdo, promovida pela proteina E6 do HPV, desregula o controle do
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ciclo celular (Silva et al., 2003). A figura 5 mostra a acado da p53 sobre o ciclo
celular. Acreditava-se que apenas as proteinas E6 dos HPV de alto risco
oncogénico fossem capazes de se ligar a p53 e devido ao fato de tanto pRb,
como p53, serem proteinas supressoras de tumor e perderem sua funcgao, o
resultado é a proliferagao celular descontrolada (Doorbar et al., 2005; Andersson
et al.,, 2006). No entanto, um estudo desenvolvido por Storey et al. (1998)
demonstrou que E6 do HPV-11 também é capaz de degradar p53, mas com
menor intensidade do que a proteina do HPV-16. Uma observacéo importante é
que somente as proteinas EG/E7 de HPV de alto risco oncogénico podem
desempenhar a atividade de imortalizacdo nos queratindcitos humanos primarios
e promover a transformagao celular, mas as proteinas analogas dos HPV de

baixo risco oncogéncio nao apresentam tais atividades (Andersson et al., 2006).
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Figura 5 - Agéo da proteina p53 sobre o ciclo celular. (A) A proteina p53 é
codificada pelo gene p53, localizado no cromossomo 17p13. A proteina p53 tem
a funcdo de parar o ciclo celular no caso de identificagdo de danos ao DNA,
dessa forma o ciclo é interrompido até que o dano seja reparado. No caso de
danos extensos, a p53 pode induzir a apoptose. (B) A proteina viral E6 se liga a
E6AP que funciona como uma ubquitina-ligase, degradando p53. GMR: genes
do mecanismo de reparo (Silva et al. 2003).
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O produto do gene E7 é uma fosfoproteina, com cerca de 10
aminoacidos, que se liga a forma hipofosforilada da proteina celular pRb, produto
do gene retinoblastoma, um gene supressor de tumor. A proteina E7 forma um
complexo com as proteinas de controle do ciclo celular, como pRb, p107, p130 e
ciclina A, e esta habilidade parece estar relacionada a sua capacidade de induzir
proliferagdo e imortalizagéo celular (zur Hausen, 2000). A associagéo E7-pRb faz
com que pRb perca sua fungao de regular negativamente o ciclo celular, através
da sua fosforilagdo especifica ciclo-dependente, ou seja, pRb defosforilada é
capaz de inibir a progresséo do ciclo celular por ligagado especifica ao fator de
transcricdo E2F (Figura 6). A associagao da proteina pRb com a proteina viral E7
causara uma perturbagao no controle normal do ciclo celular, resultando em um
estimulo excessivo para a proliferagao das células infectadas. A proteina E7, dos
tipos de HPV de alto risco oncogénico, como 16 e 18, ligam-se a pRb com maior
afinidade que aquelas obtidas dos tipos cervicais classificados como de baixo
risco oncogénico, por exemplo, os tipos 6 e 11 (O’Connor et al., 1997; zur
Hausen, 2000).
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Figura 6 - Agao da proteina pRb sobre o ciclo celular. (A) A proteina pRb é codificada pelo
gene RB1, localizado no cromossomo 13p14. A ligagdo da proteina pRb ao fator de
transcricdo E2F resulta na parada do ciclo celular. A fosforilagdo de pRb libera E2F que
ativa a transcrigdo de genes alvo para a replicacdo do genoma. (B) A proteina viral E7 se
liga a proteina pRb, liberando E2F e causando estimulo constante para a divisdo celular
(Silva et al. 2003).
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Os genes L1 e L2, de expressao tardia, codificam proteinas principais e
secundarias do capsideo, respectivamente, e ambos sdo sequéncias altamente
conservadas entre todos os papilomavirus. Conforme mencionado anteriormente,
a proteina L1 é a mais abundante no capsideo viral e constitui cerca de 80% do
total das proteinas virais. Ela possui ainda epitopos tipo-especificos e € altamente
imunogénica. A proteina L2, associada a L1, participa da incorporagdo do DNA
viral a célula hospedeira (Hoory et al., 2008). A origem de replicagao viral esta
localizada numa regido de 500 a 1.000 pares de bases, entre L1 e E6, designada
LCR (Long Control Region) ou URR (Upstream Regulatory Region). Nesta regiao
foram mapeados varios sitios para ligacdo de elementos regulatérios virais
(proteinas E2) ou celulares (diversos fatores de transcricdo), elementos
responsivos a horménios glicocorticoides e progesterona que, em conjunto,
determinam a modulagdo positiva ou negativa da transcricdo do genoma viral
(IARC, 1995; Howley, 1996).

1.5.4 Ciclo de vida

Ha dois modos de replicagdo dos papilomavirus (Villa, 1997; zur
Hausen, 2002). O primeiro ocorre nas células da camada basal da epiderme,
onde o genoma viral € mantido de forma estavel em cépias multiplas, sendo
distribuido homogeneamente entre as células-filhas. Este tipo de replicagcao
garante uma infec¢do persistente das células proliferativas da camada basal.
Outra forma de replicacdo do DNA é a vegetativa, que ocorre nas camadas mais
diferenciadas da epiderme; tais genomas virais, em multiplas copias, séo
finalmente montados em particulas virais maduras ou virions.

Acredita-se que a infecgdo pelo HPV tenha lugar primeiramente nas
camadas basais da epiderme, em decorréncia de abrasdo ou de microlesbes da
pele ou mucosa. Interessantemente, 90% das patologias associadas ao HPV no
colo do utero localizam-se na transicdo escamocolunar do epitélio ou zona de
transformacado, onde as células proliferativas estdo mais expostas (Villa, 1997).
Na camada proliferativa, o virus pode se replicar e expressar suas proteinas
precoces. No entanto, a replicagdao vegetativa do DNA viral, a sintese das

proteinas do capsideo e a montagem das particulas virais s6 tém lugar nas



44

células mais diferenciadas. Este deve ser o motivo pelo qual € impossivel
propagar os HPVs em cultura de células (zur Hausen, 2000).

Os mecanismos de infecgao dos papilomavirus, desde sua adesao a
superficie celular, transporte ao nucleo e perda do capsideo, ainda nao sao
completamente entendidos. Apds a adesdo as células superficiais do epitélio
escamoso, 0s virions penetram por areas de abrasdao ou de epitélio imaturo
presente na jungao escamocolunar (JEC) e na zona de transformagao da cérvice
uterina, regiao de maior tropismo para HPVs de alto risco. Apds a penetragéo,
ocorrem perda parcial ou total do capsideo e exposigdo do genoma, usualmente
de nucleoproteina. Ao chegar ao nucleo das células epiteliais basais e
parabasais, o HPV esta pronto para continuar seu ciclo de replicagao, executando
a transcricdo do DNA em RNA mensageiro (RNAm), e, pela interagcao de fatores
celulares com a LCR, inicia a transcricdo de E6 e E7. As proteinas E1 e E2 sdo as
proximas a serem sintetizadas. A proteina E2 bloqueia a transcricao precoce de
E6 e E7, liberando a acado das proteinas p53 e p107 Rb, e o processo de
diferenciacao epitelial continua. Os genomas virais epissomais permanecem no
nucleo das células basais infectadas e s&o distribuidos para as células-filhas
durante a mitose, as quais funcionam como reservatoérios virais. Essa infecgao
pelo HPV, sem qualquer lesdo diagnosticavel, é dita latente (zur Hausen, 2000;
Giarré et al.,, 2001; Hildesheim & Wang, 2002; zur Hausen, 2008). O ciclo
reprodutivo do HPV pode ser observado na Figura 7.

O periodo minimo entre a infecgcdo e a liberacdo das particulas de
HPV, é, em média, de trés semanas. Durante essa fase, grande parte das lesdes
€ eliminada pelo sistema imune espontaneamente, mas em alguns casos, 0s virus
podem escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro resultando em uma
infeccao persistente (Munoz et al., 2004). A integragao do DNA viral no genoma
da célula hospedeira parece ocorrer ao acaso. Os tipos virais que integram com
mais frequéncia ao genoma humano s&o os tipos 16 e 18 (Munoz et al., 2004). E
importante ressaltar que as infec¢gdes por HPV, isoladamente, ndo sao capazes,
por si s6, de induzirem progressao para lesdes precursoras, sendo que menos de
2% das lesbes induzidas por esses virus evoluirdo para a neoplasia invasora, o
que demonstra a necessidade de outros eventos moleculares (Meijer et al., 2000).

Por outro lado, nas lesbes benignas, induzidas pelo HPV, o DNA viral &
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encontrado na forma epissomal, ou seja, ndo integrado ao genoma da célula

hospedeira e em multiplas cépias.
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Figura 7 — O ciclo reprodutivo do HPV. Para que a infecgao seja produtiva, o virus precisa
infectar a camada basal e isso normalmente ocorre através de microlesdes na pele ou na
mucosa. As células infectadas ao se dividirem espalham-se lateralmente. Algumas dessas
células progenitoras migram para as camadas diferenciadas suprabasais, onde os genes virais
sdo ativados, o DNA é replicado e as proteinas do capsémero sao formadas. As particulas
virais surgem e sao liberadas juntamente com a descamagéo celular, na superficie da mucosa,
podendo infectar células préximas (Modificado de zur Hausen, 2002).

1.5.5 Transformacao celular

Os papilomavirus de alto risco representam fatores diretos na
carcinogénse cervical. Os genes E6 e E7 do HPV sdo responsaveis pelo
desenvolvimento do cancer cervical e suas lesdes precursoras, sendo também
necessarios para a conservacao do fenétipo maligno das células cancerosas (zur
Hausen, 2006). A progressao para o cancer € acompanhada por modificagdes
nos genes envolvidos na cascata de sinalizagdo celular. Dois eventos mutacionais
aparentemente contribuem para o caminho da progressao para o cancer, sendo
que o primeiro envolve modificagcbes na regulagdo dos inibidores de quinase
dependentes de ciclinas p16™** (Reznikoff et al., 1996) e p14"*F (Sekaric et al.,
2007). Essas proteinas exercem um controle funcional nas células proliferativas

6INK4

normais. O efeito inibidor da p1 na proliferacao celular é bloqueado por E6. A
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proteina p14°%F

interfere negativamente com E7 via ativacdo de p53. Esse
caminho é bloqueado pela expressao de EG6, resultando na degradacdo de p53
(Pan et al., 2003; zur Hausen, 2008). Essa perda da regulagdo na cascata de
sinalizagcdo pela modificacdo desses genes celulares especificos parece
corresponder clinicamente ao desenvolvimento de LSIL e a uma imortalizagao
dessas células, observadas em cultura de tecidos (zur Hausen, 2008).

Um terceiro controle transcricional é exercido por um mecanismo
paracrino, resultando na excrecao de citocinas especificas, principalmente o fator
alfa de necrose tumoral, ativado por macréfago (Soto et al.,, 2000). Em células
infectadas pelo HPV, que ainda sdo capazes de proliferar, esse mecanismo
interfere na maioria dos transcritos virais. Em estagios mais tardios de
progressao, a perda deste controle é acompanhada por uma alta expressao nos
niveis das oncoproteinas virais. Clinicamente isso corresponde ao
desenvolvimento de HSIL, carcinoma in situ e consequentemente, por
modificagdes genéticas adicionais, para o cancer invasivo com formacédo de
metatase (zur Hausen, 2008). Um esquema deste modelo de progressao é

mostrado na Figura 8.
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Figura 8 — O desenvolvimento do cancer cervical apés a infecgdo primaria comumente
acontece entre 15 e 25 anos. Os eventos estdo sistematicamente esbogados nesta figura
(Modificado de zur Hausen, 2008).
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1.5.6 Patogénese

A infeccdo pelo HPV tem sido descrita sob trés formas de
apresentacao: clinica, subclinica e latente. As manifestagdes clinicas classicas da
infeccdo produtiva sdo as lesdes condilomatosas, ou verrugas. Manifestam-se
pela presenca de lesbes exofiticas, com superficie granulosa, frequentemente
multipla, da cor da pele, eritematosa ou hiperpigmentada e de tamanho variavel.
As lesbes maiores assemelham-se a couve-flor e as menores apresentam-se com
aspecto de papula, placa ou ainda filiformes (Handsfield et al., 1997). Nessas
lesbes, as células com virus em replicagdo revelam o efeito citopatico
caracteristico de lesado intra-epitelial de baixo grau, conhecido como halo de
coilocitose (Stoler & Schiffman, 2001). Lesdes subclinicas foram inicialmente
descritas por Meisels e colaboradores, em 1977. Nesta forma, a infecgdo pelo
HPV caracteriza-se por areas difusas de hiperplasia epitelial nao-papilifera da
camada germinativa basal e alteragdes citoldgicas caracteristicas. A diferencga
histolégica do condiloma é a sua forma papilar, enquanto a forma subclinica é
plana ou micropapilar (Stoler & Schiffman, 2001). Na forma latente, a infec¢ao
pelo HPV sb6 pode ser diagnosticada por meio de técnicas de biologia molecular,
nao havendo evidéncias clinicas, citolégicas ou histolégicas (Lauro et al., 2000).
Na laténcia, acredita-se que o DNA viral encontra-se na forma epissomal,
aparentemente, sem atividade e replicando-se apenas uma vez a cada ciclo
celular. Como a infeccdo nessa fase ndo é produtiva ndo existem alteracdes

citolégicas decorrentes de sua presenga.

1.5.7 Vacina

A maioria das infec¢des por HPV, mesmo por tipos oncogénicos, cursa na
forma subclinica e tém cura espontanea dentro de um ou dois anos. Entretanto, a
persisténcia da infeccdo pelo HPV pode provocar o desenvolvimento de
neoplasias como a NIC-Ill, que se nado forem detectadas e tratadas podem evoluir
para o cancer cervical. Estima-se que o tempo de infecgdo até o surgimento de
NIC-lll oscile entre um e 10 anos (Moscicki et al., 2006). Nos paises

desenvolvidos a implantagdo dos programas de screening do cancer cervical com
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testes de Papanicolaou e colposcopia reduziu em mais de 75% as taxas de
incidéncia e a mortalidade por cancer cervical nos ultimos 50 anos, pois a
progressao das NIC para o cancer invasivo, em geral é lenta (média de 20 anos)
(Franco & Harper, 2005). Nos paises em desenvolvimento, existem diversas
dificuldades técnicas, econémicas e operacionais para implantar os programas de
prevencdo do cancer de utero, que requerem alto investimento e repeticéo
periddica dos testes; sendo assim o cancer cervical constitui uma das principais
causas de morte em mulheres, tornando essencial a busca de novas estratégias
de prevencao (Franco & Harper, 2005).

A tecnologia de recombinagdo genética permitiu o desenvolvimento de
vacinas profilaticas ou terapéuticas (Kahn & Bernstein, 2005). As vacinas
profilaticas sdo altamente imunogénicas e evitam a infeccdo pelo HPV e as
doencas a elas associadas e as terapéuticas induzem regresséo das lesdes pré-
cancerosas e remissdo do cancer invasivo (Franco & Harper, 2005; Kahn &
Bernstein, 2005). As vacinas profilaticas contra o HPV sdo compostas pela
proteina do capsideo viral L1 do HPV que se auto-reproduz em particulas virus-
like (VLP) quando expressa em sistemas recombinantes, induzem forte resposta
humoral com anticorpos neutralizadores (Villa, 2006). A inje¢cdo intamuscular da
VLP resulta em resposta imune adaptativa eficaz para células T e B, que sao
capazes de neutralizar as infecgdes naturais subsequentes (Villa, 2006). Estudos
de fase 1, 2 e 3 revelaram que a injecao intramuscular das VLP do HPV 6, 11, 16
e 18 sao capazes de estimular a resposta de anticorpos muitas vezes superior a
encontrada apds a infecgao natural e que o uso de vacinas formuladas com essas
VLP mostrou-se seguro em animais e humanos (Brickers, 2007). O esquema de
vacinagao € de trés doses, por via intamuscular, com intervalo de 2 e 6 meses e
foi licenciada para o sexo femino na faixa etaria entre 9 e 26 anos (FDA, 2006;
MERCK, 2006).

A vacina bivalente, que protege contra os HPV- 16 e HPV-18, e a
quadrivalente, contra os tipos 6,11 16 e 18, tém demonstrado reducgao significante
da incidéncia de infec¢des persistentes pelo HPV. A vacina bivalente demonstrou
eficacia de 91,6% contra infec¢ao incidental e 100% contra as persistentes pelos
HPV-16 e HPV-18. A vacina foi segura, bem tolerada e altamente imunogénica
(Harper et al., 2004; Franco & Harper, 2005; Weaver, 2006). A vacina
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quadrivalente também conferiu 100% de eficiéncia mostrando-se segura e efetiva
na prevencao de lesdes pré-cancerigenas do colo do utero e verrugas genitais
(Weaver, 2006). Durante pelo menos 3,5 anos nenhuma das 755 mulheres que
receberam trés doses da vacina quadrivalente apresentou NIC Il ou lll, enquanto
12 das 750 que receberam placebo tiveram leséo (eficacia de 100%) (Mao et al.,
2006). Entretanto, a duragcdo da protecdo ainda € desconhecida, os titulos de
anticorpos um més apds a terceira dose foram 100 vezes superiores aos
observados apos a infecgao natural e, apesar da queda, os titulos de anticorpos
permaneceram altos por, pelo menos, 36 a 48 meses (Mao et al., 2006). Os titulos
de anticorpos contra o HPV-16 e HPV-18 se mantém elevados por pelo menos
3,5 anos. Para os tipos 6 e 11 do HPV, os dados sao de dois anos (FDA, 2006;
MERCK, 2006; Mao et al., 2006).

Doentes HIV-positivos bem como aqueles com outras causas de
imunossupressao tém risco aumentado para cancer oral e anogenital associados
ao HPV. A eficacia da vacina contra o HPV para reduzir a incidéncia desses
tumores nos imunodeprimidos pode depender de varios fatores, incluindo os
efeitos do imunocomprometimento na resposta a vacinacédo, se os doentes tém
tipos virais ndo usados na vacina e se a imunizagdo deva ocorrer antes que a
depressao imunolégica seja acentuada (Palefsky, 2006).

A vacina contra o HPV é promissora, porém diversas questdes deverao ser
avaliadas nos proximos estudos: Sera necessario reforco? Qual a eficacia em
longo prazo? Qual sera o impacto sécio-econdmico da vacina? A associagao de
outros sorotipos seria importante? Os homens devem ser vacinados? Sabe-se
que apenas a vacina nao sera suficiente para resolver esse grande problema
epidemioldgico, sendo que o trabalho preventivo e a educagdo em saude sao

fundamentais.

1.6 Mecanismos de potencializagcao da patogénese associada ao HPV em

mulheres soropositivas para o HIV

O HIV-1 é um lentivirus que possui genes reguladores e estruturais. E
constituido por dupla fita de RNA, coberta por uma camada lipoprotéica. O

capsideo, chamado de core viral € composto pelas proteinas p19, p24 e p55,
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codificadas pelo gene gag. Um envelope glicoprotéico (gp41, gp120), codificado
pelo gene env, e as enzimas transcriptase reversa (p66), protease (p55) e
integrase (p31), codificadas pelo gene pol também estdo presentes nas particulas
virais. Como nos outros retrovirus, nas porg¢des finais do genoma do HIV-1,
podem ser observadas sequéncias terminais repetidas (LTR), que controlam a
expressédo dos outros genes do HIV. Além dessas proteinas estruturais, varios
genes reguladores sao observados, como taf, ver e nef, que controlam a
replicagao viral, quando ativados (Levy, 1995).

Varios mecanismos podem explicar o aumento da prevaléncia e o
curso mais agressivo das doengas associadas ao HPV em individuos infectados
pelo HIV. Estes incluem interagdes diretas entre os dois virus, imunossupressao e
instabilidade cromossomal. Estudos mostram a possibilidade do HIV influenciar
diretamente a expressao dos genes do HPV, por interagées moleculares entre os
genes virais. A proteina transativadora do HIV-1, a tat-1, tem multiplas funcdes
regulatorias in vitro. A tat-1 pode estimular o crescimento das células do sarcoma
de Kaposi, inibir a proliferacdo celular in vitro e transativar varios promotores
virais. De fato, a proteina reguladora do HIV (gene tat-1) pode interagir com a E2
do HPV 16, levando ao aumento da expressédo dos genes E6 e E7 do HPV em
pacientes co-infectados (Palefsky, 2006).

Demonstrou-se que a tat-1 interage com a regiao regulatoria (URR) do
HPV 16 e reverte a repressdo mediada por E2 levando a um aumento da
expressdo dos oncogenes E6 e E7 do HPV (Clark & Chetty, 2002). Isto
proporciona um mecanismo potencial para explicar a expressdo génica
intensificada do genoma do HPV em mulheres infectadas pelo HIV. Entretanto,
nao ha evidéncias para a infec¢ao persistente do epitélio oral ou anogenital, onde
localiza-se o0 HPV e para a co-infecgdo dos queratinécitos infectados pelo HPV.
Além disso, a co-infecgdo n&o é necessaria por si s6, uma vez que a proteina tat
do HIV-1 pode ser secretada a partir de células infectadas pelo HIV e dessa forma
ser introduzida em queratindcitos infectados pelo HPV, embora a proteina tat do
HIV-1 nunca tenha sido demostrada in vivo, no epitélio infectado pelo HPV
(Palefsky, 2006). Por isso, é pouco provavel que os dois virus venham interagir
diretamente, de uma forma sustentada que seria esperado para modificar o

resultado da doencga associada ao HPV.



51

A modulacao da resposta imune ao HPV é o mecanismo mais provavel
pelo qual o HIV potencializa a doenga associada ao HPV. Acredita-se que a
resposta imune ao HPV desempenhe um papel critico no controle da infecgao
pelo HPV em mulheres HIV positivas e HIV negativas. A maioria das mulheres
tornou-se negativa ao HPV apds os trinta anos de idade, como determinado pelos
testes de deteccdo do HPV disponiveis atualmente, e somente uma pequena
porcentagem de mulheres saudaveis € diagnosticada particularmente com lesao
de alto grau ou cancer (Schiffman, 1992). Presumivelmente, isso ocorre devido a
uma resposta imune celular efetiva ao HPV. Ao contrario, mulheres com historia
de transplante de 6rgaos tém uma incidéncia aumentada de cancer cervical e
vulvar comparado a mulheres saudaveis, provavelmente devido a baixa
imunidade associada a medicacdo usada para prevenir a rejeicdo ao enxerto
(Penn, 1986; Penn,1991).

A natureza precisa da resposta imune €& pouco conhecida. Alguns
estudos demonstram que as células T-citotoxicas especificas para os oncogenes
E6 e E7 do HPV, podem ser importantes (Palefsky, 2006). Entretanto é claro que
a resposta imune sistémica ao HPV é relativamente fraca quando comparada a
resposta sistémica aos virus, tais como o citomegalovirus. Isso provavelmente
ocorre devido a compartimentalizagdo natural da infecgdo pelo HPV, com a
infeccdo ao HPV restrita as células do epitélio (Jacobson et al., 2001; Komanduri
et al., 2001). Embora esse efeito acontega nas células CD4+ e na regulagao da
resposta imune para uma variedade de antigenos, a infecgdo pelo HIV pode
diminuir a resposta imune sistémica ao HPV. Especula-se que se ha um numero
reduzido de células de memdria especificas ao HPV circulando, assim a
imunidade especifica ao HPV pode ficar vulneravel aos efeitos do HIV. Além
disso, a imunidade especifica para o HPV nao pode ser recuperada integralmente
apods a restauracao da resposta imune, o que pode explicar o efeito relativo da
HAART nas lesdes associadas ao HPV (Clark & Chetty, 2002; Palefsky, 2006).

A resposta imune local nos tecidos pode ser especialmente importante,
porém, tém sido de dificil estudo. Levi et al. (2005) mostraram que o numero de
células de Langerhans esta diminuido em mulheres HIV-positivas, com alta carga
viral do HIV e apresentando neoplasia intra-epitelial cervical, comparado com

mulheres HIV negativas. Kobayashi et al. (2004) demostraram que na neoplasia
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intra-epitelial cervical de mulheres HIV positivas, a imunidade celular (células T
CD4+, macréfagos, neutrofilos e células natural Killer) e a expressédo de
interferon-gama estavam significativamente diminuidas, em comparagao com a
neoplasia intra-epitelial cervical de mulheres HIV negativas. A regulagdo da
citocinas também estava diminuida em mulheres HIV positivas. A analise desses
dados indica que ambas as respostas pro e anti-inflamatérias presentes em
lesdes de alto grau séo reprimidas em mulheres infectadas pelo HIV (Kobayashi
et al., 2004; Palefsky, 2006).

A infeccdo pelo HIV também pode estar associada com alteragbes na
producao das citocinas, que por sua vez podem modular a infecgao pelo HPV nos
tecidos. Niveis elevados de interleucinas na circulagdo, incluindo a IL-6, IL-1 e
TNF alfa tém sido descritos na infeccédo pelo HIV e estas e outras citocinas tém
sido implicadas na modulagdo da transcrigdo do HPV (Clark & Chetty, 2002;
Palefsky, 2006).

Como descrito anteriormente, a resposta imune parece ter um papel
importante na protecdo contra a progressédo das lesdes de alto grau e o cancer
invasivo. Entretanto, outros fatores que ndo os imunolégicos, também devem ser
operativos. Confirmam-se cada vez mais as evidéncias que sugerem que a
progressao para o cancer possa refletir os danos genéticos ocorridos nas lesbes
precursoras. Os estudos in vitro com linhagens celulares cervicais indicam que as
propriedades oncogénicas dos HPVs de alto risco podem ser atribuidas
principalmente as proteinas E6 e E7 do HPV. Estas proteinas perturbam o
mecanismo de reparo do DNA e o controle do ciclo celular através da interagéo
com os genes supressores de tumor p53 e pRB, respectivamente (Duensing et
al., 2000). E6 e E7 tém demonstrado provocar instabilidade genémica em cultura
celular (Duensing et al., 2000; Duensing & Munger 2001), e desequilibrio no
numero de cdpias dos cromossomos, e essas alteragdes ja tinham sido descritas
anteriormente para ambos, o cancer cervical e o cancer anal (Heselmeyer et al.,
1997; Kirchhoff et al., 1999; Hidalgo et al., 2000; Skyldberg et al., 2001).



2 JUSTIFICATIVAS

O presente estudo justificou-se pelas seguintes observagodes:

(1) As mulheres representam uma proporgéo crescente na epidemia da
AIDS, sendo infectadas numa taxa muito maior do que os homens e
representando agora metade da populagao infectada;

(2) O HIV altera a historia natural da infeccéo pelo HPV, com taxas de
regressao diminuidas e progresséo para lesdes de alto grau e lesdes invasivas,
refratarias ao tratamento, necessitando de uma maior intervengcdo e
monitoramento;

(3) Varios estudos documentam uma alta prevaléncia de co-infecgéo
com o HPV nas pacientes positivas para o HIV;

(4) O estabelecimento de estratégias adequadas para a prevencéo e o
tratamento de pacientes requer o conhecimento prévio da epidemiologia e da
patogénese da infecgéo pelo HPV na populagdo de mulheres infectadas pelo HIV;

(5) Até o momento, nenhum estudo molecular para a identificacdo dos
gendtipos 16 e 18 do HPV, em amostras cervicais de pacientes HIV positivas, foi
desenvolvido em Goiania;

(6) O diagndstico molecular do HPV, utilizando a técnica de PCR,com
primers GP5+/GP6+ € um método de deteccao altamente sensivel e especifico,
justificando assim sua utilizacdo na identificacdo do DNA do HPV, nas amostras
cervicais;

(7) Estudos demonstram a presenga de multiplos gendtipos do HPV em
pacientes HIV positivas, sendo que em varias delas, as lesbes precursoras
evoluiram para neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC), justificando assim a
necessidade de detecgédo dos gendtipos virais nestas pacientes;

(8) A associagédo entre o cancer cervical e o HPV é bem conhecida,
mas a associagao entre o tipo de HPV e grau de lesdes intraepiteliais escamosas

em pacientes HIV positivas € ainda incerta.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar a prevaléncia das infecgdes pelo HPV-16 e HPV-18 e seus
possiveis fatores de risco em um grupo de mulheres HIV-positivas e HIV-
negativas, da cidade de Goiania-GO e determinar os aspectos epidemiologicos e

comportamentais de ambos os grupos de mulheres.

3.2 Objetivos especificos

(1) Determinar a prevaléncia de alteracbes citologicas cervicais nos
dois grupos de mulheres;

(2) Determinar a prevaléncia do genoma do HPV em amostras
cervicais, obtidas dos dois grupos de mulheres, utilizando os primers GP5+/GP6+
e a metodologia de PCR,;

(3) Comparar a distribuicao dos tipos 16 e 18 do HPV em mulheres HIV
positivas e HIV negativas;

(4) Comparar os resultados das alteragdes citologicas cervicais com a

presenga do genoma viral.



4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

O trabalho consistiu de um estudo prospectivo comparativo do tipo
caso-controle. Mulheres soropositivas (caso: HIV-positivas) e mulheres
soronegativas (controle: HIV-negativas) para o HIV foram comparadas com
relagdo aos dados sdcio-demograficos, habitos sexuais, anadlise das alteragdes
citolégicas, detecgdo e genotipagem do HPV. Possiveis associagdes entre esses

parametros também foram investigadas neste estudo.

4.2 Encaminhamento e aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica em

Pesquisa

O estudo foi realizado apds apreciagdo e aprovacao pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Catdlica de Goidas e da Santa Casa de

Misericordia de Goiania.

4.3 Selecao de sujeitos

O estudo envolveu uma populacido de 60 mulheres soropositivas para o
HIV, assistidas pelo CADA (Centro de Apoio ao Doente com AIDS) e 60 mulheres
soronegativas para o HIV, selecionadas durante a Semana de Cultura e
Cidadania da Universidade Catdlica de Goias realizada em junho de 2007. Todas
as pacientes foram esclarecidas quanto aos objetivos do projeto e quanto a coleta
de material biolégico. Apds serem informadas e concordarem em participar do
estudo, as pacientes incluidas assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (Anexo 1). As mulheres que atenderam ao convite foram
encaminhadas para uma entrevista individual com o pesquisador, na qual
responderam um questionario (Anexo 2). Posteriormente, essas pacientes foram
submetidas ao exame ginecoldgico dos genitais externos e a coleta de material
cérvico-vaginal pelos ginecologistas colaboradores do estudo, para exame

citolégico e detecgdo do genoma viral.
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4.4 Coleta de espécimes cervico-vaginais

No Laboratério da Area da Saude (LAS) da Universidade Catdlica de
Goias e no CADA, em Goiania, as mulheres soronegativas e as soropositivas
para o HIV, respectivamente, foram submetidas ao exame clinico cuidadoso, com
inspecao dos genitais externos e da regido perianal. A seguir, com uma espatula
de Ayre foi coletado material de fundo de saco vaginal e da ectocérvice.
Utilizando uma escova de cytobrush, com um diametro 5 a 8 mm, foi coletado
material da endocérvice (com seis movimentos rotatérios) para exame
citopatoldgico, realizado pelo método convencional e detecgdo de HPV. Apds a
confecgao das laminas, as escovas eram mergulhadas em uma solugao-tampao
preservadora UCM - Universal Collection Medium (Digene Corporation) para
posterior pesquisa de DNA de HPV e genotipagem, pelo método de PCR. Quando
indicados, exames colposcopicos com acido acético a 3% e bidpsia do colo do
utero foram realizados. O exame citopatolégico negativo ou exibindo
anormalidades em células epiteliais escamosas e glandulares (incluindo lesao
intra-epitelial escamosa de baixo grau LSIL, lesdo intra-epitelial escamosa de alto
grau, HSIL, células glandulares atipicas - provavel lesdo de alto grau;
adenocarcinoma in situ, carcinoma escamoso invasor e adenocarcinoma invasor)
foi categorizado de acordo com os critérios morfologicos ja definidos (Solomon &
Nayar, 2004). Os exames citopatoldgicos foram realizados no Laboratério Rémulo
Rocha, da Universidade Federal de Goias, sob supervisdo da Dra. Silvia Helena
Rabelo Santos, colaboradora do projeto. Nao foi possivel o acesso aos dados de

carga viral do HIV e de contagens de linfocitos TCD4+.

4.5 Diagnésticos moleculares

A implementagdo e padronizagdo das técnicas moleculares foram
desenvolvidas no Laboratério Replicon e Laboratério de Diversidade Genética da
Universidade Catdlica de Goias. Os espécimes cérvico-vaginais colhidos em
solugdo tampao foram submetidos a extracdo de DNA. A qualidade do DNA
extraido foi testada por meio da amplificagdo de um segmento de 90 pb do gene

gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH), um gene constitutivo que
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codifica uma enzima da via glicolitica. O produto purificado de cada amostra foi
testado para a presenca de HPV por meio da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), utilizando-se os primers genéricos GP5+/GP6+. Esses primers amplificam
um pequeno fragmento do genoma viral correspondente a regido L1 com 139-148
pares de bases, permitindo a deteccdo de varios tipos de HPVs. (Gravitt et al.,
2000). Os casos negativos para a deteccao de HPV foram testados, por até trés
vezes. Uma vez constatada a presenga do genoma viral, novas reagbes de PCR
foram feitas para cada amostra, utilizando primers especificos para a regiao E6 do
HPV-16, que amplificam um fragmento com 120 pares de bases e primers
especificos para a regidao E6 do HPV-18, que amplificam um fragmento com
aproximadamente 175 pares de bases. As sequéncias dos primers utilizados para

a amplificagdo do gene GAPDH encontram-se descritas na tabela 2.

4.5.1 Extracao de DNA

A extracdo do DNA do HPV das amostras coletadas foi feita com a
utilizacdo do kit comercial Wizard DNA Isolation Kit (Promega), utilizando o

protocolo descrito abaixo.

4.5.1.1 Preparo das amostras

Todas as escovas contidas nos tubos com solugdo-tampéo
preservadora foram previamente agitadas, sendo posteriormente centrifugadas a
14.000 rpm por 15 minutos, para que as células formassem um pellet. Com uma
micropipeta foram aspirados cerca de 100 ul do sedimento de cada amostra e
transferidos para um microtubo previamente identificado, para posterior lise celular.

As etapas seguintes foram aplicadas a todas as amostras.

4.5.1.2 Lise celular

Cerca de 100 ul de solucéo de lise celular foram adicionados a cada

microtubo contendo 100 ul da amostra e o tubo foi homogeneizado com uma

pipeta por 30 a 50 vezes. O lisado celular foi incubado a 65°C por 15 minutos,
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sendo posteriormente adicionados 5 pl da solugéo de Proteinase K (20mg/U). Os
tubos foram homogeneizados 25 vezes por inversao e incubados a 55°C por uma
hora, com inversdes periddicas. Posteriormente, foi observado se houve lise

celular em cada um dos tubos.

4.5.1.3 Tratamento com RNAse

Confirmada a lise celular, foram adicionados 0,5 ul da solugdo de
RNAse ao lisado, e este foi homogeneizado 25 vezes por inversao e incubado a

37°C por 15 minutos.

4.5.1.4 Precipitacado de proteinas

Cerca de 33 ul da solugdo de precipitagdo de proteinas foram
adicionados ao lisado, e os tubos foram vigorosamente agitados no vortex em alta
velocidade por 20 segundos. A amostra foi entdo colocada no freezer por 15
minutos. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 3
minutos. As proteinas precipitadas formaram um pellet. Caso o pellet nao fosse
visivel, o tubo era agitado novamente no vortex em alta velocidade por 20
segundos e colocado novamente no freezer seguindo os passos citados

anteriormente.

4.5.1.5 Precipitacédo do DNA

O sobrenadante contendo o DNA (deixar o pellet no tubo) foi
transferido para outro microtubo de 1,5 ml, previamente identificado, no qual,
adicionou-se 100 ul de isopropanol 100% gelado. Os tubos foram gentiimente
homogeneizados 50 vezes por inversdao e centrifugados a 14.000 rpm por 5
minutos. Apds a precipitacdo, o sobrenadante foi descartado e os tubos foram
invertidos sobre papel absorvente. Os pellets contendo o DNA foram lavados com
100 ul de etanol 70%, e os tubos homogeneizados 25 vezes por inversdo. Os
tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi

cuidadosamente descartado. Os tubos foram invertidos sobre um papel
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absorvente e o pellet correspondente a cada amostra foi seco a temperatura

ambiente.

4.5.1.6 Hidratagdo do DNA

O pellet correspondente a cada amostra foi ressuspendido em 20 ul da
solugdo de hidratagdo e deixado overnight a temperatura ambiente. O DNA

resultante foi armazenado em freezer -20°C até a realizagao dos ensaios de PCR.

4.5.2 Amplificagcao do gene GAPDH usado como controle da qualidade do
DNA purificado

As amostras de DNA foram submetidas a reacdo de PCR, utilizando-se
os primers especificos para a amplificagdo do gene GAPDH (gene constitutivo
humano), que amplificam um fragmento de aproximadamente 90 pb (pares de
base). A amplificagdo do GAPDH €& necessaria para assegurar a qualidade do
DNA extraido e a auséncia de inibidores inespecificos da reacdo de PCR. Para
nao haver contaminacdo da PCR, esta foi realizada em camara de fluxo
previamente limpa com alcool a 70% e irradiada com luz ultra-violeta por 30
minutos. Todos os reagentes da PCR foram rapidamente centrifugados e
homogeneizados no vortex, sendo previamente descongelados sobre o gelo
picado. Um controle negativo da reagao contendo todos os componentes, exceto
o DNA, foi incluido em todas as amplificagdes Como controle positivo utilizou-se
DNA humano extraido do sangue. O protocolo para PCR de GAPDH com todos
os reagentes encontra-se descrito no Anexo 3. As amplificagdes foram realizadas
em termociclador e as sequéncias dos primers e as condicdes da PCR estao
descritas na tabela 2. Os produtos obtidos pelas reagdes de PCR foram
analisados em gel de poliacrilamida a 8% e corados com nitrato de prata (Anexo
5).
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TABELA 2. Descricao dos primers e protocolos de ciclagem usados no ensaio de PCR para a

amplificagdo do gene GAPDH em amostras cervicais.

Fragmento Amplificado/Primers Condigoes de ciclagem

(=90 bp) 94°C - 5 min
94°C-30s h
Primer P1 (f) : 5' - TGGACTCCACGACGTACTCAG - 3' 59°C - 1 min

Primer P2 (f) : 5' - TTGTCATCAATGGAAATCCCATCA -3 72°C-1min > 35 ciclos
72°C - 7 min

4°C-OO J

4.5.3 Detecgao do genoma viral utilizando os primers genéricos GP5+/GP6+

e genotipagem do HPV-16 e HPV-18 utilizando primers tipo-especificos

Para detecgcdo do genoma do HPV, foi utilizada a técnica convencional
de PCR com primers consensuais GP5+ e GP6+. Todas as amostras negativas
para a presenca do HPV foram testadas trés vezes. As amostras que foram
positivas também foram testadas trés vezes para a confirmag¢ao da detecgcédo do
HPV. Como descrito anteriormente, todos os reagentes da PCR foram
rapidamente centrifugados e homogeneizados no vortex, sendo previamente
descongelados sobre o gelo picado. Um controle negativo da reagdo contendo
todos os componentes, exceto o DNA, foi incluido em todas as amplificagdes.
Como controle positivo utilizou-se uma amostra positiva para detec¢gao do HPV,
previamente testada.

As reacdes de PCR mediadas por GP5+/GP6+ foram realizadas num
volume final de 25 ul, utilizando um termociclador (PE 2400, Perkin Elmer), em
mistura contendo 2,0 mM MgCl;, 2,5 unidades de Taq DNA polimerase
(Invitrogen), 250 yM de cada desoxinucleotideo-trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, e
dTTP), 50 pmol de cada primer (GP5+ ou GP6+) e 100 ng de DNA em tampao 1
vez concentrado (Tag DNA Polimerase Buffer - Phoneutria). O protocolo para
PCR de GP5+/GP6+ com todos os reagentes encontra-se descrito no Anexo 3. As
sequéncias dos primers, o tamanho dos amplicons e as condigdes de ciclagem
usadas na PCR encontram-se descritas na tabela 3.

As reacbdes de PCR usadas para identificacdo de HPV-16 e -18

também foram realizadas num volume final de 25 ul, contendo uma mistura de 1,5
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mM MgCl,, 2,5 unidades de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 200 uM de cada
desoxinucleotideo-trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, e dTTP), 0,25 uM de cada
primer (p1:sense e p2: antisense) e 100 ng de DNA em tampéo 1 vez concentrado
(Tag DNA Polimerase Buffer - Invitrogen). Todas as amostras negativas para a
presenca do HPV foram testadas trés vezes. As amostras que foram positivas
também foram testadas trés vezes para a confirmacgao do tipo 16 e 18 do HPV. Um
controle negativo da reagcédo contendo todos os componentes, exceto o DNA, foi
incluido em todas as amplificagdes. Como controle positivo utilizou-se uma
amostra de carcinoma escamoso cervical, positiva para o HPV-16 e outra positiva
para o HPV-18, ambas previamente testadas. Os protocolos para PCR de HPV-16
e HPV-18 com todos os reagentes encontram-se descritos no Anexo 4. As
sequéncias dos primers, o tamanho dos amplicons e as condigdes de ciclagem
usadas na PCR encontram-se descritas na tabela 3. Os produtos obtidos pelas
reacdes de PCR foram analisados em gel de poliacrilamida a 8% e corados com

nitrato de prata (Anexo 5).

TABELA 3. Descricdo dos primers, tamanho dos amplicons e protocolos de ciclagem usados no

ensaio de PCR para deteccdo de HPV-16 e HPV-18 em amostras cervicais.

Fragmento Amplificado/Primers Condic¢oes de ciclagem

94°C -4 min Y

Regidao L1 (139-148 bp) - Varios HPVs de alto 94°C — 1 min

risco 40°C - 2 min

Primer GP5+ : 72°C-1min > 40 ciclos

5 -TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC - 3' 72°C - 7 min

Primer GP6+ : 4°C - o

5'- CTTATACTAAATGTCAAATAAAAAG - 3' J
94°C - 5 min N

Regiao E6 (=175 bp) - HPV-18 94°C — 1 min

P1:5" - CCGAGCACGACAGGAACGACT - 3' 50 °C - 1 min

P2 :5-TCGTTTTCTTCCTCTGAGTCGCTT - 3' 72°C-1min [ 35 ciclos
72°C - 7 min
4°C - o« J
95°C - 5 min

Regiao E6 (=120 bp) - HPV-16 95°C -30s

P1:5- TCAAAAGCCACTGTGTCCTGA - 3' 62°C - 1 min

P2 :5- CGTGTTCTTGATGATCTGCAA -3' 72°C - 1 min 40 ciclos
72°C - 7 min

4°C - «




5 ANALISE ESTATISTICA

Um banco de dados foi criado, utilizando o programa Microsoft Excel
2002, contendo todos os dados socio-demograficos, comportamentais e clinico-
patologicos das mulheres avaliadas neste estudo. A estatistica descritiva com
suas respectivas freqiéncias foi realizada para as variaveis relativas as
caracteristicas socio-demograficas, comportamentais e clinico-patoldgicas das
amostras obtidas. O teste do qui-quadrado com correcdo de Yates, nivel de
significancia de 5% e intervalo de confianga de 95% foi usado para avaliar as
possiveis diferencas entre os aspectos socio-demograficos, comportamentais e
clinico-patolégicos, no grupo de mulheres HIV-positivas e mulheres HIV-
negativas. Para investigar as possiveis associa¢des entre os fatores selecionados
e a infeccao por HPV realizou-se analise univariada, pelo teste de qui-quadrado ,

com nivel de significancia de 5% e corregéo de Yates.



6 RESULTADOS

A amplificacdo do gene constitutivo GAPDH foi positiva em 114 das
120 amostras testadas por PCR, incluindo 57 mulheres HIV-positivas e 57
mulheres HIV-negativas. O estudo analisou as caracteristicas socio-demograficas,
comportamentais e clinico-patologicas de 114 mulheres, sendo 57 delas HIV-
positivas e 57 HIV-negativas. A Figura 9 mostra os resultados dos produtos de
PCR analisados em gel de poliacrilamida 8%, obtidos com a utilizagao de primers

especificos para o gene GAPDH.

Kb C(-) C(+)

150pb -

100pb - 90pb

Figura 9: Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, corado com nitrato de prata, mostrando os
produtos de PCR obtidos com a utilizagdo de primers especificos para o gene GAPDH. Bandas
de aproximadamente 90 pares de bases demonstram a presenga de DNA.

6.1 Caracterizagcao da amostra

As caracteristicas socio-demograficas e comportamentais da
populagdo amostral estdo descritas na Tabela 4. A idade do grupo variou de 18 a
68 anos e a média de idade das pacientes no estudo foi de 38 anos. Ao analisar
0s aspectos socio-demograficos, como o estado civil, a renda familiar e a
escolaridade da populagdo amostral, verificou-se que 43,9% das mulheres eram
solteiras e 31,6% eram casadas; 69,3% das mulheres recebiam menos que um
salario minimo e 50,9% destas ndo concluiram o ensino fundamental. Com
relagao as caracteristicas comportamentais, a média de idade da primeira relacao
sexual foi aos 17 anos, variando de 12 a 31 anos; 51,75% das mulheres tiveram
de 1 a 3 parceiros sexuais durante sua vida e 9,65% tinham histéria de

prostituicao.
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Tabela 4: Analise descritiva das caracteristicas soécio-demograficas e
comportamentais do grupo estudado.

Variavel N %
Idade (anos) 38(18 - 68)
Estado Civil

Solteira 50 43,9
Casada 36 31,6
Outros 28 24,6
Renda Familiar

menor que 1 salario 79 69,3
1 a 3 salarios 30 26,3
acima de 3 salarios 5 4.4
Escolaridade

Ensino fundamental incompleto 58 50,9
Ensino fundamental completo 11 9,6
Ensino médio completo ou acima 45 39,5
nao informado 0 0,0
Paridade 2(0-10)

Idade da 1° relagao sexual 17 (12 - 31)

N. de parceiros sexuais

1a3 59 51,75
4a10 42 36,84
mais de 10 13 11,40
Historia de prostituicao

Sim 11 9,65
Nao 103 90,35
Tabagismo

Sim 29 25,44
Nao 85 74,56
Etilismo

Sim 33 28,95
Nao 81 71,05

A Tabela 5 mostra a descricdo das caracteristicas clinico-patologicas
das amostras cervicais analisadas neste estudo. A avaliagdo colpocitolégica
mostrou que de um total de 114 mulheres, 94 (83,4%) apresentaram citologia
normal e que 13 (10,8%) apresentaram lesdes precursoras do cancer cervical
(NIC I, NIC II/NICIII). Dentre as amostras cervicais das mulheres analisadas, 42
(36,8%) apresentaram o genoma do HPV detectado pela técnica de PCR. O HPV-
16 foi o tipo mais prevalente, sendo detectado em 40 mulheres, correspondendo a
35,1% dos casos estudados, enquanto o HPV-18 foi detectado em 18 mulheres
(15,8%). A associagao dos dois gendtipos (HPV-16 e HPV-18) foi detectada em

15,8% das mulheres.
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Tabela 5: Analise descritiva das caracteristicas clinico-patolégicas das amostras
cervicais estudadas.

Variavel N %
Citologia

Normal 94 84,2
ASCUS 7 5,8
NIC | 6 5
NIC 1I/1 7 5,8
Detecgao de HPV

Positivo 42 36,8
Negativo 72 63,2
Genotipagem

HPV 16 40 35,1
HPV 18 18 15,8
HPV 16 e HPV18 18 15,8

6.2 Diferengas entre as caracteristicas sécio-demograficas e

comportamentais dos dois grupos estudados

As caracteristicas socio-demograficas e comportamentais das
pacientes estudadas sdo mostradas na Tabela 6. Os dois grupos se mostraram
bastantes semelhantes com relagdo a algumas caracteristicas, porém, diferencas
significativas foram observadas entre eles. A média de idade das mulheres HIV-
positivas foi de 35 anos, enquanto que a média para as mulheres HIV negativas
foi de 39 anos. As diferencas entre as médias de idade ndo foram significativas.

Dentre as variaveis sécio-demograficas, foram observadas diferencas
significativas entre o estado civil (p< 0,05) das pacientes, sendo que as solteiras
perfaziam 66% do grupo de HIV-positivas, comparadas a 34% das HIV-negativas.
O estado civil “casada” foi considerado um fator de protecdo com relacdo a
infecgao pelo HIV (p< 0,05) [OR= 0,328; IC 95% (0,135-0,798)], pois 61,1% das
mulheres casadas eram HIV-negativas, enquanto 38,9% eram HIV-positivas.

A renda familiar foi outro aspecto divergente entre os grupos
estudados, sendo que 63,3% das mulheres que ganhavam menos que um salario
minimo eram HIV-positivas, enquanto que 76,7% das mulheres que ganhavam de
um a trés salarios minimos eram HIV-negativas (p< 0,05). Com relagcdo a
escolaridade, 65,5% das mulheres que ndao completaram o ensino fundamental

eram HIV-positivas, comparadas a 34,5% das HIV negativas. Por outro lado,
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68,9% das mulheres que completaram o ensino médio eram HIV- negativas
comparadas a 31,1% no grupo HIV-positivo (p< 0,05).

Quanto aos habitos sexuais, diferengas significativas foram observadas
entre os grupos com relagdo a historia de prostituicdo, sendo que 90,9 % das
mulheres que relataram histéria de prostituicdo eram HIV-positivas (p<0,05). Esta
observacdo demonstra que a prostituichio aumentou onze vezes o risco de
infeccdo pelo HIV, comparadas as mulheres que nao apresentaram historico de
prostituicdo [OR=11,915; IC 95% (1,471-96,512)].

Quando os dois grupos foram comparados com relagdo ao numero de
parceiros sexuais, observou-se que dentre as mulheres que relataram terde 1 a 3
parceiros sexuais, 62,7% eram HIV-negativas. Dentre as mulheres que relataram
ter de 4 a 10 parceiros sexuais, 57,1% eram HIV-positivas. Um risco duas vezes
maior para a infecgao pelo HPV foi observado para as mulheres que tiveram de 4
a 10 parceiros, comparadas as mulheres que apresentaram de 1 a 3 parceiros
sexuais (p< 0,05) [OR= 2,242; IC 95% (1,000-5,028)]. Dentre as mulheres que
tiveram mais de 10 parceiros sexuais, 84,6% eram HIV positivas, apresentando
um risco 9 vezes maior para a infecgdo pelo HIV (p< 0,05) [OR= 9;250; IC95%
(1,874-45,649)].

Com relacdo a idade a primeira relacao sexual, a média de idade no
grupo de mulheres HIV-positivas foi de 16 anos, variando de 12 a 22 anos,
enquanto que no grupo de mulheres HIV negativas, a média foi de 18 anos,
variando de 13 a 31 anos. Uma diferencga significativa foi observada entre os dois
grupos (p< 0,05). O tabagismo foi outra caracteristica comportamental que
apresentou diferenca significativa entre os dois grupos (p< 0,05). Dentre as
mulheres que fumavam, 69% eram HIV-positivas [OR=2,883; IC 95% (1,177-
7,062)]. O consumo de alcool ndo mostrou diferenga significativa entre os dois

grupos estudados.
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Tabela 6: Analise univariada das caracteristicas sdcio-demograficas e comportamentais avaliadas para

os dois grupos estudados.

Grupos
Variavel HIV negativo HIV positivo P **IC 95%
N % N %
Idade (anos) 39 (18-68) 35 (19-63) 0,111
Estado Civil
Solteira 17 34 33 66 1
Casada 22 61,1 14 38,9 0,013 * 0,328 (0,135 - 0,798)
Outros 18 64,3 10 35,7 0,01* 0,286 (0,109 - 0,755)
Renda Familiar
menor que 1 salario 29 36,7 50 63,3 1
1 a 3 salarios 23 76,7 7 23,3 <0,001* 0,205 (0,084 - 0,497)
acima de 3 salarios 5 100 0 - - -
Escolaridade
Ensino fundamental incompleto 20 34,5 38 65,5 1
Ensino fundamental completo 6 54,5 5 45,5 0,208 0,439 (0,119 - 1,617)
Ensino médio ou acima 31 68,9 14 311 0,001* 0,238 (0,103 - 0,546)
Paridade 2 (0-10) 2,5 (0-7) 0,091
Idade da 12 relagao sexual 18 (13-31) 16 (12-22) <0,001*
N. de parceiros sexuais
1a3 37 62,7 22 37,3 1
4a10 18 42,9 24 571 0,048* 2,242 (1,000 - 5,028)
mais de 10 2 15,4 11 84,6 0,005* 9,250 (1,874 - 45,649)
Historia de prostitui¢cao
Nao 56 54,4 47 456 1
Sim 1 9,1 10 90,9 0,004* 11,915 (1,471 - 96,512)
Tabagismo
Nao 48 56,5 37 43,5 1
Sim 9 31 20 69 0,018* 2,883 (1,177 - 7,062)
Etilismo
Nao 41 50,6 40 494 1
Sim 16 48,5 17 51,5 0,836 1,089 (0,485 - 2,448)

* Resultados com diferenca significativa entre as caracteristicas analisadas e os grupos estudados

**|C: intervalo de confianga

6.3 Caracteristicas clinico-patolégicas dos grupos estudados

A tabela 7 descreve os aspectos clinico-patolégicos avaliados para as

amostras cervicais obtidas dos dois grupos de mulheres analisadas neste estudo.

A citologia oncotica apresentou-se normal em 57,4% das mulheres HIV-negativas

e em 42,6% das mulheres HIV-positivas. Dentre as mulheres que apresentaram
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lesdo de baixo grau (NICI), 100% eram HIV-positivas e dentre as que
apresentaram leséo de alto grau (NIC II/NIC Ill), 85,7% eram HIV-positivas.

A deteccdo do genoma do HPV pelo método de PCR apresentou
diferenga significativa entre os grupos estudados. A detecgdo do HPV foi mais
prevalente no grupo de mulheres HIV-positivas. O DNA do HPV foi detectado em
64,3% das mulheres HIV-positivas e em 35,7% das mulheres HIV-negativas
(p<0,05) [OR = 2,5; IC 95% (1,148-5,531)], ou seja, a infecgdo pelo HIV esta
associada a um risco 2,5 vezes maior de infeccado pelo HPV. A Figura 10 mostra
os resultados dos produtos de PCR analisados em gel de poliacrilamida 8%,
obtidos com a utilizagdo dos primers genéricos GP5+/GP6+ para detecgcéo do
HPV.

Kb C) C+)

200 pb-

140 pb

100 pb-

Figura 10: Amplificagdo por PCR da regido L1 do genoma do HPV, utilizando os primers
genéricos GP5+/GP6+. Bandas de aproximadamente 140 pares de bases demonstram a
presenga do genoma viral nas amostras.

A genotipagem do HPV foi realizada utilizando primers especificos para
o HPV-16 e o HPV-18 e uma diferenga significativa foi observada entre os grupos
de mulheres estudadas. As Figuras 11 e 12 mostram os resultados dos produtos
de PCR analisados em gel de poliacrilamida 8%, obtidos com a utilizagédo dos

primers especificos para o HPV-16 e HPV-18, respectivamente. Dentre as 57
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amostras cervicais obtidas de mulheres HIV-positivas, 27 apresentaram o genoma
do HPV e em todas elas foi detectado o HPV-16. O HPV-16 foi o tipo mais
prevalente, tanto no grupo de mulheres HIV-negativas, como no grupo de
mulheres HIV-positivas. A deteccdo do genoma do HPV-16 foi positiva em 67,5%
das amostras obtidas de mulheres HIV-positivas e 32,5% das amostras obtidas
das mulheres HIV-negativas (p< 0,05) [OR = 3,046; IC 95% (1,358-6,835)]. O
HPV-18 também foi o mais prevalente no grupo de mulheres HIV-positivas,
perfazendo 72,2% dos casos, comparados a 27,8% no grupo de mulheres HIV-
negativas (p< 0,05) [OR = 3,073; IC 95% (1,016-9,294)]. Salienta-se ainda que,
em todas as amostras em que foi detectado o HPV-18 encontrou-se

simultaneamente o HPV-16.

Tabela 7: Analise univariada segundo as caracteristicas clinico-patoldgicas dos grupos estudados

Variavel Grupos p **]C 95%
HIV negativo HIV positivo
N % N %
Citologia
Normal 54 57,4 40 42,6 1
ASCUS 2 28,6 5 71,4 0,276 3,375 (0,623 - 18,291)
NIC | 0 0 6 100 - -
NIC I1/11 1 14,3 6 85,7 0,069 8,100 (0,938 - 69,965)
Detec¢ao de HPV
Negativo 42 58,3 30 41,7 1
Positivo 15 35,7 27 64,3 0,02* 2,520 (1,148 - 5,531)
Genotipagem
HPV 16
Negativo 44 59,5 30 40,5 1
Positivo 13 32,5 27 67,5 0,006* 3,046 (1,358 - 6,835)
HPV 18
Negativo 52 54,2 44 45,8 1
Positivo 5 27,8 13 72,2 0,04* 3,073 (1,016 - 9,294)
HPV-16 e HPV-18
Negativo 52 54,2 44 45,8 1
Positivo 5 27,8 13 72,2 0,04* 3,073 (1,016 — 9,294)

* Resultados com diferenca significativa entre as caracteristicas analisadas e os grupos estudados

**|C: intervalo de confianga
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Kb _ C(-) C(+)

100pb -

Figura 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, corado com nitrato de prata, mostrando
produtos de amplificagdo com cerca de 120 pares de bases obtidos por ensaios de PCR com a
utilizagado de primers especificos para a regido E6 do HPV-16.

Kb C(-) - - - - 4+ - - - 4+ + - - - ()

200pb -
-175pb
150pb -

Figura 12: Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, corado com nitrato de prata, mostrando
produtos de amplificagdo com cerca de, 175 pares de bases obtidos por ensaios de PCR com
a utilizagéo de primers especificos para a regiao E6 do HPV-18.

6.4 Associagoes entre a detecgdao do genoma do HPV e as caracteristicas

clinico-patolégicas e comportamentais das mulheres estudadas

Os resultados das possiveis associagdes entre a detec¢gdo do genoma
do HPV e as caracteristicas clinico-patolégicas e comportamentais das mulheres
avaliadas neste estudo encontram-se descritas na tabela 8 para as mulheres HIV-
negativas e na tabela 9 para as HIV-positivas. No grupo de mulheres HIV-
negativas, nenhuma associacao estatisticamente significativa foi observada em
relacdo a essas caracteriticas. Cerca de, 76% das mulheres com exame citolégico

normal, apresentaram resultados negativos para a detecgdo de HPV enquanto
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que 24% apresentaram o genoma viral nas células cervicais, porém sem
nenhuma alteragdo citolégica microscopicamente visivel. Apenas uma das 57
mulheres HIV-negativas apresentou lesao intra-epitelial cervical de alto grau (NIC
[I/NIC 1llI) ao exame citoldégico convencional e nesta amostra, o genoma do HPV-
16 foi detectado. No grupo de mulheres HIV-negativas, nenhuma apresentou
lesdo intra-epitelial de baixo grau e das duas pacientes que apresentaram
ASCUS, apenas uma apresentou resultado positivo para detec¢ao de HPV.

No grupo de mulheres HIV-negativas, observou-se que as mulheres
que iniciaram a atividade sexual depois dos 18 anos, apresentaram uma maior
prevaléncia do HPV (30,4%) comparadas as mulheres que iniciaram a atividade
com menos de 18 anos (23,5%). Porém essa diferenga nao foi significativa. Nesse
grupo de mulheres, aquelas que tiveram de 1 a 3 parceiros sexuais apresentaram
maior prevaléncia do HPV (29,7%) quando comparadas as mulheres que tiveram
de 4 a 10 parceiros (22,2%). De todas as mulheres HIV-negativas, apenas uma

relatou ter historia de prostituicdo e nessa o genoma do HPV foi detectado.

Tabela 8 — Deteccdo de HPV em relagao as caracteristicas clinico-patolégicas e comportamentais

em pacientes HIV negativas

Detecgao do HPV

Variavel Negativa Positiva p **|C 95%
N % N %

Citologia
Normal 41 75,9 13 24,1 1
ASCUS 1 50 1 50 0,406 3,154 (0,148 - 54,042)
NIC I 0 0 0 0 - -
NIC I1/11 0 0 1 100 0,084 -
idade na 12 relagao sexual
<18 26 76,5 8 23,5 1
>18 16 69,6 7 30,4 0,561 0,703 (0,214 - 2,312)
N. de parceiros sexuais
1a3 26 70,3 11 29,7 1
4a10 14 77,8 4 22,2 0,557 0,675 (0,181 - 2,518)
mais de 10 2 100 0 0 0,363 -
Historia de prostituicao
Ndo 42 75 14 25 1
Sim 0 9,1 1 90,9 0,091 -

**|C: intervalo de confianga
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A Tabela 9 apresenta os resultados da detecgdo do HPV de acordo
com as variaveis clinico-patolégicas e comportamentais para o grupo de
mulheres HIV-positivas. Dentre as 57 mulheres HIV-positivas, 40 apresentaram
citologia normal, 5 apresentaram ASCUS, 6 apresentaram NIC | e 6
apresentaram NIC II/NIC Ill. O genoma do HPV foi encontrado em 37,5% das
mulheres que apresentaram exame citolégico normal. Nas mulheres com
ASCUS e NIC |, a deteccado do genoma do HPV foi positiva em,
respectivamente, 40% e 66,7% das amostras cervicais.

No grupo de mulheres HIV-positivas uma associagao
estatisticamente significativa foi observada entre a detecgdo do genoma do
HPV e a presenca de lesdes intra-epiteliais de alto grau (NIC II/NIC 111), ou seja,
todas as mulheres HIV-positivas que apresentaram lesdes intra-epiteliais de
alto grau, apresentaram também resultados positivos para a detecgdo do
genoma do HPV nas amostras cervicais.(p<0,05) [OR = 3,333; IC 95% (0,543-
20,451)].

Com relagao a idade a primeira relagdo sexual, observou-se que as
mulheres que iniciaram a atividade sexual acima dos 16 anos apresentaram
uma maior prevaléncia de infec¢do pelo HPV (57,1%), comparadas as mulheres
que iniciaram a atividade com ou menos de 16 anos (41,7%), porém essa
diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Nesse grupo de mulheres,
aquelas que tiveram de 1 a 3 parceiros sexuais apresentaram uma maior
prevaléncia do HPV (59,1%), quando comparadas as mulheres que tiveram de
4 a 10 parceiros (45,8%),0u mais de 10 parceiros sexuais (27,3%), porém
nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada. Das 57
mulheres HIV-positivas,10 relataram ter histéria de prostituicdo e nessas o

genoma do HPV foi detectado em 5 casos (50%).



Tabela 9: Deteccdo de HPV em

comportamentais em pacientes HIV positivas.

relagdo as caracteristicas
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clinico-patolégicas e

Detecgdo do HPV

Variavel Negativa Positiva p **|C 95%
N % N %

Citologia
Normal 25 62,5 15 37,5 1
ASCUS 60 2 40 0,913 3,333 (0,543 - 20,451)
NIC | 2 33,3 4 66,7 0,176 -
NIC I1/11 0 6 100 0,004* -
idade na 12 relagao sexual
<16 21 58,3 15 41,7 1
>16 9 42,9 21 57,1 0,259 0,536 (0,180 - 1,592)
N. de parceiros sexuais
la3 9 40,9 13 59,1 1
4a10 13 54,2 11 45,8 0,369 0,586 (0,182 - 1,886)
mais de 10 8 72,7 3 27,3 0,085 0,563 (0,303 - 1,045)
Historia de prostituicao
Nao 25 53,2 22 46,8 1
Sim 5 50 5 50 0,854 1,136 (0,290 - 4,452)

* Resultados com associagao significativa entre a detecgéo do HPV as caracteristicas analisadas

**|C: intervalo de confianca



7 DISCUSSAO

Evidéncias demonstrando o papel do HPV como o agente etiolégico
para o cancer cervical vem sendo apresentadas ha cerca de duas décadas.
Varios estudos epidemioldgicos, clinico-patolégicos e moleculares se seguiram
confirmando o papel do HPV na patogénese do cancer cervical e em suas lesdes
precursoras (Munoz et al., 1992; Schiffman et al., 1993; Kjaer et al., 1996;
Holoway et al., 1999; Walboomers, 1999; zur Hausen, 2000; Martin et al., 2006).

Embora, somente uma pequena fracao de mulheres imunocompetentes
com infeccdo pelo HPV desenvolvam anormalidades citoldgicas, mulheres
imunocomprometidas infectadas pelo HPV sdo mais suscetiveis a essas
anormalidades, apresentando uma frequéncia muito maior (Ellerbrock et al., 2000;
Mbulaiteye et al., 2003). A co-infeccéo pelo HPV é a situacéo clinica de maior
incidéncia em mulheres infectadas pelo HIV. Sabe-se que a persisténcia da
infeccdo pelo HPV de alto risco € um fator importante e determinante do cancer
invasor e que mecanismos imunolégicos sao necessarios para controlar a
infeccdo e promover o clearence viral. Assim, mulheres infectadas pelo HIV sdo
mais suscetiveis a aquisi¢ao e aos danos decorrentes da infecgao pelo HPV, com
progressao mais rapida para lesées mais graves, pior resposta aos tratamentos
disponiveis e maior indice de recidiva (Sun et al.,1997; Ellerbrock et al., 2000;
Ahdieh et al., 2001; Levi et al., 2002; Palefsky, 2003; Spinillo et al., 2006).

Nosso estudo inicialmente testou 120 mulheres, sendo que destas 60
eram HIV-positivas e 60 eram HIV-negativas. Ao analisar a amplificagdo do gene
constitutivo GAPDH, obteve-se o DNA amplificavel por PCR em 57 mulheres HIV-
positivas e 57 mulheres HIV-negativas. A auséncia de DNA amplificavel em 6 do
total de amostras, deve-se provavelmente, a pequena quantidade de células
presente no material cervical e o ato de congelar e descongelar as amostras
durante os testes, o que pode ter ocasionado a degradagdo do DNA dessas
amostras.

A média de idade das mulheres HIV-positivas e HIV-negativas foi de
respectivamente, 35 e 39 anos, similar aos encontrados em estudos realizados

em Sao Paulo, Minas Gerais e Bahia (Levi et al., 2002, Queiroz et al., 2004;
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Campos et al., 2005). Paulo et al. (2007) em um estudo também realizado em S&o
Paulo encontraram uma média de idade de 33 anos para as mulheres analisadas,
assim como os dados de Heard et al. (2000). Um estudo como o Women’s
Interagency HIV Study (WIHS), que envolveu 2058 mulheres HIV-positivas,
apresentou 42% das mulheres com idades entre 30 a 39 anos (Strickler et al.,
2005). Segundo dados do Ministério da Saude no Brasil, a faixa etaria mais
representativa de mulheres infectadas pelo HIV situa-se entre 20 e 39 anos
(Santos et al., 2000). O que se percebe é que no Brasil, as infec¢des pelo HPV e
o HIV sdo mais comuns em mulheres na idade reprodutiva. As lesdes intra-
epiteliais cervicais também s&o consideradas as doencas ginecoldgicas mais
comuns nas mulheres em idade reprodutiva, nos Estado Unidos (Wright et al.,
2001).

Dentre as caracteristicas socio-demograficas e comportamentais
analisadas em nosso estudo, diferengas significativas foram observadas com
relacdo ao estado civil, renda familiar, escolaridade, idade da primeira relagao
sexual, numero de parceiros sexuais, histéria de prostituicdo e tabagismo. O
estado civil representa um importante fator de risco para a infecgcao pelo HIV e
esta associagcdo tem sido demonstrada em varios estudos. Ao avaliarmos o
estado civil no grupo de mulheres HIV-positivas, verificamos que 66% eram
solteiras, comparadas a 34% no grupo de mulheres HIV-negativas. Por outro lado,
observou-se que 61,1% das mulheres casadas eram HIV-negativas e 38,9% eram
HIV—positivas, concordando com os dados de outro estudo, em que a grande
maioria das mulheres soronegativas encontrava-se casada ou amasiada (Campos
et al.,, 2005). Uma possivel explicagdo para esse fato seria que as mulheres
solteiras se expdem a um maior numero de parceiros sexuais € nao estariam
usando métodos de barreira, como o0 uso de preservativos. O estado civil
mostrou-se uma variavel importante, uma vez que as mulheres casadas
apresentaram percentagem mais baixa que as mulheres com outros estados civis,
sendo que o estado civil “casada” foi considerado um fator de protecdo com
relagao a infeccéo pelo HIV.

Nesse estudo, constatou-se que a maioria das pacientes em ambos os
grupos tiveram sua vida sexual iniciada na adolescéncia. No grupo de mulheres

HIV-negativas a média de idade da primeira relagdo sexual foi aos 18 anos de
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idade (13-31 anos), sendo que no grupo de mulheres HIV-positivas, a média foi
de 16 anos de idade (12-22 anos) com diferenga estatisticamente significativa
entre os grupos. Queiroz et al. (2004) encontraram uma média de idade da
primeira relagéo sexual de 17 anos de idade, sendo que 88% das mulheres HIV-
positivas tiveram sua primeira relagao sexual entre 12 a 22 anos, concordando
com nosso estudo. Campos et al (2005), constataram mediana de 18 anos em
relacdo a idade do primeiro intercurso sexual, porém nao demontrou diferenca
significativa entre os grupos.

O inicio precoce da atividade sexual esta relacionado com a infec¢ao
pelo HPV e é considerado um fator de risco para o cancer do colo uterino,
possibilitando maior multiplicidade de parceiros, e maior oportunidade de adquirir
infeccbes sexualmente transmissiveis, incluindo a AIDS (Nonnenmacher et al.,
2002). A infeccédo pelo HPV foi mais comum em mulheres jovens, sexualmente
ativas, segundo Nonnenmacher et al. (2002) e a maioria das mulheres que
desenvolveram o céancer do colo uterino iniciou a atividade sexual antes dos 18
anos de idade.

Quanto aos outros aspectos comportamentais com diferencas
significativas entre os grupos, encontramos historia de prostituigdo e o numero de
parceiros sexuais. Cerca de 90,9% das mulheres que relataram historia de
prostituicdo eram HIV-positivas, e este fato aumenta 11 vezes o risco de infecgao
pelo HIV. Ellerbrock et al. (2000) constataram que historia de prostituigdo foi
significativamente mais comum em mulheres HIV-positivas, quando comparada
as mulheres HIV-negativas. Um estudo analisou 41 mulheres HIV-positivas e 38
HIV-negativas, e nove delas relataram historia de prostituicdo, sendo que 19,6%
das mulheres com historia de prostituicdo eram HIV-positivas (Campos et al.,
2005). As mulheres que relataram ter de 4 a 10 parceiros sexuais e as que
relataram ter acima de 10 parceiros sexuais correspondem, respectivamente, a
57,1% e 84,6% de mulheres HIV-positivas. Strickler et al. (2005) também
evidenciaram que mulheres HIV-positivas apresentam um maior numero de
parceiros sexuais (23% HIV-positivas) quando comparadas as mulheres HIV-
negativas (15% HIV—-negativas).

Os fatores de risco mais importantes para a co-infecgao HIV e HPV

incluem multiplos parceiros sexuais, sexo com homens que tiveram multiplas
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parceiras sexuais, idade precoce para a primeira relagdo sexual, baixo nivel
sécio-econdmico e pratica sexual sem protecao (Pinto et al., 2002). No grupo de
mulheres HIV-positivas, que relataram ter histéria de prostituicdo, 50%
apresentavam o genoma do HPV. Nas mulheres que relataram ter de 4 a 10
parceiros sexuais e acima de 10 parceiros sexuais, o genoma do HPV foi
detectado em, respectivamente, 45,8% e 27,3%, sugerindo uma maior exposigao
para adquirir doengas sexualmente transmissiveis, inclusive o HPV.

Estudos relatam que o tabagismo tem sido associado ao aumento do
cancer cervical e suas lesdes precursoras, poréem sua potencial influéncia na
histéria natural da infeccao pelo HPV ainda é incerta (Castle et al., 2002; Plummer
et al.,, 2003). Teoricamente o tabagismo pode aumentar a incidéncia e a
persisténcia das infec¢des pelo HPV, em decorréncia da supressao da imunidade
local (Koshiol et al., 2006). Por outro lado, o fumo pode regular citocinas
especificas, protegendo a cérvice uterina contra o HPV e outras infecgdes virais,
diminuindo assim o risco de infecgao pelo HPV associado a neoplasia cervical
(Eppel et al., 2000). Em nosso estudo, diferengas significativas foram observadas
em relagdo ao tabagismo nos dois grupos estudados. Dentre as mulheres que
fumavam 69% eram HIV-positivas e 31% HIV-negativasV. Ja foi relatado que a
infeccédo pelo HIV estd associada com um aumento do risco de infec¢do
persistente pelo HPV (Ahdieh et al., 2000; Ahdieh et al., 2001). Entéo, a
associagao entre o fumo e a persisténcia do HPV pode diferir entre mulheres HIV-
positivas e mulheres HIV-negativas (Koshiol et al., 2006).

Na avaliacdo referente a citologia oncética cervical, em nosso estudo
foi encontrado um maior numero de anormalidades cervicais em mulheres HIV-
positivas, comparadas as mulheres HIV-negativas. Porém essa diferenca nao foi
significativa. Dentre as mulheres que apresentaram lesdes de baixo grau (NIC I) e
lesbes de alto grau (NIC Il/lll), 100% e 85,7%, respectivamente, eram HIV-
positivas. As alteragdes citologicas classificadas como ASCUS estavam presentes
em 71,4% das mulheres HIV-positivas. Em contraste, as anormalidades
citolégicas encontradas nas mulheres HIV-negativas, incluiram 28,6% com
ASCUS, e 14,3% com HSIL, sendo que, nenhuma LSIL foi encontrada.

Estudos realizados em S&o Paulo também demonstraram maior

freqUéncia de anormalidades citolégicas cervicais em mulheres HIV-positivas em
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relacdo as mulheres HIV-negativas (Auge et al., 2000; Levi et al., 2002;
Gongalves et al., 2003). Tornesello et al. (2008), analisando 112 mulheres HIV-
positivas e 115 mulheres HIV-negativas, encontraram anormalidades cervicais em
29,5% das mulheres HIV-positivas, sendo 17% de ASCUS ou LSIL e 12,5% de
HSIL. Entretanto, nas mulheres HIV-negativas, encontraram 6,9% de
anormalidades cervicais, sendo 5,2% com ASCUS ou LSIL e apenas 1,7% com
HSIL. Mulheres infectadas pelo HIV podem ter prevaléncia dez vezes maior de
lesdo intraepitelial escamosa, quando comparadas as mulheres soronegativas
para o HIV (Davis et al., 2001). Isto é relevante em vista do fato de que a infec¢ao
por certos tipos de HPV ter sido vinculada ao desenvolvimento de neoplasia
cervical, associagao ja claramente estabelecida (Souza et al., 2001; Bosch et al.,
2002; de Sanjosé & Palefsky, 2002). A associagao entre a presenca de lesdes
intraepiteliais cervicais e a imunodeficiéncia pelo HIV também ja foi relatada
anteriormente (Klein et al., 1994; Six et al., 1998). Entretanto, o mecanismo pelo
qual a imunodeficiéncia causada pelo HIV aumenta o risco de SIL/NIC, ainda nao
esta bem esclarecido. Acredita-se que a imunodeficiéncia causada pelo HIV pode
aumentar a persisténcia da infeccdo pelo HPV ou permitir a replicacdo do HPV
em altos niveis, aumentando o risco de progressdo das SIL para o céancer.
Achados citologicos diferentes foram observados por Ellerbrock et al. (2000), que
encontraram uma incidéncia consideravelmente menor de SILs em mulheres
infectadas pelo HIV comparadas as mulheres n&o infectadas pelo HIV.
Diferencas entre esses estudos podem ser atribuidas a realizagdo de outros
exames citolégicos como a colposcopia e biopsia nas diferentes populacdes
estudadas.

De acordo com nosso estudo, o genoma do HPV foi encontrado em
37,5% das mulheres HIV-positivas e em 24,1% das mulheres HIV-negativas que
apresentaram citologia oncética normal. A citologia convencional de Papanicolaou
mostrou-se menos sensivel em detectar alteragdes citoldgicas sugestivas de
infeccdo pelo HPV, quando comparada a técnica de PCR. Paulo et al. (2007)
demonstratram sensibilidade para o exame de Papanicolaou de 38% comparada
a PCR. Uma metanalise, envolvendo 28 estudos para verificar a acuracia da
citologia no diagndstico de NIC em mulheres HIV-positivas, encontrou

sensibilidade de 58% e especificidade de 69%, comprovando a grande limitagdo
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da citologia como instrumento para detecgdo de infecgbes pelo HPV em
populagdes de alto risco para NIC (Fahey et al., 1995). Outro estudo relacionando
achados de citologia com os da histologia analisou 248 mulheres HIV-positivas,
confirmando o valor limitado da citologia para o diagnostico de NIC. Das 168
citologias normais, 87 (52%) tinham o genoma do HPV no exame histopatologico
e 31 (18,5%) tinham algum grau de displasia (sensibilidade de 60% e
especificidade de 81%) (Maiman et al., 1998).

Com relacao aos aspectos clinico-patolégicos, diferengas significativas
foram observadas entre os grupos em relacao a detecgdo do DNA do HPV. Nosso
estudo demonstrou uma prevaléncia mais alta do DNA do HPV em mulheres HIV-
positivas quando comparadas as mulheres HIV-negativas. De acordo com nossos
dados, o genoma do HPV foi detectado pela PCR em 64,3% das mulheres HIV-
positivas e em 35,7% das mulheres HIV-negativas, apresentando diferenca
significativa entre os grupos estudados. A infecgdo pelo HIV aumentou 2,5 vezes
o risco de infecgao pelo HPV. Nossos dados confirmam estudos anteriores, que
relatam que a infeccdo pelo HPV é significativamente mais frequente em
mulheres HIV-positivas, quando comparadas as mulheres HIV-negativas
(Palefsky et al., 1999; Ellerbrock et al., 2000; Moscicki et al., 2000). Outros
estudos tém evidenciado que a frequéncia de infeccdo pelo papilomavirus
humano esta relacionada com comprometimento pelo HIV (Auge et al., 2000;
Moscicki et al., 2000; Strickler et al., 2005; Paulo et al., 2007).

Ahdieh et al. (2001) verificaram uma prevaléncia do genoma do HPV
em 90,2% das mulheres HIV-positivas e 54,6% entre mulheres HIV-negativas. No
Brasil observou-se uma prevaléncia de 78 a 98% do genoma do HPV, em
mulheres HIV-positivas, empregando-se a metodologia de PCR, e de 64,5%,
quando a técnica de captura hibrida foi usada (Sun et al., 1995; Levi et al., 2002;
Levi et al., 2004). Alguns desses estudos apresentaram a prevaléncia do HPV em
relagdo ao tipo de lesdo cervical, levando também em consideragdo o estado de
imunossupressao e a quantificagcdo da carga viral do HPV no colo do utero das
pacientes infectadas pelo HIV (Zimmermmann & Melo, 2002). N&o foi possivel o
acesso aos dados de carga viral do HIV e de contagens de linfocitos TCD4+ de

nossas pacientes.
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Em outros estudos realizados no Brasil, como em Santos-SP, dentre
141 mulheres infectadas pelo HIV, o genoma do HPV foi detectado em
aproximadamente 81% das pacientes (Gongalves et al., 1999). Campos et al.
(2005) também constataram com o uso da técnica de PCR, uma frequéncia de
73,2% do genoma do HPV em mulheres HIV-positivas comparadas a 23,6% nas
mulheres HIV-negativas. O estudo demonstrou uma chance 8,7 vezes maior para
a presencga do HPV nas mulheres HIV-positivas. Estudos que utilizam a técnica de
PCR para deteccdo do genoma do HPV sao usados desde 1992 e demonstram
prevaléncias entre 40 a 98% nas mulheres HIV-positivas e de 13 a 56% nas
mulheres HIV-negativas (Palefsky et al., 2001; Ferenczy et al., 2003).

Heard et al. (2000) analisando 307 mulheres HIV-positivas, detectaram
o DNA do HPV em 49,5%, com o uso da técnica de PCR, sendo que 24,8%
dessas mulheres apresentaram-se com ASCUS e 27% com NIC (13,7% com LSIL
e 13,3% com HSIL). Em mulheres HIV-positivas, Moscicki et al. (2000)
encontraram uma prevaléncia de 77,4% do DNA do HPV, comparadas a 54,5%
em mulheres HIV-negativas, usando a técnica de PCR. Nesse mesmo estudo, o
DNA do HPV foi encontrado em 61,7% das mulheres HIV—positivas que
apresentaram achados citolégicos normais, comparadas a 56,8% em mulheres
HIV-negativas. Dentre as mulheres com infec¢cado pelo HPV, 70% das mulheres
HIV-negativas apresentaram achados citolégicos normais, comparadas a 29,9%
das mulheres HIV-positivas. Levi et al. (2002), analisando mulheres infectadas
pelo HIV, encontraram uma prevaléncia do DNA do HPV em 64,5% dessas
mulheres, sendo que em 19%, anormalidades citoldégicas compativeis com NIC
foram detectadas (12% NICI, 5% NICIl e 2% NIC 11I).

Altas prevaléncias de SlLs estdo associadas com a infec¢ao pelo HPV
em mulheres HIV-positivas. Nosso estudo demonstrou uma associagao
estatisticamente significativa, entre a detec¢do do genoma do HPV e a presencga
de lesdes intraepiteliais de alto grau, no grupo de mulheres HIV-positivas. Todas
as mulheres HIV-positivas que apresentaram lesdes intraepiteliais de alto grau
tiveram amostras cervicais positivas para a detecgdo do genoma do HPV.

Auge et al. (2000) encontraram uma alta prevaléncia (86,7%) de
infeccdo pelo HPV nos casos de NIC em mulheres HIV-positivas, concordando

com nosso estudo. Em outro estudo, a infecgao pelo HPV também foi associada
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as SIL, com taxas mais altas entre as mulheres HIV-positivas comparadas as
mulheres HIV-negativas (Moscicki et al., 2000). Nesse mesmo estudo, o DNA do
HPV foi detectado em 90,9% das mulheres infectadas pelo HIV, que
apresentaram SlILs. Cerca de 90% das mulheres HIV-positivas com ASCUS
também foram positivas para o DNA do HPV, comparadas a 42,9% das mulheres
HIV-negativas. Ellerbrock et al. (2000) também encontraram associagao
significativa entre o desenvolvimento de SiLs e a presenca do DNA do HPV. As
taxas mais altas de HPV e SILs em mulheres HIV-positivas podem ser atribuidas
especificamente ao estado de imunossupressao ou as diferengas nos estagios da
historia natural da infecgao pelo HPV ou HIV.

Em um recente estudo, em que foram analisadas 328 mulheres
infectadas pelo HIV e 325 mulheres nao infectadas, o DNA do HPV foi detectado
em 54% das mulheres HIV-positivas comparadas a 32% das mulheres HIV-
negativas, utilizando a técnica de PCR. Dentre as mulheres infectadas pelo HIV,
20% apresentaram SIL, sendo que 91% correspondiam as lesdes intraepiteliais
de baixo grau e 9% as lesbes de alto grau. Entretanto, entre as mulheres HIV-
negativas 5% apresentaram SIL, sendo 75% com lesdes intraepiteliais de baixo
grau e 25% com lesdes de alto grau. Mulheres infectadas pelo HIV apresentam
um risco 4,5 vezes maior de desenvolver lesdes intraepiteliais (Ellerbrock et al.,
2000). Em estudo realizado no Brasil, o0 genoma do HPV foi encontrado em 91%
dos casos de NIC ou carcinoma, em mulheres HIV-positivas, concordando assim
com os dados encontrados em nosso estudo. (Queiroz et al., 2004).

Nosso estudo demonstrou diferengas significativas em relacédo a
genotipagem do HPV-16 e HPV-18. Dentre as 57 amostras cervicais obtidas de
mulheres HIV-positivas, 27 apresentaram o genoma do HPV, e em todas estas o
HPV-16 foi detectado, correspondendo a 67,5% dos casos. Esse valor foi
significativamente diferente dos 32,5% detectados nas mulheres HIV-negativas. O
HPV -16 foi o tipo mais prevalente em ambos os grupos de mulheres analisadas.
O HPV -18 também foi o mais prevalente nas mulheres HIV-positivas (72,2%),
comparado a 27,8% no grupo de mulheres HIV-negativas. Estudos realizados no
Brasil e na india também encontraram o HPV-16 como sendo o tipo mais
prevalente entre as mulheres infectadas pelo HIV, reforcando assim, os nossos
resultados (Gongalves et al., 1999; Levi et al., 2004; Joshi et al.,2005). Gongalves
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et al. (1999), ao analisarem 141 mulheres HIV-positivas, detectaram os tipos 16 e
18 (30,5%) como os tipos de HPV mais prevalentes. Uma investigacado sobre a
prevaléncia do papilomavirus humano no cancer cervical, com perspectiva
mundial, demonstrou os tipos de HPV mais prevalentes nas diferentes regides
geograficas. O HPV-16 estava presente em 50% dos espécimes cervicais e 0
HPV 18 em 14%. A infeccdo pelo HPV-16 foi a mais prevalente em todos os
paises, exceto na Indonésia, onde o HPV-18 foi o mais comum (Bosch et al.,
1995). No Brasil, Rabelo-Santos et al. (2003) em Goiania- GO, encontaram o DNA
do HPV presente em 76% das pacientes com diagnostico de NICIIl e cancer
cervical, sendo o HPV-16 o tipo mais prevalente.

Um estudo de metanalise, abrangendo os Continentes da América do
Norte, Africa, Asia Europa e Américas do Sul e Central, avaliou a prevaléncia dos
tipos de HPV em 5.578 mulheres infectadas pelo HIV (Clifford et al., 2006). Nas
Ameéricas do Sul e Central, mais especificamente no Brasil e no México, foram
analisadas 435 mulheres HIV-positivas, correspondendo a 7,8% do total mundial.
Essa pesquisa demonstrou que a proporgao de mulheres HIV-positivas com HPV-
16 aumentou com consequente aumento da gravidade das lesdes cervicais.
Entretanto, a prevaléncia do HPV-16 foi baixa nessas mulheres. Em um estudo
realizado em Sao Paulo, 208 mulheres HIV-positivas foram analisadas e em
100% de suas amostras cervicais foi detectado o genoma do HPV, sendo o HPV-
16 o tipo mais prevalente (39,2%), seguido pelo HPV-51 (31,9%, HPV-11 (26%),
HPV-18 (24%) e HPV-16 (22,5%) (Levi et al., 2002).

A persisténcia da infeccdao pelo HPV e a multiplicidade de tipos,
particularmente de alto risco oncogénico, sdo co-fatores importantes na
determinacao das modificagbes celulares induzidas pelo HPV. Estas duas
condicbes sdo frequentemente encontradas entre as mulheres infectadas pelo
HIV (Palefsky & Holly, 2003; Levi et al., 2004; Luque et al., 2006; Clifford et al.,
2006). A infecgao dupla com o HPV-16 e HPV- 18 foi detectada neste estudo, em
72,2% das mulheres HIV-positivas e em 27,8% das mulheres HIV-negativas, com
diferencga significativa entre os grupos estudados.

Um estudo desenvolvido na Bahia descreveu o HPV-16 como o tipo de
HPV mais prevalente entre as mulheres HIV-positivas e HIV-negativas (Queiroz et

al., 2004). Munoz et al. (2003) em um estudo que abrangeu varios paises,
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também encontrou o HPV-16 como o tipo mais prevalente, com taxas variando de
43,9% nas Philipinas a 72,4% em Marrocos. A infeccdo pelo HPV-16 € um
importante fator para a progressao da doenga cervical e esta associado com uma
maior persisténcia da infecgdo quando comparado a outros tipos de HPV
(Syrjanen & Syrjanen, 2000). Dados de um estudo longitudinal sugerem que
existe um risco muito alto da infecgdo pelo HPV-16 progredir de lesdes
intraepiteliais escamosas de alto grau para o cancer cervical, em um periodo de 5
anos. O HPV-16 tem a habilidade de evadir as células do sistema imune em
pacientes imunocompetentes (Villa et al., 2002; Nicol et al., 2005).

Um estudo desenvolvido em S&o Paulo descreveu os tipos de HPV-16
e HPV-18 como sendo os mais prevalentes e as infecgdes multiplas foram
constatadas em 45% das portadoras do HIV. No Brasil foram observadas
frequéncias de 7,5% de infecgdo por um ou mais tipos de HPV de baixo grau e
33% dos casos de infec¢do com um ou mais tipos de HPV de alto grau. Em outro
estudo estes autores relatam presenca de multiplos gendtipos em 78,9% das
mulheres soropositivas. Entretanto, nenhuma associagcdo significativa foi
demonstrada entre os gendtipos do HPV e a classificagao citologica (Levi et al.,
2002). A alta prevaléncia de tipos de HPV de alto risco em ambos os grupos pode
explicar em parte a persisténcia da infecgao pelo HPV, contribuindo assim para o
aparecimento de LSIL, com posterior progressao para o cancer.

Alguns autores descrevem que a presenca de multiplos tipos de HPV
em pacientes infectadas pelo HIV é explicada pelo reaparecimento dos tipos de
HPV que estavam latentes e pela aquisicdo de novos tipos (Jin et al., 2001;
Broker et al., 2001). Uma teoria alternativa é a de que as infec¢des por multiplos
tipos de HPV possam ter algum beneficio para a sobrevivéncia do HPV. lIsto
ocorreria porque se a perda do controle imunologico permite a replicagdo de
multiplos virus, entdo é esperado que a persisténcia do virus também ocorra em
niveis indetectaveis (Palefsky & Holly, 2003). Por algum tempo, acreditou-se que
os diferentes tipos de HPV competiam para infectar o trato genital e que, portanto,
a eliminagdo de um tipo facilitaria a infec¢do por outros. Entretanto, atualmente,
acredita-se na existéncia de maior risco de aquisicdo de outro tipo, quando ja

existe infeccdo prévia. Se a co-infeccao confere beneficio de sobrevivéncia
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mutua, a eliminacdo de um tipo poderia ter efeitos benéficos inesperados na
histéria natural dos outros (Woodman et al., 2007).

O motivo pelo qual as mulheres portadoras do HIV sao infectadas por
multiplos tipos de HPV merece investigacao futura. A constatagcdo de multiplos
tipos virais de HPV em alta porcentagem sugere que muitas pacientes adquirem
tipos adicionais de HPV no momento da infec¢cdo pelos tipos mais prevalentes,
como o HPV-16 e HPV-18. Tipos de HPV adicionais de alto e baixo risco podem
ficar retidos em quantidade pequena em pacientes saudaveis, mas podem
comecgar a replicar nas imunodeprimidas (Brown et al., 1999). Uma publicagao
sobre imunossupressdo e co-infeccdo tenta explicar essa associagdo, pela
possibilidade de mais exposicdo dessas mulheres as relagbes sexuais
desprotegidas e a perda do controle imunologico. Isso levaria a replicagdo de
mais tipos virais (perda da imunidade tipo-especifica para HPV), suficiente para
permitir a detecgdo dos gendtipos do HPV por testes de PCR (Palefsky & Holly,
2003). Entretanto, essas hipéteses ainda ndo foram comprovadas.

Comparando os nossos resultados com os de outros autores, verificou-
se que a infeccdo multipla foi caracteristica marcante nas pacientes portadoras do
HIV (Palefsky & Holly, 2003; Levi et al., 2004; Moscicki et al., 2004; Joshi et al.,
2005; Clifford et al., 2006). Estudos prospectivos sdo necessarios para determinar
a influéncia que as infecgbes por multiplos tipos de HPV exercem na histéria
natural das lesdes do colo uterino, especialmente em pacientes infectadas pelo
HIV.

Determinar a prevaléncia dos gendétipos do HPV e a sua multiplicidade
em cada populagao constitui etapa preliminar e fundamental para se proporem
estratégias de prevencado e monitoramento mais adequadas a realidade da nossa
populacdo nos servigos de saude. Como contribuigdo individual, a genotipagem
permite a classificagcdo das pacientes com HPV em grupos de alto e baixo risco
para o desenvolvimento de cancer cervical; como contribuicdo coletiva, permite o
planejamento para introducao de estratégias de prevengao voltados para os tipos
mais frequentes em cada populacgao.

Sugerimos que a genotipagem seja proposta para mulheres portadoras
do HIV, seja como forma de estabelecer o progndstico das lesbes cervicais

nessas mulheres, seja como forma de deteccdo de novos tipos virais do HPV.
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Pré-adolescentes e adolescentes infectadas pelo HIV devem ser consideradas
como grupos prioritarios na vacinagao profilatica contra o HPV, uma vez que a
vacina quadrivalente, demonstrou reduzir a incidéncia de lesbes ano-genitais
associadas ao HPV (Joura et al.,, 2007; Garland et al.,2007; Future Il Group,
2007). A eficacia dessas vacinas dependeria de varios fatores, dentre eles do
acometimento prévio pelos tipos de HPV incluidos na vacina. Em nosso estudo,
67,5% das mulheres HIV-positivas apresentavam o HPV-16 e 72,2%
apresentavam infeccdo dupla com o HPV-16 e HPV18, tipos presentes na vacina
quadrivalente, ja aprovada para uso profilatico.

Este estudo confirma a alta prevaléncia do HPV e sua multiplicidade na
cérvice uterina de mulheres infectadas pelo HIV. Além disso, contribui para
demonstrar a importancia do estudo populacional para o planejamento adequado
de programas de prevencgao, sugerindo a necessidade de estudos futuros que
possam esclarecer o papel do HIV na maior prevaléncia e multiplicidade da

infeccao pelo HPV.



8 CONCLUSOES

1) Comparando-se os aspectos sécio-demograficos e comportamentais
entre os dois grupos de pacientes, observou-se diferenga significativa em relagao
ao estado civil, renda familiar, escolaridade, idade da primeira relagdo sexual,
numero de parceiros sexuais, historia de prostituicao e tabagismo;

2) As alteragdes citologicas cervicais compativeis com infeccdo pelo
HPV foram mais comuns em pacientes HIV-positivas, incluindo as de significado
indeterminado, lesbes de baixo grau e lesdes de alto grau; comparadas as
mulheres HIV-negativas;

3) O genoma do HPV foi mais prevalente em amostras cervicais de
mulheres HIV- positivas, sugerindo que a infecgdo pelo HIV representa um
importante fator de risco para a infec¢ao pelo virus HPV.

4) O HPV-16 foi o gendtipo viral mais prevalente em ambos os grupos
estudados.

5) A infecgdo dupla (HPV-16 e HPV-18) foi mais prevalente nas
mulheres HIV-positivas.

6) Uma associacao estatisticamente significativa foi observada entre a
presencga de lesdes intraepiteliais de alto grau (NIC II/NICIII) e a detecgdo do DNA

do HPV, em amostras cervicais de mulheres HIV-positivas.
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ANEXO 1- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Universidade Catdlica de Goias —
Pro-Reitoria de Pés-Graduacao e Pesquisa

Departamento de Biologia — Mestrado em Genética

Projeto: DETECCAO E GENOTIPAGEM DO PAPILOMAVIRUS
HUMANO (HPV) EM MULHERES HIV-POSITIVAS E EM
CONTROLES DE GOIANIA-GO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Vocé esta sendo convidada para participar, como voluntaria, em uma
pesquisa. ApoOs ser esclarecida sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar
fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias.
Uma delas é sua e aoutra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé
nao sera penalizada de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar o

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Ctélica de Goias.
INFORMAGCOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Deteccéo e Genotipagem do papilomavirus humano (HPV em

mulheres soropositivas para o virus da imunodeficiéncia humana, em Goiania-GO

Pesquisador Responsavel: Vera Aparecida Saddi (CPF:170090061-72)

Pesquisadores participantes: Luciana Pinheiro Vaz (CPF:776530091-15)
Fernanda Cristina de Lima (CPF:003356891-08)
Silvia Helena Rabelo (CPF:375166551-04)
Rosane Ribeiro F. Alves (CPF:288378516-34)



Descricdo da pesquisa, objetivos, procedimentos, forma de

acompanhamento:

O papilomavirus humano (HPV) é um virus DNA transmitido sexualmente,
sendo aceito como o agente etiolégico central na génese de tumores cervicais,
pois mais de 90% desse tipo de cancer apresenta DNA do HPV (Palefsky et al.,
2003). As infecgbes por HPV estdo associadas com lesdes cutaneas e do epitélio
mucoso. Mais de 100 tipos diferentes de HPVs ja foram identificados, dos quais
40 tipos foram detectados em carcinomas cervicais e suas lesdes presursoras, as
denominadas lesdes intraepiteliais escamosas (SIL) (Levi et al, 2002),
comumente classificadas como lesdes de baixo risco (LSIL) e lesdes de alto risco
(HSIL).

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) tem sido
associada a uma alta prevaléncia de HPV, com uma maior incidéncia de SIL e
aumento do risco de cancer cervical em mulheres HIV-positivas (Palefsky et al.,
1999; Weissenborn et al., 2003).

O presente estudo pretende detectar o DNA do HPV e os gendtipos do
HPV-16 e HPV-18, em amostras cervicais, através da técnica de PCR, em

mulheres HIV-positivas e mulheres HIV-negativas na cidade de Goiania —-GO.

Objetivo: Comparar a prevaléncia das infecgdes pelo HPV e seus
possiveis fatores de risco entre mulheres HIV-positivas e HIV-negativas, na
cidade de Goiania-GO. A deteccao do genoma viral sera realizada através da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), com primers genéricos GP5+/GP6+ e
primers especificos para a genotipagem do HPV-16 e HPV-18.

Metodologia: As  mulheres  HIV-positivas  serdo  submetidas
semestralmente a contagem de células linfocitarias do tipo CD4 e CD8, pelo
método de citometria de fluxo e avaliagdo da carga viral, pelo método NASBA,
como parte da rotina assistencial. Apés concordarem em participar do projeto, as
pacientes deverdo assinar o termo de consentimento livre e esclarecido e

responder um questionario. As mulheres que atenderem ao convite serao



incluidas no estudo e submetidas a coleta de material cérvico-vaginal para exame
citolégico e molecular.

No Laboratdrio da Area da Saude (LAS) da Universidade Catélica de Goias
e no CADA, em Goiania, as mulheres soronegativas e as soropositivas para o
HIV, respectivamente, serdo submetidas ao exame clinico cuidadoso, com
inspecao dos genitais externos e da regido perianal. A seguir, com uma espatula
de Ayre sera coletado material de fundo de saco vaginal e da ectocérvice.
Utilizando uma escova de cytobrush, com um diametro 5 a 8 mm, sera coletado
material da endocérvice (com seis movimentos rotatérios) para exame
citopatoldgico, realizado pelo método convencional e detecgdo de HPV. Apds a
confecgao das laminas, as escovas serdao mergulhadas em uma solugao-tampao
preservadora (UCM- Roche) para posterior pesquisa de DNA de HPV e
genotipagem, pelo método de PCR. Quando indicados, exames colposcépicos
com acido acético a 3% e bidpsia do colo do utero poderao ser realizados. Apds o
diagndstico, as pacientes poderao ser atendidas no ambulatério de ginecologia da
Santa Casa de Misericordia ou do Hospital de Doencgas Tropicais, com
seguimento apropriado e/ou tratamento.

A paciente que voluntariamente concordar em participar do projeto e
assinar o termo de consentimento sera, submetida a uma coleta de material
cervical, realizada por uma médica ginecologista habilitada. Assim, tal
procediemento nao devera oferecer nenhum risco a paciente.

Os dados pessoais de cada paciente serdo mantidos em absoluto sigilo. Os
resultados obtidos serdo utilizados somente para fins cientificos, podendo ser
publicados em revistas e jornais especializados.

A paciente tem garantia expressa de liberdade para retirar o consentimento

escrito e se desligar da pesquisa em qualquer fase que julgar necessaria.

Vera Aparecida Saddi e/ou Luciana Pinheiro Vaz



Eu, , RG/ CPF/ N° de prontuario/ N° de matricula _

, abaixo assinado, concordo em participar do estudo

como sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pelo

pesquisador sobre a pesquisa, o0s

procedimentos nela envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou
interrupcdo de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e
aceite do sujeito em participar.
Testemunha (ndo ligada a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:




ANEXO 2 — Questionario

Universidade Catolica de Goias —

Pré-Reitoria de Pés-Graduacao e Pesquisa

Departamento de Biologia — Mestrado em Genética

Projeto: DETECCAO E GENOTIPAGEM DO PAPILOMAVIRUS
HUMANO (HPV) EM MULHERES HIV-POSITIVAS E EM
CONTROLES DE GOIANIA-GO

Nome:

Data de Nascimento: / /

Endereco:

Telefone

Naturalidade:

Procedéncia:

Profissao:

Estado Civil:

Escolaridade:

Renda mensal:

Raca/Cor:

Paridade: G: /P: 1A:

Idade a primeira relagao sexual:

Numero de parceiros:

Uso de drogas ilicitas

Tabagismo (1)

Etilismo

Uso de preservativos: (1) Frequentemente

Data do ultimo exame ginecoldgico /

(2) Ocasionalmente (3) Raramente (4) Nunca

/ Local:

Historia de prostituicao

Contato homossexual:

Ja recebeu transfusdo sanguinea?

Data do diagndstico da AIDS /

Ultimo exame CD4+/CD8+: / /

Estagio clinico da infecgéo pelo HIV

Quando? / /
/ Local:
Ultimo exame de carga viral do HIV [

Sintomas relacionados ao HIV

Hospitalizagdes?

Prescri¢cao de drogas antiretrovirais

Tratamento: Inicio em: /

Protocolo:

Regime:

Data da coleta: / /




ANEXO 3 - Protocolo para PCR de GAPDH e GP5+/GP6+

Protocolo para PCR de GAPDH

Reagentes
H20
Tampao
MgClI2
dNTP

P1 (f)1

P2 (f)2
Enzima Taq
DNA

Volume Total

Concentragao inicial
ultra pura

10 X

50mM

2mM/cada

2,5 uM

2,5 uM

5U/ul

0,5 ng/ul

Protocolo para PCR de GP5+/GP6+

Reagentes
H20

Tampao
MgClI2

dNTP

Primer 1 GP5+
Primer 2 GP6+
Enzima Taq
DNA

Volume Total

Concentragao inicial
ultra pura

10 X

50mM

2mM/cada

2,5 uM

2,5 uM

5U/ul

0,5 ng/ul

Volume para 1 reagao
15,75 ul
2,5ul
1,0 ul
2,5l
1,0 ul
1,0 ul
0,25 ul
1,0 ul
25 nl

Volume para 1 reagao
10,5 pl
2,5 ul
1,75 pl
5,0 ul
2,0 pl
2,0 pl
0,25 pl
1,0 pl
25 nl



ANEXO 4 - Protocolo para PCR de HPV-16 e HPV-18

Protocolo para PCR de HPV-16

Reagentes
H20
Tampao
MgCI2
dNTP
Primer 1
Primer 2
Enzima Taq
DNA

Volume Total

Concentragao inicial
ultra pura

10 X

50mM

2mM/cada

2,5 uM

2,5 uM

5U/ul

0,5 ng/ul

Protocolo para PCR de HPV-18

Reagentes
H20
Tampao
MgCI2
dNTP
Primer 1
Primer 2
Enzima Taq
DNA

Volume Total

Concentragao inicial
ultra pura

10 X

50mM

2mM/cada

2,5 uM

2,5 uM

5U/ul

0,5 ng/ul

Volume para 1 reagao
13,75 pl
2,5 ul
0,75 ul
2,5l
2,0 pl
2,0 pl
0,5 ul
1,0
25 ul

Volume para 1 reagao
15,25 pl
2,5 ul
1,25 pl
2,5yl
1,0 ul
1,0 pl
0,5 ul
1,0 pl
25 ul



ANEXO 5 - Gel de Poliacrilamida a 8% e coloracao do gel por

nitrato de prata

Gel de Poliacrilamida a 8%

Todos os produtos de PCR foram visualizados em gel de poliacrilamida
a 8% e posteriormente corados com Nitrato de Prata.
O gel de poliacrilamida 8% foi preparado com 34 ml de agua destilada

e deionizada, 10 ml de solugéo de acrilamida 40%, 5 ml de TBE (tamp&o Tris-

Borato-EDTA) 10 X concentrado. Para a polimerizagdo foi adicionado 500 pl de

persulfato de aménio a 10% e 50 pul de TEMED (tetrametiletilenodiamina).

As amostras e controles negativo e positivo foram preparadas com 10
il do produto de amplificagéo, acrescido de 3 pul do tampdo de corrida. Como
marcador de peso molecular foi utilizado o LADDER de 50 pb. O marcador de

peso molecular foi preparado com 5 pl do LADDER, acrescido de 3 ul de agua
milliQ e 3 pl do tamp&o de amostra.

Ap0s a polimerizagdo foram aplicados em gel cerca de 10 ul de todas

as amostras. Em seguida o gel foi submetido a eletroforese, na fonte de tenséo,
com voltagem constante de 150 V e 150 A por 1 hora e 15 minutos, utilizando-se

como tampao de corrida TBE 1X concentrado, pH 8,3.
Coloragao do gel por nitrato de prata AQNO3

Utilizamos o protocolo de coloragao rapida pela prata. Solugdo de
Fixagdo: 50 mL de alcool etilico P.A., 2 mL de acido acético, agua deionizada
g.s.p. 300 mL. Solugao de coloragao: Nitrato de Prata 15%. Solugao de revelagéo:
15 mL de hidroxido de sédio 30%, 2 mL de formaldeido 37% e agua deionizada
g.s. p. 200mL. O gel era depositado em um recipiente de plastico limpo, no qual
eram adicionados 150mL da solucao de fixagcdo, 2 mL de solugcdo de coloragao,
agitando por 5 minutos. A Solucéo de Fixacao era desprezada e o gel lavado com

agua deionizada, por 15 segundos (repetir este procedimento por duas vezes);



A solugcdo de revelagdo era adicionada juntamente com 2 mL de
formaldeido a 37% (no momento do uso), homogeneizando e a mistura agitada
lentamente até a revelagédo das bandas. Em seguida era adicionado o restante da
solugao de fixagao e o gel era colocado no secador a vacuo durante 1 hora e 45

minutos a 60°C.
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