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RESUMO

Mulheres infectadas pelo HIV sdo mais susceptiveis a infecgcdo por HPVs de alto
risco oncogénico, que apresentam um potencial para a progressao para o cancer
cervical. Conhecer a prevaléncia dos tipos especificos do papilomavirus humano nas
mulheres HIV infectadas € necessario para planejar um rastreamento eficaz e
estabelecer estratégias preventivas em tal populacdo. Aqui, pudemos comparar a
prevaléncia de infeccdes por multiplos gendtipos de HPV e de alteracdes citoldgicas
em dois grupos de mulheres, HIV-positivas e HIV-negativas, da cidade de Goiania-
GO, Brasil. Esfregacos cervicais obtidos de 57 mulheres HIV-positivas e 57 mulheres
HIV-negativas foram colhidos em meio conservante e enviadas para extracao de
DNA. A deteccdo de DNA e genotipagem do HPV foram realizadas usando o Kit
Linear Array HPV Genotyping Test, de acordo com o manual fornecido pelo
fabricante. Ambos os grupos foram semelhantes no que diz respeito a demografia,
aos aspectos sociais e comportamentais. A deteccdo do DNA de HPV foi
significativamente mais prevalente em mulheres HIV positivas, em comparacdo com
as mulheres HIV-negativas (56,7% vs. 28,3%, p = 0,003). Coinfeccdo por varios
genadtipos de HPV também foi mais prevalente no grupo de HIV-positivas (88,2% vs.
58,8%, p = 0,028). O HPV16 foi o genétipo mais prevalente em ambos.
Anormalidades citologicas foram observadas em 5,3% das mulheres HIV-negativas
e 29,8% das mulheres HIV-positivas. A presenca de HPV foi significativamente
associada com anormalidades citolégicas somente nas mulheres HIV-negativas
Nossos resultados demonstraram uma maior prevaléncia de infeccdo por HPV no
grupo de mulheres HIV-positivas, com um elevado nimero de casos de infec¢ao por
varios genotipos. Enfatizamos aqui a necessidade de monitoramento frequente de
mulheres infectadas pelo HIV, de modo a permitir o diagndstico precoce e
tratamento eficaz para neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) neste grupo de alto
risco.

Palavras-chaves: [ Papilomavirus Humano; Virus da Imunudeficiéncia Humana;
cancer cervical; multiplos genaétipos do HPV; hibridizacao]



ABSTRACT

HIV-infected women are more likely to be infected with high-risk HPV genotypes that
have the potential for progressing to cervical cancer. To Know the prevalence of
type-specific human papillomavirus (HPV) infections in HIV-infected women is
necessary in order to plan effective screening and preventive strategies in such
population. Here, we compare the prevalence of infections with multiple HPV types
and cytological abnormalities in two groups of women, HIV-positive and HIV-
negative, in the city of Goiania-GO, Brazil. Cervical smears obtained from 57 HIV-
positive and 57 HIV-negative women were collected in a preservative medium and
submitted to DNA extraction. HPV-DNA detection and genotyping were performed by
using the Linear Array HPV Genotyping Test according to the manual provided by
the manufacturer.  Both groups were similar in regard to social aspects,
demographics and behavioral characteristics. HPV DNA was significantly more
prevalent in HIV-positive women, compared to HIV-negative women (56.7% vs.
28.3%, p = 0.003). Coinfections with HPV multiple genotypes was also more
prevalent in the HIV-positive group (88.2% vs. 58.8%, p = 0.028). HPV16 was the
most prevalent in both groups. Cytological abnormalities were observed in 5.3% of
HIV-negative women and in 29.8% HIV-positive women. The presence of HPV was
significantly associated with cytological abnormalities only in HIV-negative women.
Our results demonstrated a greater prevalence of HPV infection in the HIV-positive
group of women, with a greater prevalence of infection with multiple genotypes. We
here emphasize the need of frequent monitoring of HIV-infected women, in order to
allow early detection and efficient treatment for cervical intraepithelial neoplasia (CIN)
in this high-risk group.

Keywords: [ Human Papillomavirus; Human Immunedeficiency Virus; cervical
cancer; multiple HPV genotypes; hybridization]
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1 INTRODUCAO

Estudos epidemiologicos e moleculares tém demostrado que a infeccao pelo
Papilomavirus humano (HPV) € o maior e o mais importante fator de risco para a
neoplasia intraepitelial cervical e para o cancer cervical invasivo (BOSCH ET AL,
1995; VILLA, 1997; BOSCH ET AL, 2002).

A relacdo entre o cancer cervical e o HPV de tipo oncogénico ja esta bem
estabelecida (OLIVEIRA-SILVA ET AL, 2008). Em um estudo mundial, o genoma do
HPV foi detectado em 93% de 1.000 amostras histolégicas de céancer cervical,
coletadas em 22 paises. O HPV 16 foi encontrado em 50% das amostras, seguido
do HPV 18, 45 e 31. As amostras negativas deste estudo foram reavaliadas, o que
permitiu a deteccdo do DNA viral em 99,7% das amostras analisadas (BOSCH ET
AL, 1995; WALBOOMERS ET AL,1999).

O papilomavirus humano é o virus sexualmente transmissivel mais comum
em pessoas jovens e sexualmente ativas de ambos os sexos (CARVALHO ET AL,
2010).

Geralmente, a infeccdo viral é assintomatica, porém, quando é sintomatica, o
HPV causa desordens proliferativas benignas e malignas no epitélio, incluindo as
verrugas genitais e o cancer cervical (HO, 2010; LETO ET AL, 2011).

Atualmente, a infeccdo induzida pelo papilomavirus humano na regido
anogenital adquiriu o carater de uma verdadeira epidemia (FILHO ET AL, 2003). A
infecgcao pelo HPV causa anualmente cerca de 466.000 novos casos de cancer
cervical, sendo esta uma importante causa de morbidade e mortalidade nos Estados
Unidos e em todo mundo (AULT, 2006; SEHGAL & SINGH, 2009). Um estudo
conduzido em mulheres com cancer cervical estimou que elas morrem
aproximadamente 18 anos mais precocemente do que aquelas que nunca tiveram
cancer (SEHGAL & SINGH, 2009).

O cancer cervical é o segundo cancer mais prevalente em todo mundo (DEHN
ET AL, 2007; BEGLIN ET AL, 2009). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
aponta o cancer cervical como a segunda neoplasia maligna mais prevalente em
mulheres (BASEMAN & KOUSTLY, 2005; SILVA ET AL, 2009).
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Estudos mundiais mostram que a prevaléncia da infeccdo pelo HPV em
mulheres tende a variar entre 2% a 44% (BOSCH & SANJOSE, 2003; CUSHIREI ET
AL, 2004; CLIFFORD ET AL, 2005; BASEMAN & KOUSTLY, 2005). Essa variacdo €
decorrente de varios aspectos como: diferencas na amostra analisada, emprego de
diferentes métodos diagndsticos e diferentes regides geograficas onde os estudos
sao realizados (HIPPELAINEN ET AL, 1993; DERCHAIN ET AL, 1995; FRANCO
1995; HO ET AL, 1995; BURK ET AL, 1996; CASTELLSAGUE ET AL, 1997; BOSCH
ET AL, 2003, BASEMAN & KOUSTLY, 2005).

Estudos epidemioldgicos sugerem que 75% das mulheres sexualmente ativas
serao infectadas pelo HPV em algum momento de suas vidas (MOSCICKI, 2005),
sendo que a metade dos novos casos ocorrerd nos primeiros anos de atividade
sexual (NADAL & MANZIONE, 2006).

Estudos baseados na pesquisa do DNA do HPV combinados com a
quantificacdo de anticorpos tipo-especificos contra o capsideo viral tém
demonstrado que mais de 50% das mulheres sexualmente ativas séao infectadas por
um ou mais tipos de HPV (BASEMAN & KOUSTLY, 2005).

Segundo projecbes do Instituto Nacional do Cancer (INCA), em 2010,
surgiram 18.430 novos casos de cancer cervical, com um risco estimado de 18,47 a
cada 100 mil mulheres, dados superados apenas pelo cancer de mama. Na regiao
central do Brasil, o cancer cervical é o segundo cancer mais comum na populacéo
feminina. No ano de 2010, estimou-se 540 casos novos de cancer de colo uterino,
com uma taxa bruta de incidéncia de 17,68 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2010).

Um estudo longitudinal realizado pelo o Instituto Ludwig e pela Universidade
McGill, do Canada, em Séo Paulo, no periodo de 1993 e 1997, investigou 2.538
mulheres com idade média de 32 anos, a fim de tracar um perfil das infeccbes
genitais na populacdo e identificar as infeccbes de carater persistente. O estudo
encontrou uma prevaléncia de infeccdo pelo HPV em 13,8% dos casos, sendo que o
HPV 16 foi o gendtipo mais prevalente, seguido pelo HPVs 53, 58, 6, 11, 31 e 18
(FRANCO ET AL, 1999).

Estudos epidemiolégicos e moleculares tém elucidado que a infeccdo
persistente com alta carga viral, por tipos oncogénicos do papilomavirus

desempenha um papel preponderante no desenvolvimento do cancer do colo uterino
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sendo esse virus detectado em quase todas as lesdes pré-neoplasicas e
neoplasicas (QUEIROZ, 2007).

Estudos de coorte indicam que o risco para a neoplasia cervical € maior entre
mulheres que desenvolvem infeccéo persistente pelo HPV de alto risco oncogénico.
Por outro lado, o papel das coinfec¢Bes por multiplos gendtipos virais na neoplasia
cervical continua indeterminado (TROTIER, 2006).

Assim, estudos epidemiolégicos e moleculares demonstram, de forma
conclusiva, que o HPV é o fator necessario para o desenvolvimento do cancer
cervical e de suas lesdes precursoras (BOSCH ET AL, 1995; KOUTSKY, 1997,
WALBOOMERS ET AL, 1999; MUNOZ, 2000; BOSCH ET AL, 2002; MUNOZ ET AL,
2003; BASEMAN & KOUSTLY, 2005).

1.1 BIOLOGIA DO HPV

O HPV é um virus pequeno, nao-envelopado, medindo de 45 a 55 nm de
diametro e com genoma de aproximadamente 7.200 a 8.000 pares de bases. O DNA
gendmico circular de fita dupla estda envolto por um capsideo com simetria
icosaédrica, composto de 72 capsdmeros formados por duas proteinas estruturais,
denominadas L1 e L2 - Figura 1 (RICHART ET AL, 1998; MUNGER ET AL, 2004;
SZOSTEK ET AL, 2006; GNANAMONY ET AL, 2007; GALANI &
CHRISTODOULOU, 2009; LETO ET AL, 2011).

L2

L1

FIGURA 1: Representacao esquematica do genoma do pa pilomavirus
humano. Fonte: MUNOZ ET AL, 2006.
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Os genes virais se classificam em precoces (early, E) e tardios (late, L),
dependendo de quando sdo expressos e sao enumerados conforme seu tamanho
(MUNGER ET AL, 2004; DEHN ET AL, 2007; LETO ET AL, 2011) (Tabela 1). A
regido E codifica 7 ou 8 proteinas, que estdo associadas a replicacdo do DNA viral,
transcricdo e transformagéo celular, executando as func¢des regulatorias vitais para a
producdo da progénie viral. A regido L codifica duas proteinas do capsideo
responsaveis pela producdo viral e empacotamento do DNA (SANCLEMENTE &
GILL, 2002. As funcbes dessas proteinas estdo resumidas na Tabela 1.

TABELA 1: Funcdes das proteinas do HPV. Fonte: modi ficado de
SANCLEMENTE & GILL, 2002

GENE FUNCAO
Atividade de DNA helicase; ligacdo de ATP-DNA-dependente,
E1l |atividade de ATPase.

Replicacdo viral e repressdo da replicacdo celular; regulador da
E2 |transcricdo; controle da regido de expresséao precoce (Early).

Sem funcao reconhecida; encontrada na minoria dos virus.

E3

Expresso primeiramente em epitélios em diferenciacédo, associado ao
E4 citoesqueleto de ceratina de células epiteliais em cultura; papel na

liberacao de virus.

Atividade de transformacgao do HPV 16 in vitro; possivelmente estimula
g5 |© inicio da proliferagéo in vivo; pode desempenhar papel na iniciacdo

da carcinogénese.

Papel no processo de transformacgao junto com E7; propriedades de
ativacdo transcricional; inativa p53 pela rapida degradacdo pela via
E6 |proteossbmica; junto com E7 propicia um ambiente celular para a
replicacédo viral.

Induz a sintese de DNA em células de repouso; liga-se a forma
hipofosforilada da proteina do retinoblastoma (pPRb) inativando-a e

E7 permitindo a progressédo para a fase S do ciclo celular.
E8 Sem funcao reconhecida; encontrada na minoria dos virus.
L1 Proteina principal do capsideo viral.

L2 Proteina secundaria do capsideo viral.
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O genoma viral com potencial de codificar proteinas é dividido em regibes
denominadas ORFs (Open Reading Frames ou unidades de traducao ou ainda fases
abertas de leitura). As ORFs incluem: a regido precoce, de aproximadamente 4 kb, a
regido tardia, com 3 kb, e a regido denominada LCR (Long Control Region) com 1
kb, sendo cada uma diferenciada conforme a funcdo que exercem (MACIAG &
VILLA, 1999; MUNGER ET AL, 2004; LETO ET AL, 2011).

A regido precoce, constituida pelas ORFs E1, E2, E4, E5, E6 e E7 apresenta
genes que codificam proteinas envolvidas na regulacédo da replicacdo do DNA viral,
na proliferagcéo celular e na interagcdo com o genoma do hospedeiro, programando a
célula hospedeira a produzir novo DNA viral. Esta regido tem sido extensivamente
estudada, pois as proteinas codificadas pelos genes contidos nessa regido estao
associadas com o desenvolvimento de neoplasias (RICHART ET AL, 1998; STEBEN
& DUARTE FRANCO, 2007).

A regido tardia constituida pelas ORFs L1 e L2, onde estdo localizados os
genes L1 e L2, responsaveis pela codificagdo de proteinas virais do capsideo, sendo
sua expressao restrita a parte diferenciada do epitélio (FARIDI, 2011).

A proteina L1 é a mais abundante do capsideo viral e constitui cerca de 80%
de todas as proteinas virais. Em sua extremidade, existem epitopos tipo-especificos
que lhe conferem a caracteristica de ser altamente imunogénica. A proteina L2,
associada a L1, participa da incorporacdo do DNA viral (HOORY ET AL, 2008). A
sequéncia L1 é altamente conservada e similar a todos os tipos de HPV e a
sequéncia L2, ao contrario, é altamente variavel e determinante da antigenicidade do
HPV (RICHART ET AL,1998; LETO ET AL, 2011).

A regido longa de controle, situada entre os genes L1 e E6, ndo é codificante,
€ pouco conservada e apresenta de 400 a 1000 pares de bases. Sua funcao é
essencial na regulacdo da replicacao viral e da transcricdo de sequéncias contidas
na regido precoce (RIVOIRE ET AL, 2006; CAVALCANTI & CARESTIATO 2006;
QUEIROZ, 2007). Nesta regido, foram identificados varios sitios para ligacdo de
elementos regulatorios virais (proteina E2) ou celulares (fatores de transcricéo),
elementos responsivos aos horménios glicocorticdides e progesterona, ambos
determinantes na modulagdo positiva ou negativa da transcricdo do genoma viral
(HOORY ET AL, 2008).
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Existe ainda uma regidao curta ndo-codificadora (SNR), entre as sequéncias
E5 e L2, cuja funcéo bioldgica ndo estd bem estabelecida (QUEIROZ, 2007).

As regibes E1 e E2 sdo particularmente importantes pela codificacdo de
proteinas que regulam a transcricdo e a replicacdo viral (RICHART ET AL, 1998;
GNANAMONY ET AL, 2007). A proteina E2 exerce um importante papel como
repressora da expressdo dos genes E6 e E7 (GNANAMONY ET AL, 2007) e
também possui uma atividade estimuladora da funcdo da proteina supressora
tumoral p53. Estudos moleculares indicam que a expressao de E2 pode resultar em
apoptose (VILLA, 2003; SCHIFFMAN & CASTLE, 2003).

Quando ocorre a integracdo viral, a regido dos genes E1 e E2 sofrem uma
interrupcdo do controle transcricional, fazendo com que haja perda da funcéo
controladora de E2, resultando em descontrole na expressédo da regido precoce do
genoma viral, e consequentemente, na sintese continua das proteinas E6 e E7
(VILLA, 1998).

O gene E4 codifica a proteina E4 que interrompe a rede citoplasmatica de
queratina, afetando a estabilidade mecanica do citoesqueleto celular, o que sugere
sua participacdo na liberagdo das particulas virais (DOOBAR, 2005). Essa proteina
também contribui na regulacéo do controle do ciclo celular da célula hospedeira, na
maturacdo viral e na alteragcdo da matriz intracelular (BURD, 2003; GNANAMONY
ET AL, 2007).

A proteina E5 é expressa nos estagios iniciais da infeccao viral, modificando a
transducdo de sinais gerados pelo receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGF) e bloqueando a expressdo de moléculas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) de classe | na membrana plasmatica. Tal proteina
participa na transformacéo celular e exerce um importante papel na replicacdo viral
(BURD, 2003; GNANAMONY ET AL, 2007).

As proteinas E6 e E7 exercem um importante papel na replicacdo viral,
induzindo a proliferacédo e a eventual imortalizacéo e transformacao maligna celular
(THOMAS ET AL, 1999; SILVA ET AL, 2003). Varias funcbes tém sido descritas para
as proteinas E6 e E7. Observacfes iniciais revelaram que E6 interage com a
proteina p53 e E7 interage com a proteina do retinoblastoma (pPRb) para bloguear a
atividade destas proteinas supressoras de tumor (ZUR HAUNSEN, 2002).
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Normalmente, quando ocorrem erros na molécula de DNA, a proteina p53
exerce seu papel, a fim de que o DNA seja reparado. Caso isso nao ocorra, a
proteina é capaz de reprimir o crescimento celular e sinalizar para outras proteinas
reguladoras induzirem a apoptose celular. Quando ocorre a inativagcdo da proteina
p53 ha uma perda do controle do ciclo celular, levando a repressao da ciclina B,
proteina que forma um complexo com a CDK1 e apresenta um papel de promotor de
mitose, regulando a transicdo de G2 para a fase M no ciclo celular normal
(FERMANN & LAIMINS, 2003).

A proteina nuclear E6 possui aproximadamente 150 amino&cidos e apresenta
uma massa molecular de aproximadamente 18 kDa (THOMAS ET AL, 1999). Essa
proteina recruta a proteina celular E6AP, que funciona como uma ubiquitina-ligase
levando a degradacédo da p53 pela via de protedlise dependente de ubiquitina. A
degradacdo de p53, promovida pela proteina E6 do HPV, resulta na perda do
controle do ciclo celular, na resisténcia para apoptose e num aumento da
instabilidade cromossomal (ZUR HAUNSEN, 2002; SILVA ET AL, 2003).

A principio, acreditava-se que apenas as proteinas E6 do HPV de alto risco
oncogénico eram capazes de se ligar a p53. No entanto, no estudo desenvolvido por
STOREY ET AL (1998), observou-se que a proteina do HPV 11, gendtipo viral de
baixo risco oncogénico, também é capaz de degradar p53, porém, com menor
intensidade comparada a proteina do HPV 16.

A proteina E7 € uma fosfoproteina, com aproximadamente 100 aminoacidos,
gue se liga a forma hipofosforilada da proteina celular pRb, uma proteina supressora
de tumor (ZUR HAUSEN, 2000).

1.2 CLASSIFICACAO DOS GENOTIPOS DE HPV

O HPV faz parte da familia Papilomaviridae, géneros papiloma Alfa, Beta,
Gama, Delta, Kappa, entre outros (DE VILLERS, 2004; LETO ET AL, 2011).

Trata-se de um virus ubiquos, detectados em uma grande variedade de
animais (BURD, 2003; STEBEN & DUARTE-FRANCO, 2007; GHITTONI, 2010). Sao

virus mucoepiteliotropicos que afetam predominantemente pele e mucosas,
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produzindo proliferacdes epiteliais caracteristicas no sitio de infeccdo (MACIAG &
VILLA, 1999; SZOSTEK ET AL, 2006; BEGLIN, 2009).

ApoOs o advento das técnicas moleculares, a taxonomia desse virus passou a
ser feita com base na completa identificacdo da sequéncia de nucleotideos da regiédo
L1 do genoma viral — Figura 2 (CAVALCANTI & CARESTIATO, 2006; DENH ET AL,
2007; HOORY ET AL, 2008). Atualmente, considera-se um novo tipo de HPV quando
a sequéncia de nucleotideos dos genes L1, E6 e E7 apresentam diferencas em mais
de 10% dos tipos virais ja conhecidos. Caso essas diferencas sejam menores que
2%, 0 novo tipo isolado é caracterizado como uma variante do mesmo tipo. Ja os
subtipos virais, apresentam em seu genoma diferengas nas sequéncias
nucleotidicas entre 2% e 10% dos tipos descritos (BURD, 2003).
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Figura 2 — Representagcdo esquemética da arvore filo  genética do Papilomavirus
humano (Modificado de HOORY ET AL, 2008).

Com relacéo a variacdo da sequéncia gendmica, cerca de 200 tipos de HPV
ja foram identificados em seres humanos (LIZANO ET AL, 2009; BERNARD ET AL,
2010). A principio, a classificagcdo dos tipos de HPV primeiramente era feita por meio
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da técnica de hibridizacdo, sendo que a cada novo tipo de papillomavirus
identificado era atribuida uma denominacdo numérica conforme a ordem de
identificagcdo (CAVALCANTI, 2006; SZOSTEK, 2006).

Os HPVs responsaveis por infeccbes em mucosas, incluindo a regiao
anogenital e a cavidade oral, pertencem ao género Alphapapillomavirus. A
classificacdo proposta atualmente, classifica o género Alphapapillomavirus em 189
tipos diferentes de papilomavirus classificados em 14 espécies(DE VILLIERS ET AL,
2004).

De todos os tipos descritos, aproximadamente 40 tipos de HPV sdo capazes
de infectar o trato anogenital, dos quais 15 tipos apresentam alto potencial
oncogénico para o epitélio da cérvice uterina (BOSH ET AL, 1995; MUNOZ ET AL,
2003; BASEMAN & KOUSTLY, 2005; STEBEN & DUARTE-FRANCO, 2007).
Conforme sua associagdo com o cancer cervical e lesbes precursoras, os HPVs que
infectam o trato anogenital s&o classificados em baixo risco e alto risco oncogénico
(BURD, 2003; GNANAMONY ET AL, 2007; GALANI & CHRISTODOULOU, 2009).

O HPV 6, 11, 26, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e cand HPV 89/Cp6108 na
maioria dos casos estdo associados com lesBes benignas que afetam a area
anogenital, como as verrugas genitais, leséo intraepitelial escamosa de baixo grau
da cérvice e da vulva, sendo entdo considerados de baixo risco oncogénico
(STEBEN & DUARTE-FRANCO, 2007; CARVALHO ET AL, 2010). Os HPVs de alto
risco estdo ainda associados com a maioria dos casos de canceres anal, peniano,
vaginal, vulvar, orofaringeo, incluindo os gendétipos HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 e 82 (COX, 2006; CARVALHO ET AL, 2010).

MUNOZ ET AL (2003), em uma analise agrupada de todos os tipos de cancer
associados ao HPV, encontrou os gendtipos 16, 18, 45 e 31 como 0S mais
importantes tipos oncogénicos.

Os gendtipos HPV 16 e 18, na maioria dos estudos epidemioldgicos, sdo mais
presentes em lesBes intraepiteliais de alto grau e no carcinoma invasivo
(CARVALHO ET AL, 2005; OLIVEIRA-SILVA ET AL, 2011). O HPV 16 é o gendtipo
mais prevalente, sendo identificado em quase 50% das mulheres com neoplasia
intraepitelial grau 3 (NIC IIl) e cancer cervical invasivo, sendo também detectado em
21% das mulheres com lesdo escamosa de baixo grau (LSIL) (GNANAMONY ET AL,
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2007; HO, 2009). O HPV 18 causa de 10 a 15% de NIC Ill e cancer cervical e é
encontrado em mais de 35% dos adenocarcinomas cervicais (HO, 2010).

Conforme sua especificidade epitelial, o HPV pode ser classificado como
cutaneotrépico ou mucoso-genitotropico. Os cutaneotropicos incluem os genotipos
gue afetam as regides nao genitais, sendo geralmente associados a lesdes
verrucosas benignas da face, maos e pés, enquanto que 0S mucoso-genitotropicos
infectam especialmente a mucosa genital, podendo ainda infectar outras mucosas
do organismo humano (TOLEDO, 2005).

1.3CICLO DE VIDA

O HPV é transmitido de um individuo para outro por contato direto, sendo a
via sexual o modo de transmissdo mais importante (QUEIROZ, 2007).

O ciclo de replicacdo viral é a chave para entender a patogénese e a
imunobiologia desse virus. O conhecimento do ciclo de vida do virus ainda € limitado
em alguns pontos, devido principalmente a inabilidade de se cultivar células
infectadas, por longo periodo de tempo, dificultando a analise do ciclo completo da
infeccédo in vitro (STANLEY, 2001).

O ciclo de vida do HPV é diretamente dependente da diferenciacdo das
células do hospedeiro (LETO ET AL, 2011). A infeccao inicial por HPV ocorre em
células epiteliais basais ou em células que estdo transitoriamente se dividindo,
localizadas nas camadas mais profundas do epitélio estratificado. O virus pode
infectar células da camada basal tanto dos epitélios de mucosas que recobrem a
boca, garganta, trato respiratério e trato anogenital (STUBENRAUCH & LAIMINS,
1999, SOUTO ET AL, 2005; CAVALCANTI & CARESTIATO, 2006; BEGLIN, 2009;
LIZANO ET AL, 2009).

Os mecanismos de infeccdo dos papilomavirus, desde sua adesédo a
superficie celular, transporte ao nucleo e perda do capsideo, ainda ndo estédo
completamente elucidados. Sabe-se que em decorréncia de microabrasées ou
microlesbes da pele e mucosas, o0 virus entra na célula hospedeira por meio da
ligacdo do HPV a um receptor protéico especifico na membrana celular (VILLA,
1995; GNANAMONY ET AL, 2007). O receptor que liga-se a particula viral ainda
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permanece desconhecido, contudo estudos sugerem que o sulfato de heparina seja
0 elemento responsavel para a conexdao inicial de virions as células (BEGLIN, 2009).

ApOs sua entrada nos queratindcitos da camada basal, os genomas do HPVs
séo estabilizados na forma de elementos extracromossdmicos nos ndcleos em um
namero de aproximadamente 20 a 50 cépias, ocorrendo nesse periodo um baixo
nivel de expressdao do HPV. Nas células basais, a particula viral pode permanecer
na forma latente ou se replicar (LIZANO ET AL, 2009).

Em um segundo momento, ocorre um maior nivel de expressao das proteinas
e a montagem dos virus, quando parte da progénie viral migra paras as células mais
diferenciadas das camadas superficiais do epitélio, que sdo destinadas a apoptose e
a descamacdo (DOOPRBAR & STERLING, 2001; ZUR HAUSEN, 2002; SOUTO,
2005; FRAZER ET AL, 2006; MUNOZ, 2006; BEGLIN, 2009).

Apés a penetragdo viral, primeiramente ocorre perda parcial ou total do
capsideo e exposicdo do genoma. Ao chegar ao nucleo das células epiteliais basais
e parabasais, o HPV esta pronto para continuar seu ciclo de replicacéo, executando
a transcricio do DNA em RNA mensageiro (RNAmM) (ZUR HAUSEN, 2000; GIARRE
ET AL, 2001; HILDESHEIM & WANG, 2002; ZUR HAUSEN, 2008; LIZANO ET AL,
2009).

Em seguida, pela interacdo de fatores celulares com a LCR, inicia a
transcricdo de E6 e E7. Os oncogenes virais atrasam o processo de diferenciagao
celular e estimulam a proliferacéo celular, geralmente aumentando a espessura das
camadas supra-basais. As proteinas E1 e E2 sdo as proximas a serem sintetizadas.
A proteina E2 bloqueia a transcricdo precoce de E6 e E7, liberando a acdo das
proteinas p53 e pl107, pPRb, e o processo de diferenciacao epitelial continua (ZUR
HAUSEN, 2000; GIARRE ET AL, 2001; HILDESHEIM & WANG, 2002; ZUR
HAUSEN, 2008; LIZANO ET AL, 2009).

As proteinas L1 e L2 do capsideo viral sdo sintetizadas e juntamente com o
genoma, formam particulas virais em células bem diferenciadas da camada
superficial do epitélio cervical. Os genomas virais permanecem no nucleo das
células basais infectadas e séo distribuidos para as células-filhas durante a mitose
(ZUR HAUSEN, 2000; GIARRE ET AL, 2001; HILDESHEIM & WANG, 2002; ZUR
HAUSEN, 2008, LIZANO ET AL, 2009).
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O HPV pode estar na célula hospedeira sob trés formas: na forma epissomal,
na forma integrada e nas duas formas simultaneamente, epissomal e integrada. Em
seu estado epissomal, a expresséo génica do virus € regulada por E2, embora haja
uma expressédo limitada de genes especificamente precoces (E5, E6 e E7)
resultando um aumento da proliferacdo das células infectadas. Quando a integracao
viral ocorre no genoma da célula hospedeira, ha uma perda do controle da
expressao dos oncogenes. A integracdo do DNA viral correlaciona-se com aumento
da expressao génica, aumento celular e com a progressao de lesbes de baixo grau
em les@es de alto grau (JAYSHREE ET AL, 2009).

A expressdo continua dos oncogenes E6 e E7 é necesséaria na inducéo e
manutencdo do fenodtipo neoplasico das células cervicais. Entretanto, estd bem
estabelecido que 0s oncogenes virais SA0 necessarios, poréem nao sao suficientes
para a imortalizacdo celular e malignizacéo do fenétipo (HO, 2010; JAYSHREE ET
AL, 2009).

Ao se dividirem, as células infectadas distribuem equitativamente o DNA viral
entre as células filhas. Uma das células filhas migra ao longo da camada basal
iniciando o programa de diferenciacdo. A outra célula filha continua indiferenciada na
camada basal sofrendo divisbes para oferecer células para diferenciacdo e células
para manutencdo da camada basal. A célula entdo corresponde a um reservatorio
de DNA viral (DOOPRBAR & STERLING, 2001; ZUR HAUSEN, 2002; SOUTO ET
AL, 2005; FRAZER ET AL, 2006).

Apesar da infeccdo do HPV acontecer nas camadas basais, a producao do
virus € restrita as células das camadas suprabasais, pois as células da camada
basal ndo sao lisadas pela producao dos virions, permitindo sua proliferacdo. Essa
diferenciacdo promove a infec¢cdo e manutencéo persistente do HPV nas camadas
basais por muito tempo chegando até varios anos (STUBENRAUCH & LAIMINS,
1999).

1.4 METODOS DE DETECCAO E GENOTIPAGEM DO HPV

A alta incidéncia de cancer cervical aponta para a necessidade de

diagnosticar lesdes causadas pelo o HPV precocemente. A deteccdo precoce de
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leses pré-malignas pode prevenir a progressao ao cancer e diminuir a sua alta
incidéncia na populacdo. A forte associacdo entre o HPV e o céncer cervical
estimula o desenvolvimento de varios testes diagndsticos, principalmente os
baseados em biologia molecular (CARVALHO ET AL, 2010).

A infeccéo pelo HPV pode evidenciar-se indiretamente pelo exame citoldgico
e histopatologico, ou diretamente pelos métodos moleculares, que ao contrario dos
anteriores, permitem detectar o genoma viral e o tipo viral envolvido (GUGLIELMO,
2010). Neste contexto, os testes moleculares passaram a ser uma ferramenta para

confirmacéo da infec¢do pelo HPV.

1.4.1 Colpocitologia e Histologia

Essa metodologia detecta as alteragbes compativeis com a infeccdo pelo
HPV, a partir de graus morfolégicos que sugerem a existéncia da infeccéo
(CAVALVANTI & CARESTIATO, 2006; GNANAMONY ET AL, 2007).

A colpocitologia tem sido a metodologia mais utilizada para se detectar as
lesbes pré-cancerosas do colo uterino. Apés ter sido usada pela primeira vez em
1943, por Papanicolaou e Traut, passou a ser entdo uma grande ferramenta nos
programas de rastreamento, contribuindo para a detecgdo precoce do cancer
cervical (LEE, 2005; GNANAMONY ET AL, 2007).

O exame de Papanicolau consiste no estudo das células descamadas
esfoliadas da ectocérvice e endocérvice do colo uterino (BEZERRA ET AL, 2005).
Este exame é o método de escolha desde a década de 1950, o que tem sido muito
valioso para triagem em massa, por ser capaz de detectar lesdes e orientar o
tratamento adequado. Contudo, o teste tem sensibilidade limitada, sendo relatada
uma taxa geral de resultado falso-negativo de 20% a 30% (CARESTIATO ET AL,
2006) e, em lesdes pré-malignas e malignas, de 15% a 50%. O exame fornece
resultado falso-positivo em cerca de 30% dos casos (JACOBS ET AL, 1999). A
desvantagem da técnica, além dos resultados falsos-positivos, é que muitas vezes
leva a diagnésticos equivocados que nao podem ser confirmados, tratamentos

excessivos e tratamentos inadequados (GUGLIELMO, 2010).
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Contudo, esta técnica é a Unica que tem auxiliado na reducdo da incidéncia
do cancer cervical e das taxas de mortalidade, numa proporcéo de cerca da metade
para dois ter¢cos (BURD, 2003).

O diagnéstico histopatoldgico da infeccdo pelo HPV € de suma importancia,
pois nele se baseia a maioria das decisdes terapéuticas até o momento. Além de
auxiliar no diagndstico da infec¢édo pelo HPV, a histopatologia é capaz de graduar as
lesGes de acordo com seu potencial proliferativo (SOUZA ET AL, 2001).

A colposcopia € capaz de detectar lesbes presursoras do cancer cervical
direcionando as biépsias que sédo analisadas pelo exame histopatolégico. O exame
histopatolégico pode ser utilizado para confirmar a maioria dos diagnosticos, por
meio da observacdo das caracteristicas patoldgicas produzidas pela infeccdo por
HPV como a hiperplasia epitelial, a vacuolizacdo citoplasmatica degenerativa em
queratindcitos diferenciados com nucleos atipicos (BURD, 2003).

O diagndéstico sorolégico da infeccdo, por meio de particulas semelhantes
aos virus (VLPs), correlaciona bem com a presenca do DNA do HPV em amostras
cervicais. Dessa forma, a sorologia com base nas VLPs tem sido usada como um
marcador de exposi¢do cumulativa ao HPV e na avaliagdo da eficacia das vacinas
(VILLA, 2003; HARPER & WILLIAMS,2010).

Embora a sorologia identifique individuos com infec¢fes virais presentes ou
passadas, o risco para o desenvolvimento de NIC em mulheres com HPV 16 € muito
menor quando o risco € mensurado com técnicas que detectam o genoma viral
(COUTLEE ET AL, 2005). Como a infecgdo € seguida de resposta imunoldgica
humoral contra proteinas do capsideo do virus, 0s anticorpos permanecem
detectaveis por muitos anos, ndo sendo capazes de distinguir infeccbes passadas
de presentes (MOYA ET AL, 2006; SZOSTEK ET AL, 2006).

1.4.2 Testes moleculares
Estudos demonstram uma grande variabilidade na sensibilidade e

especificidade de diferentes métodos utilizados na triagem do HPV, dependendo da
aplicacdo do método em si, das caracteristicas da populagdo e da amostra avaliada,
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do tipo de lesdo e, o mais importante, da quantidade e qualidade do material
bioldgico obtido na coleta.

O papilomavirus humano nao pode ser cultivado em laboratorio, por isso
métodos moleculares séo utilizados para detectar o DNA do HPV, a fim de confirmar
a presenca do genoma viral em amostras clinicas (GNANAMONY ET AL, 2007). Em
comparacdo com 0 exame colpocitoldgico, o teste molecular é altamente
reprodutivel e pode ser mais facilmente monitorado e automatizado (COX &
CUZICK, 2006).

A grande diversidade de gendétipos virais e a incidéncia de infeccbes por
multiplos gendtipos fazem com que seja necessario o desenvolvimento de métodos
mais seguros para identificar os diferentes genotipos em estudos epidemioldgicos,
bem como no acompanhamento de pacientes (SOTLAR ET AL, 2004).

Atualmente, nenhum teste é oficialmente recomendado para a genotipagem
do HPV, por isso varios métodos tém sido utilizados para identificar diferentes tipos
virais (MENDEZ ET AL, 2005; VERTERAMO ET AL, 2006; FONTAINE, 2007; LEE
ET AL, 2007; MONTALDO ET AL, 2007). Cada técnica molecular utilizada ao longo
dos anos tem apresentado vantagens e desvantagens e a medida que uma
metodologia se torna bem estabelecida e suas limitagcbes conhecidas, ela pode ser
uma ferramenta muito importante (DE VILLIERS, 1997).

1.4.2.1 Hibridizac&o in situ

A hibridizacdo in situ € uma metodologia que apresenta uma menor
sensibilidade e especificidade em relacdo a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
e a captura Hibrida Il (HC2). Trata-se de uma técnica que requer o uso de sondas
especificas para cada tipo viral em mdltiplas reacdes. E uma técnica capaz de
detectar no minimo 25 copias de DNA de HPV ou mais por célula. Porém, as lesdes
de alto grau, que muitas vezes apresentam pequenas quantidades de DNA viral, sdo
frequentemente caracterizadas como falso-negativas (COUTLEE ET AL, 2005;
BRINK ET AL, 2005; MOLIJIN ET AL, 2005).
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1.4.2.2 Captura Hibrida Il

A metodologia de captura hibrida tem sido utilizada em muitos estudos e a
versdao “Captura hibrida de segunda geracdo” (HC2) tem sido a técnica
mundialmente utilizada em laboratérios clinicos. Trata-se de uma técnica de fécil
execucao, porém, ndo permite a genotipagem viral, apenas a diferencia¢do dos virus
de alto ou baixo risco oncogénico, além de uma estimativa da carga viral (BRINK ET
AL, 2005; MOLIJIN ET AL, 2005).

O sistema de HC2 é realizado em microplacas e emprega anticorpos na
captura do DNA viral com amplificacdo do sinal, que € detectado por
quimioluminescéncia (BRINK ET AL, 2005; CUSCHIERI ET AL, 2005; MOLIJIN ET
AL, 2005).

A técnica é capaz de detectar HPVs de baixo e alto risco oncogénico pela
formacao de hibridos DNA e RNA. Esta técnica é capaz de identificar os genotipos
HPV 6, 11, 42, 43, 44, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68 (MENZO,
2008).

1.4.2.3 Reagédo em Cadeia da Polimerase

A técnica de PCR, desenvolvida por Kary Mullis, no fim da década de 1980,
consiste na replicacado in vitro de segmentos especificos de DNA pela enzima DNA
polimerase (SAIKI, 1988). E wuma técnica muito utilizada em estudos
epidemiologicos, na detecgdo viral, na genotipagem e na determinacdo da carga
viral em células esfoliadas, em esfregacos citologicos e em fragmentos de tecido,
frescos ou inclusos em parafina (REMMEPRBACH ET AL, 2004; BRINK ET AL,
2005; MOLIJIN ET AL, 2005).

E a metodologia mais sensivel e por isso tem sido muito utilizada. O emprego
dos iniciadores de consenso, genéricos ou degenerados, dirigidos a regido L1
permite a deteccdo de um amplo espectro de gendtipos em uma Unica reacao
(COUTLEE ET AL, 2002; MOLIJIN ET AL, 2005; CARVALHO ET AL, 2010).

A PCR é o método mais comumente usado para a amplificacdo do DNA do
HPV (SNIJDERS ET AL, 2010). A reacdo envolve trés etapas principais:
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desnaturacdo do DNA, anelamento dos iniciadores e extensdo. A reacéo
compreende um processo termociclico no qual sdo empregados o DNA a ser
amplificado, uma DNA-polimerase termo-estavel (Taqg-polimerase) e uma solucéao de
oligonucleotideos iniciadores (primers) complementares as extremidades de cada
uma das fitas (forward e reverse) da regi&o alvo do DNA, na presenca de Mg+ e de
uma mistura de desoxiribonucleotideos trifosfato (ANTPs) (SCHOCHETMAN & OU,
1988).

Para a deteccdo molecular do HPV por PCR, varias combinacbes de
iniciadores genéricos tém sido desenvolvidas e utilizadas para amplificar fragmentos
de DNA de diferentes regides do genoma viral (CHAN ET AL, 2006). Entre os
iniciadores, os mais empregados sdo MY09/11 (MANOS ET AL, 1989), regido E1
(GREGOIRE ET AL, 1989), GP5/GP6 (SNIJDERS ET AL, 1990), pU-1m/pU-2R
(FUJINAGA ET AL,1991), GP5+/GP6+ (DE RODA HUSMAN, 1995), SPF10
(KLETER ET AL, 1998), PGMY (GRAVITT ET AL, 2000), LCR-E7 (SASAGAWA ET
AL, 2000; SASAGAWA ET AL, 2001), E6CF4/E7CR3 (YAMAGUCHI ET AL, 2002),
LC1/LC2 (ASATO ET AL, 2004).

A sensibilidade e a especificidade da PCR podem variar de acordo com o
sistema de iniciadores utilizados, o tamanho do fragmento amplificado, as condi¢des
de reacdo e a qualidade da DNA polimerase utilizada na técnica (CASTLE ET AL,
2002), bem como o espectro de gendtipos detectados e a capacidade de deteccéo
de infeccdes mdltiplas (IFTNER & VILLA, 2003; FREITAS ET AL, 2007).

1.4.2.3.1 PCR tipo-especifica

Na PCR tipo-especifica, séo utilizados iniciadores desenhados para amplificar
um unico tipo de HPV, exclusivamente. Trata-se de uma técnica baseada no
polimorfismo genético do virus, principalmente nas regides de E6 e E7. Entretanto,
nao estdo validados ainda iniciadores especificos para todos os genétipos de HPV.
A PCR tipo-especifica é de facil de interpretacédo e pode caracterizar genotipos virais
em casos de infeccbes multiplas porém, possui alto custo e alta demanda de tempo
(GRAVITT & MANOS, 1992; SOTLAR ET AL, 2004; MOLIJN ET AL, 2005).
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1.4.2.3.2 PCR em tempo real

A PCR em tempo real € uma técnica capaz de determinar a carga viral, e 0
estado fisico (epissomal ou integrado) do DNA do virus. Com iniciadores marcados
com moléculas capazes de emitir fluorescéncia é possivel quantificar o DNA e
monitorar o acumulo de amplificacdes (RODRIGUES ET AL, 2009).

1.5 EPIDEMIOLOGIA: PREVALENCIA E DISTRIBUIGAO DOS G ENOTIPOS DE
HPV

Os genotipos do HPV diferem em sua capacidade de produzir infeccao
persistente e evoluir para doenca neoplasica. Estas diferencas justificam o esforco
gue tem sido feito para caracterizar a diversidade genética deste virus em cada
regido geografica, bem como a identificacdo de novos isolados de gendétipos
especificos de HPV (HAGENSEE ET AL, 2004; CERQUEIRA, 2007).

O Brasil € um pais extenso, representando condicbes socio-econdmicas
diversas em diferentes regides e estados. Com isso, a incidéncia de cancer varia
extensivamente. Enquanto no Norte do pais a incidéncia de cancer cervical
esperada para 2010 foi de 23,22 para cada 100.000 mulheres, na regido sudeste
essa taxa foi menor, cerca de 12,93 (INCA, 2010). Um programa organizado de
rastreamento do cancer cervical existe, porém, na pratica, muitas vezes é efetuado
inadequadamente, salvo em algumas regibes do pais, fator que contribui também
para essa variagcdo (SILVA ET AL, 2009). As taxas de cancer cervical tém
decrescido drasticamente desde a implantacdo dos programas de rastreamento e
procedimentos de acompanhamento de mulheres e adolescentes (VETRANO ET
AL, 2007). A maioria dos casos de alta incidéncia ocorre em paises ou regides em
gue os programas de rastreamento ainda sao ineficientes (SILVA ET AL 2009). No
ambito mundial, em geral, os menores indices de cancer cervical (menores que
15/100.000) ocorrem na regido européia (exceto nos paises do leste europeu),
América do Norte e Japao. Nos paises em desenvolvimento, no entanto, os indices
sao cerca de duas vezes maiores. Na América Latina, por exemplo, esse indice é de
33,5 para cada 100.000 mulheres (PARKIN, 2006).
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A variacdo da prevaléncia do HPV em todo mundo é explicada pelas
diferencas nas metodologias utilizadas para a detecgdo viral nos estudos, e
diferencas nas caracteristicas das populacdes estudadas (LANSELINK ET AL,
2008).

O cancer cervical € mais comum em mulheres acima de 35 anos, atingindo o
pico de incidéncia geralmente na faixa etéria de 45 a 49 anos. Isto sugere que as
infeccdes pelo HPV ocorram realmente em mulheres mais jovens, mas, as infeccoes
persistentes, provocadas por HPVs de alto risco, sdo responsaveis pela maioria dos
casos que evoluem lentamente durante 10 a 20 anos até o cancer cervical
(CAVALCANTI & CARESTIATO, 2006).

A infeccdo genital pelo HPV € a doenca sexualmente transmissivel mais
comum entre as mulheres sexualmente ativas. Mais de 50% delas ja foi ou sera
infectada por um ou mais genoétipos de HPV em algum momento de suas vidas
(LANSELINK ET AL, 2008).

Dos HPVs de alto risco associados com o cancer cervical, os genotipos 16 e
18 sdo encontrados em 70% de todos os canceres cervicais (LANSELINK ET
AL,2008; OLIVEIRA-SILVA ET AL, 2011)

Em todo o mundo, o HPV 16 é o gendétipo mais comum encontrado no cancer
cervical, com uma prevaléncia de 47,7% na Africa e 69,7% na Europa e América do
Norte. Ja4 o HPV 18 é o segundo mais encontrado com uma prevaléncia de 12,6% na
Ameérica do Sul e Central e 25,7% no sul da Asia, sendo mais frequentemente
associado ao adenocarcinoma (CLIFFORD, 2003; GALANI & CHRISTIDOULOU,
2009).

Os dois tipos de HPV de baixo risco mais encontrados sdo os genotipos 6 e
11, comumente presentes em verrugas genitais e lesfes intraepiteliais de baixo
grau. Tais gendtipos sdo encontrados em mais de 90% de verrugas anogenitais e
ndo estdo associados a oncogénese da cérvice uterina (GALANI &
CHRISTIDOULOU, 2009).

A coinfeccdo por multiplos gendtipos de HPV tem sido observada mais
frequentemente em mulheres mais jovens e entre aquelas com anormalidades
citolégicas ou que apresentam uma resposta imunolégica deficiente (TROTTIER ET
AL, 2006)
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Apesar das elevadas taxas de infec¢ao por HPV, as taxas de cancer cervical
sdo apenas moderadamente elevadas em mulheres HIV-positivas. Esta observacéo
pode ser amplamente representada pela eficacia do rastreamento e tratamento do
cancer cervical, mas as associa¢fes existentes entre o sistema imunoldgico com a
persisténcia de HPV e o risco de infec¢do pelo HPV 16, por exemplo, também pode
representar fatores relevantes, especialmente nas populagbes em que o
rastreamento do cancer cervical é limitado. No entanto, lesGes cervicais neoplasicas
permanecem muito comuns em mulheres HIV-positivas, pois tais mulheres vivem
mais tempo atualmente com o uso da terapia anti-retroviral altamente ativa (HAART).
Além disso, essas mulheres estdo inseridas no grupo populacional que apresenta
idade na qual o cancer cervical € mais comum (STRICKLER ET AL, 2005).

No Brasil, varios estudos ja foram conduzidos a fim de detectar o HPV em
mulheres HIV-positivas. Na regidao central do Brasil, especificamente, o
papillomavirus humano foi frequente em 42,7% das mulheres HIV-positivas
(CERQUEIRA ET AL, 2007)

1.6 FATORES DE RISCO PARA DESENVOLVIMENTO DO CANCER CERVICAL

Apenas a infeccdo pelo papillomavirus humano ndo é suficiente para o
desenvolvimento do céancer cervical, sendo necessaria a presenca de outros co-
fatores como: idade da sexarca, alta paridade, uso prolongado de contraceptivos
orais, tabagismo, imunossupressdo ou presenca de outra doenga sexualmente
transmissivel em especial a AIDS. Ha ainda aspectos relacionados com a resposta
imunologica e a genética do hospedeiro além daqueles relacionados ao proprio
virus, tais como, seu genotipo, coinfeccéo, carga viral e integracdo viral (PINTO ET
AL, 2002; LAU & FRANCO, 2005).

1.6.1 Idade
A idade é um importante fator de risco para infec¢do pelo HPV. A maioria dos

canceres cervicais inicia-se na juncdo escamo-colunar, entre o epitélio colunar da

endocérvice e o epitélio escamoso da ectocérvice. Neste sitio, continuas mudancas
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metaplasicas sdo observadas, o risco maior de infecgdo pelo HPV coincide com a
atividade metaplasica mais pronunciada neste local, evento que geralmente ocorre
na puberdade e na primeira gravidez, declinando na menopausa. Dai o motivo pelo
qual a infeccdo é mais comum em mulheres sexualmente ativas, entre 18 e 30 anos
de idade (CAVALCANTI & CARESTIATO, 2006).

1.6.2 Paridade

A alta paridade aumenta o risco de cancer cervical pelo fato de expor a zona
de transformacgédo na ectocérvice por mais anos, contribuindo para exposicao direta
para o HPV e possivelmente devido a outros fatores. Mudancas hormonais induzidas
pela gravidez, como o aumento do nivel de estrogeno e progesterona, pode ainda
influenciar na resposta imune para o HPV, na persisténcia e na progressao da
infeccdo (CASTELLSAGUE, 2003).

Um estudo multicéntrico da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer
(IARC), revelou que mulheres que engravidaram sete ou mais vezes tiveram um
risco quatro vezes maior para o cancer cervical, comparadas com mulheres HPV
positivas que nunca tiveram filhos (BOSCH ET AL, 2002).

1.6.3 Uso de contraceptivos orais

Dados epidemiol6gicos sugerem que o uso de contraceptivos orais pode
aumentar o risco de neoplasia cervical. Juntamente com a evidéncia biolégica, esses
dados indicam que mulheres mais jovens que usam contraceptivos orais estao
expostas a um risco maior de desenvolver neoplasia cervical, especialmente se elas
também forem expostas ao HPV de alto risco (COELHO ET AL, 2004).

Estudos j& demonstraram a presenca de altos niveis de receptores
hormonais, particularmente de progesterona na neoplasia intraepitelial grau 1, 2 e 3.
Receptores de glicocorticoides, dentre outros fatores celulares de transcricdo, tém
sido identificados como capazes de se ligarem a regido regulatoria de varios HPVs

(LCR) e aumentar o nivel de expressdo dos oncogenes virais E6 e E7 e por
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promover a proliferacdo e eventualmente resultar na transformacéo celular (PINTO,
2002; COELHO ET AL, 2004).

As evidéncias mais contundentes com relacéo a essa associacao resultam da
analise da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer que constatou uma forte
relacdo dose—resposta com o aumento do periodo de uso do contraceptivo. O risco
para neoplasia cervical ndo aumentou em mulheres que usaram o contraceptivo por
até 4 anos. No entanto, em mulheres que faziam uso de contraceptivo por mais de 5
anos, essa relacdo foi significativamente associada com a neoplasia cervical
(OR=3,4; 95% CI=2,1 a 5,5). Em mulheres que faziam uso por mais de 5 anos, 0
risco aumentou em quatro vezes para cancer cervical invasivo (OR= 4,0; 95%
Cl=2,0 para 8,0) e triplicou para carcinoma in situ (CIS) (OR=3,4; 95% Cl=2,1 a 5,5)
(MORENO ET AL, 2002).

1.6.4 Tabagismo

O tabagismo é também um importante co-fator para o desenvolvimento do
cancer cervical. A hipétese de que o fumo é um fator de risco para o cancer cervical
foi levantada em 1977 no estudo de WINKELSTEIN. Estudos epidemiolégicos em
seguida confirmaram a hipo6tese. O efeito do fumo tem sido avaliado em muitos
estudos de caso-controle e alguns tém mostrado uma associacdo moderada e
estatisticamente significativa com relacdo ao cancer cervical. Muitos estudos relatam
0 risco estimado entre o habito de fumar e o cancer cervical de acordo com a
intensidade, duracdo e numeros de cigarros. Um aumento do risco também esta
associado com a idade precoce de inicio do habito de fumar (PLUMMER ET AL,
2003; GREEN ET AL, 2003).

A magnitude do risco com relacdo ao fumo estd entre 1 a 3 vezes e sua
relacdo tende a ser mais forte na maioria das neoplasias pré-invasivas e em varios
estudos uma relacdo de dose-resposta com a quantidade de tabaco consumido tem
sido vista (BOSCH ET AL, 2002).

O fato da nicotina e carcindgenos especificos do tabaco estarem presentes no
muco cervical de fumantes fortalece a hipétese da acéo sinérgica entre o cigarro e o
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HPV no desenvolvimento de lesdes epiteliais cervicais de alto grau e no cancer
cervical (CASTELLSAGUE, 2003; KAPEU, 2009).

Alguns autores defendem que a exposicéo ao tabaco pode afetar a habilidade
de ativar uma resposta imune local efetiva contra infec¢des virais, ja que o fumo
pode reduzir o niumero de células de Langerhans e outros elementos do sistema
imune (POPPE ET AL, 1995; CASTELLSAGUE, 2003).

Um estudo desenvolvido por GIULIAN ET AL (2002), apresentou uma
convincente evidéncia de que em fumantes, a persisténcia viral é significativamente
mais comum, possuindo também uma menor probabilidade de cura de uma infec¢éo

oncogénica do que aquelas mulheres que nunca fumaram.

1.6.5 Imunossupressao ou presenca do HIV

Individuos imunossuprimidos ou HIV-positivos apresentam um alto risco de
infeccdo pelo HPV. Altos niveis de RNA do HIV e células CD4 em quantidades
inferiores a 200 células por mm? estéo associados com a incidéncia e persisténcia
da infeccdo pelo papillomavirus humano. Mulheres com HPV oncogénico e HIV-
positivas, com baixa quantidade de células CD4 sdo mais susceptiveis no
desenvolvimento de lesdo intraepitelial do que mulheres HIV-negativas com nivel
normal de células CD4 (STRICKLER ET AL 2005).

O estabelecimento da infec¢do pelo HPV pode ser modulado por um sistema
imune competente. Experimentos in vitro tém demonstrado uma associacao inversa
entre o grau de neoplasia e a producdo de interleucina 2 pelas células
mononucleares do sangue periférico em resposta aos peptideos E6 e E7 do HPV
16. Mulheres com NIC IIl ou cancer parecem ter uma diminuicdo na habilidade de
ativar as células T helper tipo 1 (Th1l) mediado pela resposta imune a proteina E6 e
E7 do virus, comparado com mulheres com NIC | ou mulheres infectadas pelo HPV
sem lesdes cervicais (BOSCH ET AL, 2002).
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1.6.6 Presenca de multiplos genotipos virais

Um importante fator de risco para o desenvolvimento do cancer cervical é a
infeccdo causada por mais de um genotipo viral. J& esta estabelecido que exista
uma forte associacdo entre 0 nimero de genotipos virais no sitio da infeccdo e a
severidade da neoplasia intraepitelial cervical (MEJLHEDE, 2009; DE LEON, 2011).
Acredita-se que aproximadamente 20 a 40% das mulheres com infec¢cdo causada

pelo HPV, apresentam mais de um tipo viral (DE LEON, 2011).

1.7 PERSISTENCIA VIRAL DA INFECCAO PELO HPV

A infeccdo pelo HPV é frequentemente assintomatica e em muitos casos (70
a 90%) transitéria, pois, o virus é eliminado pelo sistema imune antes dos efeitos
patogénicos (MAGGINO ET AL, 2007), porém, 0 mecanismo em que O Sistema
imune do hospedeiro age frente a infeccdo pelo HPV é ainda pouco conhecido
(AULT, 2006).

Geralmente as infec¢bes por HPV curam-se em até 7 a 10 meses. Apenas
uma pequena porcentagem de mulheres apresenta o risco de desenvolver a
infeccdo persistente, que pode eventualmente causar o desenvolvimento de células
anormais, quando néo tratadas e nao identificadas. Essas células podem mais tarde
evoluir para o cancer cervical (MEJLHEDE, 2009).

As infeccdes causadas por HPV de alto risco oncogénico, chamadas de
displasias ou NIC I, sdo na maioria dos casos eliminadas pelo sistema imune dentro
de um a dois anos, sendo indetectaveis mesmo por técnicas sensiveis como a
reacdo em cadeia da polimerase. Entretanto, algumas infec¢cdes podem persistir por
periodos prolongados, pois ndo sdo efetivamente eliminadas pelo sistema imune.
Além da presenca do HPV de alto risco oncogénico, outros fatores de risco
contribuem para a persisténcia viral (BEGLIN, 2009).

Apenas uma pequena propor¢cdo de mulheres com um dado tipo de HPV
apresenta 0 mesmo genoétipo em infecgbes subseqlentes, caracterizando uma
condicao de persisténcia viral. Na prética, a persisténcia pode ser definida como a

deteccdo do mesmo genotipo de HPV duas ou mais vezes por certo periodo. O risco
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de uma neoplasia intraepitelial cervical é proporcional ao niumero de testes positivos
para o HPV, sugerindo que o desenvolvimento carcinogénico resulte de infecgbes
persistentes (FRANCO ET AL, 2001; SCHIFFMAN & CASTLE, 2003).

Assim, a persisténcia da infeccdo é um importante fator de risco no
desenvolvimento de neoplasias cervicais e progressao do cancer cervical. Estudos
epidemiologicos e prospectivos conduzidos em varios paises tém demonstrado que
o risco de desenvolver o cancer cervical esta fortemente associado com a presenca
e a persisténcia de papilomavirus humano de alto risco oncogéncio, principalmente o
HPV 16 (BOSH & SAN JOSE, 2003; SILVA ET AL, 2009).

Mulheres que apresentam infeccdo persistente constituem o verdadeiro
grupo de risco para o desenvolvimento do cancer cervical, com um risco relativo de
100 a 300 vezes em relacdo aquelas que a infeccdo nado teve carater persistente
(SELLORS ET AL, 2003). Neste caso, o HPV pode provocar alteracdes atipicas no
epitélio cervical podendo evoluir para transformagdo maligna (SCHIFFMAN &
CASTLE, 2003).

Os determinantes da progresséao clinica da infeccdo pelo HPV incluem, além
da persisténcia viral, infeccdo pelo HPV de alto risco oncogénico, alta carga viral e
integracdo do genoma viral no genoma do hospedeiro (COUTLEE ET AL, 2005).

A infeccédo pelo HIV e outras situagbes que resultam em imunossupressao
também aumentam o risco da persisténcia e progressdo de lesbes cervicais
(GALANI & CHRISTDOULOU, 2009).

Alguns estudos tém sugerido um possivel papel das infec¢cdes por multiplos
tipos de HPV no desenvolvimento e progressao para neoplasia cervical. No entanto,
outros tém mostrado que o risco de lesdes pré-cancerosas ou cancer invasiva em
mulheres com multiplos tipos nao foi maior com relacdo aquelas que apresentavam
apenas um genatipo viral (CHATURVEDI ET AL, 2005; TROTTIER ET AL, 2006).

PERRONS ET AL (2002) mostrou que as pacientes com infecgao persistente

podem ter um maior risco de adquirir multiplas infec¢des.
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1.8 EVOLUCAO DAS LESOES PRE- NEOPLASICAS

O padrdo de infeccdo produtiva pelo HPV é observado nas lesbes
intraepiteliais de baixo grau e em condilomas acuminado. Nestes tipos de leses o
efeito de E6 e E7 é reduzido pelo aumento da expressao de inibidores de quinases
dependentes de ciclinas (Cdks) como p21 e p27, as quais previnem que o0 ciclo
celular avance em G1 e G1/S. No entanto, em alguns casos, o papillomavirus causa
uma infeccéo abortiva a qual o ciclo produtivo do virus ndo € completado e as lesbes
nestes casos podem evoluir para o cancer. Progressao de lesdes intraepiteliais de
baixo grau (LSIL) para lesdes intraepiteliais de alto grau (HSIL) requer um alto nivel
de E6 e E7, suficiente para impedir o efeito dos inibidores de Cdk. A expresséo
continua de E6 e E7 é necessaria para a manutencdo do fenétipo de malignidade.
Na lesdo intraepitelial de alto grau (HSIL) e em canceres invasivos, 0s capsideos
virais ndo sao formados, e 0 genoma viral pode se replicar ativamente nas células
pouco diferenciadas ou em baixo numero de copias nas células basais diferenciadas
(DOOPRBAR ET AL, 2005; LIZANO ET AL, 2009).

Ao contrario dos HPVs de baixo risco, que permanece na forma epissomal, o
genoma viral dos HPVs de alto risco frequentemente integra-se ao genoma celular.
A integragao tem sido proposta como um mecanismo da progresséo de HSIL para o
cancer invasivo como mostra a figura 3. A transcricdo dos oncogenes virais E6 e E7
€ naturalmente reprimida pela proteina E2. Porém, a integracdo do genoma viral
envolve a ruptura do genoma circular do HPV, na regido de E2, interrompendo a
sequéncia deste gene e consequentemente a expressao da proteina E2. A reducéo
dos niveis de E2 libera a expressdo de E6 e E7, que sdo essenciais para a
progressao para a carcinogénese (LIZANO ET AL, 2009).

As proteinas E6 e E7 alteram a diferenciacdo celular, reativam a sintese de
DNA, estimulam a progressao do ciclo celular e inibem a apoptose. A proteina E6
ativa ou reprime a expressao de multiplos genes e se liga a numerosas proteinas
incluindo E6AP, uma proteina ligase da via de protedlise. O complexo E6/ E6AP liga-
se a p53 para que a mesma seja degradada pelo proteassomo. A proteina p53 induz
a apoptose e reprime o ciclo celular, em resposta ao estresse genotdxico e ao dano

ao DNA. O controle do ciclo celular é exercido por meio da inducdo da expressao de
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p21, o qual é um inibidor de Cdks, componentes necessarios para a progressao do
ciclo celular. A proteina p53 induz a via intrinseca da apoptose, estimulando a
expressdo dos genes da familia Bcl-2. A perda de p53 leva a uma instabilidade

genética e uma rapida progresséao para a malignidade. (LIZANO ET AL, 2009).
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Figura 3. Representacdo esquematica da progressdo d a infeccdo do cancer
do colo do utero mediada pelo HPV. As linhas tracej adas representam o
principal ponto de quebra do DNA do HPV durante o processo de
integracdo do genoma viral ao DNA da célula hospede ira (Adaptado de
Woodman ET AL 2007).

Neste contexto, a proteina E7 do HPV 16 liga-se e inativa a proteina do
retinoblastoma (pRb) e promove sua degradacéo por meio da via do proteossomo. A
interacdo da proteina E7 e pRb na forma hiposfosforilada causa a liberagdo de E2F.
A proteina E7 forma um complexo com as proteinas que controlam o ciclo celular,
como pRb, p107, p130 e ciclina A. Uma vez que E7 se liga a pRb, o controle do ciclo
celular é interrompido, pela perda da funcdo de pRb. (ZUR HAUSEN 2000, LIZANO
ET AL, 2009, GHITTONI ET AL, 2010).

Estudos tém demonstrado que a proteina E7 do HPV de alto risco oncogénico
parece ter uma maior afinidade com pRb, comparada a proteina E7 do HPV de baixo
risco oncogénico (ZUR HAUSEN, 2000; LIZANO ET AL, 2009 ).
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Infeccdo persistente com um ou mais subtipos de HPV de alto risco
oncogénico, ao longo do tempo, desencadeia o desenvolvimento e progressao de
NIC. O desenvolvimento progressivo das alteracdes celulares inicia-se com infeccao
das camadas basais das células do epitélio. Todo o processo ocorre geralmente
durante um periodo de 10 a 40 anos, embora ele possa ocorrer em apenas um a
dois anos em alguns casos. Se a viruléncia do patégeno, fatores de risco e fatores
inerentes aos sistema imune do hospedeiro sdo caracteristicas decisivas na
velocidade do processo oncogénico continua a ser esclarecida. Os estagios NICI e
NICIl, em alguns casos, podem regredir naturalmente (GALANI &
CHRISTODOULOU, 2009).

1.9 INFECCAO POR MULTIPLOS GENPOTIPOS DE HPV EM POP ULACOES HIV-
POSITIVAS E HIV-NEGATIVAS

Os virus HIV e HPV séo transmitidos sexualmente e compartilham fatores de
risco comuns. Assim, é coerente que mulheres HIV infectadas tenham uma maior
prevaléncia de infec¢gbes cervicais causadas pelo HPV, comparadas as mulheres
HIV-negativas (STRICKLER ET AL, 2003; NICOL t al., 2005; VIDELA ET AL, 2009).

Comparados as mulheres HIV-negativas, as mulheres HIV-positivas
apresentam também uma maior ocorréncia de infec¢cdes por multiplos gendtipos de
HPV, caracterizando-se por uma diminui¢cdo da regressao das lesdes de baixo grau
e aumento da taxa de progressao da infeccao para lesdes cervicais de alto grau e
cancer, provavelmente, devido a resposta enfraguecida do sistema imune
(PALEFSKY, 1999; CERQUEIRA ET AL, 2008). Ha alguns estudos na literatura que
tiveram como objetivo a deteccdo de multiplas infeccdes em mulheres HIV

infectadas ou ndo, como mostra tabela a sequir:
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Tabela 2- Estudos sobre infec¢cdes por multiplos gen Otipos de HPV em
mulheres HIV- positivas e HIV-negativas

Infeccao por

N° de multiplos Infeccao
casos gendtipos Unica Gendétipos Método utilizado
Referéncia Populacao (%) (%) mais prevalentes
TANZI ET AL, 2009
172 38,9 24,1 16,6,11,61,53 PCR My09/My11
EREN ET AL, 2010
500 16,5 402 16,6,53,59,35 Microarray
MELGACO ET
AL,2010 140
20 4,5 16, 53, 58 PCR My09/My11
CUSHIERI, ET AL,
2004 3444
10 10 16,18,51,31,52 PCR/Hibridizacdo
CERQUEIRA ET
AL,2007
150 31,2 18,75 16,81 PCR/RFLP
MEJHEDE ET
AL,,2010 3588
52 48 16 Microarray
DAL BELLO ET AL,
2009 1323
44,2 35,85 16,31,52 PCR My09/My11

A infeccdo cervical causada por varios tipos de HPV esta associada a um
risco aumentado para cancer cervical e € mais comum em mulheres coinfectadas
HPV/HIV. Da mesma forma, a infeccdo pelo HIV também esta associada com
infeccdo persistente por HPV (DE VUYST ET AL, 2008; BANURA ET AL, 2008;
KOSHIOL ET AL, 2006).

Em mulheres HIV-positivas, a prevaléncia e a distribuicdo de gendtipos de
HPV tém sido documentadas de acordo com o grau das lesdes do colo do utero. As
taxas de persisténcia e cura das infecgbes por HPV tém sido avaliadas de acordo
com seu potencial patogénico e em pacientes HIV-positivas cirurgicamente tratadas
(DE SANJOSE ET AL,2007).

Segundo FIFE ET AL (2001) e TROTTIER (2006), as infec¢Bes por multiplos
tipos de HPV parecem agir sinergicamente na carcinogénese cervical. Em contraste,
LEVI ET AL (2004) relatou que embora a infeccdo com multiplos genétipos de HPV
seja um achado frequente em mulheres brasileiras infectadas com HIV, a infeccéo
concomitante com trés ou mais tipos de HPV nédo confere um risco adicional de
displasia cervical em comparac¢ao com infec¢des por um Unico genotipo viral.

MUNOZ ET AL (2003) em seu estudo ndo encontrou um aumento no risco de

cancer cervical associado com infec¢gdes multiplas em um largo estudo internacional.
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O papel de infec¢cdes multiplas sobre o risco de lesGes no epitélio cervical
avaliado separadamente pelos achados citolégicos e pelos diagndsticos histoldgicos,
considerando tanto o numero de gendtipos virais presentes, quanto seu potencial
oncogénico. Os dados também sao controlados por inumeras variaveis como idade,
histéria prévia de lesbes, o grau das lesdes, e status de HIV (ROUSSEAU ET AL,
2003b; CHATURVEDI ET AL, 2005; TROTTIER ET AL, 2006).

No estudo de DAL BELLO ET AL (2009), o efeito do niumero de genotipos de
HPV no risco de NIC Il € altamente significativo, mesmo apdés a exclusdo das
biopsias negativas. Ambas as comparacfes mostram que O risco aumenta
linearmente com o numero de tipos de infeccdo independente do potencial
oncogénico. Um aumento no risco é observado ndo apenas para as infeccoes
sustentadas por gendtipos de HPV de alto risco, mas também para a associacao
entre gendtipos de baixo e alto risco.

Os possiveis mecanismos pelos quais as infeccbes mudltiplas podem
aumentar o risco de lesdo intra-epitelial cervical ainda sdo pouco elucidados. Eles
podem se relacionar com fatores comportamentais ou virais, cComo co-transmissao
ou infecgéo facilitada. No entanto, as mulheres com infec¢do por um Gnico gendtipo
viral ou multiplos gendtipos compartilham fatores de risco epidemiolégico
semelhantes, e 0s gendtipos do HPV sado adquiridos e removidos de forma
independente, pelo menos, em infeccbes incidentes (ROUSSEAU ET AL, 2003b;
MENDEZ ET AL, 2005; PLUMMER ET AL, 2007).

Alguns estudos com relagdo a idade, numero de parceiros sexuais e
frequéncia de relacdes sexuais tém demonstrado que a aquisi¢do de um genadtipo do
HPV é favorecida quando o individuo ja esteve infectado por outro genétipo viral. Tal
fato pode ocorrer devido a um mecanismo bioldgico pelo qual a aquisicdo de um
genotipo viral, de alguma forma, facilita a aquisicdo de outro genoétipo (KJAER ET
AL, 2005; MEJHEDE ET AL, 2010).

Neste contexto, alguns estudos tém sugerido que a presenca de certos
genadtipos do HPV facilita a infeccdo com outros gendtipos. Por exemplo, individuos
com infeccdo incidente pelo HPV16 ou 18 apresentam cinco a sete vezes maior
probabilidade de adquirir uma infec¢éo posterior pelo HPV58 do que os individuos
nao infectados com o HPV16 ou 18 (MENDEZ ET AL, 2005). Porém, alguns estudos
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defendem que as infec¢bes com diferentes genotipos virais ocorrem com o0 minimo
de interagBes virais com relagdo a aquisicéo, persisténcia ou cura (PLUMMER ET
AL, 2007).

Mecanismos alternativos podem depender da persisténcia viral ou do
aumento da susceptibilidade do hospedeiro. Diferentes tipos de HPV e co-infeccéo
aumentam a duracdo das infeccOes prevalentes e incidentes. Assim, uma
capacidade diferencial de persistir, pode favorecer o acumulo de alguns tipos virais
ao longo do tempo (RODRIGUEZ ET AL, 2008; TROTTIER ET AL, 2008).

Nos ultimos anos, tecnologias que permitem a rapida detecgcéo de varios tipos
de HPV tém sido desenvolvidas. Consequentemente o numero de estudos
mostrando que infeccbes por multiplos tipos sdo comuns tem gradativamente
aumentado (MEJLHEDE ET AL, 2009).

Estudos longitudinais feito em homens e mulheres tém mostrado que a
deteccdo simultdnea ou sequencial de mais de um gendétipo do HPV no mesmo
individuo € comum e que isso ocorre com maior frequéncia do que era esperado
(LAJOUS ET AL 2005).

1.10 DOENCA CERVICAL UTERINA EM POPULACOES HIV-POSI TIVAS E HIV-
NEGATIVAS

A infeccdo pelo HPV causa aproximadamente 466.000 novos casos e
231.000 mortes devido ao cancer cervical anualmente. Estima-se que mulheres com
cancer cervical morrem aproximadamente 18 anos mais cedo em relacdo aquelas
gue nunca apresentaram essa patologia (SEGHAL & SINGH, 2009).

O processo de carcinogénese cervical inclui trés etapas: infeccao pelo HPV, a
progressdo para lesdes pré-invasivas de alto grau e invasdo. A maioria das
infeccbes (>95%), incluindo aquelas com citologia anormal, resolvem-se
espontaneamente, retornando para a negatividade do DNA viral, néo
necessariamente passando pelas etapas enumeradas (SEGHAL & SINGH, 2009).

O papilomavirus humano infecta preferencialmente a zona de transformagéo
cervical, que € um ponto de juncado das células da endocérvice cervical e das células

escamosas de epitélio estratificado da ectocérvice. Esse local esta sujeito a
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continuas transformag¢des durante toda a vida da mulher e somado a fatores
especificos esta regido facilita o desenvolvimento do cancer cervical (GHITTONI,
2010).

A infeccdo pelo HPV, diferente de muitas infeccbes genito-urinarias, ndo é
caracterizada com sintomas imediatos, além disso, a maioria das infec¢cbes néo
desenvolve doenca clinica ou sintomas pelo fato do sistema imune do hospedeiro
resolver a maioria das infeccbes (MAO, 2003; AULT, 2006). A infeccdo pelo HPV
entdo tende a ser prolongada e aparentemente silenciosa, tornando este virus
extremamente bem adaptado para infectar seres humanos (GARCIA-CHACON,
2009). Assim, somente a minoria das pacientes com HPV desenvolve sérias
complicacgdes clinicas (MAO ET AL, 2003; AULT, 2006).

Embora o papilomavirus de alto risco oncogénico seja uma condi¢ao
necessaria para causar o cancer cervical e sua origem da infeccdo seja bem
elucidada, nem a sistematica e nem o local das respostas imunes a este virus tem
sido bem estudadas ou entendidas (GARCIA-CHACON, 2009). Neste contexto é
importante distinguir entre os mecanismos utilizados pelo virus e aqueles usados por
células do tumor para ludibriar o atague imune (KANODIA ET AL, 2007).

A estratégia da infeccdo prolongada utilizada pelo HPV é realmente bem-
sucedida. N&o ha viremia, nenhuma fase litica, ndo propagacao viral para outros
tecidos distantes e o fato do sexo masculino ser um propagador viral cujo
comportamento sexual € convenientemente utilizado pelo virus para que o mesmo
se espalhe ainda mais entre os seres humanos. De outro ponto de vista, dado que a
maioria das mulheres infectadas efetivamente elimina o virus e s6 uma minoria
continua a insidiosa progressao para o cancer, € possivel que possa haver alguns
fatores, ainda desconhecidos, nesta pequena populacdo feminina permissivas para
o HPV se desenvolver (GARCIA-CHACON, 2009).

O curso natural da fase precoce da infec¢do pelo HPV até o cancer cervical €
claramente assintomatico, detectado apenas por meio de testes baseados em
citologia ou por meio de metodologias mais elaboradas (GARCIA-CHACON, 2009).

A replicacdo de DNA viral nas células indiferenciadas e a formacgédo de
particulas em células diferenciadas reduz a sua exposi¢cao ao sistema imunologico

do hospedeiro. A natureza nao litica da infeccdo pelo HPV limita a producao de
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antigenos que sdo processados e apresentados ao sistema imunoldgico adaptativo.
Além disso, o virus codifica proteinas ndo secretoras. A maioria destas, proteinas E,
€ expressas em niveis baixos, principalmente no ndcleo das células infectadas e
juntamente com a falta de sinais pro-inflamatorios, a resposta imune do hospedeiro
pode nao ser ativada (KANODIA ET AL, 2007).

Ao contrario das mulheres HIV-positivas, o sistema imunolégico da maioria
das mulheres néo infectadas pelo HIV consegue eliminar o HPV do tipo oncogénico
antes do desenvolvimento da malignidade (KOUTSKY ET AL, 1997). Estudos da
histéria natural do virus elucidam que a maioria (90%) das neoplasias intraepiteliais
de baixo grau podem regredir espontaneamente, pelo fato de que muitas lesdes em
NIC séo induzidas por HPVs nao oncogénicos, bem como o desenvolvimento de
respostas imunes antigeno especificas. No momento, da regressédo espontanea de
verrugas genitais infectadas por HPV, as lesdes sao infiltradas com células T CD8, T
CD4 e macréfagos (VAN DER BURG, 2009). Essa observagdo € coerente com a
nocao geral de que a resposta imune protetora nas infec¢des crbnicas virais € uma
resposta polifuncional tipo 1, por células T CD4 e células T CD8 (ZAJAC ET AL,
1998; VAN DER BURG, 2009).

Em geral, a imunidade tipo especifica, por meio das células T CD4 contra o
HPV compreende tanto a producdo de Thl (IFNy) e IL- 5 reativas a uma ampla
variedade de epitopos dentro destes antigenos (DE JONG ET AL, 2002). Além
disso, estas células T CD4 e células T CD8 circulantes sdo capazes de migrar da
circulacdo do epitélio apos o desafio antigénico em individuos saudaveis (HENDE
ET AL, 2008). Estas observacdes sugerem que 0 sucesso da defesa contra a
infeccdo pelo HPV 16 € comumente associado com a inducdo de uma resposta
sistémica por células T efetoras contra os antigenos precoces virais (KENTER ET
AL, 2009; VAN DER BURG, 2009).

Embora ndo esteja claro se os marcadores da doenca causada pelo HIV
constituem fatores de risco na infeccéo pelo HPV, alguns relatos demonstraram que
a contagem de células CD4 e a carga viral do HIV séo diretamente correlacionadas
com a prevaléncia do HPV (PALEFSKY, 1999; CERQUEIRA ET AL, 2008) e também
com a persisténcia tipo especifico e o0 aumento de neoplasias associadas ao HPV
(AHDIEH ET AL, 2001).
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O que se sabe é que nas mulheres HIV-positivas, comparadas com as
mulheres ndo infectadas pelo HIV, a prevaléncia da infeccdo pelo HPV é bem mais
alta e persitente (OSTER ET AL, 2009). O risco de desenvolverem o cancer cervical
nessas mulheres tende a ser cinco vezes maior comparado com a populacdo em
geral (TANZI, 2009).

A incidéncia das lesGes cervicais precursoras bem como o cancer é
significamente maior em homens e mulheres HIV-positivos, comparados aqueles
gue néo apresentam o virus HIV (PALEFSKY, 2003).

Os resultados dos testes de Papanicolaou realizados em mulheres infectadas
com o HIV indicam que 20% a 40% apresentam anormalidades cervicais (OSTER
ET AL, 2009). De fato, mesmo nas mulheres cujos resultados do teste do
Papanicolaou sd&o normais, as anormalidades citolégicas desenvolvem  mais
rapidamente, em 20 a 35% das mulheres HIV-positivas comparadas as mulheres
HIV-negativas (OSTER ET AL, 2009; SCHUMAN ET AL, 2003).

Entdo, desde 1995, as Diretrizes de Tratamento de HIV emitidas pelo Servico
de Saude Publica dos Estados Unidos e pela Sociedade de Doencas Infecciosas
das Américas passaram a recomendar que todas as mulheres infectadas com o HIV
deveriam ser submetidas ao rastreamento do cancer cervical (através do Teste do
Papanicolaou) duas vezes durante um ano e depois anualmente (ABERG ET
AL,2004), a fim de detectar precocecemente o virus, tratar as lesdes cervicais pre-
invasivas e com isso impedir a progressao para cancer cervical invasivo.

O risco do cancer cervical ndo diminuiu desde a introdugéo da terapia anti-
retroviral, destacando a importancia do rastreamento do cancer cervical nesta
populacdo (ENGELS ET AL, 2006).

1.11 VACINAS

A alta frequéncia de HPV16 e 18 no cancer cervical e nas lesbes pre-
cancerosas, levou ao desenvolvimento de vacinas contra as proteinas L1 do
capsideo viral desses gendtipos (OLIVEIRA-SILVA, 2011), por meio da tecnologia
do DNA recombinante, ndo tendo em sua composicado DNA ou produtos infectantes,

e ndo conferindo a elas a caracteristica de serem infectantes (HARRO ET AL, 2001).
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As vacinas aprovadas, a bivalente (Cervarix®, GlaxoSmithKline) e a
quadrivalente (Gardasil®, Merk Sharp & Dhome) (CHANG ET AL, 2009), conferem
protecdo contra 0os genotipos 16 e 18, e contra os genotipos 6, 11, 16 e 18,
respectivamente (MAHDAVI e MONK, 2005).

Alguns estudos vém sendo desenvolvidos com intuito de avaliar a eficacia da
vacina. Um estudo de meta-analise encontrou uma eficacia de cerca de 98% na
prevencao dos gendtipos 16 e 18 relacionados com NIC Il e NIC Il (THOMISSON,
2008).

Dados preliminares sugerem que a vacina bivalente HPV16 e 18 pode
também proteger contra 0os genétipos relacionados ao HPV16 (31, 33, 35,52 e 58) e
ao HPV18 (39, 45, 59, 68 e 85) (ORTIZ ET AL, 2006).

A duracdo da eficacia das vacinas ainda € uma questdo a ser investigada.
Alguns testes permitiram mostrar uma duracdo de cinco anos para a vacina
guadrivalente e de 8,4 anos para a vacina bivalente. A conclusado dos estudos que
estdo sendo conduzidos é necessaria para se obter mais informacdes a respeito da
protecdo conferida pelas vacinas (HARPER ET AL, 2010).

Apesar do sucesso do desenvolvimento da vacina anti-HPV, ainda é
desconhecido o impacto sobre uma populagéo com alto grau de vulnerabilidade pela
imunossupressao, como em pessoas infectadas pelo HIV (PINTO ET AL, 2005).
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2 JUSTIFICATIVAS

O presente estudo justificou-se pelas seguintes observacgoes:

* No contexto da AIDS, as mulheres atualmente sdo infectadas numa taxa
maior do que os homens, representando agora a metade da populacéo
infectada (Vaz, 2011)

« O estabelecimento de estratégias adequadas para a prevencdo e O
tratamento de pacientes requer o conhecimento prévio da epidemiologia e da
patogénese da infec¢do pelo HPV tanto na populagéo de mulheres infectadas
pelo HIV ou néo infectadas;

» Poucos estudos de detecgdo e genotipagem de mdltiplos genétipos de HPV
envolvendo mulheres HIV-positivas e HIV-negativas foram realizados em todo
mundo, e nenhum estudo molecular para a identificagdo de multiplos
genaotipos em amostras cervicais de mulheres HIV-positivas e HIV-negativas
em estudos de caso- controle, foi desenvolvido em Goiania (CUSHIERI ET
AL, 2004; CERQUEIRA ET AL, 2007; DAL BELLO ET AL, 2009; TANZI ET
AL, 2009; EREN ET AL, 2010; MELGACO ET AL, 2010; MEJHEDE ET AL
2010;

» Estudos demonstram que a presenca 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 estudos sobre a deteccdo dos gendtipos virais nestas
mulheres (CLIFFORD ET AL, 2006; DAL BELLO ET AL, 2009)

* A identificacdo de genotipos em uma populacdo especifica € de grande
importancia para 0 monitoramento de possiveis mudancas nos padrées de
distribuicdo de diferentes gendtipos de HPV, bem como fornece uma base de
dados e informacdes que permitem avaliar a epidemiologia da infeccdo pelo
HPV.

* A associacdo entre o cancer cervical e o HPV €& bem conhecida, mas a
associacao entre o tipo de HPV e grau de lesdes intraepiteliais escamosas

em pacientes HIV-positivas € ainda incerta.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar a prevaléncia de infeccoes por multiplos gendtipos de HPV e de
alteracdes citoldgicas em dois grupos de mulheres, HIV-positivas e HIV-negativas,
da cidade de Goiania-GO.

3.3 Objetivos especificos

(1) Descrever a prevaléncia de alteragdes citoldgicas cervicais nos dois grupos de

mulheres;

(2) Determinar a prevaléncia do genoma do HPV em amostras cervicais, obtidas dos
dois grupos de mulheres, utilizando o Kit comercial Linear Array Genotyping Test
(Roche Diagnostics);

(4) Identificar a prevaléncia de infec¢des por multiplos genotipos nos dois grupos.

(3) Determinar a distribuicdo dos principais genétipos do HPV nos dois grupos.

(5) Identificar as possiveis associacfes entre as alteracdes citoldgicas cervicais

encontradas com a presenca de multiplas infeccoes;
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo prospectivo comparativo do tipo caso-controle.
Mulheres HIV-positivas e mulheres HIV—-negativas (controle) foram comparadas com
relacdo a analise das alteracdes citoldgicas, deteccdo e genotipagem de multiplos
genadtipos do HPV. Possiveis associacdes entre esses parametros também foram

investigadas neste estudo.

4.2 Encaminhamento e aprovacao do projeto pelo Comi  té de ética em Pesquisa

O estudo foi realizado ap0s apreciacdo e aprovacio pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Pontificia Universidade Catolica de Goids e da Santa Casa de

Misericordia de Goiania (Anexo n° )

4.3 Selecao das amostras

Para o estudo, foram utilizadas amostras cérvico-vaginais de 57 mulheres
HIV-positivas, assistidas pelo CADA (Centro de Apoio ao Doente com AIDS) e de 57
mulheres HIV-negativas, que procuraram o servico de Ginecologia, para 0 exame
preventivo de Papanicolaou, durante a Semana de Cultura e Cidadania da Pontificia
Universidade Catolica de Goias, em junho de 2007. Todas as pacientes foram
esclarecidas quanto aos objetivos do projeto e quanto a coleta de material bioldgico.
Apos serem informadas e concordarem em participar do estudo, as pacientes
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1). As mulheres
gue atenderam ao convite foram encaminhadas para uma entrevista individual com a
pesquisadora, na qual responderam a 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 detec¢do do genoma viral.
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4.4 Coleta de espécimes cervico-vaginais

No Laboratério da Area da Saude (LAS) da Pontificia Universidade Catodlica
de Goias e no CADA, em Goiania, as participantes HIV-negativas e HIV-positivas,
respectivamente, foram submetidas ao exame clinico cuidadoso, com inspecéao dos
genitais externos e da regido perianal. A seguir, com uma espatula de Ayre foi
coletado material da ectocérvice. Utilizando uma escova de cytobrush, com um
diametro 5 a 8 mm, foi coletado material da endocérvice para exame citoldgico,
realizado pelo método convencional e deteccdo de HPV. Apds a confeccdo das
laminas, as escovas eram mergulhadas em uma solugcéo-tampéao 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 5% e bidpsia do colo do utero foram realizados.

O exame citologico negativo ou exibindo anormalidades em células epiteliais
escamosas e glandulares (incluindo leséo intra-epitelial escamosa de baixo grau
LSIL, lesédo 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 citologicos foram realizados no
Laboratério R6mulo Rocha, da Universidade Federal de Goias, sob supervisdo da
Dra. Silvia Helena Rabelo Santos, colaboradora do projeto.

4.5 Diagnosticos moleculares
A padronizacdo e execucédo das técnicas moleculares foram desenvolvidas no

Laboratorio de Diversidade Genética da Pontificia Universidade Catélica de Goias.

4.6 Extracdo do DNA

O material preservado em meio proprio (Universal Collection Medium -
DIGENE) foi processado para extragdo de DNA. A extracao foi feita utilizando-se o
Kit de extracdo Wizard (Promega) e seguindo o protocolo do fabricante. O material
contido na escova foi inicialmente agitado no vortex por 30 segundos e em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 15 min, a fim de que o
sedimento fosse processado.
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A esse sedimento foram adicionados 200 pyL de solucdo de lise e 5 yL de
proteinase K, seguindo-se a incubacdo da amostra em banho-maria, a temperatura
de 55T por uma hora. Em seguida, as amostras foram res friadas a temperatura
ambiente e nelas adicionou-se 30 yL da solucdo de precipitacdo de proteina. As
amostras foram agitadas no vortex por 20 segundos e centrifugadas por 10 min a
14.000 rpm. O sobrenadante contendo o DNA foi entdo, transferido para um novo
micro tubo de 1,5 mL, ao qual foram adicionados 200 pL de isopropanol gelado,
misturando-se por inversdo e centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 min. Apds esse
periodo, o isopropanol foi descartado por inverséo e adicionou-se 200 pL de etanol
70%, e misturados por inversdao. Novamente, o tubo foi centrifugado, por 10 min a
14.000 rpm e 0 mesmo foi descartado por aspiracéo, cuidadosamente. O sedimento
em seguida foi seco com papel absorvente. O material contendo DNA purificado foi

ressuspendido em 20 L de solucdo de hidratagéo.

4.7 Reacao de PCR - Amplificacdo do DNA viral

O DNA das amostras foi amplificado utilizando o Kit Linear Array HPV
Genotyping Test (CE- IVD), conforme as orientacdes do fabricante. Trata-se de um
teste qualitativo in vitro para a deteccdo do papilomavirus humano em amostras
clinicas. O teste utiliza a amplificacdo do DNA alvo por meio da PCR, seguida pela
hibridizacdo dos amplicons, sendo capaz de detectar 37 diferentes genotipos virais.

Para a deteccdo do DNA viral, é utilizado um conjunto de oligonucleotideos
iniciadores PGMYO09/11 biotilinados que se ligam ao DNA alvo, de dupla cadeia,
amplificando um fragmento de 450 pares de bases. Um controle de adequacéo da
extracdo e amplificacdo, com oligonucleotideos iniciadores adicionais, também
biotilinados, compde a reacao a fim de amplificar um fragmento de 268 pb do gene
da B-globina humana.

Para evitar possiveis contaminacdes, as pipetagens dos reagentes da reacao
de PCR, foram realizadas em camara de fluxo, previamente limpa com alcool 70% e
hipoclorito de sédio a 5,25%. Em seguida, a camara de fluxo foi irradiada com luz
ultravioleta por 15 minutos. Todos o0s reagentes da PCR foram rapidamente

centrifugados e homogeneizados no vortex e mantidos no gele até a utilizacao.
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As reagbes de PCR foram realizadas em um volume final de 30 pL, sendo
11,76 pL da solugédo contida no HPV MMX (Tampéo Tris, Cloreto de potassio, <
0,02% de DNA Polimerase Amplitag®Gold, < 0,1% de Enzima Amperase, < 0,001%
de dATP, dCTP, dGTP, dTTP, < 0,001% de cada um dos primers e 0,06% de Azida
sbdica), acrescida de 3,2 pl do Cloreto de Magnésio (> 1%) e 15 pL de cada amostra
extraida diluida (1:10) em agua milliQ autoclavada. Um controle negativo (Tampéo
Tris —HCI, EDTA, < 0,002% de RNA de Poli Ra, < 0,05% de azida sodica) e um
controle positivo (Tampéao Tris-HCI, EDTA, < 0,002% de RNA de Poli Ra, < 0,001%
de DNA plasmidial contendo sequéncias de HPV, < 0,001% de DNA plasmidial
contendo sequéncias do gene da [B-globina humana, < 0,05% de azida sédica)
fornecidos pelo Kit, foram incluidos em todas as amplificacdes realizadas.

As reacOes de PCR foram realizadas em um termociclador Verity Life
Technologies. A reacdo de PCR incluiu um ciclo inicial de 95T, por 13 minutos,
seguido de 40 ciclos de desnaturagédo de 95T por 1 minuto, anelamento a uma
temperatura de 55T por 1 minuto, e extensdo a 72T por 1 minuto, ao final, foi

realizada uma extenséao terminal de 5 minutos a uma temperatura de 72<C.

4.8 Hibridizacdo dos amplicons

Os amplicons obtidos pela PCR foram previamente desnaturados,
adicionando 30 pL da solucéo desnaturante em 30 pL do produto amplificado.

As solucdes tampé&o de hibridizagdo e tampao de lavagem foram aquecidas
no banho—-maria a 53C . Em seguida, as tiras, previam ente identificadas, foram
acondicionadas na bandeja de genotipagem, nas quais foram acrescentados 4 mL
do tampéo de hibridizacdo em cada compartimento da bandeja, contendo a tira.
Logo apds, o amplicon, jA desnaturado, foi adicionado as canaletas da bandeja
contendo as tiras.

As tiras na bandeja foram incubadas em banho-maria a 53C, sob agitacéo
por 30 min. ApGs essa etapa, a solucdo de hibridizacdo foi removida mediante
aspiragcdo a vacuo. Em cada compartimento da bandeja, foi colocado 4 mL da
solugcao de lavagem, sob agitacdo manual. Logo depois, a solugcéo de lavagem foi

desprezada. Para uma eficiente lavagem das tiras, foram colocados na bandeja 4
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mL do tampao de lavagem estrito, repetindo o processo de lavagem. Novamente,
essa solucdo foi aspirada a vacuo. Apdés a remocdo desta solucdo, foram
adicionados 4 mL do conjugado em cada canaleta contendo uma tira, e deixados a
temperatura ambiente, sob agitacdo por 30 min. O conjugado foi lavado rapidamente
com 4 mL de solucdo de lavagem, a temperatura ambiente sob agitacdo manual e
depois 0 mesmo foi removido por aspiracdo a vacuo. A lavagem foi repetida por
mais duas vezes por 10 min, a temperatura ambiente.

Em seguida foram adicionados 4 mL de citrato de sodio em cada canaleta da
bandeja, sob agitagdo por 5 min, & temperatura ambiente. Depois, o0 citrato foi
aspirado e adicionou-se 4 mL da solucdo de revelagdo (substrato) a temperatura
ambiente. A bandeja foi coberta, para evitar que a solucéo reveladora entrasse em
contato com a luz comprometendo a coloracdo das tiras, e ficou sob agitacao por 5
minutos a temperatura ambiente. Terminada essa etapa, as bandas nas tiras
tornaram-se visiveis. Foi aspirada a solucdo reveladora e lavada com &gua
deionizada para remocédo do excesso da solucédo reveladora. Cada tira, entdo, foi
seca a temperatura ambiente e lida visualmente, comparando o padrdo de bandas

fornecido pelo fabricante do kit. As etapas da hibridizagdo foram esquematizadas na

Figura 4.
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Figura 4. Representacdo esquematica das principais etapas envolvidas na
genotipagem do HPV através da hibridizacéo reversa do produto de PCR
baseada no sistema de iniciadors PGMY09/11 marcados com biotina
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5 ANALISE ESTATISTICA

Um banco de dados foi criado, utilizando o programa Microsoft Excel 2002,
contendo todos os dados soécio-demograficos, comportamentais e clinico-
patologicos das mulheres avaliadas neste estudo. 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 correcdo de Yates, nivel de significAncia de 5% e
intervalo de confianca de 95%, além do teste t student foram usados para avaliar as
possiveis diferencas entre os aspectos socio-demograficos, comportamentais e

clinico-patoldgicos, no grupo de mulheres HIV-positivas e mulheres HIV-negativas.
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6 RESULTADOS

O exame citolégico mostrou que de um total de 114 mulheres, 94 (82,4%)
apresentaram citologia normal e 20 (17,6) apresentaram anormalidades citol6gicas
como mostra a Figura 5. Das mulheres que apresentaram anormalidades citologicas
em 13 (10,8%) detectou-se lesdes precursoras do cancer cervical (HSIL e LSIL) e
em 7 (6,8%) detectou-se ASCUS.

17,6%

m Normal

m Anormalidades
citoldgicas

82.4%

Figura 5: Grafico mostrando a prevaléncia dos resul tados citolégicos
observados nas mulheres participantes do estudo
Dentre as amostras cervicais das mulheres analisadas, independente da

presenca do HIV, 51 (44,7%) mulheres apresentaram o genoma do HPV.

6.1 Descricao dos dois grupos de mulheres: HIV-posi  tivas e HIV-negativas

As caracteristicas soOcio-demograficas e comportamentais das pacientes
estudadas sdo mostradas na Tabela 3. Os dois grupos se mostraram bastantes
semelhantes com relacdo 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 soécio-demograficas, foram observadas diferencas

significativas em relacdo ao estado civil (p=0,01) das pacientes. Das solteiras 66%
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eram HIV-positivas e 34% eram das HIV-negativas. O estado civil “casada” foi
considerado um fator de prote¢cdo com relacdo a infeccdo pelo HIV (p=0,01), 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=0,001). Com relacéo a escolaridade, 65,5%
das mulheres que nao completaram o ensino fundamental eram HIV-positivas,
comparadas a 34,5% das HIV-negativas. Por outro lado, 68,9% das mulheres que
completaram o ensino médio eram HIV-negativas comparadas a 31,1% no grupo
HIV-positivo (p=0,001).

Quanto aos habitos sexuais, diferencas significativas foram observadas entre
0s grupos com relacdo a histéria de prostituicdo, sendo que 90,9% das mulheres
que relataram ser profissionais do sexo eram HIV-positivas (p=0,004). Esta
observacédo sugere que a prostituicio aumentou onze vezes o risco de infeccéo pelo
HIV, comparadas as mulheres que ndo 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 ter de 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 infeccdo 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=0,043) [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 nove
vezes maior para a infeccao pelo HIV (p< 0,05) [OR= 9;250; 1C95% (1,874-45,649)].

Com relacéo a idade na primeira relacdo 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 diferenca significativa foi observada entre os dois grupos (p=0,001). O

tabagismo foi outra caracteristica comportamental que apresentou diferenca



58

significativa entre os dois grupos (p=0,018). Dentre as mulheres que fumavam, 69%

eram HIV-positivas. O consumo de alcool ndo mostrou diferenga significativa entre

os dois grupos estudados.

Tabela 3: Andlise univariada das caracteristicas sO

cio-demograficas e

comportamentais avaliadas para os dois grupos estud ados
Grupos
HIV HIV
Variavel negativo positivo p ** |C 95%
N % N %
Idade Média (anos) 39 35 0,069
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 10 357 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 O - - -
Escolaridade
Ensino fundamental incompleto 20 345 38 655 1
Ensino fundamental completo 6 545 5 455 0,208 0,439(0,119- 1,617)
Ensino médio completo ou acima 31 689 14 31,1 0,001* 0,238 (0,103- 0,546)
Paridade 2(0-10)0 2,5(0-7) 0,091
Idade da 12 relagdo sexual 18 (13-31) 16 (12-22) <0,001*
N. de parceiros sexuais
la3 37 62,7 22 37,3 1
4a10 18 429 24 57,1 0,048* 2,242 (1,000- 5,028)
mais de 10 2 154 11 84,6 0,005* 9,250 (1,874-45,649)
Histdria de prostituicao
Nao 56 54,4 47 45,6 1
Sim 1 91 10 90,9 0,004* 11,915 (1,471-96,512)
Tabagismo
Nao 48 56.5 37 435 1
Sim 9 31 20 69 0,018* 2,883 (1,177-7,062)
Etilismo
N&o 41 50,6 40 495 1
Sim 16 485 17 515 0,836 1,089 (0,485- 2,448)

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

** |C: intervalo de confianca

6.2 Prevaléncia de anormalidades citolégicas cervic

ais

A Figura 6 indica a prevaléncia de anormalidades citologicas das amostras

cervicais obtidas dos dois grupos de mulheres analisadas neste estudo. A citologia
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apresentou-se normal em 94,7% (54/57) das mulheres HIV-negativas e em
70,1%(40/57) das mulheres HIV-positivas. Nenhuma mulher HIV-negativa
apresentou LSIL, porém, 10,5% (6/57) mulheres HIV-positivas apresentaram tal
lesdo. Em 1,7% (1/57) e 10,5% (6/57) das mulheres com HSIL, eram HIV-negativas

e HIV-positivas respectivamente.
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Figura 6: Prevaléncia de anormalidades citologicas das amostras cervicais
obtidas dos dois grupos de mulheres analisadas

Com relacdo as anormalidades citoldgicas, ndo houve diferenca estatistica

entre os dois grupos estudados, como aponta a Tabela 4.

Tabela 4: Analise univariada segundo as anormalidad es citologicas dos
grupos estudados.

Variavel Grupos P OR IC 95%
HIV negativo  HIV positivo
n % n %
Citologia
Normal 54 94,7 40 70,1 1
ASCUS 2 3,5 5 8,8 0,276 3,375 (0,623-18,291)
LSIL 0 - 6 10,5 - -
HSIL 1 1,7 6 10,5 0,069 8,100 (0,938-69,965)
57 57

6.3 Prevaléncia de infecgéo por HPV
A infeccao pelo HPV foi mais frequente no grupo de mulheres HIV-positivas
(59,6% vs 29,8%, p=0,003) (JOR = 3,5; IC 95% (1,601-7,557)], ou seja, a infeccao
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pelo HIV esta associada a um risco 3,5 vezes maior de infeccdo pelo HPV (Figura

7).
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Figura 7: Grafico mostrando a prevaléncia de infecc  6es pelo HPV em

mulheres HIV-negativas e HIV-positivas

6.4 Prevaléncia de infec¢des por multiplos gendtipo s de HPV

A infeccdo por varios genotipos foi mais frequente no grupo de mulheres HIV-
positivas (88,2% vs 58,8%, p=0,028), com uma média de 3,1 gendtipos/ paciente
(variacdo de 1 a 7 gendtipos) no grupo HIV-positivo e 2 gendtipos/ paciente

(variacdo de 1 a 4 gendtipos) no grupo de mulheres HIV-negativas conforme

demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5: Analise descritiva das caracteristicas da s amostras cervicais em

relacdo a presenca de multiplos genoétipos de HPV

Mulheres HIV- Mulheres HIV-
positivas negativas
Parametros n:34 n:17
n % n %
Presenca de apenas 1 tipo viral
Apenas tipo oncogénico 2 5
Apenas tipo ndo oncogénico 2 2
Total 4 11,8 7 41,8
Presenca de multiplos tipos
Tipo oncogénico/ tipo ndo oncogénico 12 4
Apenas tipo oncogénico 12 4
Apenas tipo ndo oncogénico 6 2
Total 30 88,2 10 58,8
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6.5 Andlise descritiva dos gendétipos virais detecta dos de acordo com o
potencial oncogénico

A genotipagem do HPV foi realizada por meio da técnica de hibridizacéo
reversa em linhas utilizando um Kit comercial capaz de detectar 37 gendtipos virais
em células cervicais. O HPV16 foi o gendtipo mais frequente em ambos 0s grupos, e
foi detectado em 13 (22,3%) pacientes HIV-positivas e em 4 (17,39%) mulheres HIV-
negativas. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi detectada entre os

genadtipos detectados nos dois grupos, como mostram as Tabelas 6 e 7.

Tabela 6: Distribuicdo dos gendtipos de HPV de alto risco detectados nas
mulheres HIV- positivas e HIV -negativas.

Mulheres HIV- positivas | Mulheres HIV- negativas
HPV Alto risco N % N % P
16 13 22,03 4 17,39 0,767
18 5 8,47 2 8,69 1
31 0 0 0 0 -
33 4 6,77 0 0 0,572
35 5 8,47 1 4,34 1
39 1 1,69 0 0 1
45 2 3,38 1 4,34 1
51 2 3,38 1 4,34 1
52 5 8,47 3 13,04 0,68
53 6 10,16 2 8,69 1
55 1 1,69 2 8,69 0,188
56 2 3,38 1 4,34 1
58 6 10,16 1 4,34 0,666
59 0 0 1 4,34 0,28
66 3 5,08 3 13,04 0,349
68 3 5,08 1 4,34 1
82 1 1,69 1
Total 59 100 23 100 -




Tabela 7: Distribuicdo dos gendtipos de HPV de baix
mulheres HIV- positivas e HIV —negativas
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0 risco detectados nas

Mulheres HIV - positivas

Mulheres HIV — negativas

HPYV Baixo risco N % N % p
6 5 14,7 3 17,64 0,181
11 2 5,88 0 0 1
26 0 0 0 0 -
40 4 11,76 0 0 0,575
42 3 8,82 0 0 1
44 0 0 0 0 -
54 0 0 1 5,88 0,196
61 5 14,7 2 11,76 0,614
62 3 8,82 1 5,88 1
64 0 0 1 5,88 0,196
67 0 0 0 0 -
69 2 5,88 0 0 1
70 3 8,82 0 0 1
71 5 14,7 0 0 0,571
72 2 5,88 0 0 1
73 0 0 0 0 -
81 1 2,94 0 0 1
83 4 11,76 1 5,88 1
84 2 5,88 2 11,76 0,169
CP6108 3 8,82 0 0 1
1S39 1 2,94 0 0
Total 45 100 11 100 -

Do total de 104 gendtipos identificados no grupo das mulheres infectadas com

HIV, 56,7% sao genotipos de alto risco oncogénico. Ja nas mulheres néo infectadas

pelo HIV, foram detectados 34 gendtipos, sendo 67,6% gendtipos de alto risco

oncogénico, conforme especificado na Figuras 8.
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Figura 8: Grafico mostrando a prevaléncia de HPV de alto e baixo risco
oncogénico nas mulheres HIV-negativas e mulheres HI  V-positivas .

N&o houve diferenca significativa (p= 0,260), quando se comparou o potencial

oncogénico do HPV nos dois grupos avaliados .

6.6 Distribuicao dos gendtipos de HPV

A Figura 9 mostra uma visédo geral da distribuicdo dos genotipos identificados
nos dois grupos estudados. No grupo das mulheres infectadas com o HIV, os
principais genoétipos encontrados foram o HPV 16, 58, 52 e o 33. Ja nas mulheres
nao infectadas pelo HIV, os principais genétipos encontrados foram o HPV 16, 52,
66, 55 e 0 18. Nota-se que alguns gendtipos foram detectados em apenas um dos
grupos, ou seja, os genotipos HPV 39, 82, 11, 40, 33, 42, 69, 70, 71, 72, 81,
CPC108 e 1S39 foram detectados somente nas mulheres HIV-positivas, enquanto os
genotipos HPV59, 54 e 64 forma detectados somente em mulheres HIV-negativas.
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Figura 9: Distribuicdo dos gendtipos detectados nas mulheres HIV-negativas e
HIV-positivas

6.7 AssociacOes entre as anormalidades citolégicas e infeccdo por qualquer

tipo de HPV e por tipos de alto risco

Os resultados das possiveis associacdes entre as anormalidades citoldgicas e
infeccéo por tipos de alto risco das mulheres avaliadas neste estudo encontram-se
descritas na Tabela 8 para as mulheres HIV-positivas e na Tabela 9 para as HIV-
negativas. No grupo de mulheres HIV-positivas, ndo houve associacao
estatisticamente significativa em relacdo a infeccdo por HPV de alto risco
oncogénico, e presenca de anormalidades citoldgicas, ou seja, na populacédo
estudada, a infeccdo pelo HPV de alto risco oncogénico, tanto por um unico
genotipo, como por multiplos gendtipos, ndo mostrou uma associacdo
estatisticamente significativa com a ocorréncia de anormalidades citolégicas. Porém,
com relacdo a infeccdo tanto por HPV de alto e baixo risco oncogénico (qualquer

tipo), esta associacao foi estatisticamente significativa (p=0,007).



Tabela 8: Associacdo entre anormalidades citologica
tipo de HPV e por tipos de alto risco oncogénico em

65

s e infeccao por qualquer
mulheres HIV-positivas

Anormalidades Citolégicas

Parametros ausente presente P ORI/IC
Ausente 21 2 1
Infecgdo pelo HPV Presente 19 15 0,007 8,289 (1,673 - 41,083)
Ausente 11 10 1
HPV de alto risco Presente 8 5 0,601 0,688 (0,168 - 2,81)

Nenhuma associacdo estatisticamente significativa foi observada nas

mulheres HIV-negativas em relagcdo a infeccdo por HPV e anormalidades
citologicas. Neste grupo a infeccao pelo HPV de alto risco oncogénico, tanto por um
anico tipo, como por multiplos tipos, também n&o mostrou uma associacao

estatisticamente significativa com a ocorréncia de anormalidades citologicas.

Tabela 9: Associagéo entre anormalidades citologica
tipo de HPV e por tipos de alto risco oncogénico em

s e infeccao por qualquer
mulheres HIV-negativas

Anormalidades Citolégicas

Paradmetros ausente presente P ORI/IC
Ausente 35 1 1
Infecgdo pelo HPV Presente 16 1 0,548 3,684 (0,313- 43,321
Ausente 7 1
Tipos de alto risco Presente 9 0 0,470

6.8 Associagfes entre anormalidades citoldgicas e o namero de genotipos de

HPV

A Tabela 10 indica os resultados citopatolégicos em relacdo a quantidade de
genotipos detectados nos dois grupos avaliados. No grupo de mulheres HIV-
positivas a maior preveléncia de lesdes cervicais de alto grau (HSIL) foi observda em
mulheres com apenas 2 gendtipos virais 66,7% (4/6). JA os demais casos, 16,7%
(1/6) foram observados em mulheres com 4 e mais de 5 genotipos, respectivamente.

No grupo de mulheres HIV-negativas, nenhuma paciente apresentou HSIL.

Uma vez que neste grupo entre as mulheres que apresentaram HPV, apenas uma
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paciente apresentou lesdo, do tipo ASCUS, as demais lesdes ocorreram em
mulheres em que o HPV ndao foi detectado.

Nas mulheres HIV-negativas, cerca de 43,7% apresentaram exame citologico
normal, com apenas um tipo viral, enquanto que 56,2% apresentaram multiplos tipos
virais. Apenas uma paciente apresentou a alteracéo citolégica ASCUS, sendo que
nesta paciente foram detectados trés tipos virais, compreendendo dois tipos com
provavel risco oncogénico e um tipo ndo oncogénico.

Nas mulheres HIV-positivas, multiplos tipos virais foram encontrados em
89,4% das mulheres que apresentaram exame citoldgico normal, enquanto que
apenas um tipo viral foi encontrado em 10,5% das mulheres com citologia normal.
Das trés pacientes que apresentaram HPV, todas apresentaram ASCUS, sendo que
uma paciente (33,3%) apresentou apenas um tipo viral, enquanto, duas pacientes
(66,7%) apresentaram multiplos tipos virais (quatro e cinco genotipos,
respectivamente). Dentre as seis pacientes que apresentaram LSIL, 16,6%
apresentaram infeccdo por apenas um tipo viral e 83,3% apresentaram lesdo com
multiplos tipos virais. Todas as mulheres que apresentaram HSIL tiveram infeccao

por multiplos tipos virais.

TABELA 10: Infeccdes pelo HPV conforme o numero de genotipos
detectados e o resultado citol6gico nos dois grupos avaliados
Mulheres HIV positivas n:57 Mulheres HIV negativa s n:57
Resultado citolégico Resultado citolégico

n° gendétipos n normal ASCUS LSIL HSIL n normal ASCUS LSIL HSIL
1 4 2 1 1 0 7 7 0 0 0
2 11 6 0 1 4 5 5 0 0 0
3 8 8 0 0 0 3 2 1 0 0
4 5 2 1 1 1 2 2 0 0 0
5 2 0 1 1 0 0 0 0 0 0
>5 4 1 0 2 1 0 0 0 0 0
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7 DISCUSSAO

Embora esteja elucidado que a maioria das neoplasias cervicais se
desenvolvem devido a presenca da infeccdo pelo HPV, pouco se sabe sobre a
influéncia das infeccbes por multiplos gendtipos virais na carcinogénese cervical. A
maioria dos estudos epidemiolégicos conduzidos até o0 momento que abordam
infeccbes causadas por multiplos tipos virais, geralmente analisaram um numero
limitado de gendtipos.

Atualmente existe uma falta de consenso na literatura sobre a extenséo e as
implicacdes de infec¢des causadas por unico tipo de HPV e por maltiplos tipos virais
(CLIFFORD ET AL, 2005). A genotipagem do HPV é importante ndo so clinicamente
para o estabelecimento do monitoramento de um determinado paciente, mas
também para conhecer os gendétipos virais circulantes na populagéo, orientando o
desenvolvimento de programas de prevencdo da infeccdo pelo HPV e do cancer
cervical.

Ao longo dos ultimos anos, conclui-se que a genotipagem do HPV é
importante na compreensao da carcinogénese cervical. Varios grupos tém procurado
um teste de genotipagem eficaz, devido a sua grande contribuicdo no diagnéstico de
infeccbes e para uma melhor compreensdo da relacdo do HPV com a
carcinogénese, além de contribuir no desenvolvimento de vacinas de tipo especifico.

Uma falta de consenso na literatura sobre as implicacbes de infeccdes
multiplas causadas pelo HPV é evidenciada em varios estudos de pacientes HIV
positivos. Individuos HIV-positivos sédo frequentemente infectados com varios tipos
de HPV, sendo tais infec¢bes relatadas em até 80% dessa populacdo. Porém, a
prevaléncia de multiplos gendtipos tende a variar de acordo com a regiao geografica,
o método de deteccao utilizado no estudo e a populagéo selecionada (CUSCHIERI
ET. AL, 2004).

Alguns autores defendem que em espécimes contendo mudltiplos tipos,
verifica-se a amplificacdo preferencial de alguns gendétipos, o que gera resultados
imprecisos que subestimam a prevaléncia da infeccao e principalmente da infeccao
por mais de um tipo (COUTLE ET AL, 2002; IFTNER & VILLA, 2003). Estudos que
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avaliaram diferentes sistemas de iniciadores na deteccdo de tipos-especificos de
HPV sugerem que para identificar todas as amostras infectadas com HPV é
necessario o uso de mais de um sistema de deteccdo simultaneamente (HUSNJAK
ET AL, 2000, KADO ET AL, 2001).

Neste estudo, utilizou-se uma metodologia de deteccdo de multiplos
genodtipos e o numero de diferentes gendtipos foi relevante. Nossos achados
demonstram a presenca de varios genotipos, em diferentes combinacées em ambos
0s grupos avaliados. Entretanto, as mulheres HIV-positivas, apresentaram uma
maior frequéncia de combinacdes dos diversos gendtipos pesquisados. Néo foi
possivel avaliar se uma infec¢cdo anterior com algum tipo de HPV afetou ou
influenciou no risco de aquisicdo de tipos de HPV subsequentes, ja que o estudo
compreendeu apenas uma coleta da amostra cervical por paciente em um dado
momento.

A incidéncia de infec¢gbes com mudltiplos genétipos de HPV em populagbes
femininas tem sido relatada em varios estudos (CLIFFORD ET AL, 2005), com uma
frequéncia de infeccbes multiplas variando de 11,5%, na Italia, a 42,4%, no Vietna
(RONCO ET AL, 2005). Estudos recentes no norte e sul da Italia encontraram
frequéncias altas, variando de 30 a 50% (GARGIULO ET AL, 2007; CAPRA ET AL,
2008). No estudo de VIDELA ET AL (2009), a infeccdo por multiplos tipos ocorreu
em mais de 40% das mulheres, em geral.

Os achados deste trabalho demonstram que a infeccdo pelo HIV pode
desempenhar um papel importante na aquisicdo de mdltiplos tipos de HPV, ja que
nesta populacdo a presenca de mdltiplos gendtipos foi mais prevalente (88,2%)
comparada as mulheres que néo apresentaram o virus HIV (58,8%) (p=0,028).

No estudo de LEVI ET AL (2002), detectou-se a presenca de multiplos
genotipos em 78,9% das mulheres HIV-positivas. Em seguida, em um outro estudo,
LEVI ET AL (2004) observou também uma prevaléncia mais alta de infec¢cdo multipla
do HPV em mulheres HIV-positivas, quando comparadas as mulheres HIV
negativas, sendo que, 45% das mulheres HIV-positivas apresentaram infeccao
multipla. Entretanto, tal condicdo ndo conferiu risco adicional para alteragfes
citologicas em comparacéo as infec¢des causadas por apenas um tipo ou dois de

HPV, e nem se relacionou com a gravidade da imunossupressao.



69

Na investigacdo de CHATURVEDI ET AL (2005), o HPV foi detectado em
42,7% das mulheres HIV infectadas na regiao central do Brasil. As mulheres HIV-
positivas apresentaram uma prevaléncia significativamente maior de tipos de alto
risco oncogénico, baixo risco oncogénico e multiplos gendétipos de HPV. Os HPVs de
baixo risco oncogénico mais prevalentes foram os gendtipos 52 e 51. J4 os de alto
risco oncogénico mais prevalentes nesta mesma populacdo foram os genoétipos de
HPVs 16, 52, 58 e 35. No presente estudo, no grupo de mulheres HIV-positivas, 0s
HPVs de baixo risco oncogénico mais frequentes foram o HPV 6, 61 e 71 (cinco
pacientes, cada), seguidos pelos HPV 40 e 83 (quatro mulheres, cada). os HPVs de
alto risco oncogénico mais frequentes foram o HPV 16 (13 mulheres), HPV 53 e 58 (
seis mulheres cada), o HPV 18, 35 e 52 (cinco pacientes, cada), seguidos pelos
HPV 33 (quatro mulheres).

O estudo de MELGACO ET AL (2010) investigou a prevaléncia e a relagéo de
gendtipos de HPV em amostras do colo do utero de 140 mulheres HIV-positivas. A
prevaléncia global do HPV foi de 60,% e a frequéncia de multiplas infec¢des foi de
20%. Pelo menos um gendtipo de HPV encontrado nas infec¢coes multiplas foi de
alto risco oncogénico e nenhuma infeccdo ocorreu com HPV de baixo risco
exclusivamente. Em nosso estudo, nem todas as infec¢cdes multiplas detectadas nas
mulheres HIV-positivas apresentaram genaotipos de alto risco oncogénico, sendo que
2 casos apresentaram apenas tipos de baixo risco oncogénico.

CAMPOS ET AL (2005), numa analise de 39 pacientes (30 mulheres HIV-
positivas e nove mulheres HIV-negativas), constataram que a infecgcdo multipla
predominou nas mulheres HIV-positivas (50%), enquanto nas mulheres HIV-
negativas predominou a infeccdo simples (66,7%). Nas mulheres HIV-positivas, 0
genatipo 11 foi o mais frequente (13,3%), e o tipo 16 foi 0 gendtipo mais encontrado
nas mulheres nao infectadas pelo HIV, sendo que entre estas pacientes ndo foram
detectados os genatipos 6, 11, 33 e 35.

No estudo de HO ET AL (2010) o HPV foi encontrado em 44,7% das amostras
HIV-negativas, e 59% das mulheres apresentaram infeccdes por apenas um
genotipo, enquanto que 41% apresentaram infec¢cdes por multiplos gendétipos. Os
principais genotipos encontrados foram: HPV 16 (26,4%), HPV 52 (26,1%) e HPV 58
(20,8%). EREN ET AL (2010) encontraram uma prevaléncia global de HPV de 16,5%
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e multiplos gendtipos foram encontrados em 35,8% das mulheres infectadas pelo
HIV. O gendtipo mais prevalente nessas infec¢des foi o HPV 16, seguido pelos
genadtipos 59 e 53. A maioria das infec¢cdes multiplas foi causada por HPVs de alto
risco (18,6%), os HPVs de baixo risco oncogénico foram vistos em apenas dois
casos (6,9%).

No estudo de MEJLHEDE ET AL (2009), 49% das mulheres HIV-negativas
submetidas ao estudo apresentaram infec¢do por dois ou mais tipos de HPV, sendo
que o HPV 11 foi o gendtipo mais frequente nas infeccbes multiplas, estando
presente em apenas 4% das infeccfes causadas exclusivamente por um genétipo
de HPV. Em nosso estudo, no grupo de mulheres que ndo apresentaram o virus
HIV, o HPV 16, esteve presente em apenas em uma infeccdo causada
exclusivamente por um gendétipo viral.

Na investigacdo de OLIVEIRA ET AL (2008), a infeccdo pelo HPV foi
detectada em 77,2% das mulheres do estudo, sendo que, 28,5% delas
apresentaram infec¢cées multiplas, com a maioria (98%) envolvendo dois genotipos
virais. Em nosso estudo isso também ocorreu, a maioria (60%) das infec¢cdes por
multiplos gendtipos nas mulheres HIV-negativas envolveram apenas dois tipos
virais.

No estudo de FERENCZY ET AL ( 2003) verificou-se que as mulheres HIV-
positivas, comparadas com as mulheres HIV-negativas, eram mais frequentemente
infectadas por HPV de alto risco oncogénico, incluindo os genoétipos 16 e 18. A
frequéncia de infec¢des causadas por HPV de alto risco oncogénico neste trabalho
foi também maior neste grupo de mulheres, perfazendo 86,6%, comparado a 70,6%
nas mulheres HIV-negativas. Os genadtipos mais prevalentes foram HPV 16 e 58.

Nosso trabalho mostrou que, no grupo de mulheres HIV-positivas, a
frequéncia da infeccdo multipla aumentou conforme a gravidade da leséo cervical.
Nas mulheres com ASCUS a frequéncia foi de 6,7%, nas mulheres com LSIL essa
frequéncia foi de 16,7% e nas mulheres com HSIL essa frequéncia atingiu 20%.
Neste grupo, a frequéncia de infeccdo multipla em mulheres com citologia normal foi
significante (56,6%). No entanto, no grupo de mulheres HIV-negativas, a frequéncia
de multiplos gendtipos virais foi menor (um caso) nas mulheres com ASCUS

comparado a 9 casos com citologia normal. CHANG ET AL (1997), em sua
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investigacdo, encontrou uma maior frequéncia de infecgcdo multipla pelo HPV entre
as mulheres que apresentavam lesdes de baixo grau e, a medida que aumentou a
gravidade da leséo cervical, a infec¢cdo simples se tornou a mais frequente.

A prevaléncia de multiplas infeccoes sem anormalidades citologicas nas
mulheres HIV-positivas deste trabalho foi de 56,6% e nas mulheres HIV-negativas
essa frequéncia atingiu 90%. Em contra partida, no estudo de CLIFFORD ET AL
(2006), a prevaléncia de multiplas infeccbes em mulheres HIV-positivas sem
anormalidade citolégica foi de 11,9%, aumentando para 34,7% para aquelas com
ASCUS/LSIL e 41,1% em mulheres com HSIL.

No estudo de LEVI ET AL (2002), ndo se encontrou uma associagao
significativa entre os genotipos do HPV e a classificacdo citoldgica. No presente
estudo ndo se avaliou a associacdo entre os genoétipos do HPV e a carga viral do
HPV bem como os genoétipos encontrados e a contagem de células T CD4. Porém a
associacao entre a presenca de lesfes intraepiteliais de alto grau e a deteccao de
multiplos gendtipos virais foi avaliada e ndo houve uma associacéo estatisticamente
significativa em amostras cervicais de mulheres HIV-positivas e HIV-negativas.

NIELSSEN ET AL (2008) concluiram que o risco de adquirir multiplos tipos de
HPV de alto risco aumentou com o numero de parceiros sexuais, porém no presente
estudo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa quando essa variavel foi
avaliada em ambas as populacfes estudadas.

Os genotipos de HPV associados ao desenvolvimento do cancer do colo
uterino cobertos tanto pela vacina bivalente, como pela vacina quadrivalente, séo os
HPVs 16 e 18. A vacina quadrivalente também confere protecdo contra os
genotipos 6 e 11 que estdo associados as verrugas genitais (PAAVONEN ET AL,
2009). A analise da distribuicdo dos tipos cobertos pela vacina encontradas no
presente estudo sugere que o0 uso dessas vacinas na amostra estudada poderia ter
prevenido uma quantidade consideravel das infec¢bes, jA que o gendtipo 16 foi o
mais prevalente em ambas as populacdes avaliadas. Com relacdo a protecao
cruzada contra os genatipos 31, 33, 35, 52 e 58 ( tipos relacionados ao HPV 16), e
contra 0os gendtipos 39, 45, 59, 68 e 85 (relacionados ao HPV 18) (ORTIZ ET AL,
2006) ambas as vacinas poderiam também conferir protecdo contra outras
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infec¢des ocorridas nas populacdes estudadas, ja& que os gendtipos 58, 52 e 33,
foram os mais prevalentes apos o HPV 16.

Concluimos que € mais frequente a presenca de multiplos genoétipos de HPV
nas mulheres HIV-positivas do que nas mulheres HIV-negativas. Sugerimos entéo a
necessidade de avaliar rotineiramente a presenca do HPV e seus gendtipos na
cérvice uterina das mulheres portadoras do HIV, a fim de propor tratamentos e
acompanhamentos adequados, capazes de prevenir o desenvolvimento do cancer

cervical nesta populacdo de mulheres.
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CONCLUSAO

1) As anormalidades citologicas cervicais foram mais comuns em pacientes HIV-
positivas, incluindo as anormalidades de significado indeterminado, as lesGes de

baixo grau e as lesfes de alto grau, comparadas as mulheres HIV-negativas;

2) O genoma do HPV foi mais prevalente em amostras cervicais de mulheres HIV-
positivas, sugerindo que a infeccao pelo HIV representa um importante fator de risco

para a infeccao pelo virus HPV.

3) As infecgcBes por multiplos gendtipos de HPV foram mais prevalentes no grupo de

mulheres HIV-positivas comparadas as mulheres HIV-negativas.

4) No grupo de mulheres HIV-positivas foram detectados 104 gendtipos virais, sendo
0s principais gendtipos encontrados os HPV 16, 58, 52 e o 33. Ja no grupo de
mulheres HIV-negativas, foram detectados 34 genotipos virais, sendo os principais
genatipos os HPV 16, 52, 66, 55 e 18.

5) Nosso estudo, ndo detectou uma associagéo estatisticamente significativa entre a
presenca de anormalidades citoldgicas e a deteccdo de multiplos genotipos virais,

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

Universidade Catodlica de Goias —
Pro-Reitoria de P6s Graduacao e Pesquisa Departamen  to 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 PAR TICIPA(;AO
DA PESSOA COMO SUJEITO

Vocé estd sendo convidada para participar, como voluntaria, em uma
pesquisa. ApOs ser esclarecida sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar
fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma
delas é sua e aoutra € do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé néo
sera penalizada de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar o Comité
de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catolica de Goias.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

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

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

Pesquisador Responsavel:
Vera Aparecida Saddi (CPF:17009006172)

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)

Michelle Christine Carlos Rodrigues (CPF: 708687941-04)

Descricao da pesquisa, objetivos, procedimentos, fo rma de acompanhamento
O papilomavirus humano (HPV) é um virus DNA transmitido sexualmente,

sendo aceito como o0 agente etioldgico 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 lesfes 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 lesfes de baixo risco (LSIL) e lesbes de alto risco (HSIL).

A infeccéo 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 possiveis genaotipos,
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 infec¢des pelo HPV e seus
possiveis fatores de risco entre mulheres HIV-positivas e HIV-negativas, na cidade
de Goiania-GO.

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 avaliacdo da carga viral, pelo método NASBA, como parte da rotina
assistencial. Ap6s 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 serdo incluidas no estudo e submetidas a
coleta de material cérvico-vaginal para exame citolégico e molecular.

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, serdo submetidas ao exame clinico cuidadoso, com inspecdo 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 rotatorios) para exame citopatologico, realizado pelo método



convencional e deteccdo de HPV. Apds a confecgéo das laminas, as escovas serao
mergulhadas em uma solugéo-tampéo preservadora (UCM- Roche) para posterior
pesquisa de DNA de HPV e genotipagem, pelo método de PCR. Quando indicados,
exames colposcopicos com acido acético a 3% e biopsia do colo do utero poderéo
ser realizados. ApOs o diagndstico, as pacientes poderdo ser atendidas no
ambulatério de ginecologia da Santa Casa de Misericordia ou do Hospital de
Doencas Tropicais, com seguimento apropriado e/ou tratamento.

A paciente que voluntariamente concordar em participar do projeto e assinar o
termo de consentimento serd, submetida a uma coleta de material cervical, realizada
por uma meédica ginecologista habilitada. Assim, tal procedimento ndo 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 0 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 prontuério/ N° de matricula ,

abaixo assinado, concordo em participar do estudo como sujeito. Fui devidamente
informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela
envolvidos, assim como 0s 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/assisténcial/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 (néo ligada a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:

ANEXO 2 — Questionario

Pontificia Universidade Catolica de Goias —
Pré-Reitoria de Pés-Graduacéo 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:

Profisséo: Estado Civil:

Escolaridade: Renda mensal:

Raca/Cor: Paridade: G: IP: IA:

Idade a primeira relacao sexual: Numero de parceiros:____

Uso de drogas ilicitas

Tabagismo: Etilismo:

Uso de preservativos:

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

Data do ultimo exame ginecoldgico / /

Local:

Historia de prostituicéo Contato homossexual:

Ja recebeu transfusdo sanguinea? Quando?__/ |

Data do diagnésticoda AIDS /[ Local:

Ultimo exame CD4+/CD8+: | |

Ultimo exame de carga viral do HIV /|




Estégio clinico da infecgéo pelo HIV

Sintomas relacionados ao HIV

Hospitalizacbes?

Prescricdo de drogas antiretrovirais

Tratamento: Inicio em: [/

Protocolo: Regime:

Data da coleta: / /




