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RESUMO

O Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) tem se mostrado um potencializador dos
mecanismos oncogénicos da Infeccdo Genital pelo Papilomavirus humano (HPV), acredita-se
que o estado de imunocompeténcia do hospedeiro possa ter algum papel na evolugdo das
lesBes cervicais. O HPV infecta uma grande parcela da populacdo feminina mundial, sendo a
DST (Doenga Sexualmente Transmissivel) mais comum no mundo com aproximadamente
291 milhdes das mulheres portadoras desse virus. Essa informacdo mantém relacdo com a
incidéncia anual de quase 500 mil casos de cancer de colo do Gtero. De acordo com o Instituto
Nacional do Céancer (INCA), este é 0 segundo cancer mais incidente na populagéo brasileira, e
0 mais incidente no Para. O objetivo do estudo é de detectar a prevaléncia e 0s aspectos
clinicos e epidemioldgicos nas mulheres HIV postivas infectadas pelo HPV. Trata-se de
estudo transversal-analitico. As amostras sdo de pacientes atendidas no Centro de Testagem e
Aconselhamento (CTA) do municipio de Tucurui no periodo de margo de 2011 a julho de
2013,para deteccdo e contagem de células T CD4 e CD8 foi realizado a técnica de nested-
PCR, e gPCR, e as laminas foram coradas pelo método de Papanicolaou. A prevaléncia
encontrada do HPV foi de 68%. A maior parte era casada/unido estavel (63,5%),
analfabetas/fundamental incompleto (50%). Em relacdo aos antecedentes ginecoldgicos,
94,59% utilizam camisinha em todas as relacGes, a mediana de idade da coitarca foi de 13
anos, sendo que apenas 24,3% tiveram a primeira relagdo com 14 anos ou menos. Dentre as
entrevistadas, 82,4% tiveram 2 ou mais parceiros sexuais durante a vida, com mediana de 6
parceiros. A infeccdo por HIV é considerada um fator de risco para o desenvolvimento do
cancer de colo uterino e durante a pesquisa foram correlacionados dados que demonstravam a
contagem de CDA4+ ser inversamente proporcional ao surgimento dessa enfermidade. Oitenta
por cento das amostras que estavam positivas para 0 DNA HPV foram detectaveis aos 9
subtipos (6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 52, 58) estudados, e 88% das amostras positivas para o
DNA HPV foram subtipadas com 1 ou mais subtipos de alto risco para o cancer do colo
uterino. A avaliacdo da populacdo de mulheres soropositivas em relagdo a presenca de HPV e
seus subtipos foram de grande importancia para auxiliar no diagndstico precoce e tratamento,
fornecem subsidios para programas regionalizados de prevencao e manejo dessas infecgdes.

Palavras-chave: Papilomavirus humano, cancer de colo uterino, virus da imunodeficiéncia
humana.



ABSTRACT

The Human Immunodeficiency Virus (HIV) has been shown to potentiate the oncogenic
mechanisms of Genital Infection by the human papillomavirus (HPV) , it is believed that the
state of immunocompetence of the host may play a role in the evolution of cervical lesions .
HPV infects a large proportion of women worldwide , with an STD (sexually transmitted
disease) more common in the world with approximately 291 million carriers of this virus
women. This keeps information related to the annual incidence of nearly 500,000 cases of
cervical cancer . According to the National Cancer Institute (INCA), this is the second most
frequent cancer in a Brazilian population and more common in Para The objective is to detect
the prevalence and clinical and epidemiological aspects of the HIV -infected women postivas
HPV. It is cross - analytical study . The samples are from patients treated at the Counseling
and Testing Center (ATC) of the municipality of Tucurui from March 2011 to July 2013 for
detection and enumeration of CD4 and CD8 T cells was performed the technique of nested-
PCR, and gPCR , and the slides were stained by the Papanicolaou method. The prevalence of
HPV was 68 % . Most were married / common-law marriage (63.5 %) , illiterate / incomplete
primary (50 % ). Regarding gynecological history, 94.59 % used condoms in all relationships
, the median age of first sexual intercourse was 13 years , and only 24.3 % had their first
intercourse at age 14 or less . Among the respondents, 82.4 % had 2 or more sexual partners
during their lifetime , with a median of 6 partners . HIV infection is considered a risk factor
for development of cervical cancer and during the survey data showed that the CD4 + count is
inversely proportional to the emergence of this disease were correlated . Eighty percent of the
samples that were positive for HPV DNA were detectable after 9 subtypes (6, 11, 16, 18, 31,
33, 35, 52, 58) studied, and 88% positive DNA HPV of the samples were subtyped with one
or more subtypes high risk for cervical cancer . The population estimate of HIV positive
women for the presence of HPV and its subtypes were of great importance to aid in the early
diagnosis and treatment , provide subsidies to regionalized programs for the prevention and
management of these infections.

Key-words: Human papillomavirus, cervical cancer, human immunodeficiency virus.
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1 INTRODUCAO

O HPV ¢ a doenca sexualmente transmissivel (DSTs) mais comum em todo o mundo,
sendo um problema de saude pablica. Compartilhando os mesmos fatores de risco do HPV, o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), tem se mostrado um potencializador dos
mecanismos oncogénicos do HPV, elevando a predisposicdo ao desenvolvimento de cancer de

colo uterino em mulheres co-infectadas por ambos os virus (BRASIL, 2006).

Ocorrem cerca de 500.000 novos casos a cada ano do cancer do colo uterino. Desde
que Zur Hausen, na década de 70, sugeriu a associacdo entre o0 HPV e o cancer cervical,
varios estudos epidemioldgicos, clinico-patoldgicos e moleculares se seguiram e confirmaram
0 papel do HPV na patogénese do cancer cervical e em suas lesées precursoras (WRIGHT &
SCHIFFMAN, 2003).

O céncer de colo uterino vem alcancando altas taxas de morbi-mortalidade, ja sendo
de acordo com o INCA (Instituto Nacional de Céncer), o quarto cancer mais incidente na
populacdo mundial, o segundo mais incidente no Brasil e o primeiro mais incidente no Estado
do Para. Estima-se que em 2014, s6 no Pard, a quantidade de casos registrados cresca
aproximadamente 19%. O principal fator de risco para o desenvolvimento de lesbes
intraepiteliais de alto grau (lesdes precursoras do cancer do colo do utero) e do cancer do colo
do atero é a infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV). O HPV é um fator necessario, mas
ndo suficiente, para o desenvolvimento do cancer do colo do Gtero, faz-se necessaria sua

persisténcia e outros fatores de risco como falhas no sistema imunoldgico (INCA, 2014).

Um dos indicativos para isso é que a quantidade de casos estimados de mulheres
infectadas pelo virus, que € de 291 milhdes de mulheres no mundo estar muito inferior a
incidéncia anual de casos de cancer do colo uterino no mundo, que é de aproximadamente 500
mil. (INCA 2013).

Um dos fatores de risco para a infeccdo por HPV e neoplasia subsequentes, incluindo
cancer do colo uterino, esta associado a resposta imunolégica mediada por célula. Estudos
observacionais envolvendo mulheres HIV positivas tém mostrado uma forte e consistente
relacdo entre a co-infeccdo com o HIV e HPV e neoplasias cervical intra-epiteliais (NIC)
(CONLEY et al 2002, CONTI et al 1993). Apesar dos varios estudos publicados e de tudo que

ja se conhece a respeito da infeccdo pelo HPV e neoplasia cervical em mulheres portadoras do
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HIV, muitas duvidas levantadas permanecem sem resposta, incluindo o melhor seguimento
para essas pacientes, estratégia de vigilancia, o papel dos diferentes tipos de HPV e a

identificacdo de fatores independentes preditivos do desenvolvimento da doenca.

O sistema imunoldgico é crucial para a definicdo do desfecho da infeccdo por HPV,
qualquer desequilibrio nessa resposta pode propiciar o avanco da infeccdo e suas
consequéncias. Acredita-se que o estado de imunocompeténcia do hospedeiro possa ter algum
papel na evolucdo das lesbes cervicais. A imunossupressdo induzida pelo HIV aumenta a
suscetibilidade a infeccdo por HPV, havendo assim, maior chance do desenvolvimento de
NIC (Neoplasia Intraepitelial Cervical). Ao avaliar o estado imunoldgico das mulheres
positivas para o HIV infectadas pelo HPV, observa-se que a imunossupressao pode ser fator
favoravel as infeccBes cervicais pelos HPVs de alto risco oncogénico, que tém sua expressao
clinica nas NICs neste grupo de mulheres. Desta forma, o uso da Terapia Antirretroviral
(TARV), quando necessario, faz-se de extrema importancia, pois demonstra efeito protetor
para a reincidéncia de neoplasia cervical, inclusive as de alto grau, pois melhora a resposta
imunolégica (BRITO, GALVAO, 2010).

A avaliacdo da populacdo de mulheres soropositivas para 0 HIV em relagdo aos
subtipos de HPVs se faz de grande importancia para auxiliar no diagnostico precoce,
aumentando as chances de um tratamento direcional e a¢Ges preventivas ao desenvolvimento
do cancer do colo do utero. No estado do Para, principalmente em municipios do interior,
como Tucurui, estudos mais abrangentes relacionados a infeccdo por HPV em mulheres
infectadas por HIV apresentam lacunas que sdo de grande importancia para programas em
salde voltados para essa populacdo. Com isso, a deteccdo de HPV e de subtipos por técnicas
biomoleculares, unida a avaliagdo de aspectos clinicos e epidemiol6gicos em mulheres
soropositivas atendidas em servi¢os publicos de salde do municipio de Tucurui poderdo

fornecer subsidios para programas regionalizados de prevencao e manejo dessas infecgoes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANCER DE COLO UTERINO E SEUS FATORES DE RISCO

O cancer de colo uterino (CCU) é um importante problema de salde publica, sua
incidéncia € maior em paises menos desenvolvidos quando comparada aos paises mais
desenvolvidos. Em geral, ocorre a partir de 30 anos, aumentando seu risco rapidamente até
atingir o pico etério entre 50 e 60 anos. Esse cancer foi responsavel pelo 6bito de 265 mil
mulheres em 2012, sendo que 87% desses Obitos ocorreram em paises em desenvolvimento.

Para o cancer de colo do Utero, a sobrevida é de aproximada 70% (WHO, 2013).

O CCU ocupa o terceiro lugar geral no Brasil em nimero de casos registrados. Esta
em primeiro lugar na regido Norte (24 casos/100 mil). Nas regides Centro-Oeste (22
casos/100 mil) e Nordeste (19 casos/100 mil) ocupa a segunda posicdo geral. Na regido
Sudeste (10 casos /100 mil) é o quarto, e na regido Sul (16 casos /100 mil), o quinto mais
incidente. Recentes estimativas apontaram aproximadamente 15.590 casos novos de cancer de

colo uterino em mulheres no Brasil para o ano de 2014 (INCA 2014).

A progressdo do CCU é continua, e de acordo com a classificacdo de Bethesda
(NAYAR, SOLOMON, 2004), a transi¢do neoplasica da lesdo intraepitelial escamosa (SIL),
ocorre das lesbes intraepiteliais escamosas de baixo-grau (LSIL =NIC 1) para lesdes
intraepiteliais escamosas de alto-grau (HSIL), que incluem NIC II, NIC Ill e carcinoma in
situ, e finalmente para carcinoma escamoso invasivo (SCC). Na NIC 1, o genoma viral
encontra-se sob a forma epissomal, ha baixo risco de progressdao maligna, e pode ocorrer a

regressdo na auséncia de tratamento (WHO, 2010).

Fatores de risco que podem levar ao desenvolvimento de cancer na cérvice uterina
podem ser divididos em dois grandes grupos: experimentalmente documentados e fatores
epidemioldgicos. Entre aqueles classificados no primeiro grupo, praticamente todos 0s casos
de céncer de colo do utero sdo atribuivel a infecgdo persistente por certas cepas de HPV,
especialmente o HPV 16 e HPV 18 (OLIVEIRA, LEVI, 2011; RAYCHAUDHURI,
MANDAL, 2012). O cancer de colo de utero foi o primeiro tipo de cancer reconhecido pela

Organizacdo Mundial da Satde como totalmente atribuido a uma infeccao viral (BOSCH, de
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SANJOSE, 2002). Andlises de tumores cervicais mostraram a presenca do virus em 99,7%
dos tumores (WALBOOMERS et al., 1999).

Entre os fatores de risco epidemioldgicos, pode-se citar coitarca em idade precoce,
grande nimero de parceiros, 0 ndo uso de preservativo, uso de anticoncepcional, habito de
fumar, dentre outros. A multiplicidade de parceiros e a promiscuidade se apresentam como
fatores importantes para o desenvolvimento do cancer de colo uterino, pois isso indica uma
maior exposicdo da mulher a contaminagdo com DST’s, principalmente o HPV e o HIV
(BRITO; GALVAO, 2010). A co-infeccdo com HIV duplica o risco para aparecimento de
NIC (BEZERRA et al. 2005; CASTELLSAGUE; BOSCH 2007).

A multiparidade pode ser associada com carcinoma cervical e carcinoma in situ na
maioria dos estudos de caso-controle. Além disso, a maior parte dos grandes estudos se
restringe a anélise de mulheres HPV-positivas, reportando um aumento do risco de lesdo de
alto grau (BRITO et al, 2006) e carcinoma cervical com uma elevagdo do numero de
gestacdes. Mulheres que engravidaram e chegaram ao termo possuem sete ou mais vezes risco
aumentado para o desenvolvimento de cancer cervical ou lesdo intraepitelial de alto grau
(HSIL), quando comparado com mulheres nuliparas (CASTELLSAGUE, BOSCH, MUNOZ,
2002).

Outro fator de risco sdo 0s contraceptivos orais, pois podem provocar um aumento da
atividade dos oncogenes do HPV e interferirem na reducdo das lesdes da cérvix. Estudos
propdem que 0 uso de contraceptivos orais (ACQO) por periodo superior a cinco anos pode
levar ao desenvolvimento de lesGes de alto grau em mulheres infectadas pelo HPV. O uso de
ACO por periodo inferior ndo tem demonstrado associagdo com a carcinogénese (BRITO;
GALVAO, 2010).

Alguns estudos avaliam a influéncia hormonal, que pode modular o risco de
progressdo para lesdes de alto grau e cancer cervical em mulheres infectadas pelo HPV.
Mecanismos horménio-relacionados podem influenciar na progressao de lesbes cervicais pré-
malignas para malignas, devido a promocédo da integracdo do DNA viral ao genoma celular
(CASTELLSAGUE; MUNOZ, 2003).

Quanto ao tabagismo, alguns estudos mostram a relacao direta entre carga do tabaco e

risco de desenvolvimento de carcinoma in situ, devido a varios mecanismos, principalmente
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devido a presenca de substancias carcinogénicas e alteracdo da imunidade pelos mesmos.
(SCHEIDT et al., 2006).

Grande numero de evidéncias sugerem que diferentes DSTs, como o HIV podem agir
como cofatores para HPV16 e HPV18 na carcinogénese cervical. A infeccdo com mdaltiplos
subtipos tipos de HPV de alto risco tem sido sugerida como possivel aumento do risco para o
cancer do colo do Utero em comparacdo com infeccBes simples (KAASILA et al., 2009),
embora também haja evidéncias de que a coinfeccdo pode agir independentemente um do

outro no progresséo para o cancer cervical (CHATURVEDI et al. 2011).

2.2 O HPV (PAPILOMAVIRUS HUMANO)

2.2.1 Classificagéo do HPV

O HPV é um virus de DNA pertencente a familia Papilomaviridae, composta de 30
géneros (BERNARD et al., 2010). Esta familia é de pequenos virus que infectam aves,
mamiferos, e dentre estes os humanos. S&o divididos em diversos tipos, de acordo com a
funcdo e suas especificas regides de controle génico. Sua denominagéo vem do latim: papila,
diminutivo de papula, que quer dizer projecdo ou saliéncia em forma de mamilo. Suas
denominacdes das espécies sdo decorrentes do grupo de animais que infectam (Van
REGENMORTEL et al., 2000). As espécies que infectam humanos estdo entre os géneros
Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus, ~Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus,
Nupapillomavirus (Figura 1) (BERNARD et al, 2010).

Sao mais de 200 tipos de HPV descritos, dos quais mais de 40 sdo formas infectantes
para o trato genital. A maior parte dos HPVs mais prevalentes estdo agrupados no género
Alphapapillomavirus, aproximadamente 14 espécies sdo associadas a lesdes da mucosa
genital (de VILLIERS et al, 2004, BRAVO et al, 2006).

Os tipos de HPV sdo genotipos, porque sua classificacdo é feita com base nas
diferencas do proprio genoma, ou seja, na comparacdo de sequéncias de nucleotideos do gene
L1 dos diversos HPVs. Essa diferenca é de pelo menos 10%; se for inferior a 10% e até 2% é
subtipo, se for menor que 2% ¢ considerado variante (GARCIA-ESPINOSA et al., 2009).
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Figura 1 - Filogenia de genotipos e géneros de HPVs.
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Fonte: Adaptado de Crow, 2012.

Entre os diversos tipos identificados de HPV alguns apresentam tropismo
caracteristico (GUIMARAES, 2011). Ha os que tém tropismo pela pele, sendo encontrados
muitas vezes em verrugas e lesdes cutaneas, como os subtipos 1, 4, 5, 8, 41, 48, 60, 63 e 65
enquanto os HPVs 6, 11, 13, 16, 18, 26, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 42, 44, 45, 51, 52, 53, 54,
55, 56, 58, 59, 64, 66, 67, 68, 69, 70 e 73 apresentam afinidade pela mucosa. Estes podem ser
encontrados em lesbes neoplasicas e cancerosas do colo uterino, como também da vagina,
vulva, anus e pénis e, ocasionalmente, também podem causar lesbes malignas na cavidade
oral, orofaringe, laringe e esdfago (PIQUE; JOSE, 2008; SOUTO; FALHARI; CRUZ, 2005).
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Os tipos de HPV séo classificados entre virus de alto ou baixo risco oncogénico, de
acordo com a capacidade do virus de transformar a célula hospedeira (PIQUE; JOSE, 2008;
PALESFKY, 2009) (Figura 2).

Cerca de 40 tipos de HPV infectam a regido anogenital e podem ser classificados em
HPV de baixo risco oncogénico (HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 55) e de alto risco oncogénico
(HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59). Os tipos de HPV 26, 53, 66, 67, 68, 70,
73 e 82 sdo classificados como genotipos de provavel alto risco (LEVI, 2012). Existe ainda
um grupo de subtipos, 2, 3, 7, 10, 27, 28, 29, 40, 43, 57, 61, 62 e 72, que podem ser
encontrados tanto em lesdes cutaneas, quanto em mucosas, estando a sua relacdo com lesGes
malignas menos estabelecidas (Quadro 1) (PIQUE; JOSE, 2008).

Figura 2 - HPVs mucosotrépicos e filogenia do seus potenciais oncogénicos
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Fonte: Adaptado de http://www.aacc.org/publications/cln/2007/june/Pages/cover2_0607.aspx.
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Quadro 1 - Subtipos de HPV que infectam o trato genital e seus riscos oncogénicos

Risco Oncogénico Subtipos

Alto risco 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82
Provaveis de alto risco 26, 53, 66, 67, 68, 70, 73 e 82

Baixo Risco 6, 11, 42, 44, 51, 53, 83

Mais comuns de alto risco 16, 18, 58, 33, 45, 31, 52, 35, 59, 39, 51, 56

Mais comuns de baixo risco 6, 11

Fonte: Adaptado de Levi, 2002a; Levi 2002b; De Freitas et al., 2012, Leaver & Labonte, 2010, Carter et al.,
2011, Kojic e Cu-Uvin, 2007.

2.2.2 Biologia do HPV

Os HPVs sdo pequenos virus ndo envelopados, arredondados, com didmetro em torno
de 55 nm. O DNA ¢é circular de dupla fita com cerca de 8 kb, ligadas covalentemente e
associadas a histonas de origem celular, fica de forma epissomal no nicleo da célula
hospedeira. A particula viral, o virion, consiste de uma capa protéica, o capsideo, que envolve
0 genoma viral, tendo aproximadamente 2 nm de espessura e é composto por 72 unidades
morfoldgicas, os capsdmeros, dispostos segundo uma simetria icosaédrica (T=7). Os
capsomeros que estdo localizados em cada um dos 12 vértices sdo pentavalentes, isto &,
circundados por cinco capsdmeros adjacentes, e 0s outros 60 capsdmeros que Sao
hexavalentes. Os 72 capsdmeros sdo pentameros da proteina estrutural principal, L1 (54 kDa).
Outra proteina estrutural menos representada, a L2 (76 kDa), também compde mais
internamente o capsideo. Essas proteinas sdo responsaveis pela imunogenicidade do virus e
carregam determinantes antigénicos género-especificos (Figura 3) (JASTREBOFF; CYMET,
2002; PSYRRI; DIMAIO, 2008 SANCLEMENTE; GILL, 2002; CHEN et al., 2009).
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Figura 3 - Capsémeros e proteinas da capside do HPV

DNA viral

Fonte: Adaptado de http://papiloma-que.blogspot.com.br/2011/06/vacinacao-contra-infeccoes-por.html.

2.2.3 Proteinas do virus

O genoma do HPV contem 8 regides conhecidas como fases de leitura aberta (ORFs -
open reading frames) e mais uma regido ndo-decodificadora. Na fase de leitura aberta é
dividido em 2 regides: Precoce (E do inglés Early), e Tardia (L - do inglés Late); a terceira
regido é a ndo-decodificadora: Regido longa de controle, (LCR - do inglés Long Control
Region) ou Regido regulatoéria de alto fluxo (URR - do inglés Upstream Regulatory Region)
(JUNG et al., 2004; ANGULO; CARVAJAL-RODRIGUEZ, 2007; HENG et al., 2009;
ROSA e al., 2009).

A regido Early ou Regido Precoce recebe essa denominacao, pois tem suas proteinas
no ciclo viral. Na regido E, estdo as ORFs que codificam as proteinas ndo estruturais E1, E2,
E4, E5, E6 e E7, a regido L ou regido tardia (Late), € composta pelos genes L1 e L2
(DOORBAR, 2005) (Figura 4). A URR ou LCR ajuda na regulacéo da expressédo do gene do


http://papiloma-que.blogspot.com.br/2011/06/vacinacao-contra-infeccoes-por.html
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virus e sua replicacdo (BOULET et al., 2007; PASSOS et al., 2008, MOTOYAMA et al.,

2004).

Figura 4 - DNA do HPV (a) Genoma do HPV (Regides E, L e LCR), (b) Organizacdo
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Fonte: Adaptado de Expert Reviews in Molecular Medicine (Disponivel

em:

http://journals.cambridge.org/fulltext_content/ERM/ERM1_05/S1462399498000210sup010.htm) e de Doorbar,

2005.
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A proteina E1 é uma helicase essencial para replicagdo viral e transcricdo génica l. E2
atua na replicacdo viral, age na transcricdo viral, tem um papel importante na patogénese
oncogénica, mas principalmente é um regulador da transcricio genes virais. E responsavel
pelo controle da expressao das proteinas E6 e E7, estando envolvida na repressao do promotor
viral precoce, controlando o mecanismo de (PASSOS et al., 2008).

Em niveis baixos de expressdo, E2 liga suas sequéncias de reconhecimento e ativa o
promotor precoce, enquanto que em concentracdes elevadas reprime a ligacdo dos fatores de
transcricdo celular. Essa capacidade de E2 contribui para o controle do nimero de coOpias
virais em células indiferenciadas (BOULET et al., 2007; PASSOS et al., 2008, MOTOYAMA
et al., 2004).

E4 ainda ndo possui uma funcdo conhecida. Apesar das poucas informacgdes sobre os
produtos do gene E4 é provavel que auxilie a saida do virus da célula induzindo a rede de
citoqueratina celular ao colapso. Também pode estar associada na regulacéo e estabilidade do
RNAm, e por promover a coilocitose nas células infectadas pelo virus (MOTOYAMA et al.,
2004).

O gene E5, de maneira independente, pode causar transformacdo tumorigénica,
provavelmente associada a modificagdo das vias de fatores de crescimento. Parece ativar 0s
receptores para o fator de crescimento da epiderme, resultando em estimulo do crescimento
celular. Também pode se associar a proteina E7 e promover a malignizacdo das linhagens
celulares afetadas, e pode inibir a expressdo do gene supressor de tumor p21 (PASSOS et al.,
2008).

E6 e E7 possuem varias fungdes associados a oncogénese cervical que serdo descritas

a seguir na patogénese viral.

Os genes tardios codificam as proteinas denominadas L1 e L2, as quais sdo
componentes estruturais do capsideo virdtico. Essas proteinas sdo responsaveis pela
imunogenicidade do virus e carregam determinantes antigénicos género-especificos (Figura 5)
(BOULET et al., 2007; PASSOS et al., 2008, MOTOYAMA et al., 2004).
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Figura 5: Proteinas do virus e suas funcdes
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Fonte: http://www.genpathdiagnostics.com/womens-health/gencerv/

2.2.4 Patogénese do HPV

De acordo com Doorbar (2005), a patogénese do virus ocorre em 5 etapas: infeccéo,
manutencdo do genoma viral, proliferacdo viral, amplificacdo dos genes e a sintese de novas

celulas virais com sua posterior liberacdo no ambiente.

Lesdes abrasivas favorecem o inicio da infecgdo, por darem ao virus acesso as células
basais. Estas células que sdo da camada mais profunda e menos diferenciada do epitélio

escamoso, e que ainda tém atividade mitética (ROSA et al., 2009).

O virion em contato com a superficie celular ativa as proteinas do capsideo que
interagem com receptores especificos dessa superficie. A alfa-6 integrina é este receptor
celular para os papilomavirus (EGAWA, 2003). Depois de penetrar na célula, o virion perde
seu capsideo, expondo seu DNA a acdo de enzimas nucleares, o que favorece a expressao dos
genes virais (WILSON et al., 2002).
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O virus passa por um periodo de incubacdo de 2 a 3 semanas, antes que se inicie o
desenvolvimento de lesbes (DOORBAR, 2005).

Na fase da manutencao do genoma logo apos a infec¢éo, ainda sdo baixos o numero de
copias, e 0 virus se encontra sob a forma epissomal nas células da camada basal. Ha baixa
expressdo das proteinas E6 e E7, E1 e E2, s6 suficiente para manutencdo gendmica viral. E6 e
E7 estimulam a progressao do ciclo celular e associam-se com os reguladores do ciclo celular
(DOORBAR, 2005).

Na fase proliferativa. as células basais saem do ciclo celular, migrando para as
camadas suprabasais e passam por um processo de diferenciacdo terminal. Isso estimula a
expressdo de outros genes virais para a producdo de virus completos (MADISON, 2003;
MUNGER et al., 2001). A sintese de particulas virais ocorre com a expressao de E1, E2, E3 e
E4. Essas particulas sdo formadas nas camadas médias e superiores do epitélio da cérvice,
com os genes L1 e L2 codificando as proteinas do capsideo viral. Em seguida, ocorre a
montagem dos virions, com o empacotamento do DNA viral na camada superficial do
epitélio. A liberacdo das particulas virais ocorre sem lise das células hospedeiras, pela
descamacao do epitélio (DOORBAR, 2005) (Figura 6).

Figura 6 - O ciclo de vida do papilomavirus humano
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Fonte: Adaptado de Moody e Laimins, 2010.
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A geracdo de neoplasias estd associada & perda da regulacdo do ciclo do HPV, que
ocorre em infeccdes persistentes, principalmente com tipos de alto risco oncogénico, que leva
a integracdo do genoma viral ao genoma da célula hospedeira (AGGARWAL et al, 2006;
AZEVEDO et al, 2006).

Quando ocorre a integracdo do genoma viral ao DNA da célula hospedeira, ha a
ruptura do gene E2, este que € responsavel por controlar a expressao de E6 e E7. Com isso, ha
aumento de E6 e E7 estimulando a replicacédo celular (Figura 7) (DOORBAR, 2005).

Observa-se nas lesdes de baixo grau 0 DNA do HPV na forma epissomal, ou seja, ndo
integrado ao DNA celular, enquanto que em lesdes de alto grau o DNA do HPV se integra ao
DNA da célula (GUIMARAES, 2011).

Figura 7: Integracdo do DNA viral ao DNA do hospedeiro
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Fonte: Zur Hausen (2002).

As proteinas E6 e E7 possuem um papel importante na carcinogénese em caso de
lesBes persistentes, suas altas expressdes podem gerar mutagdes. Ambas atuam em Vvarias vias

que facilitam a geragédo de cancer (BOULET et al, 2007).
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A proteina E6 é envolvida no processo de transformacéo e imortalizagdo celular, pois
provoca a ubiquitinacdo da proteina p53, que a leva a degradacdo no proteassoma, evitando a
apoptose celular. E6 também podem associar-se com outras proteinas pré - apoptoticas,
incluindo Bak (THOMAS; BANKS, 1998) e Bax (LI; DOU, 2000), pode ativar a telomerase e
induzir a instabilidade gendémica (MOTOYAMA et al., 2004; PASSOS et al., 2008, BOULET
et al., 2007). J& a proteina E7 se liga a proteina retinoblastoma (pRb), liberando o fator E2F
gue desencadeia a entrada da célula em ciclo celular. Assim induz podendo levar ao processo
de transformacdo e imortalizacdo da célula. O grau de expressdo de E6 e E7 é diretamente
proporcional ao grau de lesdo cervical e em niveis maiores sdo encontrados em todo o epitélio
de lesBes de alto grau (GUIMARAES, 2011; MOTOYAMA et al., 2004; PASSOS et al.,
2008, BOULET et al., 2007) (Figura 8).

Figura 8: Mecanismo de E6 e E7 na carcinogénese cervical

Infeccio pelo HPV » Célula normal
L
: Inibigdo
3 da resposta
i (Meses - I S

i décadas)

: Transformacio 4 RV
% Transformagdo

'\’\E,

_f'

Alta expressao de

E6eE7 T Bk ____ .
- —
Necessario @?‘:
\
Mutacoes .
Cﬁnter

Fonte: Adaptado de http://oncohealthcorp.com/technology.html.



33

2.2.5 Progressao da infecgcdo pelo HPV e a formacao do cancer

A infecgdo pelo HPV pode ser dividida em trés formas distintas: clinica, subclinica e
latente. A infeccdo clinica é facilmente detectada a olho nu, como uma verruga. A forma
subclinica é a que geralmente pode ser encontrada no colo do Utero, correspondendo a 80%
dos casos, pode ser diagnosticada com o uso do colposcdpio, apds o0 uso de acido acético a
5%. A forma latente pode ser detectada somente através dos exames de biologia molecular
(CASTRO et al., 2009).

O fato de a infeccdo nem sempre progredir para a neoplasia também sugere que
variacdes interpessoais do sistema imunoldgico possam ter papel na resolucdo da infeccdo da
infeccdo pelo HPV e/ou na sua aquisicdo (CRUZ; MELO, 2010).

As lesdes malignas do cancer cervical invasivo sdo precedidas de varias modificacdes
no epitélio cervical original (FONSECA-MOUTINHO, 2008).

Essas alteracdes sdo agrupadas de acordo com os graus de gravidade, nas alteracdes na
relacdo nucleo/citoplasma aumentados e padréo irregular de cromatina (SANTANA et al.,
2008) (Figura 9).

De acordo com a evolugédo, as lesdes sdo classificadas de acordo com o grau de
diferenciacdo celular. Na histologia, a displasia suave é NIC I, a displasia moderada é NIC 1,
a displasia severa até o carcinoma in situ € NIC I11. Na citologia, e no padrdo mais recente do
Sistema Bethesda, as lesbes pré-malignas sdo classificadas em Células Escamasosas Atipicas
de Significado Indeterminado (ASCUS), lesOes intraepiteliais escamosas de baixo grau
(LSIL), na qual ha displasia leve, coilocitose ou atipias condilomatosas e lesbes intraepiteliais
escamosas de alto grau (HSIL), com displasia moderada a severa e carcinoma in situ
(JASTREBOFF; CYMET, 2002) (Figura 10).
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Figura 9 - Evolucdo e progressdo da lesdo até a geragdo de cancer
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Fonte: http://www.nature.com/nrc/journal/v7/n1/fig_tab/nrc2050_F1.html.

Este processo de evolucdo das lesbes, em geral, demora 10 anos (CRUZ; MELO,
2010). Porém, a deteccao dessas lesBes pré-cancerigenas e anomalias citologicas em pacientes
com DNA HPV ¢ pequena, devido a baixa sensibilidade dos métodos de triagem
(SCHIFFMAN et al, 2007).

Embora o cancer cervical siga essas etapas, a involugdo também pode ocorrer, ou seja,
a eliminacdo natural do HPV, ou regressdes do pré-cancer para o tecido normal.
(SCHIFFMAN et al, 2007).


http://www.nature.com/nrc/journal/v7/n1/fig_tab/nrc2050_F1.html
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Figura 10 - Alteracdes do epitélio cervical e laminas citoldgicas das lesdes cervicais
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Fonte: Adaptado de SCHIFFMAN et al., 2007.

2.2.6 Deteccdo do HPV

O exame colpocitologico tem relevancia na avaliacdo da integridade da mucosa
vaginal e diferenciacdo entre um processo inflamatdrio e displasia provocada pelo HPV. A
coilocitose que consiste no aspecto esburacado de uma célula devido a presenca de grandes
vacutolos perinucleares é sugestivo da infecgdo viral na citologia, porém os diagndsticos
citoldgicos e histologicos revelam baixa sensibilidade. Portanto, a utilizagdo de meétodos de
biologia molecular contribui na resolucdo de citologias alteradas (SWYGART, 1997,
VINOKUROVA et al., 2005). Ogilvie et al. (2005) concluiram que a qualidade da coleta com
material adequado mostra uma eficécia superior a 70% para o diagnostico de infec¢do por
HPV tanto na citologia como nos exames de biologia molecular como a hibridizagéo in situ.

Garuti et al. (1989) em estudo semelhante chegaram a 86,2% de sensibilidade para o

método, Frisch et al. (1990) descreveram a importancia da colposcopia no acompanhamento
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das alterac@es citoldgicas inflamatdrias e avaliacdo das suas possiveis mudancas citoldgicas

ou histoldgicas.

Nos casos de infecgdo subclinica ou laténcia a hibridizacao in situ nos tecidos ajuda na
caracterizacdo da infeccdo pelo HPV (SCHNEIDER et al,1991).

Com o advento das técnicas de biologia molecular, foi possivel obter estimativas mais
fidedignas, ja que a maioria da populacdo infectada pelo HPV nédo apresenta sintomas clinicos
ou alterac@es citologicas. Mesmo dentre as diversas técnicas de deteccdo, ocorrem variacoes
significativas dos dados a depender do método utilizado (MANZIONE et al., 2004).

A Reacdo em cadeia de polimerase (PCR) é considerado o método de diagnostico da
infeccdo pelo HPV mais eficaz (MANZIONE et al., 2004). Pois o esfregaco cervical e a
colpocitologia em meio liquido ainda sdo dependentes da leitura subjetiva de um técnico ou
patologista (FRANCO et al., 2012)

2. 3 EPIDEMIOLOGIA DO HPV

A infeccdo genital pelo HPV é considerada a DST mais frequente em todo o mundo,
representando problema de salde publica importante devido a sua alta prevaléncia e
transmissibilidade (TROTTIER; FRANCO, 2006). Estima-se que 75% da populacédo
sexualmente ativa entre em contato com um ou mais tipos de HPV durante sua vida
(KOUTSKY et al., 1997).

Habitualmente, a infeccdo € transitoria e auto-limitada. Estudos revelam que até 90%
das infec¢Bes pelo HPV sdo eliminadas ou suprimidas a niveis indetectaveis apos 12 a 24
meses (HO et al., 1998; FRANCO et al., 1999). Infeccbes com os HPVs de alto risco,
principalmente o HPV 16, parecem ter duracdo maior do que aquelas associadas aos HPVs de
baixo risco (RICHARDSON et al, 2003).

Apesar das estimativas serem variaveis, € consenso que a incidéncia da infeccdo pelo
HPV é alta, principalmente apds a primeira relagdo sexual e a cada introducdo de parceiro
novo. Estudos de coorte, utilizando a técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para
deteccdo do virus, demonstraram que até 3% por més das mulheres previamente negativas
tornam-se positivas em um teste subseqliente. A incidéncia dos tipos oncogénicos é
habitualmente maior do que dos ndo-oncogénicos (TROTTIER; FRANCO, 2006).
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Em estudos de coorte, cujas amostras eram formadas por estudantes, a incidéncia
cumulativa ultrapassou 40% em trés anos de acompanhamento (HO et al., 1998, WOODMAN
et al, 2001; WINER et al, 2003). Em coorte brasileira, a incidéncia cumulativa foi de 24% em
18 meses (FRANCO et al., 1999).

As taxas de prevaléncia da infeccdo pelo HPV variam a depender do método
diagndstico escolhido e da populacao de estudo. Estudos baseados no rastreamento através do
exame de Papanicolaou revelam taxas de prevaléncias inferiores a 6% (SYRJANEN;
SYRJANEN, 1990; GHAZAL-ASWAD et al., 2006).

Em populacdo de mulheres assintomaticas, demonstrou-se diferenca significativa na
taxa de deteccdo encontrada pelas técnicas de PCR e de dot-blot, respectivamente 46 e 11%
(BAUER et al., 1991).

A literatura brasileira carece de estatisticas nacionais. Estudo transversal com
mulheres atendidas em um servico publico de rastreamento para cancer em Porto Alegre (RS)
detectou o0 material genético do HPV (HPV-DNA) em 27% das amostras
(NONNENMACHER et al., 2002). Por sua vez, Oliveira et al. (2006) identificaram
positividade para o0 HPV em 58% das mulheres encaminhadas para exame de rotina em
servigo privado do Rio de Janeiro, RJ. Em estudo realizado na populagéo rural do Nordeste
brasileiro, a prevaléncia de HPV foi de 26% (DE LIMA SOARES et al., 2003). Em uma
amostra de mulheres de uma instituicdo carceréria de Sao Paulo, a detecgdo do HPV através
da captura hibrida (CH) foi de 16,3% para os HPV de alto grau e de 4,8% para os HPV de
baixo grau (LOPES et al., 2001).

PINTO et al, (2011) encontrou prevaléncia de 14,2% de infeccdo genital pelo HPV em
mulheres residentes nas margens esquerda e direita do lago da Usina Hidrelétrica de Tucurui,
incluindo as ilhas e a porcdo continental, ndo havendo diferenca significativa com a

prevaléncia encontrada na capital do estado do Pard, a qual foi de 15%.

A estimativa da infeccdo pelo HPV apresenta-se da seguinte forma: 100% da
ocorréncia de cancer cervical esta relacionado ao HPV; 90% dos casos de cancer anal, 40%
dos casos de cancer genital (vulva, vagina e pénis), aproximadamente 12% dos casos de
cancer de orofaringe e 3% dos casos de cancer oral estdo associados a presenca do HPV
(WHO, 2007).
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Os HPVs de elevado risco oncogénico estdo frequentemente associados HSIL e
neoplasias malignas do colo uterino. Entre os subtipos de HPV, o 16 e o 18 causam
aproximadamente 70% de todos os casos de cancer cervical registrados no mundo.
(ENTIAUSPE et al, 2010).

2.4 ASSOCIACAO DO HPV COM O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV)

O HIV possui duas variantes, o HIV-1 e o HIV-2. E um RNA-virus de fita dupla com
100 a 120nm de didmetro (Figura 11). A infeccdo pelo HIV provoca deplecdo e
enfraquecimento funcional de células T CD4+ e aumento de células T CD8+ ativadas e
irresponsivas, assim como aumento de auto-anticorpos e complexos imunes (BACCAGLINI
etal., 2007).

Figura 11 - Virus da Imunodeficiéncia Adquirida
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Adaptado de http://micro.magnet.fsu.edu/cell/viruses/hivvirus.html

HIV contribui para uma maior suscetibilidade a infeccdo e oncogénese do HPV
através da imunossupressdo do hospedeiro, que permite ndo s6 uma resposta ineficiente a
contaminacdo pelo virus como também sua persisténcia e mudancgas genéticas subsequentes
no epitélio que promovem displasia e eventualmente o cancer (D' SOUZA et al. 2008;
CHARUA - GUINDIC et al, 2009; KOBLIN et al, 2006; ORDONEZ & MARCONI, 2012).

O HIV atua na patogénese do HPV através da proteina tat que faz com que aja
amplificacdo dos genes do E1/L1 levando ao aumento da replicacdo do HPV e também a
libertacdo de virides de HPV. Estes infectam a célula e também células epiteliais do colo do

tero adjacentes. Dentro das células epiteliais , E6 e E7 que pelas vias descritas anteriormente
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atuam na patogénese e oncogénese, podem aumentar o 6xido nitrico (NO), danos no DNA e
ativacdo do receptor COX-2/PG/PG, levando ao aumento da inflamacdo e tumorigénese.
Essas células inflamatorias e tumorais podem entdo libertar citocinas, quimiocinas e
prostaglandinas (PG) que atuam de forma autocrina e paracrina para regular o endotélio e o
microambiente tecidual. Com isso, podem haver aumento da angiogénese no tumor , aumento
do crescimento tumoral, reducdo da apoptose e diminuigdo da imunovigilancia local
(PALESKY, 2009, GUIMARAES, 2000; ZIMMERMMANN; MELO; ZIMMERMMANN,
2008) (Figura 12).

A modulacdo da resposta imunoldgica para o0 HPV é mais provavel mecanismo pelo
qual o HIV potencializa doenga associada ao HPV. A resposta imunoldgica ao HPV se
acredita desempenhar um papel critico no controle da infeccdo por HPV em ambos 0s
individuos saudavel e HIV- positivas (SCHIFFMAN , 1992). Por conta da infeccdo pelo HIV,
h& a diminuigdo de células CD4 +. Estudos indicam que ambas as respostas pro e anti -
inflamatorias presentes nas HSIL sdo suprimidas nas mulheres soropositivas para o HIV. Isso
resulta em maior prevaléncia da displasia de alto grau e diminui¢cdo da probabilidade de
regressdo espontanea de displasias (CRITCHLOW et al, 1998; KOBAYASHI et al . , 2004;
LEVIetal., 2005; ZIMMERMMANN; MELO; ZIMMERMMANN, 2007).

Figura 12 - Interacéo do HIV na patogénese do HPV
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Apesar da reconstituicdo imunoldgica associada com o uso da terapia anti-retroviral
combinada, a prevaléncia de infeccdes por HPV e lesBes cervicais continuam altas em
mulheres HIV positivas (D’SOUZA et al., 2008; PATEL et al., 2008).

O tratamento com antivirais tem esquemas com monoterapia ou combinacdes de
medicacgdes e o periodo ideal para o inicio da terapia ainda é controverso, mas basicamente
utiliza-se da dosagem de células T CD4+ no sangue quando esta repetidamente baixa como

parametro e em pacientes assintomaticos (KOSS, 1987).

O grau de imunocomprometimento do soropositivo para o HIV varia em diversos
estagios, podendo favorecer a suscetibilidade ao HPV e, por conseguinte a evolugao ao cancer
do colo uterino, portanto a necessidade de um rastreamento ainda mais rigoroso nessas
mulheres, e com teste eficazes, com as novas técnicas de biologia molecular, consegue-se
identificar numerosos tipos de HPV e ainda aqueles relacionados com a oncogénese, ao quais

ndo sdo detectados nos metodos convencionais (KOSS, 1987).

Meniconi (2007) encontrou em mulheres coinfectadas com HPV e HIV, através de
testes moleculares, maior nimero de células T CD4+ nos tecidos das pacientes com quadros
histologicos de LSIL e condiloma e uma maior frequéncia de achados de metaplasia escamosa

epidermoide das pacientes com quadros histologicos mais graves como HSIL e condiloma.

A associagédo entre o HPV e HIV leva a maior predisposi¢do ao desenvolvimento de
NIC e invasiva do trato genital inferior. O elo entre doengas relacionadas ao HPV e o HIV é
extremamente relevante, pois, estes virus sdo transmitidos sexualmente e possuem 0s mesmos
fatores de risco (COELHO et al., 2004).

Numerosos estudos epidemiolégicos tém evidenciado que, nos grupos de mulheres
HIV- soropositivas, observa-se maior frequéncia de infeccdo do trato genital inferior pelo
HPV e acredita-se que a imunossupressdo e a propria carga viral do HIV sejam fatores
facilitadores da persisténcia do HPV no colo uterino (CALORE et al., 2001; CARDILLO et
al., 2001; SONCINI; CODEMI, 2003; MELO et al., 2003).

Ambas as infec¢des estdo associadas a baixo nivel socioecondémico, multiplicidade de
parceiros, coitarca precoce, intercurso sexual desprotegido, multiparidade, dentre outros
fatores. A medida que melhora o arsenal terapéutico disponivel as pacientes HIV-positivas, a

sobrevida tende a aumentar, assim como a incidéncia de NIC como manifestacdo oportunista
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(CALORE et al., 2001; CARDILLO et al., 2001; SONCINI; CODEMI, 2003; MELO et al.,
2003; PALEFSKY et al., 1999; SOPRACORDEVOLE et al., 1996). Entretanto, nota-se que a
soro positividade para HIV é um fator de risco independente para infeccdes por HPV, nas
formas latentes e clinicas (PINTO; TULIO; CRUZ, 2002).

As mulheres infectadas pelo HIV apresentam maior vulnerabilidade para manifestagao
do céancer de colo do Utero em fungdo da imunossupressdo decorrente do HIV, que aumenta a
suscetibilidade as doencas oportunistas. Estados de imunossupressdo do hospedeiro, neste
caso a mulher com HIV, produzem evolucdo das lesdes cervicais com maior grau de
severidade. Em virtude da rapida evolugdo do céncer cervical, essa neoplasia foi a primeira
doenca de género especifico a ser incluida na definicdo de caso de AIDS no mundo (BRITO,
GALVAOQ; PEREIRA, 2011).

As mulheres que sdo portadoras concomitantemente do virus da imunodeficiéncia
humana e do HPV apresentam um risco 6,6 vezes maior de desenvolver Neoplasia Intra-
epitelial Cervical (NIC) do que aquelas que sdo acometidas somente por um virus.
Aproximadamente 50% das mulheres com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida tém
citologia cervical anormal com suspeita de NIC. Nota-se que a imunodeficiéncia,
principalmente com a redugdo do numero de linfocitos T-CD4+, relaciona-se a maior
prevaléncia e persisténcia da infeccdo por HPV e NIC (FERNANDES, 2004, COBUCCI et
al., 2012).

Segundo Cerqueira et al. (2007), a infeccdo pelo HIV-1 pode tornar mais rapida a
progressao das lesdes associadas ao HPV e evolucao para lesdes de alto grau. Na maioria dos
casos, 0 cancer cervical invasivo demora em torno de dez anos para evoluir em mulheres
infectadas apenas com o HPV. Porém, no caso de mulheres soropositivas para o HIV-1, co-
infectadas com o HPV, o periodo pode ser reduzido, evoluindo em cerca de um ou dois anos.
Somando-se a isso a replicacdo do HPV pode ser realizada de forma mais eficaz em
hospedeiros imunodeficientes, o que levaria a uma maior taxa de deteccdo e maior chance de

desenvolvimento de infeccdo persistente pelo HPV.
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2. 5VACINA DE HPV EM HIV POSITIVAS

A vacina quadrivalente para HPV foi projetado para evitar que 4 tipos de HPV, os
tipos 16 e 18 que sdo os agentes causadores da maioria do cancer do colo do Utero, e 0s tipos
6 e 11, que mais causam verrugas genitais (CLARK et al, 2013).

A vacina € constituida de particulas semelhantes a virus gerados pela expressdo da
proteina principal da capside L1 a partir de tipos de HPV 6, 11, 16 , e 18, com um adjuvante
de aluminio(CLARK et al, 2013).

Quando administrado a mulheres ndo infectadas pelo HIV sem exposicao prévia ao
HPV-16 e 18, a vacina contra 0 HPV demonstrou eficicia de 98% na prevencgédo da neoplasia
intra-epiteliais cervicais relacionadas aos tipos de vacina e 100% das verrugas anogenitais
(GARLAND et al., 2007).

O uso da vacina entre 700 mulheres negras impediu 100% de doenca cervical e vulvar
(CLARK et al., 2013).

Segundo Kaojic et al. (2014) a vacina quadrivalente HPV ¢é segura e imunogénica entre
as mulheres infectadas pelo HIV com idades entre 13-45 anos, que eram soronegativos para
os tipos de HPV incluidos na vacina, com propor¢des de soroconversdo superiores a 75% para
todos os 4 tipos de HPV. Em mulheres soropositivas para os tipos de HPV indicados antes

para a série de vacinacao, a vacina induziu um aumento significativo nos niveis de anticorpos.

O estudo de Wilkin et al. (2010) que avaliou a imunogenicidade da vacina
quadrivalente de HPV entre os homens infectados pelo HIV com contagem de CD4+ acima
de 200 células / mm 3, mostrou 95% de soroconversao e nenhuma relacdo entre a contagem de
células CD4+ e concentracBes de anticorpos de HPV foram observadas, mas grandes
concentracdes de anticorpos anti-HPV 16 e 18 foram observados nos pacientes que receberam
TARV.

Proporgbes de soroconversao foram maiores entre as mulheres com contagens de
células CD4+ acima de 200 células/mm3 em comparagao com < 200 células/mm? (KOJIC et
al., 2014).
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Resultados semelhantes foram encontrados entre 99 jovens mulheres infectadas pelo
HIV com idade entre 16-23 anos (KANH et al., 2013).

Até o momento os estudos de eficacia da vacina publicados sobre as pessoas
infectadas pelo HIV sdo raros. A literatura, porém mostra que pessoas infectadas pelo HIV
tém sido documentadas como tendo uma baixa resposta a série de vacinagdo padrdo como
hepatite A e B14 (OVERTON et al., 2007).

Os dados sobre os preditores de respostas imunogénicas das vacinac@es tém sido
inconsistentes, mas ambos consideram que a viremia do HIV e contagem de células CD4+
pode afetar as respostas (WEINBERG et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a prevaléncia e 0s aspectos clinicos e epidemiolégicos da infecgdo genital pelo
Papilomavirus humano (HPV) em mulheres soropositivas para HIV que sdo atendidas no
Centro de Testagem e Aconselhamento (CTA) e Hospital Municipal de Tucurui.

3.2 ESPECIFICOS

Determinar a prevaléncia da infeccdo genital por HPV e os subtipos 6, 11, 16, 18, 31, 33,

35, 52, e 58 por meio de biologia molecular nas mulheres estudadas;

e Investigar a presenca de HPV e seus subtipos em mulheres com citologia normal e

citologia alterada

e Investigar as possiveis associa¢Oes existentes entre a infeccdo genital pelo HPV e fatores
sociodemogréaficos, comportamentais, sexuais, contraceptivos, reprodutivos e clinicos-

ginecoldgicos selecionados;

e Auvaliar a resposta imunoldgica e o uso de Terapia Antirretroviral com a presenca do HPV.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O estudo é observacional, descritivo e transversal-analitico.

4.2 SELECAO DOS CASOS

As amostras foram coletadas no periodo de Margo de 2011 a Julho de 2013. O estudo
foi realizado em 74 pacientes infectadas por HIV atendidas no Centro de Testagem e
Aconselhamento (CTA) do municipio de Tucurui e Hospital Municipal de Tucurui onde o
exame e 0 material bioldgico foi recolhido e os questionarios aplicados, sob supervisao de
profissional responsdvel. A realizagdo dos exames citoldgicos foi de responsabilidade da
Secretaria municipal de Saude de Tucurui. A parte laboratorial do estudo foi realizada no
Laboratorio de Imunopatologia do Nucleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do
Pard (UFPA) onde se realizou a detecgéo e tipagem do virus HPV, contagem de celulas T

CD4+ e CDB8+, avaliacdo dos questionarios epidemioldgicos e analises estatisticas.

Foram coletadas amostras cervicais para a realizacdo do citoldgico e os testes
laboratoriais, as mulheres soropositivas todas tinham sua sorologia confirmada para o HIV

pelo CTA, através de exames laboratoriais.

Os critérios de inclusdo era de mulheres maiores de 18 anos, com vida sexual iniciada,

obrigatoriamente soropositiva para o0 HIV e que fossem pacientes do CTA/Tucurui.

Foram excluidas do estudo pacientes menores de 18 anos; que ndo sejam do género
feminino; sem vida sexual iniciada; soronegativas para HIV e que nao estejam cadastradas no
CTA/Tucurui.

A coleta de dados foi feita através de questionério validado (APENDICE B), a partir
do qual se obtiveram dados das pacientes como idade, alcool, fumo, comportamento sexual,
namero de parceiros, numero de filhos, uso de preservativos e contraceptivos orais para
estudo epidemioldgico na populagdo analisada. A coleta do colpocitoldgico foi realizada por

profissional de salde habilitado do CTA/Tucurui. A parte laboratorial foi realizada no
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laboratério de Imunopatologia do Nucleo de Medicina Tropical da UFPA para deteccdo e

tipagem do papilomavirus.

4.3 PROCEDIMENTOS

4.3.1 Coleta da amostra

Os procedimentos da colpocitologia foram realizados com a mulher em posicéo
ginecoldgica. Introduziu-se em sua vagina o espéculo de Collins para a visualizacdo do colo
do Utero e do conteudo vaginal. Nesse momento foram coletadas as amostras cervicais para a
colpocitologia e biologia molecular. Os resultados da citologia foram classificados de acordo
com o Sistema de Bethesda (2001) adotado pela Nomenclatura Brasileira para Laudos
Citopatoldgicos Cervicais, conforme as categorias de Microbiota vaginal: Trichomonas
vaginalis; Organismos fungico morfologicamente consistentes com Candida Spp, Desvio na
flora sugestivo de vaginose bacteriana; Bactérias morfologicamente consistente com
Actinomyces spp; Alteragdes células consistentes com o virus herpes simples. E de acordo
com as categorias para alteracbes celulares: Células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASCUS); ndo é possivel excluir uma HSIL (ASC-H), Lesdo intra-epitelial
escamosa de baixo grau (LSIL) (abrangendo HPV/displasia leve/NIC 1); Lesao intra-epitelial
escamosa de alto grau (HSIL) (abrangendo: displasia moderada e grave, CIS; NIC 2 e NIC 3);
com caracteristicas suspeitas de invasdo (se houver suspeita de invasdo) e carcinoma de

células escamosas.

4.3.2 Isolamento do DNA

Para obtencdo de DNA das células cervicais, foi coletado o material através de raspado
com escova estéril (Kit para coleta de colpocitologia oncética da Libbs®) da mucosa cervical.
A escova foi mergulhada em um tubo de 15 mL com PBS (solucdo salina tamponada com
fosfato), no qual foi lavada no PBS para que as células ficassem em solugdo. Em seguida, o
tubo foi centrifugado a 2000 rpm para a precipitacdo das células, que foram lavadas 3 vezes
com PBS. Na ultima lavagem foi deixado 200 mL de PBS sobre o pellet de células e, em

seguida, a amostra foi congelada em freezer -20°C.
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4.3.3 Extracdo do DNA

O DNA foi extraido seguindo o protocolo de laboratorio e normas de biosseguranca,
com orientacbes do kit de extracdo utilizado da Purelink™ Genomic DNA mini kit
(Invitrogen, Carlsbad, EUA).

Em um microtubo de 1,5 ml, foi adicionado 200 pl de esfoliado celular do colo
uterino, 20 pl de Proteinase K (20 mg/ml), 20 ul Rnase A (20 mg/ml). Logo em seguida, a
suspensdo foi agitada no vortex e incubado durante 2 minutos. Em cada microtubo, foram
adicionados 200 pl de Tampdo de Lise, levados ao vortex novamente e incubados em banho-
maria a 55°C por 10 minutos. A seguir, adicionamos 200 pl de etanol absoluto. A proxima
etapa foi a transferéncia da amostra para a coluna do kit acoplada ao tubo coletor. As colunas
foram centrifugadas durante 1 minuto a 10.000 rotagdes por minuto (rpm) em centrifuga
(Eppendorf). Apos a centrifugagdo o tubo coletor foi descartado e a coluna foi transferida para
novo tubo coletor. Em cada coluna foram adicionados 500 pl de Solucdo de Lavagem 1 e
nova centrifugacdo a 10.000 rpm durante 1 minuto. O tubo coletor foi descartado com
transferéncia da coluna para outro tubo coletor. Em seguida foram adicionados em cada
coluna 500 pl de Solucdo de Lavagem 2 e mais uma centrifugagdo a 13.000 rpm por 3
minutos. O tubo coletor foi descartado e a coluna transferida para microtubo de 1,5 pl.
Finalmente, foram adicionados 100 pl de agua destilada/deioinizada em cada coluna para
eluicdo do DNA e centrifugacdo a 13.000 rpm durante 1 minuto. A coluna foi descartada e o
DNA extraido condicionado a -20°C.

4.3.4 PCR globina

Como controle da extracdo de DNA das amostras foi realizado uma reagdo de
amplificacdo em cadeia da polimerase ou PCR (do inglés Polimerase Chain Reaction)
utilizado um par de oligonucleotideos iniciadores que amplificaram o gene da globina (a

presenca da globina atesta a quantidade suficiente de DNA na amostra para a PCR).

Para a realizacdo da técnica de PCR utilizamos o kit Platinum® Taq DNA (Invitrogen,
Brasil) em uma reacdo com volume final de 20 pl. Para isso adicionamos 2 pl de solugéo

tampdo (10X) a um microtubo de 0,2 ml; 0,8 pl de Cloreto de Magnésio 50 mM; 0,8 pl de
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Desoxirribonucleotidio Trifosfato (ANTPs) a 10 mM; 0,8 pl de Oligonucletideo Iniciador 5 -
GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC - 3'10 pM e Oligonucleotideo Iniciador reverso 5' -
CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC- 3' 10 uM; 0,15 pl de Taq Polimerase 5U/ul ; 14,45 ul

de agua destilada/deionizada. Logo em seguida, adicionamos um 1 pl de DNA extraido.

As reacBes ocorreram em termociclador (Eppendorf) onde foram submetidas a
seguinte ciclagem: Primeiramente, ocorreu um ciclo de desnaturagéo inicial a 94°C por 3
minutos. Seguiram-se 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, ciclo de hibridacéo
dos oligonucleotideos iniciadores a 56°C por 30 segundos, e ciclo de extensdo da Taq
polimerase a 72°C por 30 segundos. Apos a ciclagem, realizou-se um ciclo de extensédo final a

72°C por 3 minutos e a reacao foi estabilizada em 4°C.

Em seguida a amostras foram submetidas a eletroforese conforme protocolo abaixo.
As amostras foram consideradas positivas quando o produto da PCR em gel de agarose
apresentou uma banda de 269 pb a visualizacdo sob luz ultravioleta e captura fotografica no
Gealiance 200 (Imaging System, PerkinElmer® através do software GeneSnap (Perkin
Elmer). Nos casos em que o DNA ndo foi detectado na amostra, repetiu-se 0 processo de

extracao até obter um resultado positivo na PCR.

4.3.4.1 - Eletroforese

Preparo do gel de agarose a 1% p/v

Em um becker, foi 1 grama de agarose e adicionado 100 ml de Tris-Borato-EDTA
(TBE 1X). Logo em seguida, levado ao forno microondas por 90 segundos até que a agarose
dissolvesse completamente no tampdo. Quando a solucdo do gel atingisse 60-70°C e foi
adicionado 1 pl de Brometo de Etidio (10mg/ml). A solucdo de gel foi despejada em uma
cuba de acrilico e colocados pentes para a formacao de pocos. Uma vez geleificado, o gel foi

colocado na cuba de eletroforese contendo TBE (1X).

4.3.4.2 - Aplicacdo da amostra

Em cada poco foi colocado 8 ul de produto da PCR com 2 ul de tampéo de aplicagdo

no pogo do gel.

4.3.4.3 - Corrida eletroforética
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A fonte da cuba de eletroforese foi programada para 100 V, 500 mA para efetuar a
eletroforese por 30 minutos. Nesse tempo, 0 DNA da amostra migrou até o polo positivo da
cuba e 0 brometo de etideo foi intercalando-se entre as bases do acido nucleico. Apos esta
etapa, o gel foi levado para a visualizacdo sob luz ultravioleta no transiluminador Gelliance
200™, Perkin Elmer®, EUA e as bandas de DNA visualizadas através do software

GeneSnap.

Uma vez confirmada a presenca de DNA nas amostras extraidas, foram realizados as
PCRs para deteccdo do DNA de HPV.

4.3.5 PCR para detec¢cdo do HPV

Para deteccdo do HPV foi utilizada a técnica de biologia molecular conhecida como
“Nested-PCR” capaz de detectar a presencga de um acido nucleico desse virus, mesmo que em
quantidades infimas. Essa técnica nada mais é do que a reacdo de polimerase em cadeia
(PCR) realizada em duas etapas, o que permitiu amplificagdo em milhdes de vezes de um
determinado trecho de DNA.

Nesta técnica, inicialmente realizou-se uma PCR com iniciadores externos que
amplificaram um fragmento de 440 pares de bases (pb). Os iniciadores universais MY9 e
MY11 foram capazes de detectar os diferentes tipos de HPV devido ao seu anelamento em
uma &rea conservada do genoma viral (L1) e amplificaram na reagdo de PCR um segmento de
440 pares de bases. Em caso de resultado negativo, utilizou-se um procedimento mais

sensivel, o nested PCR.

Na primeira reacdo de PCR utilizou-se 100ng de DNA da amostra extraida em um
volume final de reagdo de 20uL contendo 2,5 ul de tampao 10X (200 mM de Tris-HCL pH
8,6 e 500 mM de KCI) 1,5 ul de Mg CI2 a 50 mM , 1 ul de DNTp a 10 mM, 200 nM de
iniciadores universais MY9 (5-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC -3°) e MY11 (5"-
GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG - 3") e 0,25 unidades de Taq DNA polimerase. A
reacdo foi de um ciclo de desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos, e 35 ciclos da
amplificacdo de PCR foram executados. Cada ciclo consistiu em 94°C por 30 segundos, 52°C

por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. A extensdo final ocorreu a 72°C por 5 minutos.
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Em seguida a amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1%
corado com brometo de etidio. O preparo do gel, a aplicacdo do produto de PCR e a

eletroforese foram realizados como explicados anteriormente.

As amostras positivas apresentaram uma banda de 440 pares de bases (pb) a
visualizacdo sob luz ultravioleta e captura fotografica no Gealiance 200 (Imaging System,
PerkinElmer® através do software GeneSnap (Perkin Elmer). As amostras negativas nesta

PCR foram submetidas a uma segunda PCR.

4.3.6 Nested PCR para deteccédo do HPV

A segunda PCR utilizando os oligonucleotideos GP05 e GP06 aumentou a
sensibilidade da técnica na detec¢do do virus. Para a segunda PCR2 utilizou-sel pL do
produto amplificado na primeira reagdo adicionando-se os oligonucleotideos internos a regiao
amplificada na reagdo anterior, GP05 (5’- TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3")e
GP06 (5°- GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C- 3°). A seguir as reacdes foram
colocadas no termociclador (Eppendorf) e submetidas a ciclagem como descrito no item

anterior.

Em seguida, aplicou-se nas amostras gel de agarose e elas foram submetidas a

eletroforese (Procedimento similar ao explicado anteriormente).

Consideraram-se positivas as amostras quando o produto da PCR apresentou uma

banda de 150 pb a visualizacdo sob luz ultravioleta.

4.3.7 qPCR ou PCR em Tempo Real

As amostras positivas para 0 HPV foram subtipadas por PCR em tempo real, e foram
utilizadas uma sonda PrimeTime (IDT) especificas para cada subtipo (6, 11, 16, 18, 31, 33,
35, 52, 58) e kit Platinum® gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen). Para cada amostra foi
utilizado 0,1 pug de de DNA, 200 nM de cada oligo iniciador, 0,1uL de ROX Dye, 10 uL de
tampé&o de reacdo e dgua Milli Q autoclavada gsp 20 pL. Foram executados 40 ciclos de 95°C
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por 30 segundos e 60°C por 30 segundo. Os resultados serdo analisados pelo StepOnePlus V2

software.

4.4 CITOPATOLOGIA E HISTOPATOLOGIA

A avaliacdo dos espécimes citoldgicos de material colhido do colo uterino foi feita
através da coloracdo pelo método de Papanicolaou, Util nos diagndsticos citopatologicos de
doencas inflamatorias e neoplasicas benignas e malignas. As amostras foram fixadas em
alcool absoluto e posteriormente submetidas a coloracdo como descrito no Manual do Curso
Internacional de Histotecnologia/UnB-Ministério da Saude. A anélise dos espécimes foi feita
em microscopia de luz e classificados de acordo com o Sistema Bethesda (National Cancer
Institute Workshop). Os espécimes coletados provenientes de bidpsias e conizacdo de colo
uterino foram armazenados em solucdo de formalina 10% tamponada. Posteriormente as
amostras foram submetidas & avaliacdo macroscopica e incluidas em parafina. Obteve-se
cortes de 5 mm através de microtomia e montados em laminas com o nimero correspondente
e, em seguida, corou-se pelo método da hematoxilina-eosina (HE), desidratadas e montadas
com béalsamo e laminulas. A analise dos espécimes foi feita por médico patologista e 0s

laudos preparados seguiu 0 modelo do Ministério da Saude (SISCOLO).

4.5 ANALISE DE DADOS

Os resultados obtidos durante os experimentos foram armazenados em planilhas
eletrénicas usando o programa EXCEL, e ACESS e analisados usando os programas EPI-
INFO, SPSS e BIOESTAT 5.3, sendo apresentados sob forma de tabelas. (SPSS, 1989). As
variaveis continuas foram analisadas pelo estudo de medidas de tendéncia central como média
e mediana, bem como por medidas de variabilidade como coeficiente de variancia e desvio-
padrdo (Kramer & Feinstein, 1981). Avaliaram-se as hipoteses diagnoésticas pelos seguintes
testes: qui-quadrado, teste G, exato de Fisher e/ou t de Student de acordo com os valores
obtidos (Cochran, 1953; Fisher & Yates, 1948). Utilizou-se também correlacdo de Spearman,
calculo de razdo de chances (OR) com intervalo de confianca a 95% (IC 95%). Os gréaficos
foram feitos no GRAPH PAD PRISM 5.
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4.6 ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho seguiu as recomendacdes do Conselho Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP) e do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos CEP do Ndcleo de
Medicina Tropical da UFPA, recebendo aprovagédo sob o protocolo n°® 026/2009 CEP
NMT/UFPA (ANEXO A).

O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice A), utilizado na
pesquisa, foi explicado de forma verbal a cada paciente e aplicado antes da coleta de dados.
No TCLE, foram esclarecidos a utilizagdo do material bioldgico, dados clinicos da avaliacéo,
as caracteristicas do exame, o sigilo dos dados obtidos e a livre decisdo de participacdo do
individuo. Todos os participantes da pesquisa autorizaram a sua participacdo no estudo
através da assinatura, para o prosseguimento na coleta dos dados.

Todos os procedimentos técnicos seguiram orientacdes da resolucdo 466/12 e 251/97
do Conselho Nacional de Saude e foram cuidadosamente empregados de forma a garantir os

aspectos de biossegurancga tanto para examinadores quanto para 0s sujeitos da pesquisa.
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5 RESULTADOS

Do total de 150 mulheres HIV positivas atendidas no CTA da cidade de Tucurui, 74
tiveram seus dados coletados e DNA extraidos. A idade média destas pacientes foi de 34,5

anos, com mediana de 33 anos, variando de 22 a 62 anos.

Os dados coletados atraves do questionario mostraram que a maioria das mulheres era
casada ou em unido estavel, sendo que mais da metade delas ndo completou o ensino médio
(Tabela 1).

Tabelal - Variaveis socio demograficas das mulheres HIV positivas do CTA/Tucurui

Variaveis N N Frequéncia %

Situacéo conjugal

Solteira/Separada/Divorciada/Vilva 27 74 36,5
Casada/Unido estavel 47 74 63,5
Nivel de escolaridade

Analfabeta/Fund incompleto 37 74 50
Fund completo/Médio incompleto 25 74 33,88
Médio completo 12 74 16,2

Fonte: Protocolo de pesquisa

A maioria das pacientes afirmou ter utilizado contraceptivos orais em algum momento
da vida (60.81%). Ja quanto ao uso de preservativo, cerca de 94,59% das pacientes ja

utilizaram na vida, entretanto, apenas 56,75% utilizam atualmente de forma regular.

Quanto ao numero de gestacdes, 81,08% afirmaram ter engravidado duas ou mais
vezes. Apenas cinco (6,75%), das 74 pacientes, nunca engravidaram. A média de idade da
primeira gestacdo foi 17,92 anos, com variacdo de = 2,69 anos e mediana de 17 anos (Tabela
2).



Tabela 2: Variaveis contraceptivas e de paridade das mulheres HIV positivas do

CTA/Tucurui

Variaveis n N Freq% MeédiaxDP Mediana
Pilula na vida

Sim 45 74 60.81
Né&o 29 74 39.18
Pilula atualmente

Sim 7 74 9,46
Né&o 67 74 90,54
Uso de camisinha na vida

Sim 70 74 94,59
N&o 4 74 5,40
Frequéncia de uso da

camisinha

Sempre 42 74 56,75
As vezes 28 74 37,83
Nunca/Nao se aplica 4 74 5,40
Gravidez

Idade na 12 gravidez 17,92+ 269 17
Nenhuma 5 6,75
1 gestacéo 9 12,16
> 2 gestagdes 60 81,08

Fonte: Protocolo de pesquisa
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A tabela 3 mostra que a idade de inicio da atividade sexual ocorreu, em sua maioria,

apos os 14 anos (73%), sendo que a mediana foi de 16 anos. Em relacdo ao numero de

parceiros sexuais na vida, 8,1%, tiveram um parceiro, 82,4% tiveram dois ou mais parceiros e

7 pacientes ndo informaram. Outro dado foi o nimero de parceiros sexuais no ultimo ano, o

qual revelou que 89,2% ndo tiveram ou tiveram apenas um, e 6,8% tiveram dois ou mais

parceiros.
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Tabela 3: Varidveis comportamentais sexuais das mulheres HIV positivas do
CTA/Tucurui

Variaveis n N Freq% Média+DP  Mediana
Idade da coitarca

<14 anos 18 74 24,3 13+1,188 13
> 14 anos 54 74 73 16,7 +£1,722 16
Parceiros sexuais na vida

1 parceiro 6 74 8,1 1+0 1
> 2 parceiros 61 74 82,4 24,1 + 69,29 6
Parceiros sexuais no ultimo ano

>2 parceiros 5 74 6,8 3
<1 parceiro 66 74 89,2 0.75+0,431 1
Parceiros sexuais novos no

altimo ano

>1 parceiro 5 74 77 2+3,162 1
Nenhum 11 74 13,5 0+0 0

Fonte: Protocolo de pesquisa

Ao analisar 0 exame citopatologico, 81,08% apresentaram  citologia
normal/inflamatoria e 4,05% apresentaram LIE de baixo grau e 4,05% LIE de alto grau. A
microbiota vaginal era composta na maioria das pacientes por cocos/bacilos (97.2%), 22,97%
apresentaram lactobacilos, 22/72 pacientes (29,73%) apresentaram Gardnerella vaginalis e
6,76% apresentaram Candida sp (Tabela 4). Duas amostras foram consideradas insatisfatorias

para 0 eXxame.

Tabela 4: Resultados das citologias das mulheres HIV positivas do CTA/Tucurui

Variaveis N N Frequéncia %
Citologia

Normal (inflamatério/atrofia) 66 74 89
Alterada 8 74 11
Citologia descritiva

Inflamatoria 60 74 81,08
Atrofia/inflamatéria 6 74 8,11
LIE de baixo grau 3 74 4,05
LIE de alto grau 3 74 4,05
Microbiologia vaginal

Lactobacilus 17 74 22,97
Tricomonas 0 74 00
Cocos/bacilos 72 74 97,30
Gardenerella vaginalis 22 74 29,73
Candida sp. 5 74 6,76

Fonte: Protocolo de pesquisa
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A prevaléncia da infeccéo pelo HPV nesta populagéo foi de 68%.

Analisando os fatores de risco sociodemograficos da populacao estudada em relacao a
infeccdo pelo HPV, notou-se que as pacientes que se declaram solteira/separada/vilva estdo
mais expostas ao risco de contrair HPV, revelando a prevaléncia de 85%, sendo significante
estatisticamente (p=0,021). A escolaridade ndo mostrou significancia estatistica (Tabela 5).

Tabela 5: Variaveis socio-demograficos para as mulheres soropositivas para o HIV e
com o DNA HPV

DNA HPV p-
Variaveis N n Fregq%  OR valor*
Situacéo conjugal
Solteira/Separada/Divorciada/Viuva 27 23 85 3,14 0,0210
Casada/Unido estavel 47 28 60
Nivel de escolaridade
Analfabeta/Fund Incompleto 37 27 73
Fund Completo/Médio Incompleto 25 13 52 2,49 0,0982
Médio Completo 12 10 83 0,54
Fonte: Protocolo de pesquisa *Teste do Qui-quadrado/ Exato de Fisher.

A analise dos fatores de risco sexuais mostrou que as mulheres com inicio da vida
sexual antes dos 14 anos, apresentaram 55,56% (10/18) de positividade para DNA do HPV. Ja
as mulheres iniciaram atividade sexual apds os 14 anos, a positividade foi de 74,07%. Em
relacdo ao nimero de parceiros sexuais em toda a vida, houve variacdo entre um e 500
parceiros. A maior positividade para a infeccdo pelo HPV ocorreu entre as mulheres que
tiveram entre dois ou trés parceiros (75%). Porém, para este fator ndo houve diferenca
estatistica significante. Quanto ao numero de parceiros sexuais no Ultimo ano e nimero de
parceiros novo no ultimo ano, ndo houve diferencas entre 0s grupos positivo ou negativo para
DNA do HPV (Tabela 6).

O perfil epidemioldgico quanto aos fatores de risco contraceptivos e reprodutivos
estdo representados na tabela seguinte. Analisando a varidvel “uso de preservativo”, ndo
houve diferengas na prevaléncia da deteccdo do HPV entre as mulheres que usavam as vezes
ou nunca em relacdo as mulheres que relataram usar regularmente. O mesmo ocorreu em

relacdo ao uso de anticoncepcional, observando-se que 33% das pacientes ja fizeram uso deste
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na vida. Em relacdo ao nimero de gestacdes, ndo se notou associacao entre esta e a infecgdo

pelo HPV. O numero de gesta¢bes também ndo foi associado a infec¢do por HPV (Tabela 6).

Tabela 6 - Variaveis sexuais para as mulheres soropositivas para o HIV e com o DNA
HPV

DNA HPV p-
Variaveis N n Freq OR valor*
Idade da coitarca

<14 anos 18 10 55,56 0,73 0,1197
> 14 anos 54 40 74,07

Parceiros sexuais na vida

1 parceiro 6 4 66,67

2 a 3 parceiros 16 12 75,00 0,67 0,2852
> 4 parceiros 52 28 53,85 1,71

Né&o lembra 7 6 85,71

Parceiros sexuais no ultimo ano

>? parceiros 8 4 50 0,5 0,3608
<I parceiro 66 44 66,67

Né&o lembra 2 2 100

Parceiros sexuais novos no ultimo

ano

1 ou mais parceiros 17 9 52,94 0,65 0,4518
Nenhum 57 36 63,16

Né&o lembra 7 5 7143

Uso de camisinha na vida

Sim 32 23 72 0,7043 0,4896
Né&o 42 27 64

Frequéncia de uso da preservativo

As vezes/Nunca 45 33 73 0,5151 0,1869
Regularmente 29 17 59

Gravidez

0 ou 1 gravidez 14 8 57 0,6563 0,4655
2 0U mais 60 42 70

Fonte: Protocolo de pesquisa *Teste do Qui-quadrado/ Teste G.
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Foi detectado DNA HPV em 66.67% das pacientes com citologia classificada como
inflamatoria/atrofia, e 83,33% das citologias alteradas. Dentre as alteragcdes, obteve-se LIE de
baixo grau 100%; LIE de alto grau 66,6%. Quanto a microbiota analisada, 76,4% das
amostras apresentaram Lactobacilus; 100% Trichomonas; 78,5% cocos/bacilos; 63,64%
Gardnerella e 80% Candida sp. (Tabela 7).

Tabela 7 - Citopatologia para as mulheres soropositivas para o HIV e com o DNA HPV

DNA HPV
Variaveis N n Freq OR p-valor*
Citologia
Normal 66 44 66,67
(inflamatorio/atrofia) 0.3702
Alterada 8 5 83,33
Citologia descritiva
Inflamatéria 60 39 65
Atrofia/inflamatéria 6 5 83,33
LIE de baixo grau 3 3 100 0.3467
LIE de alto grau 3 2 66,67
Microbiologia vaginal
Lactobacilus 17 13 76,47
Tricomonas 0 0 0
Cocos/bacilos 72 49 68,06
Gardenerella vaginalis 22 14 63,64 0.788
Candida sp. 5 5 80
Fonte: Protocolo de pesquisa *Teste do Qui-quadrado/ Teste G.

O uso de medicamentos, dentre as amostras coletadas, das pacientes HIV+ negativas
para 0 HPV, eram em sua maioria a Lamivudina (86,49%), este mesmo medicamento era
também em menor percentual dentre as pacientes HIV+ coinfectadas pelo HPV com 48,44%.
A mulheres que utilizavam Zidovudina apresentaram a maior prevaléncia da infecgdo pelo
HPV, com 71,93%. O Ritovanir o mesmo utilizado com 33,33% das pacientes fazendo uso

deste medicamento (Tabela 8).
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Tabela 8: TARV para as mulheres soropositivas para o HIV e com o DNA HPV

DNA HPV
Terapias antiretrovirais N Freq % n Freq %
Zidovudina (AZT) 57 77,03 41 71,93
Lamivudina (3TC) 64 86,49 31 48,44
Lopinavir (LPV) 24 32,43 15 62,50
Ritonavir (RTV) 6 8,11 2 33.33
Tenofovir (TDF) 9 12,16 5 55.56
EEfavirenz(EFV) 25 33,78 16 64
Didanosina (DDL) 0 0 0 0
Estavudina (d4T) 1 1,35 1 100
Abacavir (ABC) 0 0 0 0
Nevirapina (NVP) 1 1,35 1 100

Fonte: Protocolo de pesquisa

As terapias anti-retrovirais combinadas mais presente foram Duovir/Efavirenz com
(43,24%) e Duovir/Kaletra (25,67%) dentre todo o universo amostral. A maioria das pacientes
com DNA HPV também faziam uso dessas combinagfes, sendo 22 fazendo uso de
Duovir/Efavirenz e 14 Duovir/Kaletra. Dentre as amostras, 9 estavam sem fazer uso de
nenhuma TARV(Terapia anti-retroviral), 5 estavam positivas para 0 DNA HPV, e dentre as
negativas para o DNA HPV, 2 amostras eram de pacientes que estavam sem TARV a somente
1 ano (Tabela 9).

Tabela 9: TARVs combinadas para as mulheres soropositivas para o HIV e com o DNA
HPV

o DNA HPV
Terapias antirretrovirais N Frequencia N Freq
AZT DUOVIR RTV 2 2,7 1 50
EFZ3TC AZT 2 2,7 2 100
AZT TDFETCRTV 1 1,35 1 100
EFZ TDF 3TC 2 2,7 2 100
DUOVIR EFZ 32 43,24 22 68,75
DUOVIR KALETRA 19 25,67 14 73,68
KALETRA 3TC TDF 4 54 1 25
KALETRA BTC DAT 1 1,35 1 100
KALETRA TDF 3TC EFZ 1 1,35 0 0
NVP 3TC TDF 1 1,35 1 100
SEM TARV 9 12,16 5 55,5
Total 74 50

Fonte: Protocolo de pesquisa
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Um total de 80% das amostras que estavam positivas para o HPV foram subtipadas
entre os 9 subtipos estudados (6,11, 16, 18, 31, 33, 35, 52 e 58). O subtipo mais prevalente foi
0 HPV 16 com 18,92%, seguido pelo HPV 58 com 10,81% e HPV 35 com 8,11%. Dentre a
amostra 7 (14%) pacientes estava co-infectados com 2 subtipos de HPV, sendo estas: 35 e 58,
6 e 16, 18 e 58, 16 e 35, 16 e 58, 31 e 35, 11 e 31. Dentre os 50 positivos para o0 DNA de
HPV, 40 tiveram seus subtipos identificados, 10 amostras foram indetectaveis para os 9
subtipos estudados. LIEAG estavam presentes nos subtipos HPV 16, e HPV 58, que foram os
mais prevalentes. LIEBG estavam presentes nos subtipos 16, 35 e 52. A maior parte das
amostras apresentavam citologia inflamatéria com 39, dentre as 50 (78%) DNA HPV. (Tabela
10)

Tabela 10: Subtipos de HPV e citologia para as mulheres soropositivas para o HIV e
com o DNA HPV

Citologia
Variaveis N  Frequéncia Inflamatéria Atrofia LIEBG LIEAG
HPV 50 67,57% 39 5 3 2
HPV 6 5 6,76% 5
HPV 11 2 2,70% 2
HPV16 14 18,92% 10 1 2 1
HPV 18 3 4,05% 3
HPV 31 5) 6,76% 4 1
HPV 33 1 1,35% 1
HPV 35 6 8,11% 3 2 1
HPV 52 3 4,05% 2 1
HPV 58 8 10,81% 6 1 1
Total de amostras 40
subtipadas 80%

Fonte: Protocolo de pesquisa

Dos 9 subtipos estudados, somente 2 eram de baixo risco para o cancer do colo uterino
(6 e 11), sendo que somente 5 amostras (10%) estavam subtipadas neste grupo, dentre essas 5

pacientes, 2 delas que apresentaram o subtipo 6 ou 11, estavam co-infectadas por subtipos de
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alto risco. Oitenta e oito por cento das amostras foram subtipadas com 1 ou mais subtipos de

alto risco para o cancer do colo uterino, somando aquelas que estavam infectadas com 1 tipo

de alto risco, ou que estavam com ambas 0s riscos, ou seja, tinham subtipos de alto e baixo

risco co-infectadas. (Tabela 11).

Tabela 11: Grupos de DNA HPYV de alto e baixo risco nas mulheres HIV positivas

DNA HPV N Freq%
Na&o tipadas 10 50 20
Baixo Risco (6, 11) 50 10
Alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 52, 58 ) 44 50 88
Ambos 50 4

Fonte: Protocolo de pesquisa

Analisando a prevaléncia da infeccdo pelo HPV de acordo com as contagens de

células CD4+, verificou-se que as pacientes com celulas entre 401 a 600 cel/mm3

apresentaram maior probabilidade de adquirir a infeccdo (p=0,0054) (Tabela 12).

Ja em relacdo a contagem de células CD8+ e em relacdo a razdo de CD4/CD8 néo

apresentaram diferencas entre os grupos (Tabela 13 e 14).

Tabela 12: Frequéncia do DNA HPV de acordo com a contagem de CD4+ nas mulheres

soropositivas para o HIV

DNA HPV
Contagem das Células N n Freq p-valor*
00 a 200 5 62,5 0,0054
201 a 400 17 13 76,5
401 a 600 22 20 90,9
>601 23 10 43,5
Total de amostras 70

Fonte: Protocolo de pesquisa
*Teste do Qui-quadrado/ Teste G.
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Tabela 13: Frequéncia do DNA HPV de acordo com a contagem de CD8+ nas mulheres

soropositivas para o HIV

DNA HPV
Contagem das Células N n Freq p-valor*
00 a 200 1 0 0 0,3506
201 a 400 3 2 66,6
401 a 600 15 12 80,0
>601 51 35 68,6
Total de amostras 70
Fonte: Protocolo de pesquisa *Teste do Qui-quadrado/ Teste G.

Tabela 14: Frequéncia do DNA HPV de acordo com a razdo CD4/CD8 nas mulheres

soropositivas para o HIV

DNA HPV
Razéo CD4/CD8 N N Freq OR p-valor*
Até 0.99 58 42 72,4 0,4895
1< 12 7 58,3
Total de amostras 70
Fonte: Protocolo de pesquisa *Teste do Qui-quadrado/ Teste G.

Das 6 mulheres que apresentaram contagem de células T CD4+ ou CD8+ abaixo de
200 cel/mm?, 5 estavam sem fazer uso de nenhuma TARV e 1 estava no inicio do tratamento.

Dessas 6 mulheres, 5 estavam com HPV.

Na contagem de células T CD4 + ndo houve diferencas significativas entre as amostras

positivas para 0 DNA HPV e as negativas, como se pode observar no grafico 1 (p=0,1600).
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Gréfico 1: Contagem de CD4 em pacientes HPV positivas e negativas atendidas no CTA
de Tucurui.
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A média da contagem de CD8+ para mulheres HPV positivas foi de 941 cel/mm3 e

para mulheres HPV negativas foi de 922 cel/mm3, sendo bem semelhantes (p=0,7684)

(Gréfico 2).

Gréfico 2: Contagem de CD8+ em pacientes atendidas no CTA de Tucurui-PA que
apresentaram HPV e ndo apresentaram a infeccéo.
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A comparacdo entre as razdes de CD4+/CD8+ entre mulheres infectadas pelo HPV e
ndo infectadas ndo demonstrou significancia estatistica, sendo que as duas populacdes

apresentaram razdo média de 0,6 (p=0,4207).

Graéfico 3: Razdo de CD4/CD8 em pacientes atendidas no CTA de Tucurui-PA que
apresentaram HPV e nédo apresentaram a infeccéo.
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6 DISCUSSAO

A infeccdo genital pelo HPV é a DST mais comum em todo o mundo. Este virus é
considerado o agente etioldgico do cancer de colo uterino, porém, apenas uma pequena
porcentagem das mulheres infectadas desenvolve este cancer. Isso ocorre por que o HPV néo
é suficiente, havendo a necessidade da associagdo de outros fatores de risco, principalmente a

persisténcia da infeccao.

Em geral, a infeccdo pelo HPV ¢é autolimitada, pois é combatida pelo sistema
imunoldgico, sendo eliminada em até 2 anos. Porém, fatores que interfiram na resposta
imunoldgica contra 0 HPV, podem influenciar em sua persisténcia, com isso, aumentar as
chances do desenvolvimento do cancer. A infeccdo pelo HIV é um destes fatores que pode

modificar o curso desta infeccdo, mesmo que a mulher ndo desenvolva AIDS.

O HPV e o HIV compartilham os mesmo fatores de risco para sua aquisi¢ao, e com
isso a probabilidade da ocorréncia de co-infeccdo é grande. Trabalhos realizados na época
pré- TARV mostraram aumento de prevaléncia de infeccdo tanto na regido cervico-uterina
como na anal (SUN et al , 1995; MAIMAN et al., 1997; MASSAD et al., 1999.; DUERR et
al., 2001). Entretanto, muitos trabalhos realizados apés a introducdo de TARV ainda mostram
altas prevaléncias em mulheres ou homens HIV positivos. (FRISCH et al . , 2000; MELLIN et
al., 2000; DE VUYST et al., 2008; VELDHUIJZEN et al., 2012; MOSCICKI et al, 2001;
MBULAWA et al., 2010; LUCHTERS et al., 2010).

Estudos mostram que, apesar da prevaléncia da infeccdo genital pelo HPV aumentar
em relacdo a queda dos niveis de células CD4+ em mulheres HIV, quando se analisa a
progressdo de lesBes de alto grau para céncer, esta ndo esta relacionada com esses niveis de
CD4+. Isso indica que a imunossupressao é importante nos eventos iniciais, principalmente
para persisténcia da infeccdo pelo HPV (GOEDERT et al., 1998, FRISCH et al., 2000).

Outro ponto importante é que muitos estudos mostraram que o uso de TARV néo
influencia na prevaléncia da infeccdo genital pelo HPV, mas sim na regresséo de lesGes de
alto grau (HEARD et al ., 2004; PIKETTY et al, 2004 ; PALEFSKY et al., 2005; WILKIN et
al., 2004).



66

Este trabalho se dedicou a analisar a prevaléncia da infecgdo genital pelo HPV em
mulheres soropositivas para 0 HIV no municipio de Tucurui-PA e seus fatores de risco

associados.

A prevaléncia da infeccdo genital pelo HPV nesta populagdo foi de 68%. Outros
trabalhos também mostram uma alta prevaléncia desta infeccdo em mulheres HIV positivas,
como o realizado por Coelho Lima (2009) que encontrou em Vitoria a prevaléncia de 46,8 %
na populacdo de mulheres HIV positivas. Melo et al (2003) analisou a infeccdo pelo HPV em
300 mulheres soropositivas obtendo como resultado a prevaléncia de 81,7% nesta populagéo.
O trabalho de Correa et al (2008) também encontrou 0 DNA-HPV em 78,8% de suas
pacientes soropositivas. Muitos outros estudos ratificam o aumento da prevaléncia da infec¢do
genital pelo HPV em homens e mulheres, ou casais soropositivos para o HIV no mundo (DE
VUYST et al., 2008; VELDHUIJZEN et al., 2012; MOSCICKI et al, 2001; MBULAWA et
al., 2010; LUCHTERS et al., 2010).

Ao comparar os resultados obtidos em mulheres HIV- positivas neste trabalho com o
estudo realizado por Pinto et al (2011) na mesma cidade, porém em mulheres HIV negativas,
verificou-se que a prevaléncia da infeccdo genital pelo HPV foi maior em mulheres HIV-
positivas. As mulheres HIV negativas apresentaram a prevaléncia da infeccdo genital pelo

HPV de 14,2%, muito inferior ao encontrado neste estudo que foi de 68%.

Outros estudos compararam populacdo HIV positivas e HIV negativas em relagdo a
infeccdo genital pelo HPV, também confirmando esta alta prevaléncia. Estudo de Palefsky et
al. (1999) realizado em 6 cidades dos Estados Unidos ratificam a maior prevaléncia do HPV
em mulheres HIV positivas que em mulheres negativas, com 63,4% de prevaléncia em HIV
positivas e 29,8% em HIV negativas. No Brasil, Entiauspe et al. (2010), realizou um estudo
no Rio Grande do Sul, no qual a prevaléncia do DNA HPV em pacientes soropositivas para o
HIV foi de 76,4%, enquanto que nas pacientes HIV negativas tiveram prevaléncia menor, de
60%. Campos et al (2005) também realizaram um estudo comparativo entre pacientes HIVs
positivas e negativas (casuistica de 79 e 38 pacientes respectivamente), com diferenca
estatisticamente significante e com risco de 8,79 vezes mais de se encontrar a infec¢do por
HPV em soropositivas, sendo encontrada a prevaléncia do HPV de 73,2% em mulheres

positivas para o HIV e 23,8% em mulheres HIV-negativas.
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Tais achados corroboram com os resultados obtidos neste trabalho, mostrando que ha

claramente uma maior prevaléncia da infeccdo pelo HPV em mulheres portadoras do HIV.

Outros estudos também confirmam que a infeccdo pelo HPV de alto risco €
significativamente mais comum entre as mulheres HIV positivas quando comparados com as
mulheres HIV negativas (SUN et al., 1995, VERMUND et al., 1991, SUN., 1997).

Neste estudo foram analisados a associacdo de varios fatores de risco para a aquisigdo
da infeccdo, como socio-demograficos, comportamentais e sexuais. A analise desses fatores
demonstrou poucas diferencas entre pacientes HPV positivas e negativas nesta populagéo
HIV-positiva. Esse resultado pode decorrer do fato de que as duas infecc¢des, por HPV e por

HIV, partilham os mesmos fatores de risco.

Entretanto vale ressaltar alguns pontos desta analise. Das mulheres solteiras, separadas
ou viuvas, 85% eram HPV positivas, enquanto das mulheres casadas ou em unido estavel,
60% eram HPV positivas, com isso as mulheres solteiras, separadas ou vilvas apresentaram
um risco de 3,14 vezes maior de contrair o HPV em relacdo as mulheres casadas ou unido
estavel, sendo estatisticamente significante (p=0,021). Este dado corrobora com o encontrado
por Pinto et al (2011) na mesma regido, porém para mulheres HIV-negativas, onde a
prevaléncia da infeccdo pelo HPV em mulheres solteiras, separadas e viuvas foi 4,3 maior do
que a encontrada em mulheres casadas (PINTO; FUZII; QUARESMA, 2011).

Trabalhos mostram que o inicio precoce da vida sexual e 0 nimero de parceiro
influenciam na aquisicdo da infeccdo pelo HPV (STEBEN e FRANCO, 2007). Segundo
Trottier e Franco (2006), observa-se uma prevaléncia do HPV entre as mulheres que
possuiram mais de um parceiro na vida e que iniciaram sua vida sexual muito jovem (menores
de 15 anos). Segundo Galvéo (2004), a idade precoce da primeira relacdo sexual (coitarca) e a
multiplicidade de parceiros como fatores de risco para o aparecimento de cancer ginecoldgico
nas mulheres. A elevacdo do nimero de parceiros confere uma situacdo de risco para a
aquisicdo de DST, bem como desenvolve a possibilidade de reinfeccdo pelo HIV. Entretanto,
neste estudo, ndo houve associagcdo com estes fatores de risco.

Em relacdo ao uso de preservativo e anticoncepcional, este estudo ndo apresentou
associacdo entre estas duas varidveis e a infeccdo pelo HPV. Os mesmos resultados foram
encontrados por Pinto et al (2011) na mesma cidade. Entretanto, Bezerra et al (2005)

descreveram que 0 uso de preservativo ainda um método vidvel para evitar a infeccéo pelo
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HPV e que mulheres que apresentavam carcinoma in situ faziam uso de contraceptivos orais e

que o risco para cancer de colo uterino aumentou em quatro vezes.

Corréa et al. (2011) pesquisou em mulheres HIV positivas os fatores de risco para a
infeccdo pelo HPV em Minas Gerais e encontrou o uso do preservativo de forma consistente
com o alto percentual de 60,81%, porém quando analisou os dados quanto a constancia do
uso, encontrou que dessas mulheres somente 42,7% usavam preservativo em todas as suas
relagbes. E importante ressaltar que o uso de preservativo na vida, pode significar o contato
com o mesmo em pelo menos uma relacdo, ou seja, a relevancia maior é na consisténcia do
uso do mesmo, e no caso como se trata de mulheres HIV positivas, 0 uso do preservativo pos
diagnéstico do imunocomprometimento pelo HIV é obrigatério para a vida sexual das

mesmas.

A prevaléncia do HPV genital em mulheres HIV-positivas, como descrito
anteriormente, nao sofre influéncia da introducdo da TARV, porém, a progressdo da infeccao
genital assintomatica para lesbes de alto grau ou cancer pode ser modificada pela terapia.

Com isso, analisou-se os resultados de citologia destas mulheres.

Neste estudo obteve-se 89,19% de citologias normal/inflamatério, 4,05% de LIE de
baixo grau e 4,05% de LIE de alto grau nas pacientes avaliadas. A prevaléncia da infecgédo
pelo HPV nas amostras com citologia normal/inflamatéria foi de 66,67%, j& para citologia
alterada foi de 83,33%. Em contrapartida, 100% das amostras com LIE de baixo grau foram
positivas e 66,7% das amostras com HSIL foram positivas para HPV. Alguns trabalhos
sugerem a interferéncia da infeccdo pelo HIV na relacdo entre 0 HPV e o hospedeiro,
principalmente levando ao desenvolvimento de lesdes intraepiteliais, através do aumento da
persisténcia do HPV (THOMISON et al., 2008; LEHTORVIRTA et al., 2008, LUQUE et al.,
2006; MUNOZ et al., 2006).

Em outro estudo também realizado no municipio de Tucurui, porém com a populacéo
em geral, os achados citoldgicos foram discordantes, pois este encontrou prevaléncia de 13%
de HPVem pacientes com citologia normal/inflamatoria e de 50% para as amostras com LIE
de baixo grau (PINTO, 2011).

As divergéncias entre os resultados pode estar associado ao uso da medicagdo anti-
retroviral, especialmente a de alta poténcia, que é responsavel por impedir a progressdo das

neoplasias cervicais (MONINI et al., 2004). Neste estudo somente 12% das amostras néo
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faziam uso de nenhuma terapia, sendo que algumas estavam sem 0 uso a pouco tempo, cerca
de 1 ano ou 6 meses, e dentre estas, 42% estavam com alteracdo citolégica de baixo grau ou
alto grau. Um estudo envolvendo 485 pacientes soropositivas para o HIV verificou que a
TARV reduziu o risco de neoplasia por restaurar a imunidade. Neste estudo, 80,5% das
pacientes faziam uso desta medicacdo (PIKETTY; KAZATCHKINE, 2005).

Quanto a microbiologia, neste estudo as mulheres apresentaram 97,2% de
cocos/bacilos das pacientes 22,97% de lactobacilos, 29,73% de Gardnerella vaginalis e
6,76% de Candida sp, resultados semelhantes aos do estudo de Melo et al. (2003), com a
presenca de Candida, Gardnerella e Trichomonas, excetuando-se o Ultimo patégeno, que nao
esteve presente em nas pacientes deste estudo. Outros agentes microbioldgicos que fazem
parte da flora vaginal, porém ndo caracterizam infeccBes e assim, ndo necessitam de
tratamento foram relatados por Freitas (2010), com a presenca de cocos, bacilos e lactobacilos

na maior parte das pacientes, corroborando os achados deste estudo.

A implementacéo da terapia antirretroviral ndo tem a finalidade de eliminar a infec¢éo
pelo HIV, porém é capaz de reduzir sua morbidade e mortalidade, proporcionando aos

pacientes melhora na qualidade e expectativa de vida (BRASIL, 2013).

Os pacientes que, apos o inicio da TARV, tém reconstituicdo imunologica, com CD4+
> 500 cél/mm? e mantém carga viral indetectavel, podem ter perspectiva de vida semelhante &
populacdo em geral. Ressalta-se que quanto mais precoce o inicio da medicagdo, maiores as
chances da reconstituicdo da imunidade do paciente e consequentemente mais elevados sdo 0s
niveis de CD4+ (BRASIL, 2013).

O Ministério da Saude (2013) preconiza como terapia inicial uma combinagdo de trés
antirretrovirais, sendo dois inibidores de transcriptase reversa andlogos de nucleosideos e
nucleotideos (ITRN/ITRNt); inibidores da transcriptase reversa ndo analogos de nucleosideos
(ITRNN); e inibidores de protease reforcados com Ritonavir (IP/r), sendo este 0 mesmo
esquema utilizado pelas pacientes do CTA de Tucurui. Exceto as alternativas prevista nas
diretrizes de manejo clinico, o esquema terapéutico mais utilizado é a associagdo da
Zidovudina ou Lopinavir, Lamivudina e Efavirenz ou Nevirapina, selecionados de acordo

com as caracteristicas individuais de cada paciente.

Os linfocitos CD4+ séo as células-alvo do HIV e seu numero diminui com a evolugéo

da doenca.
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A resposta imunoldgica tem grande importancia nas taxas de cura, recorréncia e
progressdo das LIE. Mulheres em TARV com CD4+ alto tiveram, em alguns estudos, uma
tendéncia a regressao que ndo era observada anteriormente a terapia (GOEDERT et al., 1998,
FRISCH et al., 2000). Portadoras do HIV com CD4+ < 200 cel /mm?® apresentaram um
aumento de 12,5% na progressao e persisténcia das lesdes. Em um estudo realizado no sul do
pais por Kreitchmann (2008), o HPV foi 1,9 vezes maior para as que tinham CD4+ inferior a
200 cél/mm?® quando comparadas as pacientes com CD4+ >500 cél/mm?. Entretanto neste
estudo, mulheres que apresentaram contagem de CD4+ entre 400 e 600 cél/mm?® apresentaram
maior risco de infeccéo pelo HPV.

A infeccdo pelo HIV promove um defeito local na imunorregulacéo caracterizado por
um progressivo declinio da contagem de células CD4" e inversdo da relacdo CD4*/CD8", com
"aumento" relativo das células CD8" (MIZIARA et al., 2005). Neste trabalho a razio média
para as pacientes HIV positivas que estavam com DNA HPV foi de 0,6, e para aquelas que
estavam negativas para HPV também foi de 0,6. Porém, analisando as mulheres infectadas e
ndo infectadas pelo HPV, dividindo em 2 grupos de acordo com a razdo CD4/CD8, verificou
gue ndo houve diferencas entre as mulheres com razao inferior a 1 ou maior ou igual a 1 em

relacdo a aquisicdo da infeccao pelo HPV.

E possivel que a alta frequéncia de pacientes em uso de terapia anti-retroviral, esteja
associada a estes resultados, ja que as pacientes que estavam sem fazer uso da terapia estavam
em sua maioria infectadas. A resposta imunolégica é reforcada pelo uso dos medicamentos, ja
que a terapia antirretroviral aumenta os niveis de linfocitos T CD4+ e impedindo a progressao
das neoplasias cervicais (BRASIL, 2013).

Neste estudo verificou-se que o subtipo mais prevalente foi o HPV 16 (18,92%),
seguido por HPV 58 (10,81%) e por HPV 35 e 6 (6,76%). Na andalise combinada de Clifford
et al 2005, o HPV 16 foi de longe o subtipo de HPV oncogénico mais prevalente em todo o
mundo. Outra analise combinada, envolvendo América do Norte, Africa, Asia, Europa e
América do Sul e Central, os tipos de HPV de alto risco mais comuns foram 16 (4,5%) , 58 (
3,6%) ,18 (3,1% ), 52 (28 % ), 31 (20% ) e 33 (2,0% ) (CLIFFORD et al, 2006).
Sahasrabuddhe et al, 2007, encontrou 90,3% das amostras positivas para 0 HPV em mulheres

HIV + na Zambia entre eles os subtipos de alto risco oncogénico.
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Na meta-analise de Lissouba, Perre e Auvert (2013) o HPV esta associado ao HIV, e
essa associacao foi significativa em subtipos de HPV de alto risco e limitrofe em subtipos de
baixo risco. Neste trabalho, das amostras subtipadas, 88% das amostras foram subtipos de alto
risco de HPV.

O estudo encontrou também a co-infecgdo de subtipos em 14% das amostras DNA
HPV, assim como nos estudos de Moscicki et al, 2004; Bollen et al, 2006, Didelot, Rousseau
et al , 2006; Hawes et al, 2006; Luque et al., 2006 em que de 12 a 79 % dos participantes
desses estudos estavam contaminados com multiplos subtipos de HPV. O estudo de Moscicki
et al, 2004 refere que a infeccdo por maltiplos subtipos de HPV pode ser resultado de uma

regulagdo positiva induzida pelo HIV a persisténcia do HPV.

Este estudo mostrou a alta prevaléncia da infeccao genital pelo HPV em mulheres HIV
positivas, 0 que é visto na literatura.Estas duas infec¢cbes HPV e HIV apresentam 0s mesmos
fatores de risco, o que pode minimizar as diferencas entre as populacdes. Apesar disso, foram
encontradas diferencgas significativas quanto ao estado civil, sendo as solteiras/separadas/
vilvas mais susceptiveis a infeccdo pelo HPV, além das mulheres com contagem de células
CD4+ entre 400 a 600 cél/mm®. Com tudo, como discutido anteriormente, o HIV ndo interfere
na aquisicdo do HPV e sim na progresséo da infeccéo e, consequentemente, na evolugéo das
lesBes intraepiteliais do colo uterino. Porém, isso estaria mais relacionado a persisténcia da
infeccdo pelo HPV e sua integracdo no DNA do hospedeiro. As mulheres estudadas faziam,
em sua maior parte uso de TARV, porém verificou-se que a razdo de CD4/CD8 ainda esta
inferior a 1. Com isso, ha risco de maior persisténcia da infeccdo e possivel integracdo do
HPV. O acompanhamento destas pacientes e tracar estratégias para o melhor rastreio do
cancer de colo uterino, aumentando a possibilidade de diagnosticar lesdes precursoras e

melhor as chances de cura e sobrevida da paciente.
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7 CONCLUSOES

e A prevaléncia da infeccdo genital pelo HPV em citologia normal/inflamatorio foi de
66,67% e em citologia alterada foi de 83,33%

e O subtipo mais prevalente foi o HPV 16, e a maior parte das amostras subtipadas
foram detectaveis para subtipos de alto risco oncogénico.

e A prevaléncia da infec¢do genital em mulheres HIV positiva no municipio de Tucurui
foi de 68%.

e O fator de risco associado a infecgcdo pelo HPV para esta populacédo foi o fato de estar
solteira/separada/vitiva e contagem de CD4+ entre 400 e 600 cél/mm?,

e As mulheres estudadas sdo em sua maioria casadas ou em situacao estavel (63,5%),
com baixo nivel escolar (50% sendo analfabetas ou com o fundamental incompleto).

e A maioria das mulheres utilizou anticoncepcional na vida (60,81%), e também utilizou
preservativo (94,59%), porém o uso de preservativo foi irregular.

e A coitarca desta populacdo ocorreu principalmente apds 14 anos, e a maioria das

mulheres tiveram mais de 2 parceiro na vida.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCI’_EO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS TROPICAIS

Anédlise Clinica e Epidemioldgica da Infeccio por HPV em Mulheres Infectadas por HIV no Municipio de Tucurui

O HPV é considerado um dos agentes causadores do cancer cervical. Em cerca de
95% dos casos de cancer cervical, ele esta presente. Em cerca de 95% dos casos de cancer
cervical, o virus é encontrado Quando a mulher esta infectada por HIV e HPV aumenta a
possibilita de desenvolver o cancer. Cerda de 55% de mulheres infectadas por HIV que
apresentam cancer de colo uterino. Com isso, este projeto se dedica a avaliar presenca do
HPV em mulheres infectadas por HIV na populacdo do municipio de Tucurui. Esta regido
apresenta grande desenvolvimento principalmente pelos grandes empresas na regido, se torna
de grande importancia este tipo de estudo para que se possa fazer programas regionalizados
para prevencao dessa doenga. Para isso, utilizaremos as amostras colhidas da regido vaginal
para pesquisa do HPV. Sem a necessidade de qualquer outra intervencéo.

Se vocé tiver qualquer pergunta sobre este estudo ou riscos, vocé pode entrar em
contado com a Dra. Hellen Thais Fuzii, telefone 91-8191-0031. Se vocé tiver davidas sobre
seus direito ou com relagdo aos aspectos éticos do trabalho, vocé pode entrar em contado com
o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CEP) do Nucleo de Medicina
Tropical - UFPA — Av. Generalissimo Deodoro, 92, Umarizal, Belém — PA; Telefone 3241-
0032.

E garantida a liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na instituicdo. As
informacdes serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a
identificacdo de nenhum paciente. Ndo ha nenhuma despesa pessoal adicional ao participante
neste estudo. Também ndo haverd compensacdo financeira relacionada a sua participagéo.
Vocé pode se negar a participar deste estudo sem que haja qualquer prejuizo ao seu
tratamento neste Servi¢o.Os dados obtidos por sua participacdo serdo apenas utilizados para
este estudo.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informac6es que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Analise Clinica e Epidemioldgica da Infeccdo
por HPV em Mulheres Infectadas por HIV no Municipio de Tucurui”.

Eu discuti com a Dra. Hellen Thais Fuzii sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim, quais sdo 0s propoésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou ho meu atendimento neste Servico

Belem / /20

Participante

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente para a participacdo neste estudo.
Belém _/ /20 _

Pesquisador
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APENDICE B - FICHA DE LEVANTAMENTO CLINICO E EPIDEMIOLOGICO

1 Data de coleta: / /
2 Citologia/Registro:
3 Idade:

anos

4 Estado civil atual:
1Solteira [1 Casada/Companheiro
1 Separada/Divorciada [1Vilva

5 Escolaridade:

) Analfabeta/fundamental incompleto
1 Fundamental completo

1 Médio incompleto

1 Médio completo

"1 Superior incompleto

) Superior completo

1 P6s-graduacao

6 Resultado da Citologia
) Normal/Inflamatorio
] Atrofia

1 ASCUS ASGUS

T LSIL

[JHSIL

] Carcinoma

7 Uso de TARV

Sem fazer uso a (Meses/Anos)

8 Histdria sexual
8.1 Frequéncia de relacdes sexuais ou
contato de genital com genital:

Numero de vezes por semana: ou
NUmero de vezes por més: Oou
Numero de vezes por ano: ou

"1 Nenhuma vez no Gltimo ano. Quanto
tempo se passou desde a Gltima relacéo
sexual ou contato de genital com

genital? anos
8.2 Idade da primeira relacédo
sexual: anos/[ 1 NL

8.3 NUmero de parceiros sexuais na

vida: /ITNL

8.4 NUmero de parceiros sexuais no ultimo
ano: ou [INL

8.5 NUmero de parceiros novos no ultimo
ano: ou[INL

9 Historia anticoncepcional

9.1 Ja utilizou anticoncepcionais orais
(pilula) na vida?

1 N&o (se ndo, ir para a pergunta 9.3)

11 Sim. Com que idade iniciou:_ ou[JNL
9.2 Ainda utiliza anticoncepcionais orais
(pilula) atualmente?

71 N&o. Com que idade parou: ou (I NL
71Sim

9.3 Ja utilizou preservativos (camisinha)
masculino ou feminino na vida?

INao [1Sim

9.4 Caso sim na 9.3, frequéncia de uso?

] Em todas as relag@es sexuais [ As vezes

10 Reproducao
10.1 Ndmero de G: P: A:
10.2 Idade da 12 gestacao:

anos

11 Historia ginecologica

11.1 N° de exames de PCCU (preventivos)
na vida?

1 Este é o primeiro

(12 a3vezes

(14 a5 vezes

716 a 10 vezes

71 Mais de 10 vezes
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ANEXO A — PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO
SERES HUMANOS

T
==

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N° 026/2009-CEP-NMT/UFPA

Projeto de Pesquisa: ANALISE CLINICA E EPIDEMIOLOGICA DA INFECGAO POR
HPV EM MULHERES INFECTADAS POR HIV NO MUNICIPIO
DE TUCURUI.

T

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Hellen Thais Fuzii
Instituicdao / Unidade: NMT/ UFPA

Data de Entrada: 28/04/2009

Data dq Parecer: 07/12/2010

= N

PARECER
O Comité de Ftica em Pesquisa do NMT/UFPA apraciou o protocolo em tela
8, varficou que foram atendidaz lodag as exigéncias da Resolugao 196/96-CNS/MS,

Portanto, manifesta-se pela sua aprovacgao.

Parecer: APROVADO.

Belem, 16 de fevereiro de 2011.

Profa. Dra. Hellen Thais Fuzii.
Coordaenadora do E}]_ P-NMT/UFPA

Hellen Thals Fuzii ) [ 93] Zv
Coorsendora g Comitd ot Enca ‘/. _"}5'
7
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