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RESUMO

Introdugdo: O objetivo deste estudo foi detectar a presenca do papilomavirus humano e
verificar a prevaléncia e distribui¢ao dos gen6tipos HPV-6,-11,-16 e -18 em mulheres HIV-1
positivas e negativas. Métodos: Analisou-se amostras de secregao cervical de 98 mulheres por
reagdo em cadeia da polimerase nested para presenga do HPV e tipo-especifica para detecgao
dos genotipos, sendo estes confirmados por andlise dos fragmentos de restrigio. Realizou-se
os testes do qui-quadrado e Fisher para a anilise estatistica. Resultados: O DNA-HPYV foi
observado em 66,3% das amostras analisadas, 76,4% no grupo HIV positivo e 60% no grupo
HIV negativo (p=0,1). Uma prevaléncia maior de infeccao viral por genétipos oncogénicos
foi observada no grupo de pacientes HIV positivo (65,2%) quando comparado ao grupo HIV
negativo (28,6%), (p=0,006), sendo HPV-16 foi 0 mais frequente nos dois grupos, seguido pelo
HPV-18. Conclusoes: Sugere-se que mulheres HIV positivas apresentam maior probabilidade
de se infectar por gendtipos oncogénicos de HPV, ressaltando a importéincia de um programa
de rastreamento e diagnéstico diferenciado para este grupo.

Palavras-chaves: Papilomavirus humano. HIV. Céancer de colo uterino. Reagdao em cadeia
da polimerase.

ABSTRACT

Introduction: The aim of this study was detect the presence of human papillomavirus and
investigate the prevalence and distribution of the HPV-6, 11, 16 and 18 genotypes among
HIV-1 positive and negative women. Methods: Samples of cervical smears from 98 women
were analyzed using the nested polymerase chain reaction for the presence of HPV and using
the type-specific technique for genotype detection. Genotypes were confirmed by means of
restriction fragment analysis. The chi-square and Fisher tests were performed for the statistical
analysis. Results: HPV-DNA was observed in 66.3% of the samples analyzed: 76.4% in the
HIV-positive group and 60% in the HIV-negative group (p = 0.1). Higher prevalence of viral
infection due to oncogenic genotypes was observed in the HIV-positive group (65.2%) than
in the HIV-negative group (28.6%), (p = 0.006), and HPV-16 was the most frequent in the
two groups, followed by HPV-18. Conclusions: It is suggested that HIV-positive women
present a higher likelihood of infection by oncogenic HPV genotypes, and the importance of
a screening and differential diagnosis program for this group is highlighted.
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INTRODUCAO

Estudos epidemioldgicos e moleculares tém
mostrado a intima relagdo entre o papilomavirus
humano (HPV) e o surgimento de cancer cervical,
bem como suas lesdes precursoras, inferindo que a
presenca do virus seja um agente causal para estas
malignidades'. DNA do HPV tem sido detectado em
até 99,7% dos canceres cervicais em todo o mundo?.
Os HPVs sao subdivididos em baixo e alto risco, de
acordo com o seu potencial oncogénico**. Os HPVs
de alto risco oncogénico estao frequentemente
associados a lesdo intraepitelial (SIL) de alto grau e
neoplasias malignas do colo uterino®.

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou
para os anos de 2008 e 2009 uma incidéncia de
cancer de colo uterino no Brasil de 18.680, com um
risco estimado de 19 casos a cada 100 mil mulheres.
No Estado do Rio Grande do Sul, esta estimativa
mostrou que 1.610 mulheres desenvolverio a
doenga, e uma incidéncia de 230 casos de cancer de
colo de utero para capital do estado, Porto Alegre®.

Alguns autores acreditam que o estado de
imunocompeténcia do hospedeiro possa ter
relagdo com a evolugio das lesdes cervicais®”®. A
capacidade do virus persistir no hospedeiro pode
ser aumentada por fatores que levam a supressao ou
aboli¢ao da imunidade celular, como o uso de drogas
citotdxicas em transplantados, imunodeficiéncias
inatas ou adquiridas como a causada pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV)*'. Estudos
mostraram que mulheres HIV positivas apresentam
chance 13,3 vezes maior de desenvolver neoplasias
malignas no colo uterino, e que infec¢des pelo HPV
e HIV sao mais frequentes em mulheres no auge da

capacidade produtiva e reprodutiva'"*2,

Com base neste contexto, este estudo teve como
objetivo detectar o HPV e identificar os gendtipos
mais frequentes através da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) com confirmagio por andlise de
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fragmentos de restri¢io (RFLP) em grupos mulheres HIV positivas
e negativas as quais buscavam atendimento no ambulatério de
Infectologia e Planejamento Familiar do Servigo de Ginecologia e
Obstetricia do Hospital Universitario “Dr. Miguel Corréa Riét Jr”
(HU-FURG).

METODOS

Populagao do estudo

Trata-se de um estudo do tipo transversal, realizado entre 2006 e
2007.De 108 mulheres, selecionadas de forma sequencial, conforme
as visitas a0 ambulatério ginecoldgico de infectologia e planejamento
familiar, 98 (38 HIV positivas e 60 HIV negativas) concordaram
em participar do estudo. As participantes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e foram encaminhadas a coleta
em seus respectivos ambulatérios, onde coletou-se amostras de
secrecao cérvico-vaginal da regido do endocérvice para as andlises
citolégica e molecular. A anélise citopatoldgica foi realizada como
procedimento de rotina do Laboratério de Patologia da Universidade
Federal do Rio Grande, e os resultados obtidos foram posteriormente
comparados aos resultados da PCR. Foi considerado como critério
de exclusao pacientes histerectomizadas.

Coleta das amostras

As amostras coletadas para a andlise biomolecular foram
acondicionadas em tubos criogénicos contendo ImL de tampao
T.E. (10mM Tris-HCl pH 8,5; ImM EDTA) e encaminhadas ao
Laboratério de Biologia Molecular da Faculdade de Medicina
(FAMED) da FURG.

Andlise das amostras

Para extracio de DNA, uma aliquota de 100pL das amostras
foi submetida & incubagio a 95°C por 15 minutos em termo-bloco,
seguido de centrifugacdo a 14.000rpm durante 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido a um novo tubo e ressuspendido em
100pL de tampdo T.E. Para garantir a adequacidade do DNA extraido
foirealizada a PCR para o gene humano CCR2, utilizando os primers
descritos previamente por Magierowska e cols".

A detecgao do HPV foi realizada pela técnica de nested PCR'™.
No primeiro round, utilizaram-se os primers externos MY09/11,
que amplificam uma sequéncia de 450pb da regido L1 do HPV™.
Para o segundo round, foram usados os primers internos GP5/6,
amplificando um fragmento de 140pb'S. Ambas as reacdes foram
realizadas em um volume final de SOpL, contendo 2,5U da enzima
Taq DNA polimerase, primers na concentra¢ao de S0ng/UL cada,
3,0mM de MgCl,, 200uM de cada DNTP e H,O Mili-Q QSP,
com desnaturagio inicial de 95°C por 9 minutos e extensio final
de 72°C por S minutos'*". Para o primeiro round, utilizou-se SuL
de DNA extraido, e uma aliquota de SuL do produto obtido deste
para o segundo round. As condi¢des da reagdo para o primeiro
round foram constituidas por 40 ciclos subsequentes de 94°C por
30 segundos para desnaturagio, 45°C por 30 segundos para o
anelamento, 72°C por 30 segundos para extensao, e para o segundo
round, 40 ciclos subsequentes de 95°C por 1 minuto, 55°C por
1 minuto, e 72°C por 1 minuto, para desnaturagio, anelamento e
extensao, respectivamente'®. O amplicon foi visualizado em gel de
agarose 1% e 2%, respectivamente, para o primeiro e segundo round
em transiluminador ultravioleta (UV). Como controle positivo da
reagdo, foi usado um controle positivo (um fragmento de 450pb

correspondente as células SiHa) e um controle negativo com
omissdo de qualquer DNA. Utilizando como template as amostras de
DNA gendmico positivos para HPV; realizou-se a identificagao dos
gendtipos pela PCR tipo-especifica (PCR-TS), usando os pares de
primers para HPV-6 e -11, e HPV-16 e -18 jé descritos'*'%, os quais
amplificam um fragmento de 280, 360, 253 e 201pb, respectivamente.
Juntamente foram usados controles positivos de linhagens de células
SiHa (infectadas pelo HPV-16) e HeLa (infectadas pelo HPV-18). As
condigoes de ciclagem, foram: 35 ciclos subsequentes com extensao
de 94°C por 30 segundos, anelamento de 55°C (65°C para o gendtipo
-11) durante 30 segundos, e extensio de 72°C por 1 minuto. Os
produtos obtidos foram visualizados em gel de agarose 1,5%'*.

As amostras positivas para 0 DNA-HPV foram submetidas a
técnica de RFLP para validar os genétipos identificados pela PCR-
TS". Os primers utilizados na PCR foram mapeados sobre a regiao
L1, e os locais de restri¢io entio foram identificados dentro da
regido amplificada pelos primers MY09/11 utilizando o software
VECTORNTI8.0". Para garantir que os padroes de restrigao seriam
unicos, as sequéncias dos fragmentos de restrigio foram comparadas
aos genomas de HPV encontrados no NCBI-GenBank, usando o
programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Uma
aliquota de 15pL dos amplicons gerados pela PCR MY09/11 foram
digeridos com as enzimas de restri¢ao EcoRI e BamHI. O padrao dos
fragmentos obtidos foi analisado conforme reportado anteriormente
por Bernard e cols e visualizados em gel de agarose 2,5%".

Anilise estatistica

O poder da amostra foi de 80% para encontrar uma diferenca de
30%, considerando um nivel de confianga de 95% e uma prevaléncia
de 80% HIV positivas e 50% HIV negativas. O desfecho medido foi
adeteccao de HPV pela técnica de PCR. Para as andlises, utilizou-se
o teste do qui-quadrado (x*) e/ou o teste de Fisher considerando-se
significativas aquelas varidveis que alcangaram um p < 0,05 no teste
bicaudal.

Etica

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa na Area da Satide (CEPAS), da FURG em maio de 2007.

RESULTADOS

De um total de 108 pacientes, 10 (9,3%) recusaram-se a
participar do estudo. Das 98 pacientes restantes, 38 (38,8%) eram
portadoras do HIV-1 e 60 (61,2%) eram HIV negativas. A média
de idade das participantes foi de 34,8 (DP 12,6); idade minima
14 anos e maxima 74 anos; 59,7% encontravam-se entre as séries
iniciais do Ensino Fundamental, e 40,3% das mulheres nas séries
do Ensino Médio.

Com relagao a citologia, 50% das participantes do grupo HIV
negativo apresentavam citologia normal, em 41,7% foi detectada
inflamacao; 4,2% mostravam lesdo escamosa intraepitelial de
baixo grau (LSIL) e 4,2% células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASC-US). Entre as mulheres HIV positivas, 26,3%
apresentavam lesdes escamosa intraepitelial de alto grau (HSIL),
23,7% citologia normal, 21,1% inflamagao, 27,1% apresentavam
LSIL e 7,9% ASC-US.

DNA-HPV foi encontrado em 66,3% das amostras (n°=65/98)
pela técnica de nPCR, sendo 36 (60%) de pacientes HIV negativas
€29 (76,3%) de pacientes HIV positivas. Quanto  genotipagem do
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HPV, observou-se DNA HPV-16 em nove (9,2%), quatro (6,7%)
amostras, sendo HIV negativas e cinco (13,2%) HIV positivas. HPV-
18 foi encontrado em trés(3,1%) amostras, das quais duas (5,3%)
eram pertencentes ao grupo HIV positivo e uma (1,7%) ao HIV
negativo (Tabela 1). Os gendtipos de baixo risco HPV-6 e -11 nao
foram observados em nenhuma das amostras analisadas.

Em 53 amostras HPV positivas pela PCR-TS nao foi possivel
identificar quais genotipos estavam presentes. Estas foram
consideradas como genétipo indeterminado (HPV-X), sendo trinta
(50%) no grupo HIV negativo e vinte e trés (60,5%) no grupo HIV
positivo. A Tabela 2 mostra que, excluindo-se a varidvel HPV-X,
foi possivel observar que nas 45 amostras restantes, 26,7% (n°=12)
eram genotipos de alto risco oncogénico e 46,7% deste resultado foi
observado no grupo HIV positivo (p=0,032).

Comparando os resultados da PCR com o laudo citopatolégico,
DNA-HPV esteve presente em 54,5% (n°® 18/33) amostras com
citologia normal, 67,9% (n® 19/28) com padrio inflamatério, 90%
(n°9/10) dos casos com LSIL, e 100% dos casos de HSIL (n°10/10).
Nao foi detectado DNA-HPV em casos com diagndstico de ASC-
US (Tabela 3).

TABELA 1 - Prevaléncia de HPV e genétipos oncogénicos de acordo com o
status HIV.

Status HIV* Prevaléncia HPV” (n®98) Prevaléncia HPV de alto risco
n®98° % n° % n®
Positivo® 763 29/38 46,7 7/15°
Negativo 60,0 36/60 16,7 5/30
Total 66,3 65/98 26,7 12/45

“HIV: virus da imunodeficiéncia humana, "HPV: papilomavirus humano, ‘Grupo
HPV-X (genétipo indeterminado) excluso, Teste x*: dpz 0,1, ‘p=0,032.

TABELA 2 - Distribuicao dos casos de acordo com a positividade para DNA-
HPYV segundo os grupos estudados.

Total HIV+? HIV-
Genotipos n® % n® % n® % p
HPV-16 9 9,2 $ 13,2 4 6,7 0,08
HPV-18 3 3,0 2 53 1 1,7 0,617
HPV-X 53 Sl 23 60,5 30 50,0 0,852
HPV negativo 33 33,7 8 21,0 'S 41,7 0,284
Total 98 100,0 38 100,0 60 100,0

Teste do X% “HIV: virus da imunodeficiéncia humana, YHPV-X: papilomavirus
humano detectado por PCR consenso, mas de genétipo indeterminado.

TABELA 3 - Presenca do DNA-HPV em mulheres HIV positivas e negativas de acordo com o diagnéstico citopatolégico.

Citopatologico
normal inflamatério LSIL HSIL ASC-US total
HPV n® % n® % n® % n® % n® % n® %
Positivo 18 54,5 19 67,9 9 90,0 10 100,0 0 0,0 56 65,1
Negativo 1S 455 9 321 1 100 0 0,0 5 100,0 30 349
Total 33 100,0 28  100,0 10 100,0 10  100,0 5 100,0 86 100,0

Teste do y?, p=0,001, HPV: papilomavirus humano, LSIL: lesio escamosa intraepitelial de baixo grau, HSIL: lesio escamosa

intraepitelial de alto grau, ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado.

DISCUSSAO

Nenhum outro estudo semelhante na regiao sul do Estado do Rio
Grande do Sul (RS) foi encontrado, sendo este o primeiro a descrever o
diagnostico molecular do HPV e identificacio dos seus gendtipos. Em
estudos similares realizados no estado, foi encontrada uma prevaléncia
de HPV de 28,4% na Cidade de Porto Alegre (CN Igansi: dados
ndo publicados), e 13% na Grande Porto Alegre®. Especula-se que
a frequéncia de HPV encontrada possa estar relacionada com o tipo
populagio estudada e com o tipo de método de detecgio utilizado.

Estudos realizados relataram uma maior prevaléncia para
o gendtipo HPV-16 tanto em mulheres HIV positivas quanto
negativas”®*'**, Embora seja apontada uma varia¢do quanto ao
segundo gendtipo mais prevalente, a maioria dos estudos relatou
0 HPV-18 como o mais presente. Em estudos no Sul do Brasil,
observou-se que o gendtipo HPV-16 foi o mais prevalente, seguido
do HPV-18, dados estes que entram em consonéncia com esta
pesquisa'’. Tais observagdes sugerem que aimplementagao da vacina
quadrivalente contra o HPV nesta regido apresentaria resultados
positivos com relagao a prevengao do cincer de colo uterino mediado
pelos genétipos HPV-16 e 18.

Em relacao a citologia, o fato de ter sido detectado DNA-HPV em
54,5% das amostras com laudo citopatoldgico normal, possivelmente
deve-se as seguintes questdes: a) a alteragdo celular causada pelo
HPV seja um fendmeno progressivo, e que devido ao tempo de

infecgao, possivelmente sua presenga ainda nao foi capaz de causar
tais transformagoes detectdveis pelos métodos citopatoldgicos
e anatomopatolégicos convencionais, b) cerca de 10-20% das
mulheres positivas para HPV apresentam alteragdes citoldgicas
e c) a observagdo apropriada a partir de esfregacos irregulares e a
pouca quantidade de células colocadas na limina (cerca de 20%)
contribuem para os resultados falso-negativos ocorridos na citologia
de rotina*"?**. Acredita-se que o percentual encontrado em amostras
com LSIL negativas para HPV pela PCR possa estar relacionado ao
fato que ao coletar o material citopatoldgico, o local escolhido para
a coleta nao contivesse um numero suficiente de células infectadas
ou apresentasse algum fator inibitério na reagao®'. Todas as lesoes
de alto grau estavam relacionadas a presenga de HPV oncogénico,
sendo que estes achados refletem a expectativa de que lesoes de alto
grau, consideradas pré-malignas estejam associadas a presenca de
HPV oncogénico, concordando com estudos anteriores*”.

Neste estudo, foi observado que mulheres infectadas pelo
HIV apresentaram uma tendéncia maior a infec¢ao por genodtipos
oncogénicos de HPV com relagdo as soronegativas. Relatos na
literatura mostram que a imunossupressao causada pelo HIV favorece
a infecgdo por HPV de genétipos oncogénicos aumenta de forma
significativa para a progressdo em neoplasia intraepitelial cervical
em mulheres HIV positivas?. No entanto, faz-se vélido salientar que
neste trabalho foram encontrados apenas os gen6tipos HPV-16 e -18,
nao sabendo-se portanto, se o grupo de gendtipos indeterminados
portava outros gen6tipos de HPV de baixo risco ou alto risco.
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Supde-se que por nao terem sidos detectados os genétipos HPV-6
e HPV-11, provavelmente devam-se ao fato das seguintes hipoteses:
a) por ndo haver presenca de verrugas anogenitais nasamostras coletadas,
possivelmente as pacientes nao apresentavam infec¢ao para os HPV-6
e -11; b) estes gendtipos ndo oncogénicos encontram-se na forma
epissomal dentro do hospedeiro, portanto, talvez a técnica empregada
para a extracdo de DNA nio tenha sido a mais indicada para estes
genétipos, ou c) considerando-se que a Cidade de Rio Grande é uma
cidade com caracteristicas epidemioldgicas diferenciadas™, possa-se estar
frente a um cendrio onde surge a hipdtese de que os genétipos de baixo
risco oncogénicos possam também ser diferentes aqueles encontrados no
restante do pafs. Sendo assim, ndo seria possivel detectd-los pela técnica
de PCR tipo-especifica para estes dois genétipos. Os autores sugerem
que a utilizagdo da técnica de sequenciamento para genotipagem em
trabalhos futuros possibilitard a obten¢ao um mapa mais completo dos
gendtipos prevalentes nesta regiao.

O presente trabalho apresentou limitagdes. Acredita-se que se nao
houvessem ocorrido perdas durante a coleta das amostras e o niimero
amostral calculado consequentemente fosse maior, os dados possivelmente
apresentariam maior poder estatistico. Além disso, por ser um estudo
transversal, as associa¢es encontradas niao podem ser consideradas
causais por ndo se obter o conhecimento sobre qual infec¢iao ocorreu
primeiramente (HIV ou HPV), pois os dados foram todos obtidos em
um mesmo ponto no tempo. No entanto, por apresentar como objetivo
adetecgao do HPV e dos gendtipos -6, -11, -16 e -18, este estudo foi teve
seu propdsito alcangado com a metodologia proposta.

Em conclusio, este estudo aponta uma elevada prevaléncia de
gendtipos oncogénicos de HPV em mulheres HIV positivas quando
comparados ao grupo de mulheres HIV negativo. Espera-se que as técnicas
de biologia molecular empregadas no estudo futuramente possam servir
como ferramenta complementar ao diagnéstico de triade citopatoldgica,
permitindo assim uma detecgio e tratamento precoces destas lesoes,
ressalvando a importancia de um programa de rastreamento, diagndstico
e aconselhamento diferenciado nestas populagdes.
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