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Resumo

A infeccdo por Papillomavirus humano (HPV) é a infeccdo sexualmente transmissivel
(IST) mais prevalente no mundo todo. A doenca induzida por este virus estd na dependéncia
de varios outros fatores que afetam o hospedeiro. O principal fator € a imunossupresséo,
principalmente associada & infeccdo por HIV. A replicacdo viral pode ser maior em
individuos imunocomprometidos, contribuindo para maiores taxas de deteccdo e persisténcia
viral. Portanto, este trabalho teve como objetivo identificar DNA de HPV em mulheres com
HIV na regido Leste Maranhense. Foram utilizadas 126 mostras cervicais de mulheres com
HIV que eram acompanhadas pelo Servico de Atendimento Especializado/Centro de
Testagem e Aconselhamento (SAE/CTA) na cidade de Caxias, Maranhdo. O DNA das
amostras de células endocervicais foi extraido com o kit comercial High Pure Viral Nucleic
Acid kit (Roche, EUA). O DNA extraido foi amplificado por PCR com 0s primer consenso
(GP5+/GP6+) de uma regido conservada em todos os subtipos de HPV, que geraram um
fragmento de 150 pares de base da regido L1 do genoma viral. Os amplicons obtidos foram
visualizados em gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio. A prevaléncia de DNA de
HPV em pacientes infectadas por HIV foi de 44,44%.
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INTRODUCAO

A infeccdo por Papillomavirus humano (HPV) é a infeccdo sexualmente
transmissivel (IST) mais frequente no mundo. A Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
estima que existam cerca de 630 milhdes de novos casos por ano em todo o mundo, sendo 30
milhdes associados aos condilomas acuminados, 30 milhdes as lesbes de baixo grau, 10
milhdes as de alto grau e 500 mil ao cancer do colo do Utero. Acredita-se, ainda, que uma em
cada cinco mulheres é portadora desse virus (GAO et al., 2010). O desenvolvimento destas
lesGes esta diretamente relacionado com a presenca dos diferentes tipos de HPV (TROTTIER
et al., 2006). A coinfeccdo HIV e HPV tém sido relatadas devido aos fatores de risco para
essas duas infeccdes serem bastante similares, como mdltiplos parceiros sexuais, idade
precoce para a primeira relacdo sexual, sexo com homens que tiveram mudltiplas parceiras,
baixo nivel socioecondmico e préatica sexual sem protecdo, sdo importantes fatores ou risco
comuns as duas infeccdes virais (CRUZ et al., 2016).

A infeccdo por HPV é fortemente associada ao desenvolvimento do cancer de colo do
utero (SOTLAR et al., 2004; NONENNMACHER et al., 2003). Contudo, apesar desta
infeccdo ser a mais comum das IST, apenas uma pequena parcela das mulheres infectadas
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pelo virus desenvolve o cancer, o que demonstra que apenas a presenca do HPV parece ser
insuficiente para o desenvolvimento de cancer cervical (WRIGHT et al., 2007).

Em 1993, o cancer cervical invasivo foi adicionado a lista de doencas definidoras do
quadro de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) pelos Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) dos Estados Unidos (CDC, 1993). Estudos mostram que mulheres
HIV-positivo tém uma maior prevaléncia de infeccdo por HPV (SANJOSE et al., 2002;
PALEFSKY, 2006) e, frequentemente, estas mulheres estdo infectadas com um maior nimero
de tipos do virus que as HIV-negativo (QUEIROZ et al., 2004). A presenca de multiplos tipos
virais e de tipos virais (TROTTIER et al., 2006) de alto risco oncogénico (CASTELLSAGUE,
2008) esta relacionada a desfechos desfavoraveis, tais como persisténcia da infeccdo e
aumento na prevaléncia e na progressdo das lesdes. Além disso, ha evidéncias de uma maior
prevaléncia de lesBes intraepiteliais cervicais entre as mulheres HIV-positivo, quando
comparadas as HIV-negativo (SANJOSE et al., 2002; PALEFSKY, 2003; PALEFSKY,
2006).

No Brasil, estudos na regido sul e sudeste relataram a infeccdo HIV/HPV na populacédo
feminina com aumento da prevaléncia dos gendétipos oncogénicos de HPV (CERQUEIRA et
al., 2007; COELHO LIMA et al., 2009; ENTIAUSPE et al., 2010; MELGACO et al., 2011).
Em um estudo realizado na Bahia, foi encontrada uma prevaléncia de 100% do DNA de HPV
entre as mulheres HIV-positivo, com predominio em individuos afrodescendente (QUEIROZ
et al, 2004). Similarmente, uma prevaléncia de 98% para o HPV foi encontrada em um estudo
utilizando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que incluiu apenas mulheres HIV-
positiva em S&o Paulo. Outro estudo dos mesmos autores, porém, utilizando o método da
captura hibrida, mostrou uma prevaléncia do HPV de 64,5% entre mulheres HIV-positivo
(LEVI et al., 2002). Ainda assim, ha insuficiéncia de informagdes que instigam a curiosidade
cientifica de investigar essa ocorréncia em populacdes vulneraveis, principalmente em
mulheres positivas para HIV, em servigos que atendam a essa populacdo especifica.

A variacdo nas prevaléncias encontradas entre diversos estudos pode em parte
ser devido ao delineamento dos estudos e o uso de técnicas de identificagdo de DNA viral de
diferentes sensibilidades. Entretanto, a maior positividade do HPV em mulheres HIV é
observada independentemente do exame realizado.

Este trabalho teve como objetivo identificar DNA de HPV em amostras cervicais
de mulheres com HIV na regido do leste maranhense, onde os dados sobre o0 assunto ainda séo
£sCassos.

METODOLOGIA

As analises foram realizadas em amostras cervicais de pacientes portadoras de
HIV que sdo acompanhadas pelo Servico de Atendimento Especializado/Centro de Testagem
e Aconselhamento (SAE/CTA) na cidade de Caxias, Maranhdo, no periodo de setembro de
2014 a setembro de 2016. Para realizacdo da pesquisa, foi estimado um ndmero (n) de 126 de
mulheres com o HIV, considerando uma prevaléncia geral estimada da infecgdo genital por
qualquer tipo de HPV de 55% (CECCATO et al., 2015).

Extracdo do DNA

O DNA das amostras de células endocervicais foi extraido utilizando um kit comercial
High Pure Viral Nucleic Acid kit (Roche, EUA) seguindo as instru¢des do fabricante. Apds a
extracdo, o DNA foi armazenado a -20°C.



Amplificacio por PCR

Primeiramente, o DNA extraido foi amplificado por PCR com os primer consenso
(GP5+/GP6+) de uma regido conservada de HPV, que geram um fragmento de 150 pares de
base (pb) da regido L1 do genoma viral, GP5+ (5 TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC
3’) e GP6+ biotinilado (5° Bio — GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C 3’) (de Roda
Husman et al., 1995). A reacdo de PCR foi realizada com tamp&o (50nM de KCI, 10mM
Tris_HCI ph 8,5), 25 mM de MgCl,;, 0,25 mM de dNTPs (desoxirribonucleosida 5’-
triofosfatos — dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 50 ng de cada primer, 2,5 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen, Life Technologies®, S&o Paulo, Brazil), 5 pl de DNA no controle
positivo (plasmideo), por fim adicionado agua ultrapura para completar o volume final de 50
pl. As condigGes da PCR utilizadas foram: desnaturagéo inicial 5 min a 95°C; 40 ciclos de 1
min a 95°C, seguidos de 1 min a 52°C e 1 min a 72°C; e extensao final 10 min a 72°C.

Eletroforese

Os amplicons obtidos foram visualizados em gel de agarose 2%, corado com
brometo de etideo. O gel foi produzido no préprio laboratério. O tamanho dos fragmentos foi
estimado por comparagdo com o marcador de tamanho molecular 100 pb (ladder 100 pb).

RESULTADOS

A fim de verificar a presenca de HPV nas pacientes, foram amplificadas todas as
126 amostras. Dessas, 56 (44,44%) foram consideradas positivas, pois as amostras
apresentaram fragmentos de tamanho de 150 pb correspondentes a regido L1 (figura abaixo).
As amostras negativas ndo apresentavam amplificacdo do fragmento.

Fragmentos de
150 pb

Figura: Fotografia de eletroforese em gel de agarose 2% de produtos amplificados
por PCR.
Canaleta 1: Marcador; Canaleta 2: Controle Positivo; Canaleta 3 — 10: Amostras
amplificadas por PCR; Canaleta 11: Controle Negativo;
Posteriormente, esses DNAs serdo genotipados para determinar se o virus



encontrado é de alto risco (16, 18, 31, 35, 39, 45, 51, 52, 58).

DISCUSSAO

Nesse estudo a prevaléncia de HPV foi de 44,44% em mulheres com HIV. Essa
prevaléncia estd dentro do esperado. Em um estudo realizado por Sun et al. (2005), o DNA-
HPV foi encontrado em 60% das mulheres HIV-positivo, ao passo que, entre as HIV-
negativo, a prevaléncia foi de 36%. Campos et al., encontraram diferenga significante sendo a
prevaléncia de DNA-HPV de 73,2% entre as mulheres infectadas pelo HIV, e de 23,7% entre
as HIV-negativo. Outro estudo realizado no Sul do Brasil teve a prevaléncia do HPV de
27,5% (TEIXEIRA et al., 2016).

De tudo que ja se conhece a respeito da infeccdo pelo HPV e neoplasia cervical
em mulheres portadoras do HIV, muitas davidas 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. Mulheres coinfectadas pelo HPV/HIV tem probabilidade trés
vezes maior do que as ndo infectadas (soronegativas) de desenvolver neoplasias intraepitelial
cervical (NIC). Como descrito, a vulnerabilidade da mulher com HIV ao cancer
cérviccuterino se justifica pelo estado de imunodepressdo que torna favoravel a rapida
evolugéo das lesdes cervicais, em especial as causadas por HPV (PEREIRA et al., 2014).

CONCLUSAO

Esse estudo determinou que a prevaléncia de DNA de HPV em mulheres com
HIV positivo na cidade de Caxias no Leste Maranhense foi de 44,44%. Esses DNASs serdo
genotipados para determinar subtipos de alto risco.
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