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Resumo

O Papillomavirus humano (HPV) é a infec¢do sexualmente transmissivel (IST) mais
prevalente no mundo todo. A doenga induzida por este virus estd na dependéncia de varios
outros fatores que afetam o hospedeiro. O principal fator é a imunossupressao, principalmente
associada a infeccao por HIV. Portanto, este trabalho teve como objetivo identificar DNA de
HPV em mulheres com HIV na regido Leste Maranhense. Foram utilizadas 125 mostras
cervicais de mulheres com HIV que eram acompanhadas pelo Servigo de Atendimento
Especializado (SAE) na cidade de Caxias, Maranhdo. O DNA das amostras de células
endocervicais foi extraido com o kit comercial High Pure Viral Nucleic Acid (Roche, EUA),
extraido e amplificado por PCR com os 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 deteccdo dos genotipos de alto risco foi por hibridizacdo em
placa de ELISA com sondas especificas para cada gendtipo. A prevaléncia de DNA de HPV
em pacientes infectadas por HIV foi de 44,8%. Os gendtipos mais frequentes foram HPV 18,
HPV 16. O HPV menos frequente encontrado foi o HPV 52. Apenas o genétipo HPV18 foi
detectado sozinho. Os demais genotipos foram detectados como mudltiplas infeccdes. Neste
estudo foi possivel verificar a elevada prevaléncia de DNA de HPV em mulheres com HIV e
também de infec¢bes com mais de dois tipos de HPV estudado.
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INTRODUCAO

O HPV (virus do papiloma humano) é uma infeccdo sexualmente transmissivel
(IST), provocada por virus que atacam, especialmente, as mucosas (oral, genital ou anal),
tanto nas mulheres como nos homens. A infec¢do por Papillomavirus humano (HPV) € a
IST mais frequente no mundo. O desenvolvimento destas lesGes estd diretamente
relacionado com a presenca dos diferentes tipos de HPV (TROTTIER et al., 2006).

Por genotipagem, ja foram identificados mais de 200 tipos de HPV classificados
conforme seu potencial oncogénico em alto e baixo-risco. Entre os tipos de baixo risco
encontra-se 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70,72 e 8, os de alto-risco, apresentam se 0s tipos
16 e 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68. A infeccdo pelo HPV é um
importante fator de risco para o desenvolvimento de lesdes pre-neoplasicas e neoplasicas do
colo uterino, com maior chance de desenvolvimento em portadoras do HIV, em decorréncia
da imunossupressdo. A coinfecgdo HIV e HPV tém sido relatadas devido aos fatores de
risco para essas duas infeccGes serem bastante similares, como multiplos parceiros
sexuais, idade precoce para a primeira relacdo sexual, sexo com homens que tiveram
multiplas parceiras, baixo nivel socioeconébmico e pratica sexual sem protecdo, sdo

importantes fatores ou risco comuns as duas infeccGes virais (AMARAL et al., 2011).

A infeccdo por HPV é fortemente associada ao desenvolvimento do céncer de colo
do Utero (SOTLAR et al.,, 2004; NONENNMACHER et al., 2003). No Brasil, estima-se
que 15.590 mulheres adoecam anualmente, com taxa de incidéncia bruta de 15,33/100 mil, o
que torna a prevencdo e o controle do cancer do colo do Gtero prioridades nos pactos de
gestdo da saude voltados para a saude da mulher. (FACINA, 2014). A variacdo nas
prevaléncias encontradas entre diversos estudos pode em parte ser devido ao delineamento
dos estudos e o uso de técnicas de identificacdo de DNA viral de diferentes sensibilidades.
Entretanto, a maior positividade do HPV em mulheres HIV ¢é observada

independentemente do exame realizado.

Portanto, este trabalho teve como objetivo identificar DNA de HPV em amostras

cervicais de mulheres com HIV na regido do leste maranhense.

METODOLOGIA

As analises foram realizadas em amostras cervicais de pacientes portadoras de

HIV que sd&o 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
namero (n) de 126 de mulheres com o HIV. O DNA das amostras de células endocervicais
foi extraido utilizando um kit comercial High Pure Viral Nucleic Acid kit (Roche,
EUA) seguindo as instruces do fabricante. Apo6s a extracdo, o DNA foi armazenado a -
20°C. 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. A reacdo de PCR foi realizada com tampéao (50nM
de KCI, 10mM Tris_HCI ph 85), 25 mM de MgCI2, 0,25 mM de dNTPs
(desoxirribonucleosida 5°- triofosfatos — dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 50 ng de cada
primer, 25 U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen, Life Technologies®, Sdo Paulo,
Brazil), 5 pul de DNA no controle positivo (plasmideo), por fim adicionado &gua ultrapura
para completar o volume final de 50 pl. As condicbes da PCR utilizadas foram:
desnaturacéo 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 extensdo final 10 min a 72°C. Os amplicons obtidos foram
visualizados em gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo. A deteccdo dos
genotipos de alto risco foi realizada por hibridizacdo em placa de ELISA com sondas
especificas para os genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de verificar a presenca de HPV nas pacientes, foram amplificadas todas as 125
amostras. Dessas, 56 (44,8%) foram consideradas positivas, pois as amostras
apresentaram fragmentos de tamanho de 150 pb correspondentes a regido L1. As amostras
negativas ndo apresentavam amplificacdo do fragmento. Os gen6tipos mais frequentes foram
HPV 18 (96,4%), seguido do HPV 16 (89,3%). O HPV menos frequente encontrado foi o
HPV 52 (1,8%). Apenas o gendtipo HPV18 foi detectado sozinho (3,5%). Os demais

gendtipos foram detectados como mdltiplas infeccBes (96,5)

Nesse estudo a prevaléncia de HPV foi de 44,8% em mulheres com HIV. Essa
prevaléncia esta dentro do esperado, uma noticia divulgada pela Secretaria da Saude de
Minas Gerais (2017) sobre uma pesquisa feita pelo Ministério da Salde indica que 54,6%
dos brasileiros entre 16 e 25 anos tém prevaléncia de HPV, sendo que 38,4% sao de tipos de

alto risco para desenvolvimento de cancer.



De tudo que ja se conhece a respeito da infecgdo pelo HPV e neoplasia cervical em
mulheres portadoras do HIV, muitas ddvidas 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.

Figura 1: 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.

Figura 2: Placa de ELISA com sonda especifica para o genétipo 18.

Ty ———




Tabela 1: Frequéncia de coinfecgdo HPV/HIV

HPV Alto Risco %
HPV 18 96,4%
HPV 16 89,3%
HPV 58 46,4%
HPV 56 33,9%
HPV 33 28,6%
HPV 59 10,7
HPV 39 8,9%
HPV 31 7,1%
HPV 45 3,6%
HPV 52 1,8%

CONCLUSOES

Neste estudo foi possivel verificar a elevada prevaléncia de DNA de HPV em
mulheres com HIV positivo e também de infeccbes com mais de dois tipos de HPV
estudado. A identificacdo da prevaléncia de HPV de alto risco pode auxiliar na identificacdo

de mulheres sob maior risco de evolucao desta leséo.
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