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1 INTRODUCAO

O Virus do Papiloma Humano (HPV) foi identificado pela primeira vez ha
quatro décadas por Harald zur Haunsen, como agente causal de cancer cervical
(CC). O DNA do HPV encontra-se presente em até 99,7% dos casos de CC (Sellors
et al., 2003) e estimativas mundiais mostram que existem 300 milhdes de infectados
por HPV assintoméaticos (WHO, 2009). O cancer cervical é o segundo cancer que
mais acomete mulheres, levando ao O6bito 31.400 mulheres por ano na América
Latina (WHO, 2006) e 11.000 no Brasil (INCA, 2010).

Os HPV podem ser classificados quanto ao seu potencial oncogénico
como baixo risco ou alto risco. Tal divisdo explica porque somente os tipos de alto
risco de lesdes possuem uma maior capacidade de gerar progressdao maligna
(Kinney et al., 2011).

Em condi¢cdes de baixa da imunidade, as quais podem ser geradas por
doencas autoimunes ou co-infeccdo pelo virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
existe uma maior possibilidade de ativacdo do HPV (Franceschi e Ronco et al.,
2010). Assim, uma elevada producdo de coépias poderd levar a uma infeccdo no
tecido gerando a lesao (Gross e Tyring, 2011).

Segundo Franceschi e Ronco (2010), o risco relativo de infec¢do por HPV
entre 0s co-infectados por HIV comparado aos nao-infectados varia entre as
populacdes dependendo do grau da imunossupressdo. Referente ao cancer cervical,
esse aumento de risco relativo pode variar de 2 a mais de 20 vezes, uma vez que
envolve morte prematura por outras causas, deteccdo precoce e tratamento de
lesbes pré- cancerosas.

Uma vez que o CC é o mais comum entre mulheres na populacdo HIV
positivas (CDC, 2011), este trabalho objetivou determinar a prevaléncia do HPV em
um grupo de mulheres HIV positivo com idades entre 18 e 45 anos na cidade de
Pelotas, RS, e relacionar as amostras positivas com o0 resultado do exame
citopatolégico.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

O estudo contou com a participacédo de 100 mulheres, as quais assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, e das quais foram coletadas
amostras de secrecdo cervical. As andlises citopatoldgicas foram realizadas no
Laboratério de Patologia e Citologia (LAPACIT) e os testes moleculares ocorreram
no laboratério de Genémica Funcional do Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico
(CDTec) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). O DNA gendmico foi extraido
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(Gentra Puregene Buccal Cell Kit, QIAGEN) e submetido a amplificacdo do gene L1
do HPV pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase nested (nPCR), com os
primers MY09/11 (MANOS et al, 1989) e GP5/6 (GRAVITT et al.,, 2000). Os
amplicons gerados (450pb) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5% e 2%, respectivamente, corados com GelRed, a 100 V por 60 minutos. As
amostras positivas para HPV foram purificadas e sequenciadas através do
sequenciador automatico MegaBACE 500 (Amersham Biosciences) para
investigacdo dos gendtipos através da comparagdo com sequencias depositadas no
GenBank pertencente ao National Center for Biotechnology Information (NCBI). As
andlises estatisticas foram realizadas no software STATA v.16®, e foi considerado
como valor significativo P<0,005

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em 10 das 100 amostras coletadas nao foi possivel obter os resultados
citopatoldgicos, totalizando 90 amostras analisadas. Destas, 62,2% apresentou
normalidade celular (Tab. 1). A andlise molecular detectou a presenca de HPV em
65,6% (n=59) das amostras. Foram encontrados oito gendétipos, sendo que os de
alto risco oncogénico correspondem a 22,1% (n=13). Entre estes, 0s mais
prevalentes foram o HPV-16 (8,5%) e HPV-31 (6,8%) presentes em citologia normal
(11,1% e 8,3%, respectivamente), como exposto na tabela 2.

Tabela 1 — Resultado das analises citopatdlogicas.

Exame citopatoldgico % (n)*
Normal 62,2 (56)
Inflamatdrio 30,0 (27)
AGUS® 2,2 (2)
ASCUS® 2,2 (2)
NIC 11° 1,1 (1)
Inconclusivo 2,2 (2)
Total 100,0 (90)

p<0,005. "Células Glandulares Atipicas de Significado Indeterminado; ‘Células Escamosas Atipicas
de Significado Indeterminado; dNeoplasia Intra-epitelial Cervical de Grau lll.

Dados de um estudo de metandlise realizado em diferentes paises da
Europa, Africa, Asia e América mostraram que a prevaléncia de HPV em mulheres
HIV positivas foram maiores no Brasil e México (57,3%) comparados as médias
globais (36,5%), com maior prevaléncia do HPV-16. Este gendtipo também foi
encontrado como 0 mais prevalente no Brasil e India (30,9% e 33%,
respectivamente) (Clifford et al., 2006).

Nas analises bivariadas, foi encontrado que 64,3% (n=36) das pacientes
com citologia normal apresentavam DNA-HPV. Além disso, os tipos de lesdes
encontrado na analise citopatologica estavam em grande parte relacionadas com a
presenca do DNA- HPV: Inflamatorio com 66,7%, Células Glandulares Atipicas de
Significado Indeterminado (AGUS) 50%, Células Escamosas Atipicas de Significado
Indeterminado (ASCUS) e Neoplasia Intra-epitelial Cervical (NIC) Ill com 100% cada.
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Tabela 2 — Andlise bivariada entre resultados citopatoldgicos e gendtipos.

Normal® Inflamatério°  AGUS® ASCUS® NIC III" Inconclusivo? Total
HPV-16 11,1 (4) - - 100,0 (1) - 8,5 (5)
HPV-18 - 5,6 (1) - - ; ; 1,7 (1)
HPV-31 83 (3) 56 (1) - - ; ; 6,8 (4)
HPV-35 - 5,6 (1) - - - - 1,7 (1)
HPV-45 - 5.6 (1) - ; ; 1,7 (1)
HPV-55 - - 50,0 (1) - - 17 (1)
N&o oncogénicos 58,4 (21) 38,9 (7) 100,0 (1) 50,0 (1) - - 50,9 (30)
HPV-X* 22,2 (8) 39,9 (7) - - - 100,0 (1) 27,1 (16)
Total 100,0(36)  100,0 (18)  100,0 (1) 100,0 (2)  100,0 (1) 100,0 (1) 100,0 (59)

°Células Glandulares Atipicas de Significado Indeterminado; °Células Escamosas Atipicas de
Significado Indeterminado; dNeoplasia Intra-epitelial Cervical de Grau lll.
*HPV-X — amostras sequenciadas, mas que néo foi possivel identificar os genétipos

Quanto as analises citopatologicas, a alta prevaléncia de HPV encontrada
neste estudo estd de acordo com Luz et al. (2012) que observou 75,7% de DNA-
HPV em amostras de pacientes HIV positivas. Além disso, também apresentou
porcentagens proximas para AGUS (0,3%) e ASCUS (6,7%). Acredita-se que tais
valores devem-se ao fato de que a alteracdo celular mediada por HPV seja um
fenbmeno lento e progressivo, dependente de fatores ambientais e do hospedeiro, e
sua presenca possivelmente ndo tenha sido capaz de causar transformacodes
detectaveis pelos métodos citopatoldgicos convencionais (Vaz et al., 2011).

4 CONCLUSAO

Este estudo ressalta a importancia do uso do diagndstico biomolecular
complementar ao exame citopatoldgico convencional, possibilitando uma deteccéo e
acompanhamento precoce das altera¢ces celulares subclinicas causadas pelo HPV,
uma vez que esta malignidade € prevenivel através de estratégias de informacao,
deteccdo precoce e monitoramento das pacientes com risco aumentado de
desenvolvimento de cancer cervical.
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