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RESUMO

Introdugao: Papilomavirus humanos (HPV) s&o virus sexualmente transmissiveis que causam
de verrugas genitais ao cancer do colo do utero. Esta infecgdo é considerada mais sintomatica
em mulheres que vivem com HIV (MVHA) dado a imunossupressdo. Campos dos Goytacazes foi
0 primeiro municipio a disponibilizar em 2011 a vacina quadrivalente de HPV (4vHPV) para
mulheres que vivem com HIV (MVHA) até os 45 anos. Objetivos: caracterizar a prevaléncia e
diversidade gendmica da infecgdo pelo HPV antes e apds a vacinagado contra este virus em
MVHA e relacionar variaveis de risco com esta infecgdo. Métodos: Estudo de coorte prospectivo
com intervencgdo, prevengao, ndo randomizado, controlado e simples cego. Foi aplicado um
questionario com variaveis socioecondmicas junto a analise de prontuarios no Centro de
Doengas Infecciosas e Parasitarias (CEDIP). Apds aplicagdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, uma amostra de endocérvice foi colhida para realizar a reagdo em cadeia por
Polimerase (PCR) detectando o DNA do HPV usando os iniciadores genéricos MY09/11. Na
genotipagem usou-se o kit LCD-Array HPV 3.5® (CHIPRON GmbH, Berlin,DE). A vacinagéo foi
administrada em trés doses apds a coleta das amostras. Foram criados dois momentos de
intervencdo: T1, momento inicial com coleta e vacinagao; T2, momento para nova coleta que
ocorreu ao menos dois anos apés T. As andlises univariada e multivariada foram realizadas.
Dois grupos de MVHA foram formados: Grupo 1, com resultados de Papanicolau e PCR
negativos ao HPV; Grupo 2, individuos com pelo menos um resultado positivo, seja para PCR ou
Papanicolau. Resultados: A coorte foi composta de 156 mulheres, sendo divididas em 107
pacientes pertencentes ao grupo 1 (68,6%) e 49 ao grupo 2 (31,4%). O grupo 2 foi formado por
35 MVHA com virus HPV caracterizados por PCR, sendo que 31 destes apresentaram genotipos
virais incluidos na vacina 4vHPV, cobrindo 88% da coorte. A analise univariada realizada no
momento T1 considerou as variaveis “idade maior ou igual a 50 anos”, estado civil “casada”,
‘numero de filhos menor ou igual a 2", “parcerias sexuais menores ou iguais a 3” e “contagem de
Linfécitos T CD4 maior que 550" foram fatores de protecdo contra a infecgdo pelo HPV.
Entretanto, na analise multivariada a variavel nUmero de parcerias sexuais e de filhos perderam
significAncia. Em relagdo ao momento T2, 42 pacientes foram acessadas para nova coleta, com
trés casos positivos (7% de prevaléncia), dois destes em MVHA nao vacinadas e um caso por
tipo ndo vacinal. Conclusodes: A infec¢do pelo HPV trata-se de uma grande preocupagédo em
saude publica, em especial a MVHA, dado ao perfil de infecgbes multiplas tipos virais incomuns,
com maior prevaléncia entre os 30 e 50 anos de idade. A utilizacdo da 4vHPV é benéfica para
esta populagao e deveria ser recomendada com extensao de idade até 45 anos conforme bula
em protocolo do Centro de Referéncia de Imunobioldgicos especiais (CRIE) do Ministério da
Saude.

Palavras-chave: Papilomavirus Humano (HPV); virus da imunodeficiéncia humana (HIV); vacina

quadrivalente contra o HPV; tipagem molecular
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ABSTRACT

Introduction: Human papillomaviruses (HPVs) are sexually transmitted viruses that cause
everything from genital warts to cervical cancer. This infection is considered more symptomatic in
women living with HIV (WLHA) due to immunosuppression. Campos dos Goytacazes was the
first municipality to make available in 2011 the quadrivalent HPV vaccine (4vHPV) for women
living with HIV (MVHA) up to 45 years of age. Objectives: to characterize the prevalence and
genomic diversity of HPV infection before and after vaccination against this virus in MVHA and to
relate it to risk variables with this infection. Methods: Prospective cohort study with intervention,
prevention, non-randomized, controlled and simple blind. A questionnaire with socioeconomic
variables was applied to the analysis of medical records at the Center for Infectious and Parasitic
Diseases (CEDIP). After applying the Free and Informed Consent Form, an endocervical sample
was collected to perform the polymerase chain reaction (PCR) detecting the HPV DNA using the
generic MYQ9 / 11 primers. For genotyping, the LCD-Array HPV 3.5® kit (CHIPRON GmbH,
Berlin, DE) was used. Vaccination was administered in three doses after sample collection. Two
intervention moments were created: T1, initial moment with collection and vaccination; T2, time
for new collection that occurred at least two years after T1. Univariate and multivariate analyzes
were performed. Two groups of MVHA were formed: Group 1, with HPV negative Pap smear and
PCR results; Group 2, individuals with at least one positive result, either for PCR or Pap smear.
Results: The cohort consisted of 156 women, divided into 107 patients belonging to group 1
(68.6%) and 49 to group 2 (31.4%). Group 2 consisted of 35 MVHA with HPV viruses
characterized by PCR, and 31 of these had viral genotypes included in the 4vHPV vaccine,
covering 88% of the cohort. The univariate analysis performed at the moment T1 considered the
variables “age greater than or equal to 50 years”, marital status “married”, “number of children
less than or equal to 2", “sexual partnerships less than or equal to 3" and “count of CD4 T
lymphocytes greater than 550" were protective factors against HPV infection. However, in the
multivariate analysis, the variable number of sexual partnerships and children lost significance. In
relation to time T2, 42 patients were accessed for new collection, with three positive cases (7%
prevalence), two of these in unvaccinated WLHA and one case per non-vaccine type.
Conclusions: HPV infection is a major public health concern, especially WLHA, given the profile
of multiple infections, unusual viral types, with a higher prevalence between 30 and 50 years of
age. The use of 4vHPV is beneficial for this population and should be recommended at an age of
up to 45 years according to the package insert in a protocol from the Reference Center for
Special Immunobiologicals (CRIE) of the Ministry of Health.

Keywords: Human Papillomavirus (HPV); human immunodeficiency virus (HIV); quadrivalent

HPV vaccine; molecular typing
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LISTA DE ABREVIATURAS SIMBOLOS E SIGLAS

2vHPV vacina bivalente recombinante contra o HPV

4vHPV vacina quadrivalente recombinante contra o HPV

9vHPV vacina nonavalente recombinante contra o HPV

Mg micrograma

Mg/ml micrograma por microlitro

ML microlitro

°C graus Celsius

A2t anexina A2 heterotetramero

AC1 e AC2 primers do gene da actina humana

AIC Critério de informagao de Akaike (Akaike information criterion)
AIDS Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

APC Célula apresentadora de antigeno (antigen presenter cell)
APOBEC fator tecidual

ASCUS células escamosas atipicas de significAncia indeterminada (atypical
squamous cells of undetermined significance)

AS04 Sistema de adjuvante AS04 (Adjuvant System 04)

BAX gene ativador de apoptose

bp base de pares

Ca Carcinoma

CCL5 quimiocina

cdKs quinases dependentes de ciclinas

CD4 linfocitos T CD4

CDC Centro de Controle e Prevengao de doengas (Centers for disease control and
prevention)

CDK cinase ciclina dependentes

CEDIP Centro de doencas infecciosas

C-jun gene transdutor de sinal da mitose do HPV

C-myc gene transdutor de sinal da mitose do HPV

CyPB ciclofilina B

DNA acido desoxirribonucleico (Desoxyribonucleic acid)



EDTA acido etilenodiamino tetra-acético (Ethylene diamino tetracetic acid)

E Genes precoces (early genes)

E2F fator de transcrigao

EGFR fator de crescimento da epiderme

env gene do HIV

et al. e colaboradores

FEBRASGO Federacéo Brasileira das associagdes de Ginecologia e obstetricia
GADDA45 gene ativador de apoptose

gag gene do HIV

gp glicoproteinas do HIV

HAART terapia antirretroviral altamente ativa (highly active antiretroviral therapy)
HIV Virus da Imunodeficiéncia Humana

HPV Papilomavirus Humano

HSIL lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau

HSPG Glicosaminoglicana Heparan sulfato

IARC Agéncia Internacional de pesquisa do Cancer (International agency for
research on cancer)

ICTV Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International Commitee on the
Taxonomy of Viruses)

IF116 fator tecidual

IFIT1 fator tecidual

INCA Instituto Nacional do Cancer

IPC Instituto de prevencgao do cancer

INF Interferon

IL interleucina

IST Infeccdo Sexualmente Transmissivel

JEC Juncgao Escamo-Colunar

Kb kilobase

KGFR fator de crescimento dos queratinécitos

L Genes Tardios (late genes)

LCR regiao longa de controle (long control region)

LSIL lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau

M molar

mcg micrograma



MgCl2 cloreto de magnésio

min minutos

mL mililitro

MHC complexo principal de histocompatibilidade

mM milimolar

MPL 3-O-desacil-4'-monofosforil lipido A

MYO09/MY 11 primers genéricos que amplificam uma sequéncia do DNA viral
nm nanémetros

nM nanomolar

MmRNA RNA mensageiro

NIC Neoplasia intraepitelial cervical

ND10 fator tecidual

OMS Organizagao Mundial da Saude (World Health Organization)
ONU Organizagéo das nag¢des Unidas (United Nations)

OR razao de chances (Odds ratio)

ORF fases de abertura de leitura (open reading frames)

p proteinas / enzimas do HIV

p21 proteina inibidora de CDK
p16INK4 proteina inibidora de CDK

p53 gene de indugao de apoptose celular

bp base pairs

PCR Reac&o em cadeia da polimerase (Polimerase chain reaction)
PDC células dendriticas plasmocitéides

PI3K fosfatifilinositol 3-fosfato

pM picomolar

p53 proteina regulatéria do ciclo celular

P97 (ou P1) e P670 (ou P2): promotores

pol gene do HIV

pRb gene de controle do ciclo celular

PRRs receptores de recepgao de patdégeno

PTGI patologia de trato genital inferior

RFLP Polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo (Restriction

fragment length polimorphism)
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RNA acido ribonucleico (ribonucleic acid)

rpm rotacdes por minuto

RR risco relativo (relative risk)

s segundos

S fase de sintese (ciclo celular)

SINAN Sistema de informacgdes de Agravos de notificagcao

SI-PNI Sistema de informagdes do Programa Nacional de Imunizagbes
SisColo sistema de informagdes do cancer de colo do utero

SNP polimorfismo de nucleotideo unico (Single nucleotide polymorphisms)
TCLE Termo de consentimento livre e esclarecido

TLR receptores do tipo Toll-Like (toll-like receptors)

TLR4 receptores Toll-Like do tipo 4 (toll-like receptors 4)

TNF Fator de necrose tumoral

UFF Universidade Federal Fluminense

VLP particulas semelhantes ao virus (virus-like particles)

VPN valor preditivo negativo

VPP valor preditivo positivo
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1 INTRODUGCAO

Os Papilomavirus humanos (HPV) sao virus DNA ubiquos que agem
infectando as células do epitélio basal da pele e das mucosas. (BERRY &
PALEFSKY, 2003; DE VILLIERS et al., 2004). As manifestagdes clinicas da infec¢ao
pelo virus apresentam-se dicotdmicas em relagdo ao género acometido. Se por um
lado os homens se apresentam assintomaticos, as mulheres desenvolvem lesdes no
trato reprodutivo, sendo os principais desfechos desta infecgdo, as verrugas genitais
e os canceres relacionados ao HPV (CASTRO-VASQUEZ & ARELLANO-GALVEZ,
2010 SERRANO, 2018; BERRY & PALEFSKY, 2003; DE VILLIERS et al., 2004;
BANHSAL & SIGN, 2016).

Enquanto os condilomas genitais sdo causados por HPV de baixo risco, o
cancer de colo de utero (Ca Cervical) é causado por tipos oncogénicos de HPV.
Muitas infecgbes regridem espontaneamente em até 90% dos casos, mas as
infecgdes persistentes podem levar ao cancer dada a multiplicagdo desordenada do
epitélio de revestimento do utero, podendo evoluir para a replicagdo no tecido
adjacente do estroma ou mesmo invadir outros orgaos e tecidos de forma
metastatica. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) em documento
publicado em associagdo com a Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer
(IARC) em 2019, este considerou até o momento a existéncia de 14 tipos de HPV
sabidamente oncogénicos (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
82), bem como outros 12 tipos possivelmente oncogénicos (26, 30, 34, 53, 66, 67,
69, 70, 73, 82, 85, 97) (COUPE et al, 2008; BRUNI et al, 2019; BURD, 2016;
DOORBAR et al, 2012).

O HPV, agente da infecgao genital, é transmitido pelo contato genital pele a
pele, e ndo necessariamente durante a penetracdo (KJAER et al, 2001). Sabe-se
que o preservativo ndo oferece uma eficacia de 100% contra o HPV (CARTER et al,
2000). Em estudo de coorte com seguimento de 82 mulheres sexualmente ativas em
relagdo ao uso do preservativo com seus parceiros sexuais, a incidéncia da infecgéo
pelo HPV foi medida durante cinco anos e foi verificado que o uso do preservativo
em todos os momentos nos intercursos vaginais permitiu reduziu em 70% a

incidéncia de infecgdo por HPV (WINER et al., 2006). Diversos fatores foram
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apontados como sendo de risco para a infeccdo, sendo os mais importantes: o
numero de parceiros sexuais, baixo nivel educacional, baixa idade e renda, bem
como presenga de outras infecgbes sexualmente transmissiveis (IST). Sabe-se que
o epitélio imaturo (epitélio cervicais, metaplasico e coldénico) associa-se a maior
ocorréncia de infecgdes em mulheres mais jovens, e que o somatoério da natureza
autolimitante das infecgdes, associada a redugao de parceiros sexuais € a uma
possivel resisténcia as reinfec¢des, possa ser relacionada a uma reducao de casos
com o aumento da idade. Porém, ndo esta bem estabelecido o ponto de corte da
idade em que a infecgéo pelo HPV comeca a recrudescer (RIBEIRO & ALVES, 2015;
BRYER, 2010; HUGHES et al., 2009; ROBERTS et al., 2011; STAMATAKI et al.,
2010).

Neste sentido, a infecgdo pelo HPV pode ser considerada a IST viral mais
prevalente no mundo. Acredita-se que 80% das mulheres vao ter contato e adquirir o
HPV em algum momento da vida, acarretando uma taxa de prevaléncia de cerca de
11 a 12% da populagdo mundial, e em mulheres com taxas de 16 a 24% (FORMAN,
DE MARTEL & LACEY, 2012). Em relagdo a populagéo brasileira, dados obtidos de
uma revisdo sistematica com 14 artigos de todas as regides do Brasil, os quais
utilizaram exame citologico cervical e detecgdo do genoma viral por PCR, mostraram
prevaléncia geral de infecgao do colo do utero pelo HPV variando de 13,7 a 54,3%.
Em relagdo a prevaléncia do HPV em mulheres com citologia cervical normal, mas
identificados pelo PCR esta variou de 10 a 24,5% (AYRES & AZEVEDO SILVA,
2010).

Outro estudo de base nacional recém conduzido em 5.812 mulheres
permitiram estimar a prevaléncia nacional da infecg¢ao pelo HPV da ordem de 54,6%,
ndo muito diferente do resultado encontrado na amostra do estado do Rio de Janeiro
(54,5%). Vale ressaltar que o percentual de tipos de HPV de alto risco foi de 38,4%
dos casos analisados (ASSOCIACAO MOINHOS DE VENTO, 2019).

Os tumores relacionados ao HPV representam 5,2% de todos os casos de
cancer no mundo. O cancer de colo de utero, o segundo mais comum entre as
mulheres em todo mundo, ocorre anualmente em cerca de 569.847 casos, com
311.365 o&bitos relacionados (BRUNI et al., 2019). Dados do Instituto Nacional do
Cancer (INCA) estimam cerca de 16.7120 novos casos carcinoma de colo do utero
com 6.526 vitimas fatais (INCA, 2020), estando este cancer em terceiro lugar no

Brasil como mais comum na populagdo feminina, atras de cancer de mama e
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intestino. Estes numeros concluem um fato inequivoco: o cancer cervical € um
expressivo problema de saude publica. Esta preocupacéo levou a Organizagao das
Nagbes Unidas (ONU) a trabalhar para a conscientizagdo mundial das necessidades
de implementacdo de politicas de prevencédo contra o cancer de colo de utero.
Entretanto, a despeito da menor incidéncia de cancer nos paises em
desenvolvimento ao longo dos ultimos anos, o dado de elevada mortalidade ainda
preocupa as autoridades e ndo permite alcangar a meta de desenvolvimento
sustentavel da saude da mulher e das meninas (BRUNI et al., 2019; INCA, 2020;
OPAS, 2016)

Quando relacionamos a presenga de HPV nas mulheres que convivem com a
imunodeficiéncia gerada pela coinfecgdo com o Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV), o HPV se manifesta por um mosaico de consequéncias em que pesa nao
apenas o maior risco de infecgao, mas também a persisténcia da infeccéo pelo HPV,
aos diferentes gendtipos e a chance de desenvolver lesbes malignas invasivas
(DREYER, 2018).

O HIV é adaptado a infectar linfocitos CD4* e neles se replica com uma alta
velocidade. Este “linfotropismo” provoca uma profunda imunossupressdo no
hospedeiro devido tanto a destruicdo dos linfécitos CD4* quanto a diversos
mecanismos que interferem no sistema imunitario. Um dos exemplos trata-se dos
elevados niveis de Interleucina 10 (IL-10) em pacientes soropositivos para o HIV,
acarretando a supressdo da imunidade celular que é a principal defesa contra
infeccdo pelo HPV, além de ser um fator de controle de progressdo tumoral
(ALCAMI & CORIAS, 2011; GUIMARAES et al., 2011; LUCENA et al., 2011)

Estudos quantificam que as pacientes HIV positivas possuem maior
prevaléncia de infecgdes cervicais do que as pacientes HIV negativas, em taxas de
prevaléncia de 60 e 33%, respectivamente. Além disso, individuos HIV positivos séo
mais suscetiveis aos tipos de HPV de alto risco oncogénico, se comparadas com
pacientes HIV negativos. (AHDIEH et al, 2011; FEDRIZZI et al., 2011).

Sabe-se que a combinagido de estratégias de educagdo em saude, uso do
preservativo e a deteccido precoce de lesdes pré neoplasicas de colo de utero por
meio do exame do Papanicolau (preventivo) sdo estratégias ja sedimentadas na
sociedade e com relativo sucesso na prevencao de tumores relacionados ao HPV.
Adicionalmente, as vacinas profilaticas para HPV vieram a se somar a este arsenal,

sendo cada vez mais disseminadas e implantadas em programas publicos de
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vacinagao em todo o mundo (STANLEY, 2007; DERMATEAU, 2012)

Campos dos Goytacazes foi a primeira cidade do Brasil a implantar
gratuitamente a vacina quadrivalente recombinante (4vHPV), em setembro de 2010.
O Programa Nacional de Imunizagées do Ministério da Saude do Brasil somente
veio a implantar esta vacina em 2014 para meninas, de maneira que a cidade de
Campos criou expertise na implantacdo de um calendario de vacinas complementar,
inclusive com extensao, desde 2011, da vacina 4vHPV para mulheres HIV positivas.
Pessoas portadoras do HIV sdo imunocomprometidas, em maior ou menor grau.
Entretanto a literatura possui poucos estudos acompanhando nao apenas a
vacinagao desta populagdo, mas também a diversidade genémica ao longo do

tempo que poderia comprometer a efetividade do programa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histoérico, Taxonomia e Morfologia
2.1.1 Papilomavirus Humano (HPV)

A histéria da infecgao pelo HPV é descrita desde a Grécia antiga, por meio
dos achados de lesbes verrucosas e papilomatosas. Entretanto somente a partir do
século XX que este virus foi descoberto, através da observacdo microscopica de
particulas de HPV em verrugas na primeira metade do século. Posteriormente em
1963 a estrutura viral foi descrita por Crawford & Crawford, porém somente na
década de 1970 através das pesquisas de Zur Hausen foi proposta a teoria da
relacéo entre os HPVs e a etiologia dos canceres de colo de utero. Assim sendo, na
década seguinte, estas teorias sao confirmadas e os HPV 16 e 18 sdo descritos em
sua relagdo com o Ca cervical (LETO et al, 2011; ZUR HAUSEN, 1977)

O HPV é membro da familia Papillomaviridae, classificado ainda em cinco
géneros: Alpha-, Beta-, Gama-, Mu- e Nu-Papillomavirus. Possui capsideo de
simetria icosaédrica, nao é envelopado, e tem cerca de 55 nanémetros (nm). O seu
nucleo € composto de DNA de dupla fita circular e 8.000 bases (b), contendo oito
genes (BERNARD et al, 2010; DE VILLIERS et al, 2004; LETO et al., 2011).

A Figura 1 abaixo resume aspectos do virus.
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Figura 1: (a) Microscopia eletrénica do HPV; (b) Esquema da particula viral; (c)
Modelo esquematico do Genoma viral.
Fontes: MUNOZ et al., 2006; PATEL et al., 2009; VAN DOORSLAER & MCBRIDE,
2016; CHAKRAVORTY & SUGDEN, 2018;

O genoma viral (Figura 1c) é dividido em trés regides, sendo que as regides E
e L sdo conhecidas como ORF (Open Reading Frames ou unidades de tradugao):
(DOORBAR et al., 2015; VAN DOORSLAER & MCBRIDE, 2016; CHIN, BROKER &
CHOW, 1989)

1. “Early region" ou regido precoce (E): E formado por genes E1 a E7 expressos
no inicio da infeccdo, e que sdo responsaveis pelo processo de regulacéo,
transcrigédo e replicacdo do DNA viral. Além disso podem estar associadas ao
processo de evasao imune, desregulagao do ciclo celular e recrutamento de

fatores de risco para replicacao.
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2. "Late region" ou regiao tardia (L): Trata-se da regiao formada pelos genes L1
e L2, codifica a proteina principal e secundaria do capsideo viral, sendo
expresso mais tardiamente.

3. "Long control region" ou regido nao codificadora (LCR): esta regido pela sua
prépria nomenclatura ndo codifica proteinas. Esta localizada entre as regides
L1 e E6 e corresponde a 10% do genoma viral. Esta regido comporta a
origem da replicag&o e os elementos para o controle da transcri¢ao.

As fungdes de cada gene estdo descritas na tabela 1:

Tabela 3: Genes do HPV e suas respectivas funcdes

GENES FUNGAO

Responsavel pela DNA helicase — replicagao e amplificacéo do

E1 genoma viral

Regulador principal do ciclo de vida viral — fungao essencial na

E2 transcricao

E3 Replicacao

E4 Maturacgao viral e liberagao das novas particulas virais
E5 Transformacao celular

E6 Transformacao celular / Imortalizagao

E7 Transformacao celular / Imortalizagao

L1 Codificam proteinas do capsideo viral

L2 Incorporagdo do DNA viral no virion

Fontes: VAN DOORSLAER et al., 2018; LETO, 2011; MUNOZ et al., 2006;
SYRJANEN & SYRJANEN, 1999
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Em relacgao a classificagao filogenética dos tipos humanos de HPV, a ultima
atualizacao disponivel no site do HPV Center (www.ja enumera a marca de 228 tipos

virais, conforme a arvore filogenética abaixo:

— Pevi

L ——— HPVRY 1v16
HPV128
— HPV1381
:PV‘!SQ

Pvi 71
Hh—c Np\gg | v 1t
—

15
= Heyiae
\Q\Q'{:WM
s
7 it

Figura 2: Arvore filogenética do HPV com 228 tipos disponiveis. Os tipos de HPV
foram divididos de acordo com a familia Papilomaviridae em géneros, espécies e
tipos.

Fonte: ARROYO, 2020
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A Figura 2 ilustra a arvore filogenética do HPV com os mais de 228 tipos
disponiveis até 0 momento*. Sabe-se que do ponto de vista taxondmico este virus é
dividido em 2 subfamilias: Firstpapillomavirinae, que inclui mais de 50 géneros e 130
espécies; e Secondpapillomavirinae, com apenas um género e espécie. Em relagéo
a primeira subfamilia, esta contém 2 géneros: os Alphapapillomavirus e
Betapapillomavirus (respectivamente nas cores verde e azul da figura 3), ambos
contendo tipos virais associados as infeccdes de pele e mucosas com possibilidade
de evolugdo oncogénica ou ndo. No entanto, sdo de interesse para a espécie
humana também os géneros Gama, Mu e Nu, representados na mesma figura com
as cores vermelho, amarelo e preto, respectivamente.

Os HPV em especial aqueles do género Alphapapillomavirus possuem
capacidade oncogénica diretamente relacionada ao comportamento do genoma viral
de tipos especificos de virus. Logo, tem-se que os virus de baixo potencial
oncogénico nao integram seu DNA ao genoma da célula hospedeira, diferente dos
virus de alto risco oncogénico. Neste caso seu genoma € linearizado, se integra ao
material genético hospedeiro usando a maquinaria deste (MUNOZ, 2006;
SCHEURER TORTOLERO-LUNA & ADLER-STORTHZ, 2005).

Assim podemos ver na Tabela 2, abaixo os principais tipos de baixo e de alto
risco de HPV.

Tabela 4: Os principais tipos de HPV de baixo e alto risco

Classificagao dos tipos de HPV pela sua capacidade oncogénica

Genodtipos oncogénicos (de alto risco) 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68, 82

Gendtipos benignos (baixo risco) 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81, 83,
90

Genotipos provavelmente oncogénicos 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82, 85,
97

Fonte: COUPE et al., 2008; MUNOZ et al., 2003; BURD, 2016; WAKABAYASHI et
al., 2019
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Entende-se por gendtipos provavelmente oncogénicos aqueles que possuem
comportamento epidemioldgico e filogenético diversificado, ou seja, eles possuem
marcadores de carcinogénese mas na maioria das vezes sao encontrados em
quadros benignos. Exemplos destes estdo relacionados na tabela acima. Tipos
como o HPV 70, HPV 73, entre outros possuem marcadores celulares de
carcinogénese, tais como o E6 mRNA, maior expressao de p16, e menores
expressoes de ciclina e p53. Entretanto, quando estes tipos aparecem em mulheres
infectadas pelo HPV levam mais comumente a quadros de patologias cervicais em

comparagao a mulheres nao infectadas. (BURD, 2016)

2.1.2 Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) — taxonomia e genoma viral

Do ponto de vista taxonémico, o HIV pertence ao género Lentivirus e a familia
Retroviridade. Trata-se de uma particula esférica de 80-100nm de diametro com
projecdes de glicoproteinas em sua superficie que podem chegar a 8nm em sua
extensao. Este virus possui um dimero composto por dois monémeros com copias
de RNA de fita simples. A este nucleo tem-se uma estrutura proteica e vao ser
reconhecidos como o nucleocapsideo, um capsideo e um envelope externo (ICTV,
2019).

A figura 3 abaixo contém o genoma do HIV:

tat*

Codifica as
proteinas do
envelope viral

S5'LTR

Codifica as
. enzimas virais
Codificao p66 gp160 precursor

nucleocapsideo e p51
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Figura 3: Genoma do HIV
Fonte: MULLER, 2010
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Trés genes sao responsaveis por codificar as proteinas e as enzimas virais: gag,
pol e env. O gene env codifica as duas proteinas de envelope: a proteina de
superficie e a transmembrana. A proteina gp160 é uma proteina precursora que vai
ser clivada para se tornar as gp120 e gp41. Ambas estdo ligadas ao processo de
adesao aos receptores de HIV nas células do hospedeiro e na fusdo do envelope
viral com a membrana celular. (ICTV, 2019; MILLER, 2010; WATTS et al., 2009)

O gene gag codifica as proteinas do nucleocapsideo e as proteinas do core. O
precursor deste gene trata-se da p55 que vai consequentemente levar a produgao
das seguintes proteinas: p6, p9, p17 e p24. O capsideo que circunda o acido
nucleico viral contém p24, p6 e p9, enquanto a p17 se encontra em uma camada
entre o nucleo proteico e o invélucro, denominada matriz proteica, a qual reveste a
superficie interna da membrana viral (ICTV, 2019; MILLER, 2010; WATTS et al.,
2009).

O gene estrutural, pol, codifica as enzimas p66, p51, p31 e p10. As duas
primeiras sdo componentes da Transcriptase Reversa (RT); a p31 exerce o papel de
Integrase (integra o DNA do virus ao genoma do hospedeiro); a p10 ou protease, faz
a clivagem de pequenos precursores proteicos em unidades menores apos a
liberagdo da particula viral (MILLER, 2010; ENGELMAN & CHEREPANOQV, 2012;
FANALES-BELASIO et al., 2010; WATTS et al., 2009).

Ha ainda a participacdo de outros genes necessarios a fungdo viral com agao
reguladora e acessoria (MILLER, 2010; ENGELMAN & CHEREPANOV, 2012;
FANALES-BELASIO et al., 2010; WATTS et al., 2009):

e Gene tat — codifica a formagao da p14, responsavel pela transcrigdo de genes

provirais.

e Gene rev — codifica a p19, transporta o RNA viral para a tradug¢ao no plasma

e Gene nef — codifica a p27, que possui diversas agdes, como modificacdo da

célula hospedeira para aumentar o fithess viral e reduzir a acéo do sistema
imune.

e Gene vpu — colabora para montagem eficiente dos virions, facilidade para

brotamento fora da célula, promog¢ao de morte celular.

e Gene vpr — favorece a integragao do DNA do HIV ao nucleo celular e codifica

a p15, auxiliando na integragdo do DNA do HIV ao nucleo da célula.
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e Gene vif — Gene que codifica a p23, melhorando a estabilidade nuclear do
recém-criado DNA viral e aumentando a infecciosidade do mesmo e

facilitando o seu transporte para o nucleo.

As figuras 4 e 5 contém o modelo esquematico do virus HIV e seu ciclo

replicativo, respectivamente:
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Figura 4: Modelo esquematico do HIV
Fonte: MANUAL TECNICO HIV/AIDS, BRASIL, 2018
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Figura 5: Ciclo replicativo do HIV-1
Fonte: ENGELMAN & CHEREPANOV, 2012
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2.2 A infecgao pelo HPV - histologia, biologia, clinica, diagnéstico e prevengao

2.2.1 Caracteristicas Anatdmicas e Histoldgicas do colo uterino
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Figura 6: Anatomia e histologia do utero e colo do utero
Fonte: PINHEIRO, 2018

O sistema genital feminino possui diversos 6rgaos envolvidos na reprodugao
humana, sendo formado pelos ovarios, tubas uterinas, utero, colo de utero e vagina
conforme a figura 6 (NCI, 2019).

Quando delimitamos o aspecto histoldégico do colo do utero, verificamos que
este 6rgao possui caracteristicas semelhantes aquelas encontradas em tecidos que
revestem O&stios corporais, tais como revestimentos de tecidos de laringe, seios
nasais, entre outros. Neste sentido sabe-se estas aberturas contém caracteristicas
histolégicas dicotdmicas que se encaixam especificamente com um tecido epitelial
escamoso estratificado nao queratinizado em transicdo com uma area de epitélio
simples colunar.

Entre os epitélios acima descritos existe uma area de transicdo composta por
queratinécitos de rapida multiplicacdo, denominada zona metaplasica ou de
transformacao. Esta zona metaplasica ou de transformagao constitui-se como uma
area de jungado escamo-colunar, ou JEC, de localizagao variavel a depender do uso
de anticoncepcionais orais, inicio da atividade sexual, entre outros fatores. Assim, a
porcao interna do colo do utero € conhecida como “endocérvice” e a porgao exterior
conhecida como “ectocérvice”. (CHOW et al., 2010; NCI, 2019; INCA, 2020)
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Assim, zona metaplasica ou de transformacao é particularmente susceptivel
a infeccao por HPV, através de microtraumas. Além disso, deve-se fazer especial
consideragcdo aos tipos de alto risco que podem causar a progressao lenta
neoplasica com a incorporagdo do genoma viral ao genoma hospedeiro. Vale
ressaltar que esta infecdo depende de diversos fatores de risco, tais como idade
precoce de inicio de relagao sexual; uso de anticoncepcionais orais, uso de cigarros,

imunossupressao, entre outros (FEBRASGO, 2016).

2.2.2 Ciclo celular e replicagao viral

O ciclo replicagao viral na célula infectada pelo HPV constitui-se de cinco
etapas consecutivas, descritas abaixo: (DOORBAR, 2005)

12 Infeccéao
22 Manutencédo do Genoma
32 Fase proliferativa
42 Amplificacdo genémica
52 Sintese e liberacdo de novos virions

Os passos iniciais para a multiplicacéo viral sdo os mesmos a despeito da via
de infecgdo. Para que o virus penetre na célula, € preciso que existam microtraumas
no epitélio, expondo as células basais primitivas. Logo apds os virus se ligam ao
receptor glicosaminoglicana Heparan Sulfato das células da membrana basal, e
expdem um sitio de ligagdo chamado furina/proteina convertase, que se localiza em
regiao aminoterminal em L2, conforme detalhado a frente. (EGAWA et al., 2015;
RAFF et al., 2013).

Sobre este tema, foram implementados diversos modelos em murinos com
utilizacdo do HPV 16 quimérico como um modelo de desafio ao epitélio
cervicovaginal. Nesta hipdtese, propuseram a hipotese de uma microabrasdo na
mucosa e isto iria requerer a presenca de uma camada indiferenciada de células
proximas a camada basal que permitiria a invasao viral (ROBERTS, 2007). Neste
modelo também ha evidéncias da ligagdo do virus a membrana basal e,
posteriormente, progresséo do virus até o limite da base epitelial, e de Ia até o limite
da ferida, onde encontrara os receptores celulares. E possivel que a teoria de

exposicao de um epitélio tdo sujeito a progressao carcinogénica nao seja devido a



32

natureza do epitélio ser susceptivel a infeccdo per se, mas devido a presenca de
uma camada basal fina e imatura nas adolescentes e jovens mulheres, sujeita a
progressdo metaplasica. Estes modelos animais também propuseram a teoria de
que as glicoproteinas lamininas em especial do tipo 5 teriam um papel na adesao do
HPV na matriz extracelular, podendo entdo interagir com integrinas da superficie
celular (CULP, 2006). A figura 7 abaixo traz um modelo esquematico que resume o
processo de adesdo do HPV 16 na mucosa e o papel da laminina 5 (também

conhecida como laminina 332).
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Figura 7: Modelo tedrico para o HPV 16 de ligagao a glicosaminoglicanos de
superficie celular com posterior endocitose mediada por receptor. Neste modelo o
virus utiliza a laminina 5 além de outros dois eixos de ancoramento. Diversos fatores
sdo ativados tais como fator de crescimento da epiderme (EGFR), fator de
crescimento dos queratinocitos (KGFR) além de cascatas de sinalizagao celular com
fosfatidilinositol-3-P (PI13K) entre outros sinalizadores.

Fonte: RAFF et al., 2013

Nesta figura utlizou-se como modelo o HPV 16, que se liga aos

glicosaminoglicanos Heparan sulfato (HSPG), sendo que esta ligagao pode ser até
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mesmo em trés eixos: na membrana basal, na matriz extracelular e na superficie do
epitélio, usando a laminina 5. Nesta fase podemos ter a ativacdo de fatores tais
como o fator de crescimento da epiderme (EGFR) e/ou o fator de crescimento dos
queratinécitos (KGFR). Na sequéncia temos os fatores de crescimento em
associacdo com o Heparan sulfato ativando a cascata de sinalizacao celular através
da ativagao de segundos mensageiros Fosfatidilinositol-3-P (PI3K). Também ocorre
apods a ativacado pelo HSPG a uma mudanga na conformagdo nos virus, e isso &
facilitado pela ciclofilina B (CyPB), o que permitira a exposicdo de aminoacidos ao
residuo N-terminal de L2; na evolucéo da infeccdo deve-se destacar o papel da a-6
integrina que se liga ao HPV 16, o que vai desencadear uma segunda cascata de
sinalizagdo com ligagdo a anexina A2 heterotetrameto (A2t). Neste momento, ha o
gatilho para a endocitose dindmica do HPV mediada por clatrina, caveolina,
dominios de ligagao lipidicos, flotilinas e colesterol. A prépria ativagao do PI3K pode
estar associada ao fechamento das vesiculas endocitéticas e cisdo da actina. Uma
hipétese ainda a ser provada trata-se do papel das tetraspaninas na formacao de um
dominio de membrana que enriquece a ligagdo de moléculas associadas ao HPV.
Além disso, nesta teoria proposta, todos os receptores formam complexos unicos e
estdo unidos para uma agao integrada (RAFF et al., 2013)

Foi proposto que a resposta de anticorpos anti-L1, caso sejam neutralizantes,
pode parar o processo ainda em sua fase inicial da infecgdo. Se os anticorpos nao
forem eficazes, o processo de invasdo continuara (STANLEY, 2010). Sobre este
aspecto, devemos destacar o papel dos anticorpos protetores produzidos em
resposta a vacina profilatica para o HPV. Sabe-se que a vacina tera como
mecanismo de acdo a geracdo de anticorpos restritos ao tipo de HPV e,
teoricamente, neutralizantes contra a proteina L1. Quando comparamos a produg¢ao
de anticorpos pela infeccado natural e via vacinagao, ambas produzem anticorpos via
Linfécitos B. Estudo conduzido por Sherer e colaboradores (2016) permitiu comparar
a producao de anticorpos contra o HPV pela infecgdo natural comparados a
vacinagao. O estudo mostrou que a vacinagao eleva a producao de anticorpos de 24
até 930 vezes (média de 77 vezes) quando comparada com a infecgcao natural.

A figura abaixo contém o ciclo de vida celular usando como modelo um tipo
de HPV de alto risco
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Figura 8: A arquitetura do tecido epitelial escamoso normal e a expresséo das proteinas do
HPV apds a infecgdo. No tecido normal (a direita), as células filhas se dividem através da
célula tronco na membrana de base e se amadurece verticalmente sem outras divisdes; com
a introdugao do virus HPV nas células tronco (a esquerda) da camada basal ocorre a
expressao de proteinas virais ndo estruturais que passam a atrasar a diferenciacao celular,
que se torna incompleta. A produgéo dos virions ocorre nas camadas mais superficiais.
Além disso ha supressao do sistema de defesa através da deplecao do sistema de
apresentacgdo de antigeno
Fonte: adaptado de FRAZER, 2004

No entanto, caso a agdo dos anticorpos nao obtenha éxito, o processo
infeccioso vai continuar ocorrendo junto com a endocitose do virus. Posteriormente o
genoma viral vai ser transportado ao interior do nucleo da célula hospedeira, e tera o
auxilio da proteina do capsideo menor L2. Neste momento ocorre um ciclo inicial de
replicacdo do DNA, com amplificagdo do mesmo, atingindo 100 cépias do epissoma
nuclear. Trata-se de um processo lento de replicacdo que demora até 24 horas para
inicio da transcrigdo do genoma do virus que se da por uma fita de DNA. Além disso,
o fitness viral se mantém em baixa taxa replicativa com pequena expressdo das
proteinas E1 e E2, até que os queratindcitos do paciente infectado iniciem a divisdo

celular. Vale lembrar que a amplificacdo de DNA viral limitada inicial é sustentada
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pelas proteinas de replicagao viral E1 e E2. A proteina E2 viral liga-se aos seus
locais de ligagdo na origem de replicagdo viral, recrutando a helicase E1 viral
permitindo a replicag&o. Este inicio de replicagdo € explosivo, sendo depois seguido
por replicagcdo de manutengdo, durante a qual o genoma viral € mantido em um
numero de copias baixo e constante de células em proliferacdo de uma populacao
de células infectadas expandida inicialmente. (McBRIDE, 2008; STANLEY, 2010;
RAFF et al., 2013)

ApOs esta fase de produgéo de particulas virais, os genes E1, E2, E3 e E4
vao continuar a amplificagdo do genoma viral com montagem das particulas e
empacotamento viral das particulas infeciosas ocorrendo nas camadas superiores e
médias do epitélio cervical. Deve-se ressaltar que a liberagdo de novas particulas
virais completas na superficie ocorre sem a lise das células parasitadas O HPV pode
persistir no ambiente e permanecer infeccioso por pelo menos varios dias sem um
hospedeiro (MORGAN et al., 2017). Com a infecgdo mais produtiva, a expressao
dos genes virais necessarios para a replicagédo € controlada, com a replicagdo do
genoma viral ocorrendo aproximadamente uma vez por ciclo celular. No entanto, no
momento em que a proteina E2 se eleva, a expressdo dos genes E6 e E7 é
desativada e ocorre uma leitura na regiao tardia do genoma, resultando na
expressao dos genes tardios do HPV, L7 e L2. Além de regular a replicagdo, a
proteina E2 viral desempenha um papel fundamental durante a manutencéo,
garantindo que os genomas virais sejam fielmente particionados nas células-filhas.
Nas camadas superiores dos epitélios diferenciados, o DNA viral € amplificado para
um alto numero de cépias (Mc BRIDE, 2008; DORBAR, 2005).

Todo o processo descrito acima vai ser semelhante a todos os tipos de HPV,
com o mesmo padrao de reducdo de expresséo de genes E1, E2, E6 e E7 de forma
ao genoma estar sendo produzido em uma forma epissomal e mais lenta.
Entretanto, quando se delimitam os tipos virais relacionados ao desenvolvimento de
neoplasias, verifica-se que a ocorréncia dos canceres relacionados ao HPV trata-se
de um evento singular especifico de alguns tipos oncogénicos e cujo
desenvolvimento esta relacionado a perda do ciclo de vida do HPV. Neste sentido, o
préximo passo € a integragdo do genoma viral a célula hospedeira (WENTZENSEN
et al., 2004; DOORBAR, 2005, SNIJDERS et al., 2006).

Durante o processo de integragcdo o primeiro evento observado € a perda do

gene E4 e uma parte do gene E2. Com esta perda de fungéo, de forma consequente
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havera uma maior expressdao dos genes E6 e E7 e logo nao ocorrera o
amadurecimento das células hospedeiras com produgdo de virus (SCHEURER
TORTOLERO-LUNA & ADLER-STORTHZ, 2005; WENTZENSEN et al., 2004).

Logo, diferenciam-se as lesdes de baixo grau (neoplasia intraepitelial Grau [)
das lesdes de alto grau (neoplasia intraepitelial graus Il e lll) através dos aspectos
relacionados a fatores tais como perda de polaridade, maturagdo das células e
perturbacdo da arquitetura tecidual, associando-se a perda da capacidade de se
completar o ciclo reprodutivo do virus. No ciclo transformador (ou ndo produtivo),
nao acontece a expressao ordenada dos genes e o ciclo de vida normal do HPV néao
pode ser completado, resultando em infecgdo nao produtiva ou abortiva. O maior
risco de integracdo e consequente desenvolvimento de céncer ocorre como
resultado de infecgao persistente prolongada por muitos anos (RAFF, 2013).

Ou seja, para um potencial oncogénico se manifestar ha necessidade de
ativagao dos genes E6 e E7, os quais vao ativar uma série de proteinas reguladoras
do ciclo celular e genes supressores de tumor (BURD, 2016; DOORBAR, 2005). O
papel das proteinas virais que atuam sobre o ciclo celular é resumido na figura 9

abaixo:
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Figura 9: As proteinas virais e o ciclo celular
Fonte: FERRAZ et al., 2012.

De acordo com a figura, verifica-se uma intrinseca relagao entre os genes E6
e E7 e genes relacionados ao ciclo celular. Um dos exemplos trata-se do gene
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supressor de tumor p53, que possui como uma de suas fungdes atuar nas principais
vias de controle do ciclo celular, reparo do DNA e inducdo da morte celular por
apoptose, ao ativar a transcricido dos genes p16, GADD45 e BAX (ELEUTERIO
JUNIOR, 2006). Assim sendo o gene p53 trata-se de um “guardido” do genoma, pois
ele impede a transformacao neoplasica usando basicamente trés mecanismos:

1° Interrompe o ciclo de vida celular com células de DNA alterados;

2° Promove o reparo do DNA;

3° Instala a apoptose em células quando da n&o possibilidade de reparo de DNA.

A divisdo celular possui intrinseca relacdo com a acao deletéria dos
oncogenes do HPV e precisa ser estudada de forma mais amiude. Neste sentido,
sabe-se que em todas as fases da mitose ocorre uma cadeia de eventos sequencial
e dependente de fatores de crescimento, receptores celulares, ativacdo de diversos
mecanismos de transdug¢ao de sinal e de transcrigcdo de genes tais como c-JUN e c-
MYC. A fase G1 do ciclo celular possui regulagdo por meio das ciclinas, que se
associam aos complexos cinases-ciclina dependentes (CDKs) (GRAHAM, 2017).

Um papel importante na regulagéo o ciclo celular trata-se do gene pRB e sua
proteina pRB séo essenciais na progressao da fase de transicdo G1 para a fase S
do ciclo celular. Esta proteina possui relagéo intrinseca com a proteina de regulagéao
génica E2F que quando esta ligada a pRB permanece com sua acao bloqueada, e
portanto, o ciclo celular parado em G1. Entretanto com a ligagdo dos complexos
CDK ocorre hiperfosforilagdo da pRB com desligamento da E2F e continuidade do
ciclo celular (SINGH et al., 2010).

Nas células sem anormalidades, diversas proteinas fazem este papel de

controlar o ciclo celular. Trata-se dos inibidores de CDK (CDKIls), Sdo exemplos

destes inibidores a p21 e a p16'NK4, que bloqueiam a atividade dos complexos CDK
sobre a proteina pBR e assim ocorre parada do ciclo celular em G1, permitindo que
o0 DNA seja reparado antes de ser replicado (KLAES et al., 2001). Um outro gene
que possui estreita relagdo com pb53 trata-se do gene BAX que é responsavel pela
inducao de apoptose nas células de DNA lesado (WENTZENSEN et al., 2004).

A agao deletéria oncogénica dos genes E6 e E7 do HPV trazem
consequéncias danosas a JEC do hospedeiro. Por um lado, a proteina E6 esta
relacionada a degradacdo da p53 levando a desregulagdo de apoptose, evento
também guiado pela proteina promotora BAX que sofre degradacéo pela mesma EG6.

Este processo vai comprometer a integridade do DNA replicado, gerando
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instabilidade cromossomal, imortalizagdo, proliferacdo das células anormais com
progressao do tumor. Soma-se a isso a agao da E7, que inibira a atividade da pRB
que possui estabilidade de ligagdo com a proteina de transcricdo E2F. Entretanto a
inativagao da pRB levara a liberdade de agao de E2F, que por conseguinte resultara
em aumento de replicagdo do genoma infectado e transformado permitindo a
progressdo da doenca maligna. (GANGULY, 2009; KLAES et al., 2001). Vale
ressaltar que, nos ultimos anos, mecanismos adicionais de transformagdo vém
sendo descritos, onde a metilagdo de genes supressores de tumores do hospedeiro
podera gerar efeito equivalente ao do evento de integracdo (CARESTIATO et al.,
2018)

2.2.3 Mecanismo de agresséo e resposta do hospedeiro ao HPV

O mecanismo de agressédo celular e resposta do hospedeiro ao HPV estéo
intrinsicamente ligados a engenharia do genoma e a resposta imune, em especial a
fatores bioquimicos, histolégicos, imunolégicos, entre outros que vao mediar o
balango de agressao do virus em detrimento da capacidade de o sistema imune em
resistir. Entretanto ha ainda muitas questdes sobre este tema a serem respondidas e
que, a luz da imunologia, ainda dependem de comprovagdes, dada a dificuldade de
se trabalhar com a infecgao pelo HPV em modelos animais e in vitro, mesmo com 0s
avancgos destas técnicas nos ultimos anos (EINSTEIN, 2009).

Quanto as teorias a respeito do processo infeccioso e a consequente resposta
imune do individuo, ainda permanecem diversas controvérsias, dentre as quais
podemos destacar (STRICKLER et al., 2005):

e A real proporgdo de infectados pelo HPV que se curam por regressao
espontanea e a real carga da doenga;

e A quantidade de células infectadas que séo o gatilho para a progressao (ou
nao) da infecgéo viral;

e A proporcao real de casos de infecgdo cervical por HPV feminina que na
verdade s&o reativacao de infeccbes latentes ou sdo novas infecgdes;

¢ O conhecimento dos mecanismos imunes associados a infec¢ao pelo HPV na
mulher imunocomprometida e imunocompetente.

Independente das questdes tedricas relacionadas a resposta do hospedeiro a

infecgao pelo HPV, sabe-se que devido ao fato de o virus infectar camadas basais
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do epitélio cervical e isso ndo gerar viremia, os HPV escapam do sistema imune
circulante tornando a infeccdo estavel. Um exemplo é a replicagcdo nao litica,
impedindo a resposta imune inata em resposta a morte celular. Além disso, as
proteinas virais ndo sao expressas em niveis detectaveis até que ocorram fases
finais do ciclo biolégico do virus. Todas estas dificuldades, quais sejam a limitada
resposta imune inata e a menor expressao génica no epitélio basal, vao claramente
afetar a resposta imune adaptativa (EINSTEIN, 2009).

Neste sentido, o estudo Wakabayashi e colaboradores (2019) relacionou
fatores como a interagao entre o hospedeiro e a viruléncia do HPV na carcinogénese
e suas relacbes com o microbioma.

Neste estudo sdo descritos aspectos viroldgicos e genéticos, bem como
mecanismos de agresséao viral durante o processo de carcinogénese. Este n&o é um
fendmeno comum, depende do tipo do HPV (baixo ou alto risco) bem como dos
mecanismos de resposta do hospedeiro. Neste caso, fatores inerentes a menor
resposta imune ao HPV, tais como a falta e liberagao de citocinas pro-inflamatérias,
podem limitar a ativagdo dos macrofagos teciduais (WAKABAYASHI et al., 2019)

O sistema imune inato € a primeira linha de defesa e envolve barreiras fisicas
tais como a pele, e fatores soluveis tais como citocinas e fatores inflamatérios bem
como componentes celulares como células natural killer (NK), mondcitos,
macrofagos e células dendriticas. As células com invaséao tecidual pelo HPV podem
expressar fatores teciduais, tais como os fatores ND10, IFIT1, IFI16, APOBEC, entre
outros, que sao responsaveis por inibir diretamente a replicacdo do HPV.
Infelizmente o virus HPV consegue evadir destes mecanismos (PORTER, 2017).

Na mesma linha da resposta inata, as células também produzem alguns
receptores de recepcgdo de patégenos (PRRs), bem como a familia dos Toll-like
receptors (TLR). Um exemplo trata-se do TLR9 que € implicado no reconhecimento
de motivos de DNA ligados ao genoma do HPV, com agao pré inflamatdria de INF-1
(ZAUNER et al., 2010).

Entretanto, o HPV desenvolveu estratégias para evadir o sistema imune, e o
faz através dos genes E7 e E6, que reduzem a ativagao do fator de transcricao NF-
kB. Este ultimo tem a fungdo de ativar as citocinas IL-1, IL-6, TNF-a, INF-a e INF-b.
Os HPV 16 e 18 inibem, ainda, a transcricdo de citocinas e quimiocinas, tais como
CCLS5 e IL-1b. Vale ressaltar também os mecanismos de evasdo do HPV 16 através

dos produtos dos oncogenes E6 e E7 que diretamente realizam downregulation nos
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TLR9 (RICHARDS et al., 2015; YU et al., 2017; KARIM et al., 2011; HASAN et al.,
2007).

Do ponto de vista da resposta imune adaptativa, diversas células
apresentadoras de antigenos (APC) tais como os macréfagos, células dendriticas ou
algumas amostras de células de linfécitos B, podem expressar o MHC tipo Il e assim
proceder a apresentagcdo para os linfécitos T CD4 e desempenhando papel
importante na imunidade celular por meio de ativacdo de linfécitos CD3 e CD8
(Bashaw et al., 2017). A figura abaixo contém um resumo de todas as funcdes e
citocinas produzidas pelos genes do HPV.

E importante destacar o papel do HLA tipo C e HLA tipo E, os quais sofrem
downregulation pelo oncogene ES5. A falta da expressdo do HLA de classe |
acarretara em prejuizo da expressao das ceélulas NK e linfocitos T CD8 (ESPINOZA

& MINAMI, 2018)
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Figura 10: moléculas produzidas por agao dos genes do HPV e sua ag&o sobre o
sistema imune. As citocinas pro6 e anti-inflamatéria produzidas pelo hospedeiro em
resposta ao virus podem inibir ou induzir o sistema imune a um mosaico de
mecanismos que poderao refletir em cura ou escape viral com evolugao para o
processo de infegao persistente.

Fonte: WAKABAYASHI et al., 2019
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Entretanto, da mesma forma que ocorre em diversas doencgas infecciosas, o
fendbmeno dos polimorfismos de nucleotideo unico (SNP - single nucleotide
polymorphisms) também ja foi descrito na infecgdo pelo HPV e pode estar
relacionado tanto a fator de protegcao como fator de risco para a ocorréncia de maior
gravidade. Um exemplo trata-se da variante DRB1*1301 que esta associada a
menor risco de cancer de colo de utero; por outro lado, o alelo DRB1*1302 esta
ligado a maior progressao de NIC | para NIC Il/lll (CUZICK et al., 2000; SASTRE-
GARAU et al., 2004; MATSUMOTO et al., 2015).

Uma outra frente de estudos sobre o HPV e imunidade, trata da relag&o entre
este virus e o microbioma local. Ha forte evidéncia de que a infec¢ao pelo HPV e o
HIV podem se relacionar no contexto da reducdo da imunidade causada pelo HIV,
levando a mulher a desenvolver lesées pré-malignas e lesdes precursoras de
cancer. Entretanto o uso de terapia antirretroviral de alta poténcia para o HIV
(HAART) n&o melhorou a capacidade de clareamento do HPV e a reducao da les6es
pré-malignas (PALEFSKY, 2006; KELLER et al., 2006). Neste sentido, ja se sabe
que a infeccao pelo HPV reduz a frequéncia da bactéria simbionte Lactobacillus sp.
Além disso, diversos estudos comprovam que a presenga da fusobactéria Sneathia
spp. estda mais aumentada em mulheres com HPV e pode funcionar como
biomarcador da infecgdo. Logo, ja existem provas de que a microbiota intestinal
pode influenciar os desfechos do HPV podendo levar ao quadro de disbiose e este
para a displasia cervicovaginal e o desenvolvimento do cancer cervical
(BRUSSELAERS et al., 2018).



42

2.3 Transmissao, manifestagoes clinicas e fatores de risco

A infeccdo pelo HPV é universal, podendo acometer homens e mulheres. O
virus pode se instalar em qualquer regidao do corpo, desde que haja uma porta de
entrada, como microlesbées na pele ou mucosas. Portanto este virus tem como
mecanismo de transmissado primario qualquer tipo de intercurso sexual, e logo, as
mulheres sexualmente ativas, em especial as mais jovens, possuem no inicio da
vida sexual altas taxas de infecgdo. Assim, apos dois anos da sexarca, 50% das
mulheres ja apresentam teste positivo para a presengca do DNA de HPV
(FEBRASGO, 2016; BRASIL, 2018). Deve-se atentar que a transmissao raramente
ocorre por fomites. Entretanto, o HPV pode ser transmitido no canal de parto com
posterior ativacao de lesbes cutdneomucosas em recém-nascidos, bem como a
evolugao futura para papilomatose laringea recorrente. (BRASIL, 2018).

Da mesma maneira que o inicio da sua vida sexual € marcado pela maior
prevaléncia da infec¢do pelo HPV, a medida que a idade se eleva ha uma gradativa
reducdo da infeccdo por este virus com a idade, apresentando novo pico em
mulheres com cerca de acima de 50 anos, em especial com tipos oncogénicos tais
como o tipo 18 (GILLISON et al., 2014).

Ap0s instalada a infecgdo, esta pode permanecer assintomatica ou manifestar
lesdes sintomaticas, relacionadas a desfechos associados tanto aos tipos de baixo
como de alto risco do virus. As lesdes de baixo grau sdo associadas a infecgdes
benignas, tais como as verrugas e papilomas na pele e nos epitélios das mucosas
do hospedeiro humano, gerando os condilomas e papilomatoses. Por outro lado, os
genotipos de alto risco estdo associados aos tumores relacionados ao HPV (céancer
de pénis, cancer anal, cancer de vulva, cancer cervical, entre outros) (BURD, 2016;
DE VILLIERS et al., 2004; LETO et al., 2011)

Quando se delimita o tempo de contato com o virus para o desenvolvimento
da infecgado pelo HPV, sabe-se que o periodo de incubacdo médio pode variar de
acordo com o tipo viral, variando de dois a oito meses (tempo médio para
desenvolvimento de lesbes de verrugas genitais), mas pode demorar até 20 anos
entre a infeccdo pelo HPV de alto risco e o estabelecimento do cancer cervical.
Estudos apontam também a relacdo com a capacidade de persisténcia e o estado
imunolégico do hospedeiro (FEBRASGO, 2016; MANUAL DE INFECCOES
SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS, MS, 2018)
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A infeccao natural pelo HPV com a produgao de anticorpos nao neutralizantes
nao impede a futura infecgdo multipla por outros tipos de HPV. Tabagismo e
deficiéncias imunoldgicas, incluindo as causadas pela infec¢ao pelo HIV, alteragdes
na nutricdo, cénceres e drogas imunossupressoras, além de o uso de
anticoncepcionais orais e outras infec¢des sexualmente transmissiveis (IST) também
sao fatores predisponentes, entre outros. A figura 11 abaixo contém um resumo dos
principais fatores de risco para a infecgéo pelo HPV (CASTELLSAGUE & MUNOZ,
2003; MANUAL DE INFECCOES SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS, MS, 2018).

Fatores Associados Estabelecidos e Potenciais Envolvidos na
Carcinogénese cervical ALEM do HPV

Co-infecgao
com outras

s ~

Alta paridade

doengas
sexualmente

Anticoncepcionais transmissiveis

( ) Dieta
Tabagismo

( =

. Hormoénios
v endogenos
\/ ~
. atores
Cancer do genéticos

Colo do Utero

Figura 11: Fatores de risco para a carcinogénese
Fonte: CASTELLSAGUE & MUNOZ, 2003
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2.4 Epidemiologia HIV e HPV

2.4.1 Aspectos epidemiologicos da infecgéo pelo HIV no Brasil

A chegada do virus HIV no Brasil data do inicio da década de 1980, e sua
epidemiologia possui algumas diferengcas importantes no que se refere a logica da
notificacdo de casos da doenga AIDS instalada, em comparagdo a simples
notificagdo da pessoa que vive com o HIV. Assim sendo, devemos reconhecer que a
série histérica de casos de AIDS vem sendo monitorada em seus aspectos
epidemioldgicos desde 1986, ano em que se iniciou a notificagdo compulsoria desta
doenga. Por outro lado, a simples comprovagéo laboratorial da infecgdo pelo HIV ja
faz parte da Lista nacional de doencas de notificacdo compulséria desde 2014
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO HIV/AIDS, MS 2018; BENZAKEN et al., 2019)

De acordo com os dados da linha temporal, desde 1980 observa-se uma
tendéncia de queda dos numeros absolutos de AIDS, em especial nos ultimos cinco
anos. Do inicio da série histérica até a divulgacdo do ultimo boletim em 2019, ja
foram notificados cerca de 966.058 casos de AIDS, sendo a média anual de 39.000
casos notificada de 2013 a 2018. Em 2018 foram notificados 43.941 casos de
infeccdo pelo HIV, sendo que regido sudeste respondeu por 37,7% dos casos
notificados da doenga. No entanto tem sido verificada uma redugdo de casos de
AIDS desde 2013. Esta redugao também se observa nos indicadores de incidéncia
em que pese a redugdao de 17,6%, com achado de incidéncia 21,6/100.000
habitantes em 2008 em comparacéo a 17,8/100.000 habitantes em 2018. No entanto
devemos ressaltar que alguns estados apresentaram grande elevagéo de incidéncia
em comparagao a 2008: trata-se do exemplo do Acre, com 33% a mais de incidéncia
de casos em 2018 em comparagédo a 2008, conforme a figura 12 (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO HIV/AIDS, MS 2019; MONITORAMENTO CLINICO HIV/AIDS,
MS 2018).

Um dado epidemiolégico importante que deve ser visto de forma mais amiude
trata-se do elevado percentual de casos em individuos de 25 a 39 anos sendo que
de cerca de 53% de todos os individuos do sexo masculino estdo nesta faixa etaria,
apesar de nos ultimos 10 anos diversas outras faixas etarias masculinas terem

obtido elevagao de casos. Ha destacada tendéncia a elevagédo de casos em homens
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em comparagao as mulheres nos ultimos 10 anos, sendo a razdo de 26 casos em
homens para cada 10 casos em mulheres.

Outro dado epidemiolégico que vem reiterar esta maior tendéncia vista
anteriormente reporta o perfil de comportamento de risco dos individuos
soropositivos. Neste sentido o ultimo boletim de 2018 trata do percentual em 78,9%
de transmissdo sexual, sendo 40% a categoria predominante de exposi¢céao
homo/bissexual, em comparagdo a exposi¢cdo heterossexual (38,7%). Entretanto
verifica-se uma acentuada redugdo de casos de transmissdo por via drogas
injetaveis nos ultimos 10 anos (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO HIV/AIDS, MS 2019).

A despeito dos casos de infeccao pelo HIV ainda sem manifestacao da
doenca, os dados se elevaram desde sua obrigatoriedade em 2014 e hoje se situam
na média entre 40 e 45.000 casos anuais, tendo ja sido identificados cerca de
866.000 casos. Este numero pode se elevar devido a maiores instrumentos de
vigilancia para otimizar a sensibilidade do diagndstico com instrumentos tais como:
distribuicdo de kits de testes rapidos para gestantes com a Rede Cegonha;
implantagdo do protocolo “tratamento para todos”, iniciada em dezembro de 2013
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO HIV/AIDS, MS 2019; BENZAKEN et al., 2019).

Deve-se reconhecer também outros marcos importantes na luta contra a AIDS
no Brasil: a implementacdo gratuita dos HAART (sigla em inglés highly active
antiretroviral therapy), quais sejam os antirretrovirais de elevada poténcia aos
pacientes com AIDS em 1996 e a formalizacdo do uso de antirretrovirais em todas
as pessoas vivendo com AIDS independente de sua contagem de titulos de CD4,
em 2013. Por ultimo dentro da politica de “tratamento para todos”, destacamos a
combinacao de estratégias tais como: oferta de preservativos masculino e feminino;
oferta regular detestes rapidos de HIV e outras IST; e também a oferta de profilaxia
pré e pos exposigcao, todos com impacto na redugado de casos de HIV (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO HIV/AIDS, MS 2019; BENZAKEN et al., 2019)
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Figura 12: Taxa de detecgao de aids (por 100.000 hab.) e percentual de declinio ou
incremento, segundo UF de residéncia, por ano de diagnostico. Brasil, 2008 e 2018
Fonte: BOLETIM EPIDEMIOLOGICO HIV/AIDS, MS 2019

2.4.2 Aspectos epidemiologicos da Infec¢ao pelo Papilomavirus no mundo e Brasil

Em relacdo as IST, a infeccado pelo HPV é a doenca viral mais prevalente no
mundo. Estimativas de risco colocam a chance de um individuo adquirir HPV em 15
a 25% em cada nova parceria sexual e que 80% das mulheres vao ter contato e
adquirir o HPV em algum momento da vida, acarretando uma taxa de prevaléncia de
cerca de 11 a 12% da populagdo mundial, e em mulheres, taxas de 16 a 24%
(FORMAN, DE MARTEL & LACEY, 2012).

Em termos de prevaléncia de doengas sabe-se que 0,15 a 2% da populacéo
apresentam verrugas genitais e 2% a 5% das mulheres apresentam alteragbes do
Papanicolau provocadas por infecgao pelo HPV.

De acordo com o ultimo boletim epidemiolégico sobre HPV e seus desfechos
em todo mundo, publicado em 2019, estima-se que a populagdo mundial feminina a
partir de 15 anos seja da ordem de 2,784 bilhdes. Destes, sabe-se que existem em
todo mundo 569.847 casos anuais de cancer de colo do utero e 311.365 casos de
Obitos, taxa de incidéncia média de 13,1 casos/100.000 habitantes. (BRUNI et al.,
2019; WHO, 2017; Manual ISTs Brasil, 2018)



A distribuicdo mundial de casos de cancer de colo de utero por faixas

etarias é vista na Figura 13 abaixo:
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Figura 13: Epidemiologia mundial do Cancer de colo de utero por faixas etarias,
2018.
Fonte: BRUNI et al., 2019.
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Um aspecto importante a ser relacionado trata-se do relatério da OMS que
analisou a presenga do HPV e seu impacto em mulheres com citologia cervical
normal. Dados mundiais em 453.184 citologias testadas em que se pesquisou 0s
tipos 16 e 18 (que representam mais de 70% dos tipos responsaveis por doengas)
concluiram que as lesdes de HPV de alto grau correspondiam a mais de 50% das
amostras genotipadas, enquanto lesdes pelos HPV de baixo grau corresponderam a
ndo mais que 30% das amostras (BRUNI et al., 2019). A figura 14 abaixo contém um
mapa epidemioldgico das maiores prevaléncias de HPV em mulheres com citologia

normal.

Prevaléncia de HPV

>=24,6%
<24,6%

<16%

<11,4%

<8,9%

Sem informagdes

oooo@am

Figura 14: Prevaléncia de HPV em pessoas com citologia cervical normal
Fonte: BRUNI et al., 2019.

Quando delimitamos aspectos em relagdo a maior expressdo de um
determinado tipo viral em relagcdo a um outro, devemos ficar atentos que esta
epidemiologia molecular possui variagbes por paises e continentes. A figura 15

abaixo contém um resumo dos principais tipos virais encontrados nos continentes:
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Figura 15: Prevaléncia Global dos principais tipos de HPV presentes no cancer
cervical
Fonte: CROW JM, 2012

Em relacdo aos tipos menos comuns do HPV, ha estudos que correlacionam
a maior prevaléncia do tipo 45 na parte oeste da Africa. Por outro lado, os tipos 39 e
59 foram mais encontrados nas Américas Central e do Sul. (Bosch et al., 1995).

Quando delimitamos a populacao brasileira, a mesma publicacdo da OMS em
seu relatério de 2019 traz diversos resultados compilados obtidos de diversas
publicagdes nacionais e, neste sentido, cabem as seguintes reflexdes sobre os
nossos dados (BRUNI, 2019):

¢ A taxa de incidéncia de cancer cervical por 100.000 mulheres é da ordem de
12,2 casos em 2018;

e Uma revisao sistematica com 28 estudos brasileiros conduzidos entre 1995 e
2014 em todas as regides brasileiras demonstrou prevaléncia média da
infeccdo por HPV da ordem de 2,3 a 35% em mulheres com citologia normal;

e Quando delimitada a prevaléncia do HPV 16 em citologias normais nos
estudos brasileiros, foram selecionados 10 estudos de 1996 a 2014 e estes

apresentaram prevaléncia que variou de 0,5 a 14,5%;

Entre os estudos contidos no relatério da OMS destaca-se o estudo

conduzido por Carestiato e colaboradores (2006). Trata-se de um estudo de
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prevaléncia conduzido por 2 anos na cidade do Rio de Janeiro com 7.314
participantes homens e mulheres, sendo 5.833 mulheres que tiveram amostras
de esfregago vaginal obtidas para fins de estudo de captura hibrida de DNA e
Papanicolau. Os resultados obtidos mostraram que a Positividade do HPV em
44,9% da amostra feminina pela captura hibrida. Deste grupo a infecgéo por tipos
de HPV de alto risco foi na ordem de 25,5% e baixo risco em 5,1%. Os tipos

multiplos de alto e baixo risco em corresponderam a 14,3% da amostra.

2.5 Métodos diagndsticos do HPV

2.5.1 Colpocitologia oncética ou Papanicolau

Consiste na coleta de uma amostra da parte externa (ectocérvice) e outra da
parte interna (endocérvice) da cérvice uterina. Trata-se de um método simples, que
permite identificar desde células alteradas sugestivas de infecgdo por HPV até
lesdes malignas, através de coloragdo multicrémica de |aminas contendo células
cervicais esfoliadas. (CAD. BASICA, MS, 2013; FEBRASGO, 2016)

Para a coleta do material, € introduzido um espéculo vaginal e procede-se a
escamacao ou esfoliacdo da superficie externa e interna do colo por meio de uma
espatula de madeira (de Ayre). Caso a jungdo escamo colunar nao seja atingivel
pela espatula, utiliza-se também a escova endocervical.

A coleta devera ser feita pelo médico, durante avaliagao clinico-ginecoldgica
completa. Entretanto, o enfermeiro treinado realizara coletas regularmente, quando
esta agao contribuir para uma maior abrangéncia da prevencao.

Em um estudo desenvolvido no Instituto de Prevengao do Cancer (IPC), em
2009, no municipio de Fortaleza, foram aplicados a sensibilidade, a especificidade,
valor preditivo positivo (VPP) e negativo (VPN) para citologia. Os resultados obtidos
foram: sensibilidade de 89,8%, uma especificidade de 35,7%, VPP de 90,7% e VPN
de 33,3% (LIMA et al., 2012).

Devemos sempre nos atentar para a classificagdo referente a citologia
cervical disponivel pela nomenclatura do sistema de Bethesda, de 2001, e resumida

na figura 16 abaixo:
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Figura 16: Sistema de Classificagdo da Colpocitologia Oncética.

Fonte: FEBRASGO, 2016; SOLOMON et al., 2002

Quanto a periodicidade entre os exames de Papanicolau, diversos estudos
recomendam que, na presenca de um exame de colpocitologia oncética negativa em
mulheres de 35 a 64 anos, o intervalo para o proximo exame possa ser realizado em
trés anos. Esta premissa se baseia em estudos que avaliaram o efeito protetor do
Papanicolau na redugao da incidéncia cumulativa de cancer de cancer de colo do
utero apés um exame negativo, sendo os préximos realizados com 1, 2, 3, 5 e 10
anos. Assim, tem-se a tabela 3 abaixo que correlaciona o tempo entre o exame de
Papanicolau negativo e o percentual de incidéncia cumulativa de Ca de colo do
utero.

Tabela 3: Efeito do intervalo entre os exames de Papanicolau na redugéo da

incidéncia cumulativa de Ca de colo de utero

Intervalo entre os preventivos Reducéo na incidéncia cumulativa
1 ano 93%
2 anos 93%
3 anos 91%
5 anos 84%
10 anos 64%

Fonte: VAN OORTMARSSEN et al., 1992.

Em relagdo aos estudos que embasaram a relagdo entre a descoberta da

lesdo pré neoplasica e o desenvolvimento de carcinoma in situ, tem-se que o
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primeiro relato neste sentido tratou-se do estudo de Barron & Richart (1968). Estes
autores especularam que na auséncia de tratamento, o tempo médio entre a
deteccdo de uma displasia leve (ou NIC I) e o desenvolvimento de carcinoma in situ
é de 58 meses. Entretanto, no caso de displasias moderadas a severas (NIC Il/Il)
este tempo pode variar de 12 a 38 meses. (SAWAYA et al., 2001, NCI 2019).

2.5.2 Colposcopia

Os exames de Papanicolau com resultados alterados seguem o fluxo de
serem investigados de forma mais amiude no sentido de se delimitar a margem da
lesdo na zona de transformagdo. Logo usa-se o método da Colposcopia, exame que
detecta microcarcinoma de colo uterino, permitindo a avaliagédo histolégica por meio
de biépsia (CAD. BASICA, MS, 2013; MANUAL FEBRASGO, 2010)

Na rotina diaria de uma unidade de Saude, considera-se o seguinte fluxo de
encaminhamento para a colposcopia conforme figura 17 abaixo que relaciona as

principais indicacdes da Colposcopia:
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Resultados e Conduta
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Provavelmente nao Repeticdo da citologia em 6 meses
. Menor
Em células neoplasica (> 30 anos) ou 12 meses (< 30 anos)
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Figura 17: Indicagdes para o exame de Colposcopia a partir de resultados de

citologia

Fonte: CAD. AT. BASICA, MS, 2013
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A OPAS, em seu ultimo documento da agéncia internacional de pesquisa sobre o
cancer, elaborou um manual de seu grupo de rastreamento em que resume as
principais indicagbes para a colposcopia (SELLORS & SANKARANARAYANAN,
2020):

1. Colo uterino de aspecto suspeito

2. Ca uterino suspeito

3. Carcinoma invasivo na citologia

4. NIC 2 ou NIC 3 na citologia

5. NIC 1 que persiste por mais de 12 a 18 meses na citologia

6. NIC 1 a depender do protocolo local — conduta variavel

7. Qualidade insatisfatoria persistente na citologia

8. Infecgéo por HPV oncogénico

9. Acetopositividade na inspegao com acido acético (IVA)

10. Acetopositividade na inspe¢ao com acido acético e lente de aumento (IVA)

11.Resultado positivo na inspec¢éo visual com solugéo de lugol (IVL)

A técnica de colposcopia se aplica através de uma solucido de acido acético
a 3% no colo do utero, sendo este posteriormente examinado com uma luz filtrada
brilhante que, através do colposcépio, ha uma ampliacdo de 10 a 15 vezes, podendo
detectar displasia de baixo grau e alto grau, porém nao detecta doencgas
microinvasivas. Caso n&do seja encontrada nenhuma anormalidade ou se a JEC
inteira ndo puder ser visualizada, uma bidpsia de cone cervical é feita. (BURD, 2003;
FEBRASGO, 2010). A Figura 18 abaixo resume este exame:
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Figura 18: Exame de colposcopia.
Fonte: https://www.healthlinkbc.ca/health-topics/zm6105

Os principais achados da colposcopia e sao posteriormente confirmados na bidpsia
estado descritos na figura 19 abaixo:
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Figura 19: Achados na Colposcopia e confirmados em biopsia

Fonte: WRIGHT et al., 2002 Jr

2.5.3 Métodos moleculares

Devido a grande associagdo do HPV com os casos de Ca de colo de utero,
deve-se salientar que as técnicas que busquem a pesquisa do genoma por meio da
identificacdo do tipo sdo bastante relevantes. Com os avangos da biotecnologia, a
biologia molecular se torna uma grande aliada na identificagdo eficiente, rapida e
precisa do genoma viral (FEBRASGO, 2016; ASSUNCAO & CORREA, 2014).

2.5.3.1 Reagdo em cadeia por Polimerase (PCR) e suas variagbes

A Reagdo em Cadeia por Polimerase (PCR) é uma técnica molecular
tradicional empregada na identificagdo e genotipagem viral (ASSUNCAO &
CORREA, 2014). O objetivo desta técnica é de amplificar sequéncias especificas do
material genético disponivel. A PCR pode buscar a detecgdo do HPV bem como a
identificacdo do gendtipo infectante e para isso, diferentes alvos moleculares sao

empregados:
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a)PCR Genérica — usada para detecgcdo de HPV. Neste modelo sao
empregados primers (iniciadores) que buscam amplificar a regido conservada do
virus que no HPV é a regido L1 (ASSUNCAO & CORREA, 2014)

b)PCR especifica — nesta PCR, o objetivo é amplificar sequencias
especificas, usando primers especificos e complementares a regides variaveis, que
caracterizam cada genotipo viral. Quando falamos do virus HPV a regido usada esta
compreendida em E6 e E7. (FEBRASGO, 2016; ASSUNCAO & CORREA, 2014)

Existem outras técnicas que se constituem como variagdes do PCR e podem
ser empregadas, a critério, para a tipificagcdo do HPV também, e estdo descritas

abaixo:

1) RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) — o uso desta técnica em
conjunto com o PCR tradicional permite o emprego de um painel de enzimas de
restricdo para a genotipagem viral, identificando cerca de 40 tipos de HPV. Apds a
amplificagdo do DNA por uma PCR convencional, ocorre o processo de digestdo
enzimatica. As enzimas sao capazes de reconhecer sitios de restricao especificos e
clivados. O polimorfismo ocorre pelas diferengas individuais ao longo do material
genético viral, com diferentes pontos de corte, para as diferentes enzimas. Ao clivar
as moléculas, as endonucleases formam fragmentos com diferentes pesos

moleculares, evidenciados em gel de eletroforese (KANESHIMA et al.,2001)

2) Nested—PCR - Trata-se de uma técnica bastante sensivel pois se baseia na
premissa de se utilizar dois “rounds” de PCR, ou seja, pretende-se amplificar uma
sequéncia que ja fora amplificada anteriormente. Logo ao invés de um, o executor
utilizar-se-a de dois pares de primers diferentes. Na sua primeira etapa, utilizar-se-a
do par de primers consensuais preconizado (MY09/MY11), que se anela na regiao
L1 do HPV, produzindo um fragmento de 450pb. Esta regido entdo sera alvo da
amplificagdo, pois é considerada a mais conservada do virus HPV. O produto obtido
(amplicon) é submetido a uma nova PCR, entretanto, esta se utiliza do par de
primers interno a regido L1. GP5+/GP6+ que gera um fragmento de 150pb
aumentando, assim, o grau de especificidade da técnica. O produto final é exposto a
uma eletroforese em gel de agarose a 1,5% (SIRIAUNKGUL et al., 2008).
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25.3.2 Técnica do Microarranjo (Microarray)

A técnica de hibridizagdo por Microarranjo (microarray) também conhecido
como biochip é frequentemente utilizado nas anélises de epidemiologia molecular e
de genoma funcional. Trata-se de uma técnica em que se baseia na utilizagdo em
uma lamina de vidro (ou chip plastico) em que estédo dispostas em sua superficie, de
forma organizada e fixa, sequéncias de sondas que possuem a capacidade de se
hibridizar com a amostra, sendo esse fato oriundo do principio da
complementaridade (homologia do DNA) (GUINDALINI & TUFIK, 2007; AFONSO et
al, 2017).

Diversos laboratérios dispdem de varios protocolos de microarray, alguns
contendo 24 sondas, outros com a capacidade de identificagdo de até 32 gendtipos.
Os sistemas fornecem, de modo geral, dois conjuntos de iniciadores para
amplificagdo por PCR. Um baseado no sistema MY11/09 comumente usado e um
segundo, produzindo amplicons mais curtos de aproximadamente 150 pares de base
de comprimento. A combinacdo de ambas as reagdes de PCR garante elevada
sensibilidade e torna o ensaio adequado para a analise de tipos de HPV
(GUINDALINI & TUFIK, 2007; AFONSO et al, 2017). As analises podem mostrar
infecgdo unica ou multipla por tipos de baixo ou alto risco de HPV e isso sera

mostrado por esquema de cores conforme figuras 20 e 21 abaixo:
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Figura 20 — aplicacéo de até 8 amostras simultdneas no chip microarray
Fonte: AFONSO et al, 2017
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Figura 21 — painel de controle dos tipos de HPV de riscos alto, baixo e intermediario
Fonte: AFONSO et al, 2017

2.5.3.3 Analise critica sobre novo fluxograma proposto pela Febrasgo (2019)

No que se refere a importancia dos métodos moleculares frente ao
diagnostico da infecgdo pelo HPV, as Comissdes Nacionais Especializadas de
Patologia do Trato Genital Inferior (PTGI) e Ginecologia Oncoldgica da Federagao
Brasileira das Associacbes de Ginecologia e Obstetricia (FEBRASGO) entregaram
documento para a coordenacgao de Saude das Mulheres do Ministério da Saude em
2019.

Tratava-se de um manual de procedimentos e de orientagcbes estruturadas
com o sentido de se propor uma mudanca em relacdo ao atual sistema de
rastreamento do cancer de colo uterino através da insercao do teste de DNA —HPV
como primario, seguido da citologia oncética, e encaminhando mulheres positivas no
teste primario diretamente a colposcopia. A ideia partiu das seguintes premissas:

1) Apesar de o cancer de colo de utero ser o terceiro mais recorrente entre as
brasileiras, a despeito de discreta reducdo no numero de incidéncia e de ébitos na
ultima década tem-se apenas 20% dos casos sao diagnosticados no estagio inicial e
por meio do rastreamento;

2) 80% das mulheres nao participam do rastreamento, significando que existe baixa
cobertura na populacdo alvo ou baixa eficiéncia do programa vigente de
rastreamento;

3) Além disso muitas mulheres deixam para fazer os exames regulares em intervalos

muito longos;
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Logo a proposta da FEBRASGO para mulheres de 30 a 64 anos deveria ser
realizada primariamente a genotipagem para HPV. Quando negativa, a repeticao
deveria acontecer em cinco anos. Se positiva, a paciente deve ser encaminhada
para a colposcopia e outros tipos de citologia. Quando este grupo tiver teste de HPV
de alto risco negativado, o exame pode ser repetido em cinco anos. Ao contrario,
deve ser realizada a citologia. Se o resultado for negativo, ela repete o processo em
um ano. Ja em caso positivo, sera encaminhada para a colposcopia

Vale ressaltar que as informagbes estatisticas sobre a cobertura de
rastreamento acima foram passadas pela FEBRASGO mas nao representam os
dados oficiais obtidos pelo Sistema de Informacdes do cancer de colo de utero
(SisColo), do Ministério da Saude, uma vez que publicagées sobre o tema refutam
esta ideia de coberturas t&o baixas de rastreamento.

Um exemplo trata-se do estudo de Kneipp Dias e colaboradores (2010), da
divisdo de atencéo oncolégica do Ministério da Saude, em que pese a avaliagédo de
base nacional da qualidade e abrangéncia além de periodicidade dos exames de
Papanicolau como sistema de rastreio para a populagao. Os resultados indicam uma
oferta razoavel em nivel nacional dos exames de rastreio, porém ha uma relativa
ocorréncia de repeticoes desnecessarias de exames normais com forte intervalo
anual (43%); além disso, verificou-se a elevada ocorréncia de achados de atipia de
significado indeterminado. Sabendo-se que destes pacientes com atipias, 20 a 40%
apresentarao lesdo de baixo grau e de cinco a 15% les&o de alto grau o que pode
carregar de vieses a analise e condutas clinicas posteriores.

Um achado positivo trata-se dos resultados positivos da implantacdo do
SisColo. Houve positiva melhora no diagnostico de lesées NIC pré neoplasicas e
reducao significativa de lesdes invasivas.

Logo, do ponto de vista da analise critica, o fortalecimento e ampliagdo dos
instrumentos para oferta de exames de rastreio, treinamento da coleta e
processamento do Papanicolau, bem como as informagdes corretamente realizadas
pelo SiSColo poderiam fazer o diagnodstico precoce e reduzir a incidéncia de casos
de carcinoma invasor. Assim, se utilizarmos as premissas da OMS no que tange ao
estimulo do rastreamento precoce por meio do Papanicolau poder-se-ia evitar até
90% dos casos de carcinoma uterino invasor, desde que tenhamos cerca de 80% de
cobertura do preventivo naquela populagcado (KNEIPP DIAS 2010; GUSTAFSSON et
al., 1997).
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A titulo de controvérsia, o estudo de Monsonego e colaboradores (2015) traz
a luz uma proposta diferente. Trata-se de um estudo de prevaléncia de lesdes
precursoras de cancer de colo de utero em mulheres de idade maior ou igual a 25
anos nos EUA. Neste artigo, a proposta dos autores era avaliar o poder de elevagéo
da sensibilidade que a combinacédo de citologia e métodos moleculares poderiam
fazer na deteccdo precoce das lesdes de colo de utero. Desta forma, em 40.901
mulheres triadas, a idade média foi 41,8 anos; somente 1,2% das mulheres eram
vacinadas para o HPV e a maioria das mulheres (90,9%) tinham feito citologia ha
mais de cinco anos. Uma curiosidade do estudo € a decisao de se procurar a analise
genotipica nas mulheres negativas para a citologia e positivas ao HPV, estas
amostras eram encaminhadas a colposcopia e bidpsia; cerca de 10,2% dos HPV
encontrados eram de alto risco, em especial os tipos 16, 52 e 18 em ordem
decrescente. Os autores recomendam o uso da combinagao da citologia com o teste
molecular para mulheres acima de 30 anos com intervalo de cinco anos da ultima

citologia cervical.
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2.6 Vacinas para o HPV - Imunologia, indicagao e posologia
2.6.1 Vacinas Contra HPV — Modelos baseados na Resposta imune ao Virus

O conhecimento sobre os mecanismos de resposta imune inata e adaptativa
ao HPV no organismo humano, mais amiude no epitélio cervical trata-se do grande
alvo de estudo para o desenvolvimento de vacinas contra o HPV, em que se
destacam dois mecanismos de agado dos imunobiolégicos: as vacinas profilaticas e
terapéuticas. Apenas as vacinas profilaticas estdo licenciadas para uso atualmente
(ZARDO et al, 2014).

Neste sentido, é valido acrescentar informagdes sobre o quanto a eficacia
da vacina profilatica contra o HPV possui relagdo direta com a imunogenicidade.
Neste aspecto, a figura abaixo retirada de um artigo de revisao sobre o tema retrata
fielmente os trés momentos da infeccao pelo HPV e o papel a ser desempenhado
pelas vacinas no sentido de “bloquear” as tentativas virais de invasdo (EINSTEIN,
2009).

A Incident HPV infection B Persistent infection C Vaccine-induced protective response
-~ Viralload A

— Innate response
Cytokines/chemokines

— T-cell-mediated response

— Becells and anti-L1 antibody
concentrations

Host response
Antibody response (log,,)

o)

R

! »
T Time/HPV persistence T Time/HPV persistence g TT T Time

v

Figura 22: Modelos da reposta imune ao HPV e mecanismo de prote¢ao vacinal
(a)Grafico que relaciona a resposta imune no eixo y através da forte mediagao da
imunidade inata, com clareamento viral, que reduz a carga viral e pode acontecer
mesmo sem a reposta adaptativa conforme linha do tempo da resposta imune no
eixo x. (b) modelo de resposta imune que culmina com infecg¢ao persistente pelo
HPV quando a replicacdo do DNA do HPV sobrepde-se sobre a capacidade imune
de fazer o clareamento viral. (c) mulheres vacinadas para HPV apresentam resposta
imune elevada e sustentada de anticorpos.
Fonte: EINSTEIN, 2009
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De acordo com a figura 22, que representa uma hipétese do mecanismo
imune geral de resposta ao HPV na mulher, o grafico A vai refletir as agcbes do
sistema imune frente a uma primo-infeccéo pelo HPV, em que pese a resposta
imune inata inicial que podera conseguir (ou n&o) limitar a carga viral e participara do
clearance viral sem ativar a resposta adaptativa. Entretanto, parte do ciclo de vida do
HPV esta relacionada a sua capacidade de evadir o sistema imune, mais
notadamente a evaséo das células dendriticas e de Langherans, em uma habilidade
de se replicar sem induzir apoptose, ou seja, em um ciclo nio litico, e resultando em
sinais inflamatdrios locais, mas que terdo limitada capacidade de eficacia frente ao
virus, o que inevitavelmente resultara persisténcia viral (STANLEY, 2010).

Ora, em caso de persisténcia da infecgdo oncogénica, representada na
figura pelo grafico B, temos a resposta imune do hospedeiro ja incapaz de controlar
a infeccdo e a carga viral sobe além do controle, e a concentragdo do virus se
sobrepbe a capacidade de o sistema imune de se fazer atuar na carga viral.
Entretanto neste momento ja temos a desregulacéo de diversos mecanismos imunes
que facilitam a replicagdo e a transformacéo oncogénica viral. Felizmente conforme
o grafico C nos mostra, quando ocorre a vacinagao contra o HPV, ocorre resposta
imune adaptativa com aumento rapido e sustentado de anticorpos a partir de um
més apos a primeira dose, em especial quando a vacina possui adjuvantes
(EINSTEIN, 2009).

Em suma, a fungdo das vacinas profilaticas € o de estimular a resposta
humoral, baseada no contato com “particulas semelhantes ao virus” ou virus-like
particles (VLP), os quais sdo estruturas semelhantes a “conchas” vazias sem o DNA
do virus que carregam consigo a proteina L1. A expressdo da proteina L1 do
capsideo viral gera essas VLP, que séo utilizadas como principal fonte de antigenos
para vacinas profilaticas e s&o produzidos no sistema de expressao da
Saccharomyces cerevisiae em conjunto com o adjuvante escolhido. As vacinas
impedem a infeccdo pelo HPV de forma precoce, através da liberagdo dos
anticorpos, induzidos pela vacinagdo, na mucosa genital (VILLA et al, 2005). Os
anticorpos que se ligam a proteina L1 se dividem em duas classes distintas: Os
anticorpos monoclonais L1 que podem prevenir a ligagdo do virus a matriz
extracelular ou a célula epitelial. Além disso, a vacinagédo permite que os VLP gerem
anticorpos (ao menos 10 vezes maior que os gerados pela infecgdo natural) que

fazem a interacao entre os virions e a célula. Essa é a fungao deste anticorpo, que
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vai impedir que o virion se ligue a receptores celulares e faga o processo de invasao
(HARPER et al, 2008, OLSSON et al, 2007; PAAVONEN et al, 2007; STANLEY,
2006)

A antigenicidade para as vacinas profilaticas & garantida pela proteina L1 do
capsideo. O conhecimento sobre o mecanismo de ligagcdo dos epitopos dos
anticorpos foi provado através do estudo de Ludumerer e colaboradores (1997).
Neste estudo foi construido um ensaio sobre a capacidade de ligagado a particulas
virais através de modelos de anticorpos monoclonais especificos para tipos de HPV.
Foi demonstrado neste trabalho que ha uma regido especifica de aminoacidos
dentro do epitopo do anticorpo em especial na regido entre a glicina-131 e tirosina
132, mas que ha possibilidade de ligagdes residuos de aminoacidos proximos e que,
se houver alguma substituicdo de aminoacidos na sequéncia, isso vai alterar a
ligagao ao virus, reduzindo-a.

Logo, ha um debate sobre a imunidade viral ser altamente especifica para a
espeécie, e ha apenas protecdo cruzada limitada, mesmo para tipos dentro da
mesma espécie viral. Neste caso quando avaliamos as vacinas profilaticas
disponiveis licenciadas no mercado, apesar destas vacinas produzirem anticorpos
de alto titulo restritos a alguns tipos virais, estes se encontram somente dentro do
género Alphapapillomavirus. As vacinas atuais nao protegem contra tipos
pertencentes a géneros diferentes. Neste sentido, existem esfor¢os para se ampliar
0 universo de vacinas preventivas contra o HPV. Uma abordagem alternativa trata-
se da construgdo em modelos animais de vacinas derivadas de L2 (proteina do
capsideo menor), que a despeito de induzirem anticorpos de titulos mais baixos,
possuem capacidade de geracdo de anticorpos para tipos de PV heterdlogos.
(SCHELLENBACHER et al., 2017).

Idealmente, devemos recomendar a vacinacdo, que deve ser preventiva,
antes da infecgao pelo intercurso sexual. Desta forma, o sistema imune reconhece a
particula L1 como virus-like (VLP) e, supostamente, evita a infeccdo antes que
ocorra invaséo do virus na célula e a doenga se estabelega (BRAGAGNOLO, 2010;
ROSA, 2009; NADAL, 2006).
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2.6.2 Vacinas Contra o HPV — Vacinas licenciadas, eficacia / efetividade e

Programas de Vacinagao no mundo

A Figura 23 abaixo contém uma visao geral sobre o status dos programas

nacionais de vacinagao de HPV em todo mundo.

Nacional
Algumas regides
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Figura 23: Distribuigdo mundial dos programas de vacinagao para HPV.
Fonte: BRUNI et al., 2019

No Brasil, as vacinas aprovadas contra o HPV s&o as vacinas quadrivalente
para o HPV (4vHPV), que protege contra os tipos 6, 11, 16 e 18 e € conhecida
internacionalmente como Gardasil® (laboratério Merck®) e a vacina bivalente
(2vHPV), que protege contra os tipos 16 e 18 e é internacionalmente conhecida
como Cervarix® (laboratério GSK®). Mais recentemente foi aprovada para uso no
Brasil, mas ainda sem comercializa¢do, a vacina nonavalente contra o HPV (9vHPV)
também do laboratério Merck®, que se constitui de uma evolugdo da 4vHPV e
contém tipos adicionais 31, 33, 45, 52, 58. Elas induzem a forte resposta humoral
com geragao de anticorpos protetores (ROSA, 2009; NADAL, 2006; MERCK, 2015).

A 2vHPV é preparada com o “Adjuvant System 04” (AS04), que é composto por

uma combinacédo de 3-O-desacil-4'-monofosforil lipido A (MPL), que é agonista de
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receptores Toll-Like do tipo 4 (TLR4), e hidréxido de aluminio. Os receptores Toll-

Like (TLR) sao proteinas transmembranas importantes para a deteccdo e

reconhecimento de patdgenos e para a geragao de sinais que levam a producéo de

citocinas pré-inflamatérias. O AS04 demonstrou induzir respostas imunes celulares e

humorais mais elevadas do que as VLP formuladas apenas com sais de aluminio,

com na Gardasil (MERCK, 2011). Desta forma, essa vacina demonstrou induzir
respostas imunes celulares e humorais mais elevadas do que as VLP formuladas

apenas com sal de aluminio (DIDIERLAURENT et al., 2009; EINSTEIN et al., 2011).

Existem dois mecanismos distintos de protecdo por anticorpos policlonais L1
especificos. (EINSTEIN et al., 2011)

a) Niveis de anticorpos elevados levam a formagao de capsideo viral revestido com
imunoglobulina, evitando que este interaja com a superficie celular.

b) Niveis inferiores de anticorpos evitam as mudangas conformacionais necessarias
para a entrada do virus, apesar de permitirem a associacdo do capsideo viral a
superficie da célula.

A 4vHPV induz a producéo de anticorpos anti-HPV tipos 6, 11, 16 e 18, o0 que
representa cerca de 90% dos casos de cancer de colo de utero. Por induzir a
producao de anticorpos anti-HPV 6 e 11, esta vacina também previne verrugas
genitais. Além do cancer de colo uterino e condilomas genitais, supde-se que a
Gardasil® evite neoplasias intraepiteliais cervicais benignas (BRAGAGNOLO, 2010;
NADAL, 2010). Além disso a 4vHPV é segura, tolerada e altamente imunogénica,
além de possuir eficacia de 100% na prevengao de lesdes precursoras do cancer do
colo do utero (LINHARES, 2006). Segundo Borsatto (2011), a vacina também
proporciona discreta protegdo cruzada (em torno de 59%) contra os tipos 31 e 45.
Tal possibilidade acontece devido a similaridade tipos de HPV na arvore filogenética,
mas esta possibilidade vem sendo questionada.

A tabela abaixo contém o comparativo entre as trés vacinas licenciadas no

mercado:



66

Tabela 4: Comparativo entre as vacinas profilaticas para HPV licenciadas no

Brasil

da

(ano de registro)

Nome Vacina

Cervarix® (2008)

Gardasil® (2006)

Gardasil 9° (2017)

Antigeno L1 VLP do HPV 16 e L1 VLP dos HPVs 6, L1 VLP dos HPVs 6,

18 11,16 e 18 11, 16, 18, 31, 33,
45, 52 e 58

Sistema de Sistema de S. cerevisiae S. cerevisiae

Expressao VLP expressdao do vetor
Baculovirus

Adjuvantes (mg) AS04; MPL (50); Sulfato hidroxifosfato Sulfato hidroxifosfato
hidréxido de de aluminio amorfo de aluminio amorfo

aluminio (500)

(225)

(500)

Indicagao Mulheres a partir de Mulheres e homens Mulheres e homens
9 anos de idade de 9 a 45 anos de 9 a 45 anos

Posologia 2 ou 3 doses de 9-14 2 ou 3 doses de 9-14 2 ou 3 doses de 9-14
anos; 3 doses a anos; 3 doses de 15- anos; 3 doses de 15-
partir de 15 anos 45 anos 45 anos

Fabricante GlaxoSmithKline® Merck® Merck®

Fontes: WANG et al., 2020; HARPER & DeMARS, 2017

Embora as empresas recomendem trés doses das vacinas, diversos programas
Nacionais de Imunizagdo ja utilizam em seus calendarios oficiais a posologia de
duas doses com intervalo de seis a 12 meses em adolescentes menores de 15 anos
e sem imunodeficiéncia. Este esquema é fortemente amparado na literatura, que
atesta que nesta populacdo nédo houve reducdo de producdo de anticorpos
protetores no esquema de duas ou trés doses (MEITES et al., 2016; BERGMAN et
al., 2019).

Desde o licenciamento das principais vacinas contra o HPV diversos estudos
vém demonstrando a efetividade (isto é, o desempenho das vacinas no mundo real),
desde os estudos classicos realizados na Australia, o primeiro pais a implantar um
programa publico e abrangente de vacinagao (READ et al., 2011; BROTHERTON et
al, 2011) até os mais recentes estudos da Coréia do Sul e Suécia.

Por um lado, o estudo coreano avaliou o impacto da implantagao da vacina em

meninas de 12 anos gratuitamente pelo programa publico de vacinagao iniciado em
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2016 e anteriormente para mulheres com redugdo de custo (sejam as vacinas
2vHPV ou 4vHPV) e diversos indicadores foram avaliados como cobertura vacinal,
bem como hesitagdo vacinal, eventos adversos. Ocorre que os estudos de
efetividade que foram sendo conduzidos nos anos seguintes em busca de dados tais
como gendtipos de HPV relacionados a vacina mostraram que, na populagado de
mulheres vacinadas comparadas as nao vacinadas, a prevaléncia de HPV 16 e 18
neste grupo foi da ordem de 11% e 17%, respectivamente, diferenga que se mostrou
estatisticamente significativa. Outros indicadores foram também interessantes, entre
eles o fato de que a vacinacao antes da iniciacdo sexual se caracterizou por ser
mais efetivo do que apds; além disso a modificacdo de protocolo para a idade de 12
anos elevou a cobertura vacinal para quase 70% (GARLAND, 2020).

Outro estudo recente trata de avaliagao da efetividade da 4vHPV através de
registro de base populacional para avaliar a efetividade da vacina na redugao da
incidéncia cumulativa de casos de cancer cervical no periodo de 2006 a 2017 até o
31° aniversario da mulher. Sabe-se que a Suécia iniciou um ousado programa de
vacinagdo com a 4vHPV inicialmente de forma subsidiada para meninas de 13 a 17
anos de idade em 2007; posteriormente este pais adotou um programa de vacinagao
em esquema de “catch-up” para meninas de 13 a 17 anos de idade, bem como um
programa regular de vacinagao nas escolas para a coorte de 10 a 12 anos de idade
continuamente. Este artigo incluiu na analise um montante de 1.672.983 meninas e
mulheres de 10 a 30 anos de idade. Deste quantitativo, 527.871 receberam ao
menos uma dose da vacina. Quando se ajustaram os grupos etarios vacinados e a
incidéncia de cancer posteriormente, vé-se que as mulheres vacinadas mais aos 17
anos apresentaram incidéncia de 47 casos de cancer por 100.000 pessoas,
comparada com 94 casos para 100.000 pessoas em ndo vacinadas quando estas
completavam 30 anos. Entretanto quando se visualizaram as coortes vacinadas
antes de 17 anos a incidéncia de cancer aos 28 anos era da ordem de quatro casos
/ 100.000 pessoas, demonstrando que a vacina é efetiva e reduz a incidéncia de
cancer (LEI et al., 2020). A Figura 24 abaixo obtida do artigo comprova esta

reducao:
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Figura 24: Incidéncia cumulativa do cancer cervical invasivo de acordo com o status
vacinal para o HPV: ndo vacinadas (linha cheia); vacinadas de 17-30 anos;
vacinadas menores de 17 anos de idade

Fonte: LEI et al., 2020. Disponivel em www.nejm.org

2.6.3 Vacinas contra o HPV - eficacia e efetividade Na Populagao HIV Positiva

A populacado HIV positiva, devido ao seu grau de imunossupressao, deve ser
avaliada quanto aos aspectos da imunizacao frente ao HPV de forma mais amiude,
devido a caracteristicas que tornam este grupo mais vulneravel a infec¢ao pelo HPV,
nao apenas do ponto de vista quantitativo, mas também referente ao aspecto de
tipos de HPV fora do usual para a populagdo imunocompetente. Existem diversas
teorias sobre este processo. Algumas explicagdes imunologicas para este desfecho
podem ser relacionadas a efeitos negativos do HIV sobre a capacidade da resposta
das células T, B e natural killer (LACEY, 2019).

Outra teoria que possivelmente explica a susceptibilidade imune das pessoas
que vivem com HIV trata-se de um subconjunto das células dendriticas conhecidas
como células dendriticas plasmocitoides (PDC), um grupo especial de células que
fazem a ponte entre as respostas imune inata e adaptativas, de forma que em
pacientes soropositivos a quantidade e a funcao destas PDC estdo comprometidas,
independente da quantidade de CD4 (EINSTEIN, 2009).
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Baseados nestas teorias, ja existem alguns estudos sobre eficacia e efetividade
de diversas vacinas em populacdes HIV positivas que demonstram menor eficacia e
efetividade de destes imunobiologicos nesta populagdo especifica. Mesmo
individuos que estejam em supressdo da resposta imune (IRUNGU et al., 2013;
COHEN et al., 2014).

Quando levantamos os artigos que avaliaram a eficacia e efetividade das
vacinas de HPV sobre a populacido feminina soropositiva para o HIV, verificamos um
numero limitado de estudos que devem ser lidos com cautela, pois ha uma série de
variaveis a serem consideradas, entre elas o grau de imunodepressdao desta
populagcdo, o tempo de inicio da terapia antirretroviral apdés descoberta do
diagnostico. Vale lembrar que muitas mulheres podem ter iniciado o esquema
HAART antes de 1998 e, desta forma, a carga viral e o nivel do CD4 podem indicar
uma maior imunodepressao, permitindo estimar uma menor eficacia e efetividade em
face de adolescentes que iniciaram apés o esquema HAART (LACEY, 2019).

Neste sentido, o estudo canadense de McClymont e colaboradores (2020)
recrutou adolescentes e mulheres soropositivas ao HIV de 14 clinicas que atendem
esta doencga no pais. Eram critérios: ndo ter sido vacinada para o HPV, ter acima de
nove anos, € nao estar gravida. O estudo avaliou as pacientes em oito visitas
sequenciais e neste periodo elas receberam as trés doses da 4vHPV. Durante as
visitas as meninas e mulheres tiveram coleta de amostras de secreg¢ao vaginal para
pesquisa de DNA viral nos meses 0-6-12-18-24 meses. Durante a analise, 420
individuos foram seguidos, sendo 279 foram incluidas nos critérios. Os resultados
demonstraram que especialmente as mulheres HIV positivas foram as mais afetadas
pela persisténcia viral, demonstrando que a possibilidade de falha vacinal € uma
realidade na populacédo HIV, em comparagao as mulheres HIV negativas. Entretanto,
quando comparadas as mulheres vacinadas com as nio vacinadas HIV positivas, a
perspectiva de protecao e persisténcia de DNA para uma nova aquisicdo na mulher
vacinada é menor mostrando que sim, ha um beneficio. Ndo foram desenvolvidas
lesdes do tipo NIC no periodo, mas elas podem ser de longa evolugdo, além de dois
anos. Um outro fator a ser considerado trata-se dos niveis de CD4 das pacientes
que devem ser observados de forma mais amiude, pois a reduzida imunidade pode
ter relagdo com persisténcia de DNA para o HPV (McCLYMONT et al., 2020).

Uma metanalise mais recente publicada pela biblioteca Cochrane revisou

diversos estudos sobre a vacinacao para o HPV, em especial sobre o esquema de
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doses para ambas as vacinas 2vHPV ou 4vHPV. Entretanto quando se revisaram os
estudos sobre a eficacia da vacina para a populacdo HIV positiva, foram avaliados
sete estudos clinicos randomizados os quais, de forma geral, demonstraram que
ambas as vacinas apresentaram respostas robustas de anticorpos as vacinas sejam
elas 2vHPV ou 4vHPV e esta resposta imune se mantinha elevada apds dois anos.
Entretanto, os desfechos de segurancga, eficacia e experiéncia pratica da vacina em
mulheres e homens que vivem com HIV ainda convivem com incertezas e
imprecisbes (BERGMAN et al., 2019)

Uma questao para o debate sobre a melhor vacina para a populacao feminina
que vive com HIV tem mobilizado autores de metanalises, bem como os artigos de
revisdo. Trata-se de alguns resultados que demonstram através de estudos de
eficacia, que a imunogenicidade ao HPV é reduzida quando maior € a replicagao do
HIV, bem como alguns anos apds a vacinagédo com a 4vHPV ocorre uma modesta
memoria de células B com producgdo de anticorpos, o que demonstra a possibilidade
de uma 42 dose um desafio no futuro (MOSCICKI et al., 2019; ELLSWORTH, 2018).

Outra abordagem que tem sido analisada nos ultimos anos trata-se dos
estudos comparativos de eficacia das vacinas 2vHPV e 4vHPV na populagdo que
vive com HIV. Neste sentido a presencga do adjuvante AS04 poderia ser um aditivo a
mais na imunogenicidade da vacina Cervarix® em comparagio a vacina Gardasil®,
que apenas possui aluminio. Um estudo sueco comparando 91 homens e mulheres
soropositivos ao HIV, randomizados para ambas as vacinas, demonstrou apés um
ano uma diferenca importante de soroconversao para ambas as vacinas: enquanto a
vacina Cervarix®, 100% das pessoas tiveram anticorpos protetores para os HPV 16 e
18, na vacina Gardasil®, mais de 95% soroconverteram para os tipos 6, 11, 16, mas
apenas 73% para o tipo 18. Por ultimo, ambas as vacinas apresentaram reacoes
cruzadas para outros tipos de HPV, mas a Cervarix teve um numero maior de
anticorpos reagindo contra tipos heterélogos (31, 33, 35, 45, 56, 58) em comparagéao
a Gardasil® (FAUST et al., 2016).

Pelo fato de Campos dos Goytacazes ter sido a primeira cidade do Brasil a
disponibilizar a disponibilizar a 4vHPV quatro anos antes do Ministério da Saude
para um quantitativo tdo grande de meninas, n&do existe outra cidade brasileira que
tenha tamanho numero de amostras para se realizar um estudo deste nivel. Nao
existem muitos trabalhos como este em paises em desenvolvimento. Além disso,

quando da introducdo da vacina em toda a populacdo, houve também a decisao
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prioritaria de vacinar HIV positivos até 26 anos, antes mesmo da autorizacdo do MS.
Assim, 0 nosso € um trabalho inédito no Brasil para este grupo vulneravel e desta

forma justifica-se o estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estimar a frequéncia dos gendtipos de HPV em amostras do colo do utero de
MVHA atendidas no programa municipal CEDIP (antigo programa DST/AIDS) do
municipio de Campos dos Goytacazes-RJ, antes e apdés a 4vHPV, associando
dados epidemiologicos e laboratoriais das pacientes portadoras de HIV néo

vacinadas atendidas no mesmo programa municipal.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a carga de infeccdo pelo HPV através da Reagdo de Cadeia pela
Polimerase (PCR) usando primers genéricos MY09/11 e tipificagdo molecular
através da identificagdo dos tipos de HPV pela Hibridizagdo em Microarranjo —
antes da vacinagao e, no minimo, dois anos apoés a primeira tipificagao viral,

o Estabelecer os achados da tipificagcdo viral com variaveis quantitativas e
qualitativas, a fim de determinar a relagao entre a maior infeccéo pelo HPV e
indicadores de maior gravidade e risco na paciente HIV positiva.

e Estimar o beneficio da vacinagao contra o HPV nesta populagao
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4 METODOS

4.1 Caracterizagao da populagao do estudo

Morro
do Céco

Vila
Nova

Rio Paraiba
do Sul

Figura 25: Mapa do municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil

(Disponivel em www.campos.rj.gov.br)

O municipio de Campos dos Goytacazes é a principal cidade do interior do
Estado do Rio de Janeiro (figura 25), o principal produtor nacional de Petrdleo.
Possui 4.032 quildbmetros quadrados distribuidos em areas urbanas e rurais com
uma populacdo estimada de 511.168 habitantes e cerca de 240.000 mulheres
(IBGE-2020), sendo a maior fora da regiao metropolitana do Rio de Janeiro, com

aproximadamente 280.000 propriedades.
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4.2 Tipo de estudo
Estudo de coorte prospectivo com intervencdo, de prevencado, nao

randomizado, controlado, simples cego.

Critérios de inclusao
e MVHA maiores de 18 anos de idade
e Ser atendida no programa municipal CEDIP

e Aceitar participar das coletas seriadas

Critérios de exclusao
e Pacientes com falta de resultado do exame de HIV na coleta da
amostra
e Participantes com auséncia de resultados de exames de Papanicolau

e Amostras inadequadas para analises

4.3 Riscos

Por se tratar de um estudo de intervengao, os possiveis riscos séo inerentes
aos procedimentos realizados nas pacientes, entre o0s quais possiveis
intercorréncias na coleta do preventivo/PCR, e as reagdes adversas a vacina

aplicada apds a coleta do Papanicolau/PCR.

4.4 Beneficios

A caracterizacao do tipo de HPV nas pacientes de interesse no estudo
permitira conhecer a dimensao da doenca na populacdo soropositiva de modo a
entender o real impacto que a vacinagdo tera nesta populagdo, além de
correlacionarmos dados da literatura sobre a infecgdo causada por multiplos e raros
tipos de HPV e a relagcédo entre os diversos fatores de risco na geracdo de doenca

imunoprevenivel.

4.5 Instrumentos e procedimentos para coleta de dados

a) Entrevista no momento da entrada no estudo com entrega ao participante do
estudo do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), o qual foi lido,
debatido e assinado pelos participantes do estudo;

b) No momento de entrada da participante no protocolo, o TCLE foi assinado. Apos



75

0 exame ginecoldgico com médica especialista, houve coleta da amostra;

c) formagao de dois grupos dentro da populagao de estudo HIV positiva:

Grupo 1 - Negativo na PCR para HPV e todos os resultados negativos no teste de
Papanicolau (PAP)

Grupo 2 - Positivo em PCR para HPV e/ou qualquer resultado positivo em esfregaco
de PAP

d) Coleta de amostra para biologia molecular por meio de escova preventiva —
momento T1;

e) Variaveis a serem analisadas no questionario: idade, endereco, estado civil, renda
familiar, vida sexualmente ativa, idade da primeira relagcido, uso de contraceptivos, ter
ou nao filhos e numero de filhos; entre outros;

f) Outras variaveis serdo investigadas nos prontuarios, como:

» Contagem de linfécitos T CD4

* Quantificagdo de RNA viral

* Resultados do exame de Papanicolau nos ultimos cinco anos antes do estudo

g) Oferta da vacina 4vHPV em trés doses ap0és a primeira coleta no momento T1;

h) Coleta de nova amostra para biologia molecular por escova preventiva ao menos
dois anos apds a primeira coleta e avaliacdo do status vacinal para HPV — momento
T2.

4.6 Caracteristicas da vacina 4vHPV

O estudo utiliza a vacina quadrivalente recombinante contra o papilomavirus
humano tipos 6, 11, 16 e 18 (4vHPV). E uma preparacéo estéril para administragéo
intramuscular. Cada dose de 0,5 mL contém aproximadamente 20mcg de proteina
HPV 6 L1; 40mcg de proteina HPV 11 L1; 40mcg de proteina HPV 16 L1 e 20mcg
de proteina HPV 18 L1. Seus excipientes sdo 225mcg de aluminio (como adjuvante
amorfo de sulfato de hidroxifosfato de aluminio); 9,56mg de cloreto de sddio, 0,78mg
de L-histidina, 50 mcg de polissorbato 80; 35mcg de borato de sdédio e agua para
injecao. A vacina é indicada entre 9 e 45 anos de idade no regime de 0 - 2 - 6 meses
(MERCK®, 2011)
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4.7 Exames Laboratoriais

4.7.1 Contagem de linfoécitos T CD4 e quantificacdo de RNA viral

A contagem de células T CD4* foi realizada por citometria de fluxo com
FACSCalibur (Becton-Dickinson, New Jersey, EUA). A carga viral para HIV foi
determinada por PCR usando Abbott Real Time HIV-1 (Abbott Diagnostics). Os
resultados foram apresentados como logaritmos de base 10. O valor minimo de
detecgdo da carga viral do HIV foi de 50 cépias/mL. Ambos os exames foram
realizados no laboratério regional do Hospital Geral de Guarus, referéncia para as

analises laboratoriais dos pacientes HIV positivos na regido norte fluminense.

4.7.2 Exame de Papanicolau (PAP) — “Preventivo”

O exame de Papanicolau ou preventivo trata-se de um exame em que a
coleta é realizada pelo médico ou enfermeira durante uma avaliagdo clinico-
ginecologica completa. Neste exame, procede-se a coleta do material de ectocérvice
com espatula de Ayres de ponta bifurcada, girando 360° e aplicando esfregaco unico
na extremidade ao lado da parte fosca da lamina de vidro identificada.
Posteriormente, procede-se a coleta do material endocervical com escovinha
cervical, também girando 360° e aplicando rotagdo da escova sobre a lamina em
esfregaco unico ao lado do esfregago de ectocérvice. Por ultimo coloca-se a lamina
imediatamente em frasco com fixador. No CEDIP, da mesma forma como em outros
servigos publicos brasileiros a coleta do preventivo é feita através do método
convencional (PMBH, 2008).

4.7.3 Extracao e precipitacdo do DNA viral

Todas as amostras utilizadas para o estudo foram coletadas em tampao
TRIS-EDTA pH7,2 e congelado a -20°C. Apdés o descongelamento, as amostras
foram colocadas no termobloco a 56°C por duas horas. As amostras foram
submetidas ao processo de digestao protéica utilizando 100uL de proteinase K (100
pg/uL) em tampéo de digestdo Tris EDTA-SDS. O protocolo de extragdo usado foi o
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fenol-cloroférmio (Thermo Fisher®). A fase aquosa foi transferida para um novo tubo,
e o DNA foi precipitado com acetato de soédio 3M (pH 6,0; 1/10 volumes) e absoluto
etanol (2,5 volumes). O DNA foi suspenso em 50uL de agua miliQ e armazenado a
-20°C (SAMBROOK, 1998).

4.7.4 PCR com uso de primers genéricos MY09/MY 11

Para a triagem das amostras, foram utilizados os primers genéricos
MY09/MY11 que amplificam uma sequéncia do DNA de 450bp dentro da regido
conservada L1 do genoma viral (YOUNG et al., 1989)

Primers do gene da actina humana (AC1 e AC2) foram empregados para
controle interno. Estes amplificam uma sequéncia de 310bp do material genético
humano, conforme descrito por Afonso e colaboradores (2012).

Como controles positivos, amostras reconhecidamente positivas foram
usadas. Como controles negativos, a agua ultrapura, e como de padrdo de peso
molecular para avaliagdo por eletroforese em gel de agarose, o Fago A 100bp

(INVITROGEN®). A mistura de reagao foi composta como descrito na Tabela 5.

Tabela 5: Componentes da Mistura de Reag&o (Mix) utilizado na PCR.

COMPONENTES QUANTIDADE
Tampao (10x) 5ulL
Agua Ultrapura 33,75uL
Cloreto de Magnésio (MgClz2) 3L
dNTP (200 nM) TulL
Primers 1+2 (50 pM) 2ulL
Taq DNA Polimerase (5 U/ul) 0,25uL

Fonte: Prépria.



Posteriormente, as amostras foram submetidas a amplificacdo, como

demonstrado na Tabela 6:

Tabela 6: Detalhes da ciclagem na PCR.

ETAPAS TEMPERATURA TEMPO CICLOS
Pré-desnaturagao 94°C 5 min 1x
Desnaturacéao 94°C 30s 35x
Anelamento 55/56°C 30s 35x
Extensao 72°C 1 min 35x
72°C 10 min 1x
Estabilizagao 4°C Infinito

Fonte: Proépria.

Os produtos obtidos pela reacao de PCR foram revelados por eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio (MUNOZ et al., 2003) e
analisados sob luz ultravioleta no fotodocumentador L-Pix EX da Loccus
Biotecnologia® As bandas analisadas foram comparadas com o padrdo de peso
molecular escolhido (450bp).

4.7.5 PCR especifico para tipagem do HPV

ApOs a triagem, as amostras foram submetidas a tipagem, utilizando primers
especificos (INVITROGEN®) para o segmento E6 dos HPV 6, 11, 16 e 18. (MOLIJN
et al., 2005)

O fato do DNA viral se integrar ao DNA humano nos carcinomas cervicais
pode fazer com que haja delegdo de sequéncias-alvo dos primers genéricos
MYO09/11, que é a regiao L1. Mas os genes E6 e E7 sdo muito conservados, sendo
essa caracteristica primordial na malignizagao tecidual, o que justifica o uso desses
primers para um diagnostico mais especifico.

Como controles positivos dos HPV 16 e 18, foram utilizadas linhagens de

células Caski e HeLa, e como controle negativo, foi utilizada agua ultrapura. Como



79

controle padrdo de peso molecular, assim como na PCR de primers genéricos, foi
utilizado o Fago A 100bp (INVITROGENS®).

A reacgao para tipagem pela PCR tipo-especifica foi composta pelos mesmos
constituintes da Tabela 5, exceto pelos primers, que agora s&o especificos para
cada tipo do virus. As amostras, apos a adicdo da mistura de reacao, foram
submetidas a amplificagao, conforme descrito na Tabela 6.

Os amplicons obtidos foram revelados por eletroforese em gel de agarose a
1,5%, corados com brometo de etidio e visualizados no fotodocumentador sob luz
ultravioleta. As bandas foram analisadas de acordo com a comparagdo com O

padrao de peso molecular escolhido, demonstrado na Tabela 7.

Tabela 7: Gendtipos mais prevalentes de HPV e o tamanho de seus fragmentos, de
acordo com a PCR tipo-especifica.

TIPOS DE HPV TAMANHO DO FRAGMENTO AMPLIFICADO

6 230bp
11 89bp
16 134bp
18 119bp

Fonte: Proépria.

4.7.6 Técnica do microarranjo: LCD-Array Kit Hpv Type 3.5 da Chipron® (Alemanha)

A partir de um DNA purificado de uma amostra cervical, foi feita uma PCR
para amplificacdo do gene E1, que é altamente conservado. Amostras amplificadas
na PCR MY09/11 e nao tipadas pelo PCR tipo-especifico foram utilizadas no LCD-
Array Kit HPV Type 3.5 da Chipron® (AFONSO et al, 2017). Esse kit possui um
protocolo, que foi seguido para a realizagdo da técnica. Juntamente com as
instrucdes, foram fornecidos modulador, Label, Stain, tampdes de diluicdo, tampao
de lavagem, mini centrifuga, cubas, lamina, camara e dois pares de primers
marcados, sendo o MY09/11 e o 125, que amplificam uma regido de 450bp e 125bp,
respectivamente. Foram feitas duas reagdes, de composi¢cdo similar, como

representado na Tabela 8.
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Tabela 8: Composicado do Mix utilizado na PCR do kit.

Taq DNA
Tampao MgCl: Nucleotideos polimerase
10X (50 mM) (200 mmol) Primers (5U/uL) Amostra Agua
MYQ9/
11 125ul | 4,5uL 5uL 5puL 1,5 pL 3uL  [86,5uL
125 | 125uL | 4,5uL 5uL 10 pL 1,5 uL 3uL  [81,5uL

Fonte: Prépria.

Depois de adicionar a mistura de reagao, as amostras foram submetidas a
amplificagdo, como demonstrado no Tabela 9.

Tabela 9: Detalhes da ciclagem na PCR tipo-especifica para HPV.

ETAPAS TEMPERATURA TEMPO CICLOS
Pré desnaturacéo 96°C 3 min 1x
Desnaturacao 94°C 1 min 35x
Anelamento 45°C 1 min 30 s 35x
Extensao 72°C 1 min 30 s 35x
Estabilizagao 2°C 3 min 1x
4°C Infinito

Fonte: Proépria.

Os produtos obtidos pela PCR foram revelados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio e visualizados no
fotodocumentador. Para a interpretagdo dos resultados, as bandas presentes no gel
foram analisadas pela comparacdo do padrdo de peso molecular do 450bp
(MY09/11) e 125bp (125).

ApoOs a leitura do gel, foi feita a etapa de hibridizagdo. Nesta, preparou-se
duas misturas de reacdo separadamente, um para o MY09/11 e outro para o 125,
ambos com 22 mL do tampao de hibridizagdo, 2 mL do modulador para cada reacao.
Como foram realizadas oito reagdes por chip, as quantidades foram 220 mL e 20
mL, respectivamente. Pipetou-se 24 mL em cada tubo de 0,2 mL, adicionando 10 mL
de amostra (5 mL de cada). Foram aplicados na lamina os 34 mL em cada pogo

correspondente, seguido de incubagao por 30 minutos a 35°C. Foi importante que
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essa etapa fosse realizada na auséncia de luz, para evitar a degradacéo dos primers
fluorescinados.

ApOGs esse tempo, o chip foi submetido a 3 lavagens, preparados com 995 mL
de agua deionizada adicionada de 5 mL de solugédo de lavagem, proveniente do Kkit.
Esta etapa ocorre da seguinte forma: 3 cubas com 300 mL cada, sendo que nas
cubas 1 e 2 mexeu-se 3 vezes por 3 segundos, e na cuba 3 mexeu-se 3 vezes e, em
seguida, a lamina foi submersa por 1 minuto.

A proxima etapa foi a de spinning, que consistia em 10 segundos de
centrifugagdo no CHIPSPN FVL2400N para secagem. Depois, foi feita a marcagao
com o Label. O mix para oito reagbes era composto por 270 mL do tampao de
diluicdo do Label, 30 mL do modulador e 2 mL do Label. Com isso, foram aplicados
30 mL desse mix em cada pog¢o e incubados a temperatura ambiente por 5 minutos,
seguida de lavagens e spinning iguais aos ja realizados anteriormente.

A Ultima etapa consistiu na coloragdo com o stain, do qual foram aliquotados
30 mL para cada pogo. Foi incubado novamente, com lavagem e spinning
posteriores, sendo que nessa lavagem, o tempo na cuba 3 passa a ser de apenas
15 segundos.

A leitura péde, entao, ser realizada através de um scanner, que € capaz de
identificar 32 gendtipos mucosotropicos diferentes do virus: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35,
39,42, 44, 45, 51, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 67, 68, 70, 72, 73, 81, 82,
83, 84,90 e 91.

As figuras 26 e 27 abaixo resumem todo o processo analitico desta técnica.

1) Amplicon + Mix Hibridizagéo 2) Aplicar nos arranjos e incubar 3) Lavagem

q Ll*;— Y ‘:}" —‘
e |

TYEWEwEw

4; Aplicar 2° label e incubar 5. ) Cascata de reagao enzima-
i =  Lavagem estreptavidina-substrato

S & - ‘ I 45 minutos
€ -
7) Monitorar coloragao 8) Scannear 9) Andlise

my e

Figura 26: Etapas da técnica do Microarray ilustradas. Todas as etapas séo
realizadas em 45 minutos

Fonte: AFONSO et al, 2017
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Figura 27: Resultado obtido pela técnica do Microarray, indicando presencga dos
gendtipos virais: HPV 6,11,53, 58 e 70. Fornece a identificagédo do tipo viral, a carga
viral e o grau do risco do HPV. Em verde estdo os HPV de baixo risco; em amarelo,
os de risco intermediario; em vermelho, os de alto risco. Os trés circulos em preto
indicam os controles do teste, que comprovam seu funcionamento.

Fonte: AFONSO et al, 2017

4.8 Analise estatistica

A amostra estudada tratou-se de uma amostra de conveniéncia de MVHA
tratadas e acompanhadas no centro de doencgas infecciosas e parasitarias (CEDIP)
do municipio de Campos dos Goytacazes. Para fins estatisticos, utilizando 90% do
poder de teste, foi utilizada a calculadora epidemiolégica da ferramenta de rede
OpenEpi (DEAN, SULLIVAN & SOE, 2014) e a populagao feminina de 18 a 60 anos
foi o objetivo do estudo (116.000 mulheres nessa faixa etaria). Portanto,
considerando uma prevaléncia de 30% do HPV, foi obtida uma amostra de pelo
menos 78 individuos para o estudo.

Os pacientes e os dados foram alocados em variaveis continuas e
dicotdmicas no banco de dados EPIDATA® com posterior analise univariada e
multivariada pela ferramenta "R Archive Network" (Fundacédo R, ISSN 2973-4859).
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As andlises foram feitas entre os Grupos 1 e 2 pareados para investigar a relagédo
entre a positividade do HPV e o peso de variaveis especificas. A forga da associagao
foi mensurada pelo odds ratio (OR) com intervalos de confianga de 95% (IC95%). A
regressao logistica foi usada para estimar as ORs ajustadas e a escolha das
variaveis para compé-la atendeu aos critérios do melhor AIC (Akaike information
criterion). Todos os testes de hipoteses foram estabelecidos em nivel de
significancia de 0,05. A ferramenta "R Archive Network" foi usada para todos os
procedimentos estatisticos.

4.9 Questoes éticas

O projeto, bem como seu termo de consentimento livre e esclarecido foram
encaminhados ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Campos através do sistema Plataforma Brasil, e ja foram aprovadas em 16/03/2014,
pelo parecer 558.338, de 28/02/2014.
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5.0 RESULTADOS
5.1 Fluxograma do Estudo

Este trabalho compreende a analise final realizada em 156 mulheres que
vivem com HIV (MVHA), cuja primeira paciente teve sua coleta em maio de 2014.

O grupo 1 foi representado por 107 mulheres (68%) sem positividade para o
HPV e o grupo 2 por 49 mulheres (32%) provavelmente infectadas pelo HPV (MY09
/ 11 PCR e / ou exame de Papanicolau positivos), ambos os grupos compostos por
MVHA. As pacientes foram abordadas pela equipe de pesquisa em dois momentos,
T1 (primeira coleta de PCR antes da vacinacédo) e T2 (segunda coleta no minimo
dois anos apds a primeira coleta do PCR). A figura 28 abaixo contém um fluxograma

com a sequéncia do estudo e a divisdo dos grupos.

GRUPO 1 GRUPO 2

Protocolo de consentimento
informado + biologia molecular +
vacinagdo + exame de Papanicolau

Protocolo de consentimento
informado + biologia molecular +
vacinagdo + exame de Papanicolaou

Positivo em PCR para o HPV ou

e ) P e HPV e todos T1 qualquer resultado positivo em
os resultados negativos no 2016-2017 s g B

esfregaco de PAP

POSSIVEL PERDA
Ndo adesdo ao
consentimento informado

Perda de acompanhamento 2 /3 anos
2 / 3 anos Morte ou migragdo /

Total=156

T2
2018-2019

BIOLOGIA MOLECULAR BIOLOGIA MOLECULAR

Figura 28: Fluxograma do estudo com o seguimento de 156 pacientes ao longo dos

momentos de intervengdo T1 e T2
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5.2 Momento T1 - primeira coleta antes da vacinacao

5.2.1 Caracteristicas epidemioldgicas da coorte

Esta coorte consistiu em 156 MVHA, respectivamente 62 (40%) pacientes
com idade acima de 45 anos e 94 (60%) de 45 anos ou menos. Nesta coorte o
numero de mulheres em uso de antirretrovirais foi da ordem de 146 participantes
(93%) do total.

A tabela 10 abaixo contém as caracteristicas demograficas da populagao

estudada:

Tabela 10: Analise demografica e de prevaléncia da populacao de MVHA

Grupos de n°individuos PCR (%) Papanicolau (%) Prevaléncia
analise Total
Grupo 1 107 0 (0%) 0 (0%) 0%
Grupo 2 49 39/49 10/49 (20,4%) 100%
(79,6%)
Total 156 39/156 (25%) 10/156 (6,4%) 49/156 (31,4%)

A tabela 10 nos mostra 31,4% de prevaléncia total da infecgao pelo HPV, na
coorte acompanhada. Quando estratificamos estes valores obtidos por resultados de
PCR ou Papanicolau, obtivemos os valores de 25% e 6,4%, respectivamente.

Os principais tipos virais encontrados nas pacientes sao informados na tabela
11. Além disso, pacientes com infec¢des Unicas e multiplas por HPV também sao
descritos:
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Tabela 11: Tipos de HPV encontrados em infeccéo unica ou multipla em MVHA
(Grupo 2)

Apresentagao da Tipo (s) de HPV N° de pacientes com o
infecgao pelo HPV achado pela técnica de

microarranjo

Infecgdo unica 06 05

11 04

16 02

18 01

81 01

53 01

Infecgao multipla 06 —-18 05

16-18 03

06 -11 - 44 — 61 01

06 -11-44 01

11 -39 01

11-68-90 01

53 -54-90 01

45-70 01

16 — 18 — 44 01

06 -11-53-58-70 01

06 — 11 03

11-33-81-83 01

16 —42 - 52 01

Virus nao tipados 04

Total 39

Observamos um total de 14 pacientes com infecgdo por virus unico e 25
pacientes com infecgdo por multiplos gendtipos, alguns deles raros na populagao
HIV negativa. Dos virus detectados, 4 ndo puderam ser tipados.

Dos 35 pacientes infectados com tipos reconhecidos de HPV no Grupo 2, 31
tiveram infeccdo por gendtipo incluida na 4vHPV distribuida pelo Ministério da
Saude do Brasil, o que representa 88,5% do total de pacientes do grupo 2 com
genotipo conhecido. Quanto ao grau de oncogenicidade do gendtipo cuja descricao
se encontra na tabela 2, os achados do estudo foram categorizados e descritos na

tabela 12 abaixo:



Tabela 12: Distribuicdo dos gendtipos por padrées de oncogenicidade na coorte.

Classificagao N (%)
genotipos

Gendtipos de alto 23 (34%)
(oncogénicos)

Gendtipos benignos (baixo 39 (58%)
risco)

Gendtipos provavelmente 05 (8%)

oncogénicos

5.2.2 Analise Univariada
Nosso estudo realizou uma analise univariada apresentada na tabela 13,

considerando-se nivel de significancia estatistica o valor de p<0,05.
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Tabela 13 - Analise univariada das variaveis associadas a positividade para o HPV

por PCR e/ou Papanicolau em MVHA

Odds IC
Variaveis ratio (Inferior- p-valor
(95% ClI) Superior)

Idade (anos)
Menor que 50 anos 1.00
maior ou igual a 50 0,31 0,13-0,77 0,001*
Estado Civil
Solteiro 1.00
Casado 0,35 0,14-0,90 0,028*
Viuva 0,6 0,18-2,07 0,419
Divorciada 0,6 0,25-1,84 0,449
Vida sexual ativa

Nao 1.00

Sim 1,13 0,51 -2,52 0,762



N° Parcerias Sexuais
por ano

Mais que 3
Menor ou igual a 3

Renda Familiar
(Salarios Minimos)

Mais que 1 SM
Menor ou igual a1 SM

Idade na primeira
Relagao sexual

maior que 16 anos

Menor ou igual a 16
anos

Uso de Preservativo
Nao
Sim
Numero de filhos
Mais que 2
Menor ou igual a 2

Contagem de
Linfécitos T CD4

Menor ou igual a 550
Maior que 550

Quantificagdo RNA
viral

Detectada

Nao detectada

1.00
0,34

1.00
1,38

1.00

1,58

1.00
0,67

1.00

0,47

1.00

0,24

1.00
0,85

0,15-0,76

0,57-3,34

0,78-3,22

0,33-1,37

0,23-0,96

0,12-0,50

0,42-1,70

0,008*

0,479

0,206

0,273

0,037*

0,001*

0,637

Legendas

PCR (Reacao em cadeia de polimerase)
IC (Inf-sup): Intervalo de confianga (Inferior — superior)

*Nivel de significancia p<0,05

SM: Salario minimo

88
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Em relagdo a analise univariada, a variavel estatisticamente associada a
maior risco para HPV na coorte foi idade menor que 50 anos. Por outro lado, o
estado civil “casada”, numero de parceiros sexuais, numero de filhos menor ou igual
a 2, além da quantidade de CD4 acima de 500 células estdo estatisticamente
associados a um fator de protecéo contra a infec¢ao pelo HPV.

A figura 28 abaixo contém grafico de projegcédo através da linha do tempo da
estimativa de risco de infeccdo pelo HPV através da idade da coorte, verificando-se

que o ponto de viragem para o risco se encontra bem proximo a idade de 50 anos.

-1
1

s(IDADE, 2.08)

-2
1

-3
1

PLLILLTL] l [N NN
T 1 T

-4

IDADE

Figura 29: |Idade através da linha do tempo e Risco relativo (RR)da infecgao por
HPV na corte seguida. No eixo x descreve-se a variavel de linha do tempo da idade
e no eixo y o RR mostrando a curva em maior ou menor risco através do aumento
da idade

5.2.3 Regressao Logistica

Nosso estudo realizou analise multivariada incluindo todas as variaveis
estudadas. Entretanto, pela regra estatistica imposta, o melhor modelo que se
ajustou ao melhor critério de informac&o de Akaike (AIC) se encontra disposto na

tabela 14 abaixo.
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Tabela 14: Modelo de regressao logistica dos fatores associados a positividade para
HPV em MVHA

Variaveis Odds IC p-valor

ratio (Inferior-
(95% CI) Superior)

IDADE maior ou igual a 0,21 0,07-0,63 0,005*
50 anos

CD4 menor ou igual a 4,67 1,99-10,97 0,003*
550 células

N° parceiros sexuais 0,7 0,30-1,60 0,396

menor ou igual a 3

N° filhos menor ou 0,49 0,21-1,12 0,089

igual a 2

Legendas

PCR (Reagdo em cadeia de polimerase)
IC (Inf-sup): Intervalo de confianga (Inferior — superior)
AIC - 157

Neste modelo a idade maior ou igual a 50 se mantém como fator de protegéo,
além do valor de CD4 acima de 550. Entretanto o indicador de quantidade de
parceiros sexuais e o numero de filhos perderam a significancia em relagao a analise
univariada.

A regresséao logistica da tabela 14 se correlaciona com o grafico 26 abaixo,
em que as variaveis de interesse sao dispostas em grafico do tipo box plot. Neste
grafico, observamos que tanto os indicadores de CD4 e idade possuem OR cujos
intervalos inferiores e superiores ndo cruzam o 1 e, portanto, sdo estatisticamente
significantes, diferentemente das variaveis “numero de parceiros sexuais, menor ou

igual a trés e numero de filhos menor ou igual a dois.
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| CD4 <= 550

| QUANTIDADE DE PARCEIROS' <=3 - |
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Figura 30: Grafico tipo box plot de regressao logistica evidenciando as variaveis que
se correlacionam com risco ou protecao para a infec¢ao pelo HPV

5.3 Momento T2 — coleta apds dois anos
5.3.1 — Caracteristicas epidemioldgicas da coorte

O momento T2 foi representado pelo montante de 42 pacientes em que houve
uma segunda coleta de swab para pesquisa molecular pelo menos dois anos apos a
coleta anterior.
Cabe a ressalva que deste total de 42 mulheres soropositivas ao HIV:
e 06 pacientes (14%) n&o se vacinaram no momento T2
e 04 pacientes (10%) receberam uma dose da vacina
e 06 pacientes (14%) receberam duas doses da vacina
(62%)

e 26 pacientes (62%) receberam trés doses da vacina
5.3.2 — Prevaléncia da infecg¢ao pelo HPV X vacinacéo

A infecgao pelo HPV no seguimento de 2 a 4 anos da coorte foi marcada pela
identificacdo de trés casos positivos pela técnica do microarray, totalizando uma
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prevaléncia de 7%. Os achados da tabela 14 abaixo correlaciona os tipos virais

encontrados em relagdo ao status vacinal das participantes do estudo:

Tabela 15: Tipos virais encontrados no momento T2 de acordo com o status vacinal

Numero de pacientes por Numero de casos Tipo viral encontrado
doses de vacinas positivos de HPV em T2
recebidas
Nenhuma dose de vacina 02 6, 11

01 (uma) dose de vacina -- -
02 (duas) doses de vacina 01 58
03 (trés) - -

Nota-se que 2 dos 3 tipos virais identificados estdo incluidos na 4vHPV,
sendo que o 3° tipo viral encontrado (HPV 58) esta apenas incluso na 9vHPV. Vale
ressaltar que todas as trés pacientes positivas em T2 tiveram o PCR para o HPV

negativo em T1.

6.0DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que a prevaléncia geral de infecgao por HPV em
MVHA foi de 31,4%, e 49 pacientes positivas pelo PCR e/ou Papanicolau. Um
estudo multicéntrico conduzido no Brasil por Miranda e colaboradores considerou a
prevaléncia de lesées por HPV em 802 mulheres, obteve resultados préximos aos
nossos de 28,4% (Miranda et al., 2017). No entanto, Da Silva, Santos e
colaboradores descreveram em uma coorte semelhante a nossa com 270 MVHA
acompanhadas em Sergipe a prevaléncia do DNA para o HPV em 55,6% (DA
SILVA, SANTOS et al., 2020).

Em uma linha semelhante, Silva Martins e colaboradores descreveram em
uma coorte mais abrangente um estudo envolvendo trés centros de pesquisa
brasileiros. O estudo recrutou 450 mulheres MVHA em que foi usado a citologia
oncoldgica, colposcopia com bidpsia e tipagem viral com PCR. Os resultados
mostraram uma prevaléncia do HPV de 47,5% nas MVHA (MARTINS et al., 2014).
Essa grande variabilidade na prevaléncia do HPV pode ser decorrente das
metodologias utilizadas ou da populagao estudada.
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Quando avaliamos as variaveis soécio-demograficas do nosso trabalho,
observamos que a infecgao pelo HPV estava mais relacionada a idade abaixo de 50
anos, o estado civil “casada”, um elevado numero de parceiros sexuais, numero de
filhos menor ou igual a 2 e reduzida contagem de CD4, conforme a tabela 13. Estas
variaveis se mantiveram estatisticamente significantes na analise multivariada,
exceto pelo numero de parceiros sexuais e numero de filhos, que perderam
significancia. O estado civil ndo foi adicionado a analise multivariada pois nas
analises preliminares esta variavel apresentava muitos valores ausentes. Apesar de
sabermos que contagem elevada de CD4 e tratamento antirretroviral ndo séao
garantia de prevencao do desenvolvimento de doenca cervical, e ainda existem
muitos pontos a serem elucidados (WILLIAMSON, 2015).

Sobre este tema, estudo de Chambuso e colaboradores mostrou resultados
bem interessantes e que corroboram com 0S Nnossos, apesar de serem mais
detalhistas em um ponto: a relagdo entre o indicador de CD4 e a progressao para
carcinoma invasor possui mais acuracia com o percentual de CD4 e ndo a contagem
absoluta. Neste ponto, foi demonstrado que 75% das MVHA com diagndéstico de
cancer de colo de utero invasivo possuiam CD4 menor ou igual a 28%. Além disso,
quando se observaram as relagdes entre as lesdes intraepiteliais de baixo e alto
graus (NIC), houve relagdo também com baixo percentual de CD4 (CHAMBUSO et
al., 2020). Outros resultados semelhantes foram encontrados em diversos outros
estudos. (TRAVASSOS et al.,, 2017; ORTIZ et al.,, 2017; EZECHI et al., 2014;
CHAKRAVARTY et al., 2016; MCCLYMONT et al., 2020).

Além do indicador CD4, outras variaveis também se relacionaram ao maior
risco de infecgdo pelo HPV. Assim como nosso estudo, a variavel idade foi um fator
de risco para a infecgdo pelo HPV, sendo a idade um fator protetor na idade maior
ou igual a 50 anos. Diversos estudos mostraram a relagao entre idade e risco de
infecgao por HPV, mas o “cut-off” variou bastante entre as analises, provavelmente
devido as caracteristicas individuais da distribuicdo da amostra por esta variavel
continua. Assim temos que enquanto a idade acima de 30 anos foi utilizada como
variavel de risco nos estudos de Silva e colaboradores bem como Travassos e
colaboradores (SILVA et al., 2009; TRAVASSOS et al.,, 2017); outros estudos
mostraram o valor de 35 anos conforme artigos de e Chakravarty (MARTINS et al.,
2014; CHAKRAVARTY et al., 2016). Posteriormente o mais recente até o estudo de

Chambuso e colaboradores que descreve o ponto de corte de acima de 40 anos
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(CHAMBUSO et al., 2020).

Em nosso estudo o ponto de corte foi de 50 anos. Isso pode ser especulado
devido a especificidade de nossa amostra, em que 40% das mulheres soropositivas
tinham mais de 45 anos. Diferentemente do estudo de da Silva, Santos e
colaboradores, que ndo mostrou relagéo significativa com a idade. Isso pode ser
especulado pelo baixo numero da amostra acima de 50 anos. No entanto, este artigo
apresentou outros resultados com relag&o significante com a infec¢ao pelo HIV entre
eles o menor numero de anos letivos estudados e o tempo menor de 5 anos do
diagndstico de HIV (DA SILVA, SANTOS et al., 2020).

Quando avaliamos as demais variaveis e as comparamos ao nosso trabalho,
o artigo de Ceccato Junior e colaboradores (2016) analisou uma coorte brasileira
conduzida de forma prospectiva de outubro de 2008 a fevereiro de 2012 com 103
MVHA e 113 controles negativas ao HIV. O estudo demonstrou uma incidéncia de
8,8 e 4,6 casos de Neoplasia intraepitelial cervical (NIC) a cada 100 mulheres / ano,
respectivamente para as MVHA e negativas ao HIV. No mesmo estudo fatores tais
como idade crescente e estado civil casadas foram fatores protetores. Estes
resultados sao semelhantes ao nosso estudo, que demonstrou na analise univariada
que o statuts civil “casada” adicionava protecdo. Podemos inferir que possivelmente
as mulheres casadas teriam uma menor quantidade de parceiros sexuais ao longo
das vida e provavelmente estar relacionado ao perfil de infeccdo pelo HPV. No
entanto na analise multivariada esta variavel perdeu significAncia mostrando a
possibilidade de ser bastante enviesada. Em relagdo a incidéncia da infecgao pelo
HPV, este foi da ordem de 18,1 e 11,4 casos a cada 100 mulheres, respectivamente
em MVHA e negativas ao HIV; em relacdo ao HPV mais encontrado tratou-se do
HPV 16. (CECCATO JUNIOR et al., 2016). Outros estudos também relacionam a
infeccado pelo HPV ao uso de drogas ilicitas, mas esta variavel nédo foi analisada no
nosso estudo (TRAVASSOS et al., 2017; ORTIZ et al., 2017).

Um ponto a ser destacado na infeccdo pelo HPV em MVHA € a persisténcia
viral e o risco continuo de desenvolvimento de lesGes malignas e até invasivas,
como o cancer do colo do utero, apesar do uso da HAART, ou seja, apesar da
elevacao da imunidade celular e dos anticorpos, existe ainda um risco alto e mantido
de malignidade associado ao HPV. Assim, quanto ao maior risco de desenvolver
cancer cervical em sua relacdo ao status de positividade ao HIV, um artigo de

revisao tratou de estabelecer as bases cientificas para embasarem a relagcao entre a
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redugao de alguns casos de tumores relacionados ao HIV tais como sarcoma de
Kaposi e Linfoma ndo Hodgkin apés a instituicdo do HAART. Entretanto, ndo foram
observadas redugdes significativas de cancer cervical e anal com uso desta terapia,
demonstrando que existem outros fatores além dos niveis de CD4, o qual
isoladamente nao é preditor do maior risco de causar cancer de colo de utero
(DREYER, 2017). Talvez seja neste ponto que alguns estudos demonstrem essas
divergéncias entre os valores de CD4 e a correlagdo de risco para a infecgéo pelo
HPV nas MVHA quando comparadas as analises univariadas com a regressao
logistica (PALEFSKY et al., 2006).

Um exemplo dessa dissociacdo entre os valores de CD4 nas analises uni e
multivariadas sao nossos proprios resultados preliminares ja publicados
recentemente em que pese a relagdo estatisticamente significante na analise
univariada e nao significante na regressao logistica do artigo enviado, diferente dos
presentes achados que ja demonstram a equivaléncia de resultados nas analises uni
e multivariadas (Kury et al., 2020). Podemos argumentar que esta mudancga pode ter
relagdo com a elevagcdo no numero de participantes da coorte tornando a variavel
mais robusta e se relacionando melhor com as outras na regressao logistica.
Entretanto conforme observa Chambuso (2020) o indicador de CD4 pode ter relagao
com aspectos mais especificos tais como se a variavel foi analisada em seu valor
absoluto ou relativo, o que pode estar relacionado a maior significado estatistico de
infec¢ao por HPV ou nao.

Em relacdo a deteccdo de gendtipos, nossos resultados mostraram 20
gendtipos diferentes, com maior prevaléncia de HPV 6, 11, 16 e 18. E interessante
observar que multiplas infec¢des por HPV foram prevalentes (64%), embora
genotipos de HPV de alto risco tenha sido detectados em apenas 34% das amostras
do tipo HPV. Estes resultados sdo corroborados em dois outros estudos que
demonstram a maior frequéncia de infecgdes multiplas e diversidade genotipica na
populacdo de MVHA, em especial os tipos 16, 18, 31, 33 e 45 (ENE et al., 2016;
TEIXEIRA et al., 2018; TSO et al., 2015). O artigo de Abel e colaboradores (2019)
que analisou 439 mulheres de 2011 a 2014 na Guiana Francesa obteve resultados
mais elevados que 0s nossos com a prevaléncia geral de infeccao por HPV de
50,1% e percentual de infeccdo de alto risco de HPV de 42%, sendo os gendtipos
mais prevalentes os tipos 16, 52, 53 e 68. Cabe ressaltar que nesta coorte, 90% das

participantes estavam em uso de antirretrovirais. E os tipos 52 e 58 séo



96

reconhecidamente prevalentes nos paises de colonizacido espanhola.

Em uma linha semelhante, Castilho e colaboradores acompanharam uma
coorte de 590 mulheres HIV-positivas usando teste de genoma baseado em captura
hibrida no Hospital Evandro Chagas (Fiocruz), Rio de Janeiro. Este estudo publicou
resultados de prevaléncia de HPV de alto risco em 65%, mais elevado do que nosso
estudo. Além disso, mostraram também que 32% das mulheres estudadas tiveram
mais de um tipo de HPV de alto risco detectado. Os tipos de HPV mais comumente
detectados foram 58, 53 e 16 (CASTILHO et al., 2015).

Quando analisamos dados da relagao entre a infecgéo unica e multipla e o
risco de carcinoma cervical, Massad e colaboradores concluiram, apés longo estudo
de coorte, que em 12 anos acompanhou 2.543 MVHA e 895 mulheres negativas ao
HIV que foram rastreadas para o Papanicolau, PCR para HPV e colposcopia nos
casos especificos. No grupo dos 2.543 de MVHA a prevaléncia geral de pacientes
com HPV positivo foi da ordem de 1.333 (52%), sendo tipos oncogénicos em 716
mulheres (28%). Em relacdo as mulheres negativas ao HIV, 199 tinha ao menos 1
HPV (22%), sendo 96 oncogénico e 196 n&o oncogénico. A analise das variaveis
demonstrou que a idade mais jovem, a menor contagem do CD4, ndo brancas,
fumantes e com elevada carga viral de HIV foram mais associadas a infec¢ao pelo
HPV. Quando comparados ao risco de evolugao para cancer, os resultados do PCR
e colposcopia demostraram que a positividade das multiplas infecgdes néo foi
estatisticamente significativa para levar ao carcinoma in situ (Massad et al, 2016).
Entretanto, outros estudos mostraram resultados diferentes, entre eles o estudo de
Liu e colaboradores que demonstrou que a mulheres com maior grau de
imunodepressdo pelo HIV estdo associadas a maior risco para ocorréncia de
anormalidades cervicais de alto grau (LIU et al., 2016).

Em uma linha semelhante de pensamento, Camargo e colaboradores (2014)
analisaram 216 MVHA e 1.159 mulheres negativas ao HIV. Os achados
demonstraram que a prevaléncia de HPV na populacao estudada que era de MVHA
era de cerca de 69% para HPV, sendo 78% da amostra com tipos multiplos de HPV,
numeros bem superiores ao grupo de negativas ao HIV (44% prevaléncia, 51% com
tipos multiplos). Este artigo demonstrou que a ocorréncia de infecgdo por tipos
multiplos de HPV é mais elevado em MVHA em relagdo as negativas ao HIV. Apesar
de nosso estudo ndo analisar as mulheres negativas para HIV, os resultados deste

estudo atestam nossos achados de maior prevaléncia de infecgao de HPV multiplo
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na populagcdo de MVHA quando comparada as taxas descritas em estudo do nosso
grupo em que este indicador de infecgcdo multipla apareceu em 20% das mulheres
(SILVA et al., 2009). Além disso, o mesmo trabalho apresentou variaveis
relacionadas a infecgdo pelo HPV tais como contagem de CD4, semelhante aos
nossos achados. Entretanto no artigo de Camargo a variavel carga viral foi
estatisticamente significante, diferente dos nossos resultados, disponibilizados na
tabela 13.

Um outro exemplo dessa associacdo € o estudo transversal conduzido por
Mujuni e colaboradores (2016), que avaliou 255 MVHA e mostrou a presenca de
DNA positivo para HPV em cerca de 54% dos pacientes, com gendétipos de HPV de
alto risco presentes em 48,6% dos pacientes. Em nosso estudo, infecgées multiplas
mostraram um perfil de gendtipo de HPV mais benigno. Podemos argumentar que
os pacientes deste municipio do interior tém menor risco de infeccdo pelo HPV e
desenvolvimento de doengas malignas devido ao programa CEDIP; esse programa
oferece um servigo de ginecologia especifico para essa populagdo, sendo possivel
rastrear e tratar rapidamente as lesées do HPV.

Uma questdo especifica a ser destacada na infecgao pelo HPV em MVHA
trata-se do processo de persisténcia viral e o risco continuo de desenvolvimento de
lesdes malignas e até invasivas, como o cancer de colo do utero. Apesar do uso de
HAART - ou seja, apesar da elevagédo da imunidade celular e dos anticorpos - ainda
existe um risco elevado e consistente de malignidade associada ao HPV
(CHAMBUSO et al., 2020; ADLER et al., 2015; BANSAL et al., 2016).

Sobre este tema, diversos estudos de seguimento da infecgdo pelo HPV em
coortes de seguimento das MVHA tem sido realizados da mesma forma que o0 nosso
estudo, alguns deles com semelhangas na metodologia. Destaca-se o estudo de
Mcclymont e colaboradores (2020), que recrutou adolescentes e MVHA do Canada
de 14 centros de tratamento em uma coorte de seguimento de coletas para
identificacdo de persisténcia viral na coorte sem prévia vacinagdo. Assim, foram
seguidas na coorte 252 mulheres que tiveram ao menos duas coletas antes da
vacina e outras apos a vacina durante um periodo de 2008 a 2015, diferente do
nosso estudo que fez apenas uma coleta antes e outra depois, aproximadamente 2
anos apos. Os resultados mostraram que no periodo pré vacinal a prevaléncia da
infecc&o foi da ordem de 45,2%, com a maior percentual do HPV 16 e 52 (10,3% e

9,1% do total genotipado, respectivamente). O percentual de infecgdo persistente
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situou-se em torno de 33%, sendo 17% por tipos de alto risco, em especial os HPV
35, 39, 51, 56, 59, 68, 82.

Os resultados do estudo de Mcclymont e colaboradores (2020) diferem em
varios aspectos nosso trabalho e isso pode ser debatido a luz de varias
possibilidades entre elas a maior sensibilidade do teste causada pela oferta da dupla
coleta pré vacinal; a oferta de coleta seriada em uma longa coorte de sete anos bem
como a hipétese do efeito “washout”, descrito por Suzzane Garland em editorial de
2020 sobre o programa Nacional de vacinagao na Coréia, em que pese o efeito de
influéncia da vacina na prevaléncia de gendétipos virais podendo ocasionar potenciais
vieses na prevaléncia (GARLAND, 2020).

Em uma outra linha mas desta feita mais relacionada a relagdo entre os
fatores pré analiticos e analiticos da infecgdo pelo HPV em uma populagédo HIV
positiva, Murenzi e colaboradores (2020) publicaram um estudo que permitiu medir a
prevaléncia da infeccdo por HPV de alto risco em trés diferentes grupos de MVHA,
em trés diferentes momentos e em trés diferentes métodos de tipagem porém
reprodutiveis. O artigo realizou o teste de PCR com primers genéricos MY09/MY11
em 2005 com 497 mulheres; o CareHPV Qiagen® em 1.242 mulheres em 2009-
2010, e o GeneExpert® em 2016-2018, com 4.734 mulheres. Os resultados
mostraram que a prevaléncia foi decrescendo com o tempo, respectivamente de
42,5, 32,2 e 26,5% em 2005, 2010 e 2018. Outro achado importante foi a elevagao
crescente do indicador de CD4 maior ou igual a 500 células, que se elevou de 7,7
2005 a 61,1% em 2018, demonstrando que o melhor manejo imunolégico pode estar
associado a melhor resposta a infecgao pelo HPV.

Nosso estudo analisou a cobertura de gendtipos do HPV nas duas vacinas
disponiveis no mercado. Sabe-se que as MVHA apresentam infecgdo com multiplos
gendtipos de HPV, fato este corroborado em nosso estudo, através de descoberta
que, de 35 pacientes com gendtipos identificados, 31 (88%) e 32 (91%) deles tinham
pelo menos um gendtipo incluido em 4vHPV e 9vHPV, respectivamente. Se
delimitarmos apenas os genaotipos de alto risco esse numero se reduz para 13 (37%)
e 16 (46%), contidos respectivamente nas vacinas 4vHPV e 9vHPV. Sobre este
tema, Fusco e colaboradores (2018) demonstraram prevaléncia de HPV de 50,2%
em uma amostra de 321 MVHA. Com base nos gendtipos identificados, o uso de
2vHPV, 4vHPV e 9vHPV preveniria lesées em 19%, 33% e 48%, respectivamente.

Em uma linha de pesquisa semelhante, Kelly e colaboradores (2017)
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analisaram 1238 MVHA em dois paises Africanos em uma coorte de seguimento
com coleta de Papanicolau e genotipagem. No periodo de um ano de seguimento
com a caracterizacdo dos gendtipos e de outros indicadores, a prevaléncia de
quaisquer tipos de HPV de alto risco contidos em mulheres com lesdes de alto grau
estavam incluidos em 45,6% e 90,3% respectivamente nas vacinas 4vHPV e
9vHPV. Essa questido abre uma margem para relacionar com nosso estudo que a
despeito de menor numero da coorte os resultados demonstram que a adigdo da
vacina 9vHPV poderia trazer mais beneficios a populacdo soropositiva ao HIV
devido ao grande numero de pacientes com infec¢gdes multiplas. Um outro estudo
Thorsteinsson e colegas (2018) analisaram a prevaléncia e distribuicdo das lesdes
relacionadas ao HPV e a cobertura genotipica incluida nas vacinas. Para lesbes
cervicais, a cobertura incluida em 4vHPV e 9vHPV foi de 17,8% e 50%
respectivamente. Interessante ressaltar que, semelhante ao nosso estudo este artigo
também se utilizou da técnica do microarray para a tipagem molecular.

Quando analisamos os nossos achados de possiveis beneficios da vacina
com os dados disponiveis na literatura para a populagédo de MVHA destacamos os
achados de McClymont e colaboradores (2019) que em um estudo de seguimento
com 420 meninas e mulheres pelo protocolo “Intention-to-treat” demonstrou que a
identificacdo de DNA para HPV da coorte vacinada quando comparada ao grupo de
nao vacinados teve significativa redugdo apdés o 2 anos de seguimento,
respectivamente de 2,3 casos de DNA positivo por 100 pessoas / ano em
comparagao a 6,0/100 pessoas ano em comparagao ao grupo nao vacinado. Esse
resultado € corroborado por nossos numeros que mostraram no momento T2 uma
importante redugao de casos identificados na coorte vacinada, a despeito de apenas
um caso vacinada com DNA para o HPV positivo identificada com tipo 58, esse
disponivel na vacina 9vHPV. Os demais casos identificados positivos em T2,
respectivamente 6 e 11 foram pacientes que nao se vacinaram em tempo oportuno.

A infeccdo pelo HPV é um problema de saude publica pela extensao de sua
disseminacdo e seus desfechos adversos, como a ocorréncia de lesdes
oncogénicas. Em relagdo a populagao feminina que vive com HIV, essa questao é
ainda mais complexa devido ao contexto da imunossupressao. Este estudo confirma
a alta prevaléncia e diversidade genémica do HPV na populagdo investigada e
reforca ainda mais a necessidade de indicagdes da vacina, dada a alta prevaléncia

dos tipos de HPV contidos na vacina. A implementacdo do 9vHPV melhoraria a



100

cobertura dos gendtipos. No entanto, a politica de vacinagdo no Brasil deve ser
preparada primeiro para ampliar o calendario de vacinacdo 4vHPV para as MVHA e
garantir uma cobertura vacinal elevada. Entdo, em uma segunda etapa, seria
plausivel implementar o 9vHPV para melhorar a protecédo contra o HPV.

Este trabalho tem varias limitagdes. Primeiro, o estudo optou por observar
apenas pacientes com 18 anos ou mais; com isso, pretendeu-se resolver duas
possiveis limitacdes iniciais do estudo: o tamanho da amostra e o fato de quase
todos os adolescentes ja terem recebido a primeira dose da vacina iniciada pelo
municipio antes do inicio do estudo. Tivemos dificuldades para fazer o
acompanhamento de alguns pacientes, por isso o autor iniciou a vigilancia ativa da
amostra por meio de ligagdes telefbnicas e conversas durante o atendimento na
atencao basica. Outras limitagbes da analise envolvem dados subjetivos coletados
em um questionario, bem como o pequeno numero amostral no periodo T2 para se
fazerem inferéncias causais tais como efetividade vacinal. E possivel também que
alguns graus de vieses, como viés de memoria ou viés do entrevistador podem ter
existido, o que pode impactar a analise estatistica univariada. Por ultimo podemos
inserir neste topico limitagbes a dificuldade na tipagem de quatro pacientes, o que
pode ser argumentado dado ao universo genotipico bastante diverso da paciente
que convive com HIV.

Com base na experiéncia mundial de uso da vacina contra o HPV, o sucesso
da vacinagdo é inegavel, principalmente entre MVHA e que, principalmente,
precisam ser vacinadas em momentos de supressao do HIV. Em conclusdo, os
resultados deste estudo demonstram que o programa de vacinagao publica no Brasil
deve considerar a mudanga do esquema 4vHPV para as MVHA para incluir uma
extensdo da indicacdo até os pacientes atingirem os 45 anos de idade,
preferencialmente em ambito do Centro de referéncia de Imunobiolégicos Especiais

(CRIE), estendendo esta indicagao também aos homens que vivem com HIV.
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CONCLUSOES

e Foram analisadas nesta coorte de estudo 156 mulheres que vivem com
HIV, divididos em 2 grupos. O grupo 2 (positivo para PCR e ou
Papanicolau) foi representado por 49 pacientes, dentre elas 39 mulheres
positivas ao HPV caracterizados por PCR (25%) e 10 por teste de
Papanicolau (6,4%), perfazendo um total de 31,4% de prevaléncia.

e Em 39 mulheres com infecgao por HPV identificada por PCR, as infec¢des
multiplas ocorreram em 25 pacientes e as infecgbes unicas em 14
mulheres.

¢ Os principais tipos encontrados nas infecgdes unicas e multiplas da coorte
foram em ordem decrescente: tipos 6 (16 pacientes), 11 (13 pacientes), 16
(7 pacientes) e 18 (10 pacientes).

e Em 35 pacientes infectados por tipos conhecidos de HPV do grupo 2, 31
(88%) possuem tipos de HPV contidos na 4HPV, e 32 (91%) pacientes
com tipos de HPV contidos na vacina 9vHPV.

e A distribuicdo percentual de gendtipos de HPV por padrées de
oncogenicidade s&o em ordem decrescente: gendtipos benignos (58%);
genotipos de alto risco (34%); gendtipos provavelmente oncogénicos (8%)

e As variaveis na analise univariada relacionadas estatisticamente a
protecéo da infecgéo por HPV foram: idade maior ou igual 50 anos; estado
civil “casada”; numero de parceiros sexuais menor ou igual a 3; numero de
filhos menor ou igual a 2; quantidade de CD4 acima de 550 células

e A regressao logistica confirmou a significancia das variaveis CD4 e idade
como fatores de protecdo, entretanto as variaveis “numero de parceiros
sexuais” e “numero de filhos” deixou de se tornar significante.

e Este estudo sugere a incorporagao pelo Ministério da Saude da 4vHPV
para mulheres HIV positivas acima de 26 e menores de 45 anos no
contexto do Centro de referéncia de Imunobiolégicos especiais (CRIE).
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9 APENDICES

9.1 Apéndice 1 - Protocolo de coleta de dados (Questionario)

Data do preenchimento do questionario: __ /  /
1. Idade:
2.Endereco:

3. Estado civil:

( )Solteira/o ( )Casada/o ( ) Separada/o ou Divorciada/o () Vitva/o

4. Renda familiar

()até 1 salario minimo ( )de 1 a 3 salarios minimos ( )3 a 5 salarios minimos
( )mais de 5 salarios minimos

5. Vocé é sexualmente ativo?

()Sim ( )Nao

6. Se sim, quantos parceiros sexuais ja teve?

7. Com quantos anos vocé teve sua primeira relagéo sexual?

8. Faz uso de preservativo?

()Sim ()Nao

9. Vocé ja foi vacinada contra HPV?

()Sim ( )Nao

10. Caso seja vacinada, quantas doses recebeu?

O1()2()3

11. Teve diagnostico de HPV positivo anteriormente?

()Sim ( )Nao

12. Vocé utiliza anticoncepcionais?

()Sim ( )Nao

13. Possui outras DSTs?

()Sim ( )Nao
Se sim, qual?
14. Ja teve filhos?
() Sim () Nao

Se sim, quantos?

Com quantos anos teve o primeiro filho?

15. Fuma?

()Sim ( )Nao

Se sim, quantos cigarros ao dia?___

PARTE 2 - CONSULTA AO PRONTUARIO
-Possui Doenca definidora de AIDS? QUAL (IS)
-Classificagdo do CDC?

-CD4 no pareamento

-Carga Viral

-Medicagdo em Uso? Sim ou ndo? Quais?
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9.2 Apéndice 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

ANALISE DA EFICACIA E EFETIVIDADE DA VACINA QUADRIVALENTE CONTRA O HPV PARA AS
PACIENTES PORTADORAS DA SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA NO MUNICIPIO DE
CAMPOS DOS GOYTACAZES-RJ

Eu, , fui convidado a participar de um

estudo que vai pesquisar se a vacina contra o HPV pode induzir resposta de protegcdo em mim. Fui informada
que o Papilomavirus Humano (HPV) é grande indutor de lesGes de pele e mucosas, sendo responsavel por
quase 100% dos céanceres de cdlo de utero e pelas verrugas genitais (condilomas), de maneira que a simples
aquisicdo deste virus pode causar também uma serie de outros transtornos, quais sejam as doencas
relacionadas ao HPV, nelas incluida o Cancer Anal, o cancer de Laringe, cancer de vulva e vagina, entre outros.
A coinfecgdo HIV / HPV ainda permanece no mundo cientifico bastante pouco estudada, uma vez que embora se
acredite que as lesdes de HPV aumentem muito nas pacientes soropositivas, ndo ha nenhum estudo no mundo
que prove que a vacina quadrivalente contra o HPV possua protegdo para as soropositivas. OBJETIVOS DA
PESQUISA:

Investigar se a Vacina quadrivalente contra o HPV é eficaz e efetiva na prevengcdo do HPV nas
mulheres soropositivas para o HIV.
PROCEDIMENTOS:

E importante que vocé leia este documento com atengdo. Entenda que a participagdo do menor &
totalmente voluntaria e que sua saida deste estudo pode ser feita a qualquer momento, sem nenhum prejuizo
para a sua pessoa.

O material a ser colhido trata-se de um simples exame de preventivo (Papanicolau), que sera colhido
em diversos momentos: no momento da adesdo ao estudo (T0); 6 meses depois (T1) e 1 ano depois (T2). O
material coletado sera utilizado exclusivamente nesta pesquisa. Também sera colhida uma amostra de sangue
para se avaliar se ha produgao de anticorpos protetores apos a vacinagao contra o HPV.

RISCOS:

Os possiveis riscos e desconforto sdo minimos e relacionados com a coleta de preventivo.
BENEFICIOS:

Pelo teste que sera realizado, a Sra. ficar4 sabendo se a vacina contra o HPV possui protecdo nas
mulheres HIV positivas.

Em vista do exposto, sinto-me suficientemente esclarecida e tomo a decisdo voluntaria de permitir a
minha participagdo no processo de coleta de preventivos seriados e de sangue na cidade de Campos dos
Goytacazes-RJ. Os resultados desta pesquisa serdo fornecidos a mim de maneira confidencial e poderdo ser
utilizados para publicagao cientifica.

Ass.
Data: / /

Pesquisadores responsaveis:

Dra. Silvia Maria Baeta Cavalcanti e Dr. Charbell Miguel Haddad Kury
Telefone: (21) 26292429 / 22 - 27332820

E-mail: silviacavalcanti67 @gmail.com / charbellkury@hotmail.com
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10. ANEXOS

10.1 ANEXO 1 — Carta de Aprovagdo Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE MEDICINA DE
CAMPOS/FUNDACAO
BENEDITO PEREIRA NUNES

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DA EFICACIA E EFETIVIDADE DA VACINA QUADRIVALENTE CONTRA
HPV EM MULHERES PORTADORAS DA SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA
ADQUIRIDA (AIDS)

Pesquisador: CHARBELL MIGUEL HADDAD KURY

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 26110813.2.0000.5244

Instituicao Proponente: Faculdade de Medicina de Campos/Fundagao Benedito Pereira Nunes
Patrocinador Principal: Faculdade de Medicina de Campos/Fundagao Benedito Pereira Nunes

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 558.338
Data da Relatoria: 28/02/2014

Apresentacao do Projeto:
Projeto apresenta delineamento adequado e capaz de responder os objetivos da pesquisa

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo claro e preciso que se insere adequadamente no desenvolvimento do projeto de pesquisa.
Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Nao apresenta nenhum risco e o beneficio esperado é a diminui¢cdo do sofrimento humano pela analise do
impacto da vacina contra HPV.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Nenhum comentario ou consideragdes a fazer.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

O projeto de pesquisa apresentou todos os requisitos exigidos e de acordo com as resolugdes n° 196/96 e
novas normatizagées da Plataforma Brasil

Recomendagoes:
Nada a acrescentar

Enderego: Avenida Dr. Alberto Torres, 217

Bairro: Centro CEP: 28.035-580
UF: RJ Municipio: CAMPOS DOS GOYTACAZES
Telefone: (22)2101-2948 Fax: (22)2101-2929 E-mail: cepfmc@fmc.br

Pagina 01 de 02
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FACULDADE DE MEDICINA DE
CAMPOS/FUNDACAO W "e
BENEDITO PEREIRA NUNES

Continuagéo do Parecer: 558.338

Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Como resultado desta anélise e com base nas resolugdes n° 196/96 e n° 340/2004, o projeto de pesquisa foi
aprovado (ou apresenta as seguintes pendéncias ou foi reprovado) por seus préprios fundamentos.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideracgodes Finais a critério do CEP:

As pendéncias foram solucionadas de forma satisfatoria.

CAMPOS DOS GOYTACAZES, 16 de Margo de 2014

Assinador por:
ISRAEL NUNES ALECRIN
(Coordenador)

Endereco: Avenida Dr. Alberto Torres, 217

Bairro: Centro CEP: 28.035-580

UF: RJ Municipio: CAMPOS DOS GOYTACAZES

Telefone: (22)2101-2948 Fax: (22)2101-2929 E-mail: cepfmc@fmc.br

Pagina 02 de 02
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10.2 ANEXO 2 - ARTIGO 1 - Early impact in reducing cervical abnormalities in
Campos dos Goytacazes, RJ, Brazil, after introduction of the quadrivalent HPV

vaccine for Girls 11-15: is it time to think about HPV vaccine in boys?

ARTICLE ARTIGO

EARLY IMPACT IN REDUCING CERVICAL ABNORMALITIES IN
CAMPOS DOS GOYTACAZES, RJ, BRAZIL, AFTER
INTRODUCTION OF THE QUADRIVALENT HPV VACCINE FOR
GIRLS 11-15: 1S 1T TIME TO THINK ABOUT HPV VACCINE IN BOYS?

IMPACTO PRECOCE NA REDUCAO DE ANORMALIDADES CERVICAIS EM CAMPOS DOS GOYTACAZES,
RJ, BRASIL, DEPOIS DA INTRODUGAO DE VACINA QUADRIVALENTE DE HPV EM
MENINAS DE 11 A 15 ANOS: E HORA DE PENSAR EM VACINAS HPV PARA RAPAZES?

Charbell Miguel Haddad Kury', Abdalla Dib Chacur?, Cristiano Salles Rodrigues®, Hugo Oliveira Freixo®,
Andrei Vargas Vieira Lopes®, Renata Louzada de Moraes®, Verdnica Franga Misse*, Leonardo Cordeiro Abrew’,
Melissa Martins Barbosa’, Marcus Miguel Haddad Kury’, Silvia Baeta Cavalcanti®, Oswaldo G. Cruz®

ABSTRACT

Introduction: Human papillomavirus (HPV) is a huge concern in public and private health. The prevention of this condition is the combination of the use
of Papanicolaou smear test, condoms and HPV vaccines. Campos dos Goytacazes, RJ, is the first Brazilian municipality to implement in September 2010
the quadrivalent HPV vaccine (Gardasil®) for girls in the age group of 11-15 years, in a hybrid strategy of vaccination (schools and health centers).
In 2014, the vaccination was started also for boys, at the same time that the Ministry of Health introduced it for girls. Objective: The aim of the study was
to analyze the trends in reduction of low-grade cervical abnormalities five years after the introduction of the quadrivalent HPV vaccine in this municipality
(primary outcome). Furthermore, this study evaluated the relative risk (RR) of each of the groups studied, in order to explain the protective effect of
the vaccine (secondary outcome). Methods: The ecological analysis evaluated the impact of HPV vaccination as a protective factor against low risk of
HPV abnormalities. Results of the Pap smear test obtained from the Brazilian Ministry of Health’s Sistema de Informagéo do Cancer do Colo do Utero
(SISCOLO) were categorized in low-grade abnormalities (LGA) and high-grade abnormalities (HGA). This preliminary study focused in LGA rates, which
were estimated for a 1-month period and then stratified by four age groups (<20; 20-24; 25-30; >30 years) from 2007 to 2014. A quantitative comparison
of LGA temporal trends before and after vaccination was done with Quasi-Poisson regression analysis. The protective effect of the vaccine over time was
evaluated by calculating the RR in each age group. Results: The study showed significant decrease of more than 60% in LGA in women <20 years old, and
less, almost 50% for the other groups. HPV vaccine was a protective factor, because the RR result was <0.0001 in all age groups. Conclusions: Although the
studies show that the pre-HPV neoplastic lesions may be reversible spontancously, it is undeniable that the vaccine contributes greatly to the high reduction
rates, associated with high vaccination coverage. These results are the first in Brazil and in future may address the necessity to discuss the vaccination for
boys in the context of the same results obtained in Australia.

Keywords: Papillomaviridae; human papillomavirus recombinant vaccine quadrivalent, types 6, 11, 16, 18; Papanicolaou test; immunization coverage;
uterine cervical neoplasms.

RESUMO

Introducdo: O papilomavirus humano (HPV) é uma grande preocupagdo na satude publica e privada. A prevengdo dessa condigdo ¢ a combinagdo do uso
do exame de Papanicolaou, de preservativos e de vacinas contra o HPV. Campos dos Goytacazes ¢ o primeiro icipio brasileiro a impl r em
setembro de 2010 a vacina quadrivalente contra 0 HPV (Gardasil®) para meninas de 11 a 15 anos de idade em uma estratégia hibrida de vacinagdo (escolas
¢ centros de saude). Em 2014, a vacinagdo comegou para os meninos na mesma é¢poca em que o Ministério da Satde introduziu a vacina para as meninas.
Objetivo: O objetivo do estudo foi analisar as tendéncias na redugio de anormalidades cervicais de baixo grau cinco anos depois da introdugdo da vacina
quadrivalente de HPV na cidade (resultado primario). Além disso, esta investigagio avaliou o risco relativo de cada grupo analisado, de maneira a explicar
o efeito protetor da vacina (resultado secundario). Métodos: A analise ecoldgica avaliou o impacto da vacinagio contra o HPV como um fator protetor
contra o baixo risco de anormalidades pelo HPV. Os resultados do teste de Papanicolaou, obtidos por meio do Sistema de Informagéo do Céancer do Colo
do Utero (Siscolo) do Ministério da Saude, foram categorizados em anormalidades de baixo grau (LGA) ¢ anormalidades de alto grau (HGA). Este estudo
preliminar foi centrado nas taxas de LGA, as quais foram estimadas para o periodo de um més e estratificadas por quatro grupos etarios (<20; 20-24; 25-
30; >30 anos) de 2007 a 2014. A comparagdo quantitativa das tendéncias temporais de LGA antes e depois da vacinago foi feita com analise de regressdo
de Quase-Poisson. O efeito protetor da vacina ao longo do tempo foi avaliado por célculo do risco relativo em cada grupo de idade. Resultados: O estudo
mostrou diminuigdo significativa de mais de 60% em LGA em mulheres de <20 anos de idade e de pelo menos cerca de 50% para os outros grupos. A vacina
contra o HPV foi um fator de protegdo, por causa do resultado do risco relativo de <0,0001 em todas as idades. Conclusdes: Embora os estudos mostrem
que as lesdes pré-neoplasicas do HPV possam ser reversiveis espontaneamente, ¢ inegavel que a vacina contribuiu grandemente para as taxas elevadas de
redugio, associadas com a alta cobertura vacinal. Esses resultados sdo os primeiros no Brasil e podem dirigir no futuro a necessidade de discutir a vacinagdo
dos meninos no contexto dos mesmos resultados obtidos na Australia.

Palavras-chave: Papillomaviridae; vacina quadrivalente recombinante contra HPV tipos 6, 11, 16, 18; teste de Papanicolaou; cobertura vacinal; neoplasias
de colo de utero.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Human papillomavirus (HPV) can cause genital warts and HPV-related cancer.People living with human Received 25 February 2020
immunodeficiency virus (HIV)are more symptomatic for HPV infections.Campos dos Goytacazes,a munici-  Revised 3 July 2020
pality of Rio de Janeiro,introduced the quadrivalent HPV vaccine (4vHPV)for HIV-positive women four ~ Accepted 17 July 2020
years before initiation of a public vaccination program.This study analyzed the prevalence of HP KEYWORDS

infection in HIV-positive women and the variables associated with infectionTwo groups were eval d: Human

group 1,with Pap smear and HPV-negative polymerase chain reaction (PCR);group 2, individuals with at (HPV); human

least one positive result for HPV in PCR or pap smear.PCR was performed in endocervical samples using immunodeficiency virus

generic primers, and the LCD-Array Kit was used for genotyping.Univariate and multivariate analyzes were (HIV); quadrivalent vaccine
performed Results in 109 women (Group 1 n = 70; group 2 n = 39)showed an overall HPV prevalence of ~ 2gainst HPV; molecular
36%.Results also showed that 88% (n = 23) and 96% (n = 25)of typed viruses (total of typed viruses n = 26) typing

were included in 4vHPV and 9vHPV (nonavalent HPV),respectively.In univariate analysis,age less than

45 years, a high number of sexual partners,and HIV-viral load were risk factors for infection.However,

a CD4 indicator was associated with protection.Although HIV infection is generally related to multiple and

rare types of HPV,this study showed that a vast majority of the HPV types found are included in 4vHPV.

Considering that age less than 45 years is a risk factor, the use of 4vHPV in Brazil should be extended in the

public vaccination program to HIV seropositive women up to age 45 years

Introduction carcinoma, with 6,385 deaths.” Other HPV-related cancers are

Human papillomavirus (HPV) is a DNA virus that act by infecting anus, vulva, vagina, penis and oropharynx tumors.

iy 1 ; o Genital HPV infection has a number of consequences in
the basal epithelial cells of the skin and mucous membranes. Their . . . . .
. 3 13 women infected with the human immunodeficiency virus
main outcomes are genital warts and HPV-related cancers.

. . 2 2 (HIV). We must consider not only the increased risk of HPV
HPV infection can be considered a sexually transmitted . A 5 " 2
: : . : infection, but also the persistence of HPV infection, the occur-
disease, with a prevalence of about 11-12% worldwide, ranging rence of different genotvoes and the ereater-chance of devel-
from 16% to 24% among females.*” In the Brazilian popula- genotyp! 8

: S A oping invasive malignant lesions."*
tion, preliminary data from a nationally conducted study on & 2 i .
, : : The portfolio of HPV prevention measures includes con-
5,812 women estimated a 54.6% prevalence of HPV infection, .
Lo ) 3 . doms, Pap smears and sex education. Moreover, two HPV
which is in agreement with studies conducted in the state of

vaccines are available in Brazil: the bivalent Cervarix® vaccine
Rio de Janeiro (54.5%). In addition, high-risk HPV types were , L o
found in 38.4% of the cases analyze 46 (2vHPV) and the quadrivalent Gardasil® vaccine (4vHPV). Both

HPV-related tumors account for 5.2% of all cancer cases in the ~ '2CCPeS Prevent infection: by PV, types: 16iand, I8, which

world. The second most prevalent HPV-related cancer worldwide account for 70%. of cervical caticer cases and. 50% of high:tisk
is cervical cancer, which occurs annually in nearly 569,847 cases, precanceronslesions HRY typesioand 1larealsgpreventec 7y

with 311,365 related deaths.® Data from the National Cancer LIZ:V?:;‘;:;O;TQ z{::sé(;ij::ﬁ ‘;’j::f:?l‘t,aa]cg::s(;:}i;%v;-xi
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In this paper, we report data from Campos dos Goytacazes, the first municipality in Brazil to introduce free of charge the quadrivalent HPV vaccine GARDASIL® for
women HIV positive until 45 years old, 4 years before its introduction by the Brazilian Government. The study was focused in HIV women who were interviewed and had
endocervical samples collected for molecular tests. The results show that the women analyzed before vaccination had HPV genotypes included in the vaccine, so the
Brazilian Government should consider change the schedule for women beyond 26 years old, because HIV people are immunosuppressed and need protection. This is
significant, because it is the unique study in Brazil to analyze trends of HPV infection in HIV people vaccinated beyond 26 years old. This short communication shows the
data before vaccination. After 3 years we collected new samples to analyze vaccination effectiveness, which will be disclosed in the future.
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