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“Cada ponto do caminho é um ponto de chegada.

Nietzsche se ria dos turistas que subiam as montanhas, suando e bufando:
0 que eles queriam era chegar ao alto da montanha.

Cegos pela estupidez,

nao viam que cada lugar da caminhada estava cheio de beleza.”

(Rubem Alves)

H

“A coisa nao esta nem na partida nem na chegada; esta é na travessia.’

(Guimardes Rosa)
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Resumo

OBJETIVO: Estudar os fatores associados a detecgdo de HPV e HIV na vagina,
incluindo sua correlagdo. METODOS: Trata-se de um estudo de corte transversal
em mulheres infectadas por HIV. Excluiram-se gestantes e aquelas com
antecedente de histerectomia, em uso de medicagdes vaginais nas ultimas 48h, que
tiveram relagao sexual desprotegida havia menos de 72h ou com sangramento
genital. Utilizou-se amostra endocervical para realizagdo de teste de Captura
Hibrida Il® (HPV por CH Il) para detecgao de HPV (alto e baixo risco), clamidia
e gonococo. Os tipos de HPV foram identificados por Linear Array®, Roche,
ap6s amplificacdo do DNA viral. Colheu-se lavado vaginal para determinagao
de RNA-HIV livre (utilizando-se 10 mL de solugdo salina). As cargas virais
vaginal e plasmatica de HIV foram mensuradas utilizando-se o kit HIV Monitor
v1.5 Cobas Amplicor®. Calcularam-se as razdes de prevaléncia e respectivos
intervalos de confianga a 95%. RESULTADOS: Entre as 201 mulheres, das
quais 73,6% em uso de TARYV identificou-se o HPV de alto ou baixo risco pela
CH Il em 37,3% delas. O RNA-HIV livre foi detectavel no lavado vaginal em 9% dos
casos. Houve maior deteccao de HPV por CH Il com HIV plasmatico detectavel,

menores valores de linfocitos T CD4, uso de contraceptivo combinado e tabagismo,
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mas nao houve associacao com RNA-HIV vaginal. O HPV pela CH Il também
foi mais prevalente quando havia alteragao citolégica e colposcépica, mas nao
ectopia, ulceragao genital, moniliase ou vaginose bacteriana. Em mais de 80%
das amostras, detectou-se algum tipo de HPV (em média, trés tipos). Os tipos
mais prevalentes foram HPV 62 (24,9%), 6 (19,4%), 53 (17,4%), 51 (14,9%), 61
(13,9%), 16 (12,9%) e HPV 84 (11,4%). HPV 53, 51 e 16 (alto risco) e HPV 84
(indeterminado) foram associados a maior detecgao pela CH Il. A presenga de
mais de trés tipos de HPV foi o unico fator que aumentou a prevaléncia de HPV por
CH Il na analise multivariada. Nao usar TARV, carga viral plasmatica detectavel,
CD4 reduzido e vaginose bacteriana aumentaram a prevaléncia de RNA-HIV
vaginal, mas carga viral plasmatica foi a unica variavel significativa na analise
multivariada. Conclusao: O HPV foi detectavel em 37,5% dos casos, quando
se usou CH Il, e em 80% dos casos quando se usou tipagem por Linear Array®.
Ter RNA HIV vaginal detectavel ndo aumentou a prevaléncia da deteccédo de
HPV. A prevaléncia de RNA HIV vaginal foi 9%, bem abaixo dos valores da

literatura e associada a carga viral plasmatica.
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Summary

Aim: To study factors associated to HPV and HIV vaginal viral load, including
their correlation. Methods: This is a cross-sectional study with HIV- infected
women. Those who were pregnant, had undergone histerectomy, using vaginal
medication within the last 48 hours, had had unprotected sex less than 72 hours
before, or had genital bleeding were excluded. An endocervical sample was
used for Hybrid Capture Il (HPV by HC Il) to detect HPV (high and low risk),
Chamydia trachomatis and N. gonorrhoeae. HPV types were identified by Linear
Array (Roche), after viral DNA amplification. A cervico-vaginal lavage sample
was obtained to determine free RNA-HIV load, using 10 mL of sterile normal
saline. HIV vaginal and plasmatic viral loads were measured by HIV Monitor V
1.5 Cobas Amplicor. Prevalence ratios and respective 95% confidence intervals
were calculated. RESULTS: Out of 201 women, 73.6% using ARV, 37.3% of
women were identified with high or low risk HPV by HC Il. Free HIV-RNA was
detectable in cervical vaginal lavage of 9% of the cases. Higher HPV prevalence
was associated with plasmatic HIV, lower T CD4 lynphocytes, combined hormonal
contraceptives and cigarette smoking, but not with vaginal HIV-RNA. HPV by

HC Il was more prevalent in cases of cytologic or colposcopic abnormalities, but
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not ectopy, genital ulcerations, candidiasis or bacterial vaginosis. In over 80% of
the samples, some type of HPV was detected (on average 3 types). The most
prevalent types were HPV 62 (24.9%), 6 (19.4%), 53 (17.4%), 51 (14.9%), 61
(13.9%), 16 (12.9%) and 84 (11.4%). HPV 53, 51 and 16 (high risk) and 84
(undetermined) were associated to higher detection by HC Il. The presence of
more than three HPV types was the only factor which increased the prevalence
of HPV by HC Il in multivariate analysis. Using no ART, reduced CD4, plasma
HIV viral load, and bacterial vaginosis increased the prevalence of vaginal HIV-
RNA, but plasmatic viral load was the only significant variable lin the multivariate
analysis. CONCLUSIONS: HPV by HC Il was detected in 37.5% of samples, and in
80% of the cases when Linear Array typing washed used. Having detectable
vaginal RNA-HIV has not increased the prevalence of HPV detection. The
prevalence of vagina RNA-HIV was 9%, well below the values found in the medical

literature and associated to plasmatic viral load.
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1. Introducao

Na sua terceira década, a infecgao pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) tornou-se uma infeccao cronica. Houve uma importante modificagdo do perfil
epidemioldgico da populagdo acometida e a infec¢do, antes predominante entre
homens homossexuais e habitantes de grandes centros, atualmente € encontrada
nas camadas socio-econdmicas mais carentes, em pequenos nucleos urbanos,

sendo quase metade dos infectados, do sexo feminino (UNAIDS, 2006).

A atencao integral a saude destas mulheres engloba aspectos como
gravidez, contracepgao, climatério, infecgbes genitais e transmisséo sexual. Como
estas situagdes clinicas apresentam particularidades neste grupo de mulheres,

trazem desafios especificos e requerem abordagem diferenciada.

Entre estes desafios, esta o fendbmeno da compartimentalizagdo. A carga
viral plasmatica € um parametro amplamente utilizado no acompanhamento da
resposta terapéutica aos anti-retrovirais. Varios estudos mostraram relagao positiva
entre a carga viral plasmatica de HIV e a presenca de HIV na vagina. (Hart et al.,

1999; Kovacs et al., 1999). Porém, correlagao positiva ndo exclui a possibilidade
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de se encontrar HIV no trato genital de mulheres com carga viral plasmatica
indetectavel (Debiaggi et al., 2001). Spinillo et al. (2001) também encontraram
replicacado de HIV na vagina independente da carga viral plasmatica e da contagem
de CD4. Shaheen et al. (1999) detectaram diferentes variantes genotipicas de
HIV-1 em lavado cérvico-vaginal e sangue. A compartimentalizagdo em mulheres
gravidas ja levantou a questéo da utilidade da quantificacao da carga viral vaginal de
HIV para orientar a decisao a respeito da via de parto, em substituicdo a carga

viral plasmatica, rotineiramente utilizada (Garcia-Bujalance et al., 2004).

Os fatores associados com a excregao genital de HIV no trato genital
feminino incluem, dentre outros, contagem de CD4, carga viral de HIV plasmatica,
ulceragdes genitais ou outras doengas sexualmente transmissiveis e o uso de
contraceptivos hormonais (Coombs, 2003). A presenca de ectopia cervical foi
associada com maior risco de transmissao heterossexual de HIV e a inflamacgao
cervical associou-se com excregdo aumentada de HIV cervical (Heard, 2004).
Assim, € necessario aprofundar os conhecimentos sobre a carga viral vaginal de
HIV e suas possiveis repercussdes em situagbes como a gravidez, a transmissao

vertical, a transmissao heterossexual e as co-infecgdes genitais.

Dentre estas ultimas, destaca-se a infecgao pelo Papillomavirus humano
(HPV), de elevada frequéncia nestas mulheres (Wright et al., 1994; Ellerbrock et al.,
2000). De um modo geral, a maior parte das infecgbes pelo HPV sao assintomaticas
e o clearance viral ocorre espontaneamente em meses ou anos (Ho, 1998).
Entretanto, estas infecgdes também podem resultar em uma variedade de

lesdes como condilomas, lesdes intra-epiteliais escamosas de baixo e alto grau
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e carcinoma. Sabe-se que a persisténcia da infeccdo € um dos fatores mais

importantes na progressao das lesdes (Bosch, 1995; Kjaer, 2002).

Mais de cem tipos de HPV sao conhecidos e cerca de 40 infectam o trato
genital. Entre os tipos que ndo se associam ao cancer, considerados de baixo
risco, destacam-se os HPV 6 e 11. Entre os tipos de alto risco, que se associam
ao cancer, estdo os HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e

82. Os tipos 26, 53, 66 sao considerados de provavel alto risco (Munoz, 2003).

Estudos mostram que os mecanismos imunoldgicos do individuo agem no
sentido de controlar a infecgdo por HPV e promover o seu clearance. Individuos
com comprometimento do sistema imunolégico, como aqueles infectados pelo
HIV, sdo mais susceptiveis as infeccdes por HPV e a sua persisténcia, com uma
progressao mais rapida para formas mais graves, pior resposta aos tratamentos e
maiores indices de recidiva (Ellerbrock, 2000; Ahdieh, 2001; Levi, 2002; Heard
et al., 2004; Spinillo, 2006). A infecgdo pregressa por HPV também pode ser
reativada, o que contribui em parte para uma maior incidéncia da infecgao pelo

HPV nas mulheres infectdas pelo HIV (Strickler et al., 2005).

Por outo lado, a histéria natural da infeccdo pelo HIV modificou-se
profundamente com o uso dos medicamentos anti-retrovirais. O uso da terapia
anti-retroviral (TARV) melhora os parametros mensuraveis de imunocompeténcia,
com aumento da contagem de linfécitos T CD4, diminuigdo da carga viral
plasmatica de HIV e da incidéncia de infeccbes oportunistas, resultando em aumento

da sobrevida dos individuos infectados. Mas os estudos que avaliam o efeito da
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TARYV sobre a incidéncia, regressao e resposta ao tratamento de lesdes causadas
pelo HPV tém resultados conflitantes. Num trabalho de reviséo, identificou-se
impacto positivo da TARV em apenas metade dos 18 estudos sobre os efeitos da

TARV nas doencas cervicais e anais HPV-induzidas (Heard et al., 2004).

Embora haja associagao significativa entre a carga viral de HIV genital e
o diagndstico de neoplasia cervical (Spinillo et al., 2006) e a imunodeficiéncia
produzida pelo HIV seja um fator de risco bastante conhecido, a relagao entre a
excregao genital de HIV e a neoplasia intra-epitelial cervical tem sido pouco
estudada. Sabe-se que o clearance do HPV pode ser até 4 a 10 vezes mais
freqUente em mulheres nao-infectadas pelo HIV do que nas infectadas, o que esta
inversamente associado a contagem de células CD4 (Ahdieh, 2000; Ellerbrock,
2000). A alteracao da resposta imune e da produgéo de citocinas decorrentes da
infecgdo pode justificar a associagéo entre HIV genital e neoplasia cervical (Zara,
2005; Nicol, 2007). Por exemplo, as proteinas tat do HIV podem potencializar a

expressao dos oncogenes E6 e E7 do HPV (Vernon, 1993).

Portanto, estudar a possivel associagao entre as cargas virais de HPV e HIV
na vagina e suas relagbes com outras co-infecgbes vaginais, uso de TARV,
contagem de CD4, é uma tentativa de entender melhor por que as infecgdes pelo
HPV continuam sendo um problema mais expressivo nas mulheres HIV positivas e

de buscar meios para o controle mais efetivo desta complicagéo ginecoldgica.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar se existe associacdo entre a presenca de HIV e de HPV no
ambiente vaginal em mulheres infectadas pelo HIV e identificar os fatores que

podem confundir esta associagéo.

2.2. Obijetivos especificos

m Comparar a taxa de deteccdo de HPV em mulheres infectadas por HIV
utilizando Captura Hibrida Il e PCR.

m Avaliar a influéncia da carga viral vaginal de HIV, carga viral plasmatica
de HIV, valor de células T CD4, idade, uso de terapia anti-retroviral, co-
infecgbes vaginais, anticoncepgao hormonal, manifestagdo do HPV sobre
a deteccao de HPV por CH II.

m Analisar a associacdo do tipo especifico do HPV, a multiplicidade de

tipos e a deteccao de HPV.

m |dentificar os fatores relacionados a presenga de RNA-HIV livre na vagina.
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RESUMO

OBJETIVO: Avaliar a deteccdo de HPV e fatores associados em mulheres infectadas por
HIV. METODOS: Trata-se de um estudo de corte transversal entre mulheres infectadas
por HIV. Excluiram-se gestantes, aquelas com antecedente de histerectomia, em uso de
medicagdes vaginais nas ultimas 48h, que tiveram relacdo sexual desprotegida havia menos
de 72h ou com sangramento genital. Utilizou-se amostra endocervical para realizagao de
teste de Captura Hibrida II® - Digene (CH II) para detec¢ao inicial de HPV de baixo e
alto risco, clamidia e gonococo. Posteriormente, os tipos de HPV foram identificados
por Linear Array®, Roche, apds amplificagdo do DNA viral. Colheu-se lavado vaginal
para determinagdo da carga de RNA-HIV livre, utilizando-se 10 mL de solugdo salina.
As cargas virais vaginal e plasmatica de HIV foram mensuradas utlizando-se o kit HIV
Monitor v1.5 Cobas Amplicor®, Roche. Calcularam-se as razdes de prevaléncia e respectivos
intervalos de confianga a 95%. Realizou-se andlise multivariada para identificar os fatores
mais relevantes, selecionando-se aqueles que tiveram p< 0,20 na analise bivariada.
RESULTADOS: Em 201 mulheres, 73,6% em uso de TARV, 37,3% de mulheres
apresentavam HPV de alto ou baixo risco por CH II. Houve maior detec¢ao de HPV por
CH II quando o HIV plasmatico era detectavel, com menores valores de linfocitos T CD4, uso
de contraceptivo combinado e tabagismo, mas ndo com HIV vaginal detectavel (9%).
Alteragdes citologicas e colposcdpicas, mas ndo ectopia, ulceragao genital, moniliase ou
vaginose bacteriana, aumentaram a detec¢do de HPV por CH II. Havia algum tipo de
HPV pelo PCR em 80,4% das amostras. Os HPV mais prevalentes foram HPV 62, 6, 53, 51,

61, 16 e 84. Os HPV 53, 51 e 16 (alto risco) e HPV 84 (indeterminado) se associaram a
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deteccao de HPV pela CH II. A presenga de mais de trés tipos de HPV foi o tinico fator
que aumentou a prevaléncia de positividade de HPV pelo CH II na analise multivariada.
CONCLUSOES: Detectou-se HPV pelo CH II em 37,3% dos casos, mas 80% das
mulheres tiveram algum tipo identificado apds amplificagdo. RNA HIV livre vaginal
nao aumentou a prevaléncia de HPV vaginal. Ter mais de trés tipos de HPV aumentou a

deteccao de HPV por CH II.
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ABSTRACT

Aim: To evaluate HPV detection and associated factors among HIV-infected women.
Methods: This is a cross-sectional study with HIV- infected women. Those who were
pregnant, had undergone histerectomy, using vaginal medication within the last 48
hours, had had unprotected sex less than 72 hours before, or had genital bleeding were
excluded. An endocervical sample was used for Hybrid Capture II - Digene (HC II) for
initial HPV detection (high and low risk), Chamydia trachomatis and N. gonorrhoeae.
Afterwards, HPV types were identified by Linear Array (Roche), after viral DNA
amplification. A cervico-vaginal lavage sample was obtained to determine free RNA-
HIV load, using 10 mL of sterile normal saline. HIV vaginal and plasmatic viral loads
were measured by HIV Monitor V 1.5 Cobas Amplicor, Roche. Prevalence ratios and
respective 95% confidence intervals were calculated. A multivariate analysis was carried
out to identify the most relevant factors and to select those which were p< 0,20 in the
bivariate analysis. RESULTS: Out of 201 women, 73,6% using ARV, 37,3% of women
were identified with HPV by HC II (high or low risk). There were higher rates of
detection of HPV by HC II with detectable plasmatic HIV, lower T CD4 lymphocytes,
combined hormonal contraceptive use and cigarette smoking, but not with detectable
vaginal HIV (9%). Cytologic or colposcopic abnormalities, but not ectopy, genital
ulcerations, candidiasis or bacterial vaginosis, increased HPV detection by HC II. There
were at least one type of HPV by PCR in 80.4% of the samples. The most prevalent
HPV were HPV 62, 6, 53, 51, 61, 16, and 84. HPV 53, 51 and 16 (high risk) and HPV
84 (undetermined) were associated to HPV detection by HC II. The presence of more

than three HPV types was the only factor which increased the prevalence of HPV by HC
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IT in the multivariate analysis. CONCLUSIONS: HPV by HC II was detected in 37.3%
of the volunteers, but 80% of the women had some type identified after amplification.
Free vaginal HIV-RNA has not increased the prevalence of detectable vaginal HPV.

Having more than three HPV types has increased HPV detection by HC II.
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INTRODUCAO

A atengdo integral a saide das mulheres infectadas pelo HIV engloba aspectos
como gravidez, contracep¢ao, concepgdo, climatério, infecgdes genitais e transmissao
sexual para parceiros nao-infectados. Como estas situagdes clinicas apresentam
particularidades nestas mulheres, requerem uma abordagem diferenciada.

Alguns estudos mostraram correlagdo entre a carga viral de HIV plasmatica e
vaginal (1,2). Porém, essa correlagdo nao exclui a possibilidade de se encontrar HIV no
trato genital de mulheres com carga viral plasmatica indetectavel (3,4). Este fenomeno ¢
conhecido como compartimentalizagdo da infecgcdo. A presenca de virus na vagina de
gestantes com carga viral indetectavel no plasma levantou a questdo da necessidade de
se avaliar carga viral vaginal na decisao sobre via de parto (5).

A compartimentalizacdo também foi demonstrada pelo achado de diferentes
variantes genotipicas de HIV-1 em lavado cérvico-vaginal e sangue (6). Assim, tornou-
se necessario aprofundar os conhecimentos sobre carga viral vaginal do HIV e suas
possiveis repercussdes em situagdes como a gravidez, a transmissdo vertical, a
transmissdo heterossexual e as co-infec¢des do trato genital.

Dentre as co-infec¢des de importancia ginecoldgica em mulheres infectadas pelo
HIV, destaca-se a infec¢do pelo papilomavirus humano (HPV). Individuos com
comprometimento do sistema imunolégico, como os infectados pelo HIV, sdo mais
susceptiveis a estas infecgdes, sua persisténcia e conseqiiéncias, com progressao mais
rapida para formas graves, pior resposta aos tratamentos e maiores indices de recidiva
(7,8,9,10). Os efeitos da terapia anti-retroviral (TARV) sobre a resposta ao tratamento

das neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC) sao conflitantes. Num trabalho de revisao,
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encontraram-se nove estudos nos quais se mostrou impacto positivo da TARV sobre
essas infec¢des, mas em outros oito estudos, isso nao foi demonstrado (11).

A técnica de Captura Hibrida II (CH II) tem sido utilizada para deteccdo de
infeccdo por HPV, fornecendo resultado quantitativo. Utiliza duas sondas que
identificam diferentes grupos de risco oncogénico. A sonda “A” identifica virus de baixo
risco oncogénico (HPV 6,11,42,43,44) e a sonda “B” identifica virus de alto risco (HPV
16,18,31,33,35,39,45,51,53,56,58,59 ¢ 68). E a Gnica técnica aprovada pelo Food and
Drug Administration para identificacdo de infeccdo pelo HPV. Entretanto, técnicas com
amplificacdo viral por PCR sd3o utilizadas em pesquisa, com identificagdo de muitos
outros tipos virais (12). Entre estas, tem se destacado o Linear Array®, com resultado
qualitativo. Ainda n3o ha estudos especificos sobre seu desempenho em mulheres
infectadas por HIV, portadoras de multiplos tipos virais, e o significado de ser portador
de um tipo viral para o qual o potencial oncogénico nesta populagdo é pouco claro.

Pode ser que as alteragdes imunoldgicas locais associadas a presenca de HIV na
vagina aumentem probabilidade de haver reativagdo do HPV ou sua a¢do induzindo
lesdes intra-epiteliais, mesmo com tipos menos oncogénicos. Ou pode haver intera¢ao
entre os virus, HIV ¢ HPV no meio vaginal, modulando as manifestacdes locais
reciprocamente. Neste estudo, identificamos os fatores epidemioldgicos, ginecologicos e
clinicos, incluindo HIV vaginal, que estdo associados a presenga de HPV detectado por

CH II e comparamos a deteccdo de HPV por CH II e Linear Array.

METODOS
Trata-se de um estudo de corte transversal, no qual foram incluidas 201 mulheres

infectadas pelo HIV que compareceram para consulta ginecolégica no
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CAISM/UNICAMP. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e todas
as voluntarias assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

O tamanho amostral foi baseado na prevaléncia de HPV por teste de Captura
Hibrida II entre mulheres infectadas pelo HIV de Sao Paulo (9), 64,5%, e na detec¢ao de
HIV em amostra vaginal de mulheres sob terapia anti-retroviral, de 32% (4). Supondo
uma diferenga de 20 pontos percentuais na detec¢do de HPV por Captura em mulheres
com e sem HIV vaginal, o = 0,05 e = 0,20, o tamanho amostral seria 180 casos.

Foram convidadas a participar todas as mulheres infectadas pelo HIV ndo-
gestantes, que nao fossem histerectomizadas. Mulheres que informavam relagdo sexual
desprotegida nos trés dias anteriores a consulta, que se referiam a sangramento genital,
uso de medicagdes vaginais nas 48h prévias ou apresentavam sangue no muco durante o
exame ginecoldgico, foram excluidas.

Todas as voluntarias foram submetidas a exame ginecologico incluindo coleta de
material por lavado cérvico-vaginal para dosagem da carga viral do HIV. Foram
instilados e aspirados 10mL de soro fisioldgico, utilizando-se seringa estéril, sem tocar
no colo uterino ou vagina (13). Este lavado foi submetido a centrifugacdo de 3.000 g,
10min, 4° C. O sobrenadante foi distribuido em quatro aliquotas de 200puL, armazenadas
em freezer -70°C, sendo transportadas posteriormente para o laboratorio de referéncia. A
carga viral vaginal de HIV foi identificada como a quantidade de copias de RNA do
virus livre no sobrenadante, usando-se o kit — HIV Monitor v.1.5, Cobas Amplicor®,
Roche, com limite de detec¢do de 50 copias/mL.

A amostra cervical para deteccdo de HPV foi colhida com escova endocervical

apropriada. Este material foi utilizado para realizagdo de Teste de Captura Hibrida II
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para HPV (alto e baixo risco) clamidia e gonococo (positivo se maior que 1URL).
Posteriormente, realizou-se a tipagem do HPV utilizando-se o Linear Array® - Roche
(12), para todas as amostras. As cargas virais plasmaticas e vaginais do HIV foram
realizadas pela mesma técnica. A dosagem de linfocitos T CD4 foi realizada por
citometria de fluxo. Também foi coletada amostra para citologia oncologica cervical e
realizada colposcopia, observagdo de paredes vaginais com lugol e de vulva, perineo e
regido perianal, com acido acético 5%. A presenca de vaginose bacteriana e candidiase
foi avaliada pela bacterioscopia corada pelo Gram, aplicando-se o indice de Nugent,
para vaginose bacteriana.

Os dados foram analisados comparando-se propor¢des através do teste de Qui-
Quadrado, teste exato de Fisher e as médias utilizando-se o teste de Mann Whitney. Foi
calculada a razdo de prevaléncia para presenca de HPV pela CH II para as variaveis
clinicas, ginecologicas e associadas aos tipos de HPV, com intervalo de confianca de
95%. Realizou-se analise multivariada selecionando-se varidveis cujo valores de p na

analise bruta foi menor que 0,20.

RESULTADOS
Foram incluidas 201 mulheres, com idade média entre 35-38 anos, infectadas ha
7 anos, sob TARV ha 6 anos, com indice de massa corporea (IMC) em torno de 24
Kg/m® — Tabela 1. Um total de 37,3% das mulheres tinha HPV (alto ou baixo risco)
identificado pela Captura Hibrida. A carga viral de HIV na vagina foi detectavel em 18
voluntarias (9%) e a carga viral no plasma foi detectavel em 80 delas (40%) — Tabela 2.
Nao houve diferenga entre a idade média, IMC, tempo de infec¢do e uso de

TARYV, mas houve menor média de T CD4 absoluto ¢ nimero médio de tipos de HPV
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quando havia HPV pela CH II na amostra cervical — Tabela 1. Carga viral vaginal de
HIV, uso de TARV ou de anticoncepcional progestogénico ndo se associaram com
deteccao de HPV pela CH II, mas HIV detectavel no plasma, uso de contracepgao
hormonal combinada e tabagismo estiveram associados a maior prevaléncia de HPV
pela CH II — Tabela 2.

Houve também maior prevaléncia de HPV pela CH II entre as voluntarias com
citologia oncoldgica e colposcopia anormais, lesdes identificadas na bidpsia de colo
uterino e area iodo negativa na vagina, mas ndo entre as com ectopia ou vaginose
bacteriana - tabela 3. Nenhum caso de gonococo foi identificado. Houve apenas um caso
positivo para clamidia e este foi em uma voluntaria sem HPV pela CH II.

Detectou-se HPV por PCR (Linear Array) em 80,4% das mulheres estudadas.
Foram mais prevalentes os tipos 62, 6, 53, 51, 61, 16 e 84, sendo que houve casos de se
encontrar até 9 tipos numa unica amostra. Os tipos de baixo risco, incluindo HPV 62,
ndo se associaram com detec¢do de HPV pela CH 11, mas essa associagao foi observada
com os HPV de alto risco (53, 51, 16, 18 ¢ 84) - Tabela 4. Pouco mais da metade dos
casos que tinha tipagem com ao menos um tipo identificavel pela CH II teve, de fato,
amostra positiva para HPV pela CH II. Por outro lado, houve 25% de detecgdo para tipos
que ndo seriam detectaveis pela CH II — Tabela 4.

A tabela 5 mostra distribui¢ao percentual dos tipos encontrados em, pelo menos,
cinco amostras e sua relagdo com identificacdo prevista pelo CH II. Apenas cinco dos 10
tipos mais prevalentes seriam identificados, sendo quatro de alto risco (incluindo HPV
16) ou intermediario e HPV 6, de baixo risco.

Encontraram-se 20 citologias oncoldgicas alteradas, sendo 13 ASCUS, trés

NIC 1 e quatro NIC 2, com variadas taxas de deteccdo pela CH II, nimero de tipos e
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tipos especificos — Tabela 6. Entre 12 bidpsias de colo uterino, todas com HPV
detectavel pela CH II, encontraram-se duas NIC 3, duas NIC 2, quatro NIC 1, um

condiloma, duas cervicites cronicas € um caso com material inadequado.

DISCUSSAO

Neste estudo, a presenca de virus HIV livre na vagina ndo esteve associada a
carga viral detectavel do HPV por CH II. Tivemos metade da prevaléncia de HPV pela
CH 1I prevista pelo estudo no qual se baseou o calculo do tamanho amostral (14), assim
como 9% de prevaléncia de HIV vaginal, correspondendo a um ter¢o daquela encontrada
no estudo de referéncia (3). Estes achados restringiram o poder da amostra em
identificar associa¢des. Pode ser que reflitam as boas condigdes clinicas e de acesso a
cuidados desta populagdo, com TARYV e servicos clinicos disponiveis, num grupo em
que cerca de 75% utilizavam TARV com multiplas drogas em diferentes combinagdes.

Embora a imunodeficiéncia produzida pelo HIV seja um fator de risco conhecido
para neoplasia cervical, a relagdo entre a eliminacdo genital de HIV e a neoplasia intra-
epitelial cervical foi pouco estudada até o momento. A resposta imune celular ¢
importante no controle da infec¢do pelo HPV. A resposta dos linfocitos T- helper 1
(TH1), com producao de fator de necrose tumoral o contribui no clearance do virus,
enquanto a resposta dos linfécitos T- helper 2 (TH2), com interleucina-6, tem efeito
sinérgico com HPV oncogénico. Estudos de bidpsias com NIC de mulheres HIV
positivas mostraram aumento de infiltrados de linfocitos e macrofagos comparados com
bidpsia em mulheres HIV negativas (15).

Também o nivel de citocinas circulantes estd alterado na infeccdo pelo HIV

(16,17). As citocinas produzidas pelos macrofagos infectados pelo HIV podem
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influenciar o nivel de expressdo das oncoproteinas E6 ¢ E7 do HPV (18). As proteinas
tat do HIV podem potencializar a expressao dos oncogenes E6 ¢ E7 do HPV (19).

Quatro mecanismos tém sido propostos para explicar por que ha propensao da
infeccdo por HPV progredir nas mulheres com HIV: 1- pode ser que a resposta incial
esperada ao HPV (tipo TH1) seja substituida pela resposta TH2, com aumento de IL-4 ¢
10 e diminui¢dao de IL-2, TNFa; 2- o HPV, assim como o HIV, depletam as células
apresentadoras de antigeno, células de Langerhans e macréfagos do estroma cervical e
epitélio; 3- a proteina E7 do HPV 16 parece inibir a resposta do hospedeiro ao virus; 4- a
proteina tat do HIV, combinada com a proteina E2 do HPV16, pode transativar P97 do
HPV16 promovendo a transformagao em células de carcinoma. Parece improvavel que o
HIV e o HPV tenham interacdo molecular direta, porque ndo infectam os mesmos tipos
celulares. O HPV esta restrito as células epiteliais cervicais e vaginais predominando na
zona de transformacdo, nunca identificadas como persistentemente infectadas por HIV.
Este ultimo, por sua vez, infecta macrofagos, que sdo mais abundantes no tecido
endocervical da zona de transformacao ¢ na sub-mucosa, ao redor dos vasos (17). Nao
estudamos parametros imunologicos ou resposta inflamatoria local.

Observamos a multiplicidade de tipos de HPV infectando as mulheres portadoras
de HIV, ja descrita anteriormente (9,20,21). Na nossa casuistica, as alteragdes celulares
cervicais foram pouco prevalentes, mas o HPV 62, de risco indeterminado, foi o mais
encontrado. Além disso, quase 50% das mulheres com HPV eram portadoras de tipos de
alto risco diferentes do 16/18. E importante ressaltar que a infec¢do por multiplos tipos
parece estar associada a maior prevaléncia de neoplasia intra-epitelial e persisténcia da
infec¢do (22). A infecgdo por HPV 16/18 tem maior carga viral quando ha co-infec¢ao

com outros tipos (23). No entanto, esta casuistica ndo permite avaliar estas associacdes.
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Nas pacientes portadoras do HIV, o HPV 16 ndo ¢ o mais freqiiente nem mesmo
entre os casos com lesdes de alto grau ou células carcinomatosas, embora sua prevaléncia
aumente com a gravidade da lesdo (21). Num estudo na Zambia, identificaram-se os
tipos de alto risco 52 (37,2%), 58 (24,1%), 53 (20,7%), seguidos de HPV 16 (17,2%) e
18 (13,1%) em mulheres com lesdes intra-epiteliais de alto grau ou células de carcinoma
escamoso na citologia (20).

A persisténcia da infec¢do pelo HPV ¢ um fator determinante das alteracdes
celulares. Koshiol et al. observaram que o tempo médio de duragdo da infeccdo por HPV
foi um pouco maior nas mulheres com HIV (24). No entanto, a infec¢do pelo HPV 16
foi mais curta no grupo infectado pelo HIV do que no grupo ndo infectado, o que pode
ser mais uma evidéncia da diferenca do comportamento biolégico dos varios tipos de
HPV em individuos HIV- positivos. Ha maior risco de lesdes intra-epiteliais de alto grau
quando existe infec¢do por HPV 16, 31 e 33 na populacao geral (25).

Estudos recentes mostram que a vacina quadrivalente reduz a incidéncia de
lesdes ano-genitais associadas ao HPV em mulheres jovens (26, 27, 28). No entanto, a
vacina se dirige a tipos que ndo sdo os mais comuns nas mulheres com HIV. Isso deixa
clara a restrita eficacia da vacina para HPV em adolescentes ¢ adultas jovens infectadas
por HIV, com suas infec¢des multiplas e sem predominancia de HPV 16.

Outra importante questdo levantada pelo perfil de tipos de HPV encontrado
refere-se a classificacdo como alto e baixo risco oncogénico. Estudos mostram que tipos
de baixo risco, como 11, 53 e 61 foram detectados muito mais freqiientemente em
mulheres portadoras de HIV com lesdes de alto grau do que nas mulheres com essas
mesmas lesdes, mas ndo portadoras do HIV, sugerindo que tipos de baixo potencial

oncogénico podem ter um comportamento diferente nas mulheres infectadas pelo HIV (29).
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Por algum tempo, acreditou-se que os diferentes tipos de HPV competiam para
infectar o trato genital e que, portanto, a eliminagdo de um tipo facilitaria a infec¢ao por
outros. Entretanto, o achado de maior risco de aquisi¢cao de outro tipo, quando ja existe
infeccdo prévia, mostra que pode ser o oposto. Se a co-infeccdo confere beneficio de
sobrevivéncia mutua, a eliminagao de um tipo poderia ter efeitos benéficos inesperados
na historia natural dos outros (30). Finalmente, também uma relagdo antagdnica entre
tipos de HPV pode existir. Foi observado menor risco de lesdes neoplasicas entre
mulheres infectadas pelo HPV 6 e 16 do que nas infectadas somente pelo HPV 16, o que
sugere um possivel efeito inibidor do HPV 16 pelo HPV 6 (31).

Apesar da elevada prevaléncia de infeccdo por HPV identificada pelo PCR e
tipagem viral (75%), ndo pudemos observar nenhuma correlagdo entre tipos, sua
multiplicidade e alteracdes celulares escamosas. Talvez isso tenha sido restrito pelo
tamanho da amostra em face da reduzida prevaléncia (10%) de alteragdes citologicas
identificadas. No entanto, Spinillo et al. (10) encontraram associagdo entre neoplasia
intra-epitelial em biopsia cervical e presenca de RNA-HIV livre em lavado vaginal.

Poderia ser interessante desenvolver marcadores de carga viral e de integragdo do
DNA para os tipos mais prevalentes de HPV de alto risco nas mulheres HIV (+). A
imunodepressdo do HIV pode exercer um papel no desenvolvimento das lesdes
permitindo um alto nivel de replicagdo do HPV, com maior integragdo do seu genoma.
Embora o HIV nio tenha se associado a grande taxa de integracdo do HPV 16, isso pode
diferir nos outros tipos (32). Os papéis de co-fator do HIV e outros HPV no processo de
integracao podem ter importantes implicagdes no controle das lesdes neoplasicas.

Cerca de metade dos casos com alguns ou varios tipos de HPV pelo PCR nao

tinham HPV detectavel pela CH II. Esta diferenga pode significar a real auséncia de
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carga viral nestes casos ou apenas a limitagdo da CH II, que identifica carga viral para
certos tipos de HPV, mas ndo todos aqueles que sao identificaveis pelas tiras utilizadas.
Entretanto, o significado do predominio de HPV 62, presente em um quarto de nossa
amostra, classificado como HPV de risco oncolégico intermediario, ¢ desconhecido.
Pode ser que o PCR esteja identificando muitos casos que nao terdo maior risco
de alteracdes celulares futuras. Mas também pode ser que a classificagdo utilizada para
alto e baixo risco ndo represente o comportamento bioldgico destes virus em mulheres
com HIV. Estudos tém mostrado que, em mulheres infectadas pelo HIV, os virus de
baixo risco podem ter comportamento diferente, associando-se a lesdes de alto grau (21).
Novos estudos sdo necessarios nesta direcdo. Portanto, ndo se pode afirmar se ¢ util
identificar a presenga das multiplas infecgdes por HPV nas mulheres HIV (+).
Permanece a necessidade de acompanhamento ginecoldgico com triagem citologica e

colposcopica.
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Tabela 1. Caracteristicas das mulheres HIV (+) com e sem HPV pela CH II

Positivo Negativo P*
média DP média DP
Idade 35,95 8,44 38,53 9,07 0,0829
IMC 23,66 3,9 24,59 4,48 0,4534
Tempo infec¢ao 6,92 4,79 7,6 4,07 0,2181
Tempo de TARV 6,57 4,55 6,57 3,45 0,8749
CD#4 absoluto 350,07 255,09 542,42 301,94 <0,0001
Tipos HPV 3,77 2,05 1,58 1,69 <0,0001

* Teste de Mann-Whitney
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Tabela 2. Razao de prevaléncia da identificacdo do HPV (CH II), segundo caracteristicas

clinicas e tabagismo em mulheres HIV (+)

Total HPV CHII
(%) positivo negativo RP IC95%

Carga viral vaginal HIV

Detectavel 9,0 6 12 0,88 0,45-1,73

Indetectavel 91,0 69 113 1,00
Carga viral plasmatica HIV

Detectavel 40,0 39 41 1,67 1,17-2,39

Indetectavel 60,0 35 85 1,00
TARV

Nao usa 26,4 21 32 1,09 0,73-1,61

Usa 73,6 54 94 1,00
Uso TARYV com IP

Nao usa TARV 26,4 32 21 1,00

Usa TARV sem IP 35,8 51 21 1,17 0,90-1,53

Usa TARV com IP 37,8 43 33 0,94 0,70-1,26
Antic. combinado

Nao 85,1 57 114 1,00

Sim 14,9 18 12 1,80 1,25-2,58
Antic. progestageno

Nao 88,1 69 108 1,00

Sim 11,9 6 18 0,64 0,31-1,31
Tabagismo

Nao 80,1 54 107 1,00

Sim 19,9 21 19 1,57 1,09-2,26

* teste exato de Fisher
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Tabela 3. Razdo de prevaléncia de detec¢ao do HPV (CH II), segundo achados

ginecologicos em mulheres HIV (+)

HPYV pela CH 11
Total positivo negativo RP IC 95%
(%) N N

Citologia oncologica

Alterada 10,6 19 2 2,88 2,22-3,72

Normal 89,4 56 122 1,00
Colposcopia alterada

Sim 13,8 18 9 2,04 1,44-2,87

Nao 86,2 55 113 1,00
Alteracao bidpsia colo

Nao 94,0 64 124 1,00

Sim 6,0 11 1 2,69 2,07-3,50
Condiloma

Nao 96,0 69 124 1,00

Sim 4,0 6 2 2,10 1,35-3,27
Quantidade de tipos#

Até 3 3.8 38 110 1,00

Mais de 3 96,2 37 14 2,83 2,05-3,90
HPYV 62

Nao 75,1 53 98 1,00

Sim 24,9 22 28 1,25 0,86-1,83
HPV 6

Nao 80,6 57 105 1,00

Sim 19,4 18 21 1,31 0,88-1,95
HPV 53

Nao 82,6 56 110 1,00

Sim 17,4 19 16 1,61 1,11-2,33
HPV 51

Nao 85,1 56 115 1,00

Sim 14,9 19 11 1,93 1,37-2,74
HPV 16

Nao 85,6 58 114 1,00

Sim 24,4 17 12 1,74 1,20-2,52

* teste exato de Fisher

# Analise multivariada: mais de trés tipos — RP = 1,97 (1,21- 3,21)

Publicagdes 43



Tabela 4. Tipos de HPV encontrados em pelo menos cinco mulheres HIV (+) e sua

correlagdo com HPV pela CH II

Tipos HPV n % Risco Oncolégico Identificavel pela CH 11
62 50 24,9 Intermediario Nao
6 39 19,4 Baixo Sim
53 35 17,4 Provavel alto Nao
51 30 14,9 Alto Sim
61 28 13,9 Baixo Nao
16 29 14,4 Alto Sim
84 23 11,4 Indeterminado Nao
35 17 8,5 Alto Sim
58 17 8,5 Alto Sim
6108 17 8,5 Baixo Nao
31 16 8,0 Alto Sim
18 15 7,5 Alto Sim
66 15 7,5 Provavel alto Niao
54 14 7,0 Baixo Nao
39 12 6,0 Alto Sim
33 10 5,0 Alto Sim
55 10 5,0 Indeterminado Nao
70 10 5,0 Baixo Nao
81 10 5,0 Baixo Nao
71 9 4,5 Indeterminado Nao
52 8 4,0 Alto Sim
45 7 3,5 Alto Sim
68 7 3,5 Alto Sim
83 7 3,5 Indeterminado Nao
42 6 3,0 Baixo Sim
56 6 3,0 Alto Sim
73 5 2,5 Provavel Alto Nao
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Tabela 5. Associagdo entre presenca de HPV detectavel pela CH II e sua identificacao

por tipagem

Algum tipo detectavel HPV CH 11 Total
pela CH I1 positivo negativo
Detectéavel 65 56 121
Nao-detectavel 10 29 39
Total 75 85 160
p =0,0022
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Tabela 6. Descricao dos 21 casos com citologia oncolédgica alterada

RNAHIV RNAHIV HPVCHI HPV CHII

Caso CO
Vaginal

001 ASCUS <50
020  NIC2 1080
037 ASCUS <50
059  NIC1 <50
061 ASCUS <50
074  NIC2 <50
087 ASCUS <50
097  NIC1 <50
099  NIC2 1330
100  ASCUS <50
101  ASCUS <50
103 ASCUS <50
106  ASCUS <50
126  ASCUS 12600
146  NIC1 <50
152  ASCUS <50
173 ASCUS <50
179  ASCUS <50
197 ASCUS <50
199  NIC2 <50

Plasmatico
6600
52800
5600
801
25900
57
<50
203000
495000
9690
<50
72400
2090
266000
<50
3540
<50
7030
<50
<50

AR
3,14
1516,69
1334,13
21,55
270,80
1641,69
negativo
178,69
1848,13
82,08
1,76
105,85
8,89
3,81
1558,66
negativo
468,67
1552,93
negativo

75,09

BR
negativo
1,06
negativo
342,72
72,21
327,44
negativo
192,62
1,95
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
64
negativo
negativo
negativo

negativo

Tipos HPV TARV CD4
6,16,84,CP6108 Sim 391
35,62,81 Sim 75
55,52 Sim 347
16,35,53,62,67,84, CP6108 Sim 199
11,31,52,35,66 nio 419
4245,51,59,62,71,CP6108  Sim  ign
51,62 Sim 955
6,16,42,58,61,66,73 Sim 73
18,31,45,53,68,73 Sim 182
16,35,62,82 nao 1123
53,IS39 Sim 564
16,18,53,61 Sim 267
16,35,62,82 Sim 307
18,40,56,61,73 Sim 42
51,56,61 Sim 146
11,18,35,54,61,62,83,84  Sim 108
16, 51, 52, 53,70, 84 nao 31
58,66 Sim 133
61 Sim  ign
31 nao 230
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3.2. Artigo 2

- 3 w

ASSOCIACAO MEDICA BRASILEIRA

Sdo Paulo, 04 de julho de 2007,

IIm. Sra.
Dra. Eliana Amaral

Comunicamos que em 04 de julho de 2007 recebemos o artigo intitulado *“Carga viral
vaginal de HIV em mulheres brasileiras infectadas pelo HIV", protocolado sob o n.?
6777, de sua autoria, e que o mesmo serd analisado pelo Conselho Editorial da Revista da
Associagdo Médica Brasileira para possivel publicagio.
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Prof. Dr. Bruno Caramelli
Editor da Revista da Associagio
Meédica Brasileira
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RESUMO

Objetivo: Avaliar os fatores associados a presenga de RNA-HIV na vagina. Métodos:
Estudo de corte transversal, em mulheres infectadas por HIV, excluindo-se aquelas com
antecedente de histerectomia, em uso de medicagdes vaginais nas ultimas 48h, as que se
referiram a relacdo sexual desprotegida havia menos de 72h ou com sangramento genital
e as gestantes. ApOs consentimento, coletou-se amostra sanguinea para contagem de
linfocitos T CD4 e carga viral plasmatica de HIV, além de lavado vaginal com 10mL de
solucdo salina para quantificacio de RNA-HIV livre, que foi posteriormente
centrifugado, aliquotado e armazenado em freezer -70°C. Utilizou-se o kit HIV Monitor
v1.5 Cobas Amplicor®, Roche para as mensuragdes de carga viral de RNA-HIV livre.
Foi pesquisados a presenga de HPV de alto e baixo risco, clamidia e gonococo por
Captura Hibrida II®, Digene, em amostra endocervical. Colheu-se swab vaginal para
bacterioscopia com coloragao de Gram, utilizando-se os critérios de Nugent. Resultado:
Entre as 200 mulheres estudadas, 73,5% usavam terapia anti-retroviral (TARV) com
drogas multiplas. O RNA-HIV foi detectavel no lavado vaginal de 18 delas (9%), mas
em apenas uma daquelas que tinham carga viral plasmatica indetectavel (0,5%). A
prevaléncia de HIV vaginal foi 24 vezes maior naquelas em que HIV plasmatico era
detectavel. Carga viral plasmatica de HIV, ndo usar TARV, CD4 reduzido e vaginose
bacteriana aumentaram a prevaléncia de RNA-HIV vaginal, mas apenas a carga viral
plasmatica se manteve significativa na analise multivariada. Conclusao: A prevaléncia
de RNA-HIV vaginal foi de 9% e a carga viral plasmatica, especialmente acima de 1500
copias/mL, aumentou este risco na andlise multivariada. Entretanto, as infec¢des locais,

incluindo a presenca de HPV, ndo alteraram a prevaléncia de RNA-HIV vaginal.

Unitermos: HIV, vagina, carga viral, transmissao heterossexual
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ABSTRACT

Aim: To evaluate the factors associated with the presence of free RNA-HIV in the
vagina. Methods: Cross-sectional study with HIV-infected women excluding those who
had undergone histerectomy, using vaginal medication within the last 48 hours, had had
unprotected sex less than 72 hours before, had genital bleeding or were pregnant were
excluded. After signing an signed an informed consent, blood samples were obtained for
T CD4 lymphocytes count and plasmatic viral load, in addition to cervico-vaginal
lavage using 10mL of sterile normal saline to quantify free HIV-RNA, after being
centrifuged, aliquoted and stored at - 70°C. The kit HIV Monitor v1.5 Cobas Amplicor,
Roche was used to measure HIV-RNA viral load and Hybrid Capture test, Digene to
detect HPV (high and low risk), clamydia trachomatis and N. gonorrhoae in
endocervical sample. Vaginal swab for bacterioscopy by Gram method, evaluated
according to Nugent criteria was obtained. Results: 200 women were studied, 73,5%
using HAART. The RNA-HIV was detectable in the vaginal lavage of 18 of them (9%),
but in only one of those who had undetectable plasmatic viral load (0.5%). The vaginal
prevalence of HIV was 24 times higher in those where plasmatic HIV was detectable.
Plasma viral load, no HAART use, reduced CD4 and bacterial vaginosis had increased
the prevalence of vaginal HIV-RNA, but only the former remained significant in the
multivariate analysis. Conclusion: The prevalence of vaginal HIV-RNA was 9% and
plasmatic viral load equal or higher than 1500 copies/mL increased this risk in
multivariate analysis. However, local infections, including HPV, have not changed the

prevalence of vaginal HIV- RNA.

Keywords: HIV, vagina, viral load, heterosexual transmission
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INTRODUCAO

Estudos mostraram relagdo positiva entre a carga viral de HIV plasmatica e
vaginal em mulheres nao gravidas (1, 2). Porém, esta correlacdo positiva nao exclui a
possibilidade de se encontrar HIV no trato genital feminino mesmo quando a carga viral
plasmatica ¢ indetectavel (3-5). Este fenomeno ¢ conhecido como compartimentalizagao.

Sabe-se que a introdugdo da terapia anti-retroviral (TARV) reduziu em 80-98% a
transmissdo heterossexual entre casais discordantes (6-7). A presenga de HIV no trato
genital independente da sua deteccdo no plasma pode ser um fator importante a ser
considerado nas mensagens preventivas para casais concordantes ou discordantes.
Embora o uso consistente de condom seja recomendadona expectativa de se evitar a
exposicdo a novas quasi-espécies de HIV ou virus resistente de um dos parceiros,
mesmo entre casais concordantes, sabe-se que ha uma adesao inconsistente dos casais a
esta recomendacdo. Portanto, poderia ser muito importante incluir a avaliacdo de carga
viral vaginal na qualificacdo dos cuidados buscando reduzir a transmissao sexual.

Tem sido utilizado o ponto de corte de 1000 copias/mL para identificar carga viral
plasmatica baixa o suficiente para permitir parto por via obstétrica (8). Também se afirma que
1500 copias possa ser o ponto-de-corte para identificar um grupo de menor risco de
transmissao sexual (9). Entretanto, ndo ha dados suficientes para definir a carga viral vaginal
que se pode considerar de baixo risco para transmissao vertical e horizontal.

Também ja se identificou RNA-HIV vaginal quando a carga plasmatica era
indetectavel em gestantes infectadas pelo HIV (10). Assim, a compartimentalizagao do HIV
pode ter uma importancia consideravel na defini¢do de via de parto, particularmente
perante protocolos que recomendam oferecer parto vaginal para as mulheres HIV (+)

com carga viral plasmatica abaixo de 1000 copias (8, 11).
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Estes achados sugerem ser necessario explorar melhor o comportamento bioldgico da
carga viral vaginal em mulheres infectadas pelo HIV e os fatores a ela relacionados.
Neste estudo, avaliamos os fatores associados a detec¢ao de RNA-HIV livre em lavado-

vaginal de mulheres nao gravidas.

METODOS

Trata-se de um estudo de corte transversal, no qual foram estudadas 200 mulheres
infectadas pelo HIV que compareceram para consulta ginecoldgica de rotina no Centro de
Atencao Integral a Satide da Mulher (CAISM) da Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e todas as
voluntarias assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Estes dados derivam da analise secundaria de um estudo sobre a correlagdo entre
a detec¢do de HPV e HIV, para o qual se calculou o tamanho amostral de 180 casos,
considerando a prevaléncia estimada de HPV por Captura Hibrida II de 64,5% (12) e
32% de HIV em amostra vaginal para mulheres sob terapia anti-retroviral (4), sendo o =
0,05 e p = 0,20.

Foram convidadas a participar todas as mulheres infectadas pelo HIV nao
gravidas sem antecedente de histerectomia. Excluiram-se aquelas que informavam relacao
sexual desprotegida nos trés dias anteriores a consulta e que se referiram a sangramento
genital e uso de medicagdes vaginais nas 48h prévias.

Todas as voluntarias foram submetidas a coleta de amostras de sangue para contagem
de linfocitos T CD4 e carga viral plasmatica de HIV e exame ginecologico. Foi colhido um

lavado cérvico-vaginal para dosagem da carga viral do HIV, ap6s de instilagdo de 10mL de
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soro fisiologico (13). Posteriormente, este lavado foi submetido a centrifugagcdo de 3.000g,
10min, 4°C. O sobrenadante foi distribuido em quatro aliquotas de 200uL, armazenado em
freezer -70°C e oportunamente transportado para o laboratorio de referéncia. A carga viral
vaginal de HIV foi identificada como a quantidade de copias de RNA do virus livre no
sobrenadante, utilizando kit HIV Monitor v.1.5, Cobas Amplicor, Roche®, com limite
de deteccdo de 50 copias/mL. A carga viral plasmatica do HIV foi realizada pela mesma
técnica e laboratdrio. Quantificaram-se os linfocitos T CD4 por citometria de fluxo.

Foi realizado teste de Captura Hibrida II (CH II) para HPV clamidia e gonococo
em amostra endocervical e posterior tipagem do HPV com Linear Array - Roche® (14)
apos amplificagdo do DNA. Foi coletada amostra ecto e endocervical para citologia
oncolégica do colo uterino. A presenga de vaginose bacteriana e¢ candidiase foram
avaliadas pela bacterioscopia, corada pelo Gram, associada ao indice de Nugent.

As médias de idade, indice de massa corpérea (IMC), tempo de diagndstico e
TARV e valor CD4 foram comparadas utilizando-se o teste Mann Whitney. Foi calculada a
razdo de prevaléncia de carga viral vaginal de RNA-HIV livre com intervalo de confianga de
95% para as variaveis potencialmente associadas, incluindo carga viral plasmatica de HIV,
uso de TARV e TARV com inibidor de protease, uso de anticoncepcional combinado ou de
progestogeno, alteracdo na colpocitologia oncoldgica, deteccdo de HPV por Captura Hibrida,
deteccdo HPV por PCR, moniliase, vaginose bacteriana, infec¢des vaginais. Posteriormente,
realizou-se analise multivariada por regressao logistica, incluindo variaveis com p<0,20 na

andlise bivariada e utilizando a carga viral plasmatica abaixo de 1500 como ponto de corte (9).
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RESULTADOS

Os dois grupos de mulheres, com e sem HIV vaginal detectavel, eram comparaveis
em relacdo a média de idade, assim como indice de massa corpérea (IMC), tempo de
infeccdo e de uso de TARV, mas o valor do CD4 foi menor quando havia HIV vaginal
(Tabela 1).

Apenas 9% das amostras tinham RNA-HIV livre vaginal, embora 39,7% das
mulheres tivessem HIV detectdvel no plasma. Apenas uma voluntaria com HIV
indetectavel plasmatico tinha HIV vaginal (tabela 2). A correlagao entre HIV plasmatico
e vaginal foi significativa, mas baixa (r=0,34, p<0,0001).

Além do HIV plasmatico, ndo utilizar TARV, presenca de vaginose bacteriana e
de infecgdo por HPV 62 (baixo risco oncoldgico) aumentaram a prevaléncia de HIV
vaginal, mas ndo a presenca de HPV por CH II, multiplos tipos de HPV (mais que trés)
ou tipos oncogénicos. Na analise multivariada, ter carga viral HIV plasmatica igual ou
maior que 1500 cél/mm3 foi a unica variavel que permaneceu associada a presenga de
HIV vaginal (Tabela 2).

A tabela 3 mostra todos os casos com HIV vaginal. Pode-se observar que, entre
as que usavam TARYV, as cargas virais eram elevadas, utilizavam esquemas de resgate e

tinham infec¢do conhecida ha mais de 10 anos.

DISCUSSAO

Neste estudo, apenas 9% das mulheres tinham RNA-HIV no lavado cérvico-vaginal,
com a maioria utilizando TARV potente e CD4 médio de 464 cél/mm’. Esta prevaléncia
foi menor do que os 26% de RNA-HIV em lavado cérvico-vaginal entre 268 mulheres

americanas no estudo WIHS (13). Entretanto, o perfil epidemiologico e clinico das duas
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populacdes ¢ muito diferente, sendo que, no estudo americano, mais de 50% eram
profissionais do sexo, com elevada prevaléncia de historia de infecgdes genitais prévias.
Encontramos quase um quarto da prevaléncia de HIV vaginal relatada por outros
autores (4). Isso contribuiu para se observar uma correlacdo baixa entre as cargas virais
de HIV, mas ndo impediu de verificar o importante papel da carga viral plasmatica na
detecgdo do HIV vaginal. Como outros autores, também observamos que a carga viral vaginal
do HIV € menor que a plasmatica (15). Observamos o fenomeno de compartimentalizagdo em
um caso, no qual havia carga viral de HIV detectavel na vagina, apesar de carga viral
plasmatica indetectavel. Kovacs et al. (13) também encontraram eliminagdo viral vaginal do
HIV entre mulheres com carga viral plasmatica abaixo do limite de detec¢do do teste,
500 copias/mL. Se tivéssemos utilizado teste com este limite, teriamos trés casos a menos. A
diversidade e evolucao das quasi-espécies do HIV livre na secrecdo vaginal diferem do
que se encontra naquela encontrada no plasma e esta dindmica esteve associada a
mudancgas dos niveis de CD4 (16). Esta ¢ mais uma caracteristica da compartimentaliza¢do
viral, com comportamentos diferenciados do HIV no sangue e no meio cérvico-vaginal.
Além da carga viral plasmatica, a redugdo de CD4, ndo usar TARV e a presenca de
vaginose bacteriana se associaram a presenca de RNA-HIV livre vaginal na andlise
bivariada. Como neste estudo, Kovacs et al. (13) ndo identificaram nenhum fator de risco para
HIV vaginal, exceto carga viral plasmatica, apds controle de CD4, TARV e virus plasmatico.
O aumento do risco de eliminagdo do HIV segundo método anticoncepcional ndo esta
claramente definido na literatura. Neste estudo, ndo encontramos tal associacdo, embora
o poder da amostra tenha sido limitado. Este também foi o achado de Kovacs et al. (13).
Wang et al. (17) mostraram que o inicio de contracep¢do hormonal aumenta o DNA-

HIV, nao infectante, mas ndo aumenta o RNA-HIV genital, potencialmente infectante.
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Muito se tem estudado também a variacdo do HIV vaginal com ciclo menstrual. Benki et
al. (18) mostraram que os niveis de RNA-HIV em secrecdo cervical sdo maiores no
periodo pré-menstrual, aumentando o risco de transmissao sexual. Nao controlamos os
resultados por fase do ciclo menstrual.

Sabidamente, processos inflamatorios na vagina aumentam a detec¢ao de RNA-
HIV e isso inclui doengas de transmissao sexual, vaginose bacteriana ou lesdes cervicais
sob tratamento (19). Mas os processos inflamatorios sub-clinicos sdo tdo importantes que
citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias aumentadas se associam com maior eliminagao viral
do HIV. A presenca de lesdes intra-epiteliais, o ndo uso de TARV, infecgdo vaginal e maior
concentragdo de citocinas em secre¢do cérvico-vaginal aumentaram a eliminagdo vaginal
de HIV no estudo de Zara et al. (20). Em nossa amostra, a vaginose bacteriana triplicou
a prevaléncia de HIV vaginal na analise bivariada.

Cummins et al. (21) concluiram que os fatores imunoldgicos vaginais sdo mais
importantes para a eliminagdo vaginal do HIV do que a carga viral plasmatica ou outros
determinantes sistémicos. Levi et al. (22) encontraram reducio da densidade de células
de Langerhans em mulheres com RNA-HIV vaginal, o que sugere um comprometimento
da resposta imunoldgica celular para infec¢des locais como HPV. Nao estudamos
citocinas ou quimiocinas, ou componentes celulares de resposta inflamatoria.

Nao encontramos associagdo das infec¢des por diferentes tipos ou multiplicidade
de tipos de HPV associada a presenca de RNA-HIV vaginal. Chama a aten¢do que o
HPV mais prevalente nestas mulheres foi HPV 62 (risco intermediario), presente em 25% das
amostras, o qual duplicou a prevaléncia de HIV vaginal. Talvez as alteragdes imunoldgicas
locais que facilitam a deteccdo do HIV vaginal sejam mais associadas a deteccdo de

HPYV de risco oncoldgico mais baixo. A multiplicadade, mas ndo o predominio de HPV
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de alto risco, foi marcante na populagao estudada. Ainda, a resposta imunologica do tipo
THI1, com produgdao de TNFa contribui para o clearance do HPV, enquanto a resposta
TH2, com IL-6 e IL-10, pode favorecer persisténcia e progressao de lesdes epiteliais
induzidas por este virus (23). Assim, a resposta imunoldgica local que propicia a presenga do
HIV parece ser aquela relacionada aos HPVs classificados como de menor risco
oncolégico, mais dependentes da resposta tipo Th1, humoral.

Tivemos prevaléncia de HIV vaginal bem menor do que aquela descrita pela
literatura, mesmo considerando estudos com amostras e técnicas laboratoriais similares.
Isso talvez se explique pelas condi¢des gerais de saude e cuidados desta populagdo, com
idade média de 37 anos, com IMC adequado, valores elevados de CD4, elevado percentual de
uso de TARYV iniciada um ano apds o diagnodstico da infec¢do. A presenga, mas ndo a
quantidade de sangue na amostra, ¢ um fator importante na positividade dos exames de
detecg¢ao de HIV vaginal (13). No entanto, apesar da elevada identificacdo de sangue em
lavado, apenas 5% do RNA-HIV deve ser de origem sangiiinea (1). Neste estudo, nao fizemos
avaliagdo da contaminag¢do por sangue, mas nio se deve esperar que tenha ocorrido
superestimativa do RNA-HIV vaginal pelos antecedentes de literatura referidos.

Os aspectos técnicos da avaliagdo laboratorial de eliminacao genital do HIV tém
sido muito debatidos. O uso de lavado ¢ menos traumatico, reduzindo a possibilidade de
contaminagdo por sangue, com grande volume de material para estudo, comparado a
coleta de amostra por swab (24, 4). Outra opcao € recorrer aos recursos utilizados para
coleta de lagrima ou saliva, como um papel de filtro especial ou uma pequena esponja.
Reduz-se a chance de contaminagdo por sangue, mas se obtém uma amostra bastante
restrita em volume (25). Kovacs et al. (13) mostraram que ha 46,4% de positividade para

RNA-HIV em amostra colhida com swab endocervical, 26% em lavado com solugao
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fisiologica e 6% DNA-HIV por cultura em amostra endocervical. Conclui que a cultura
¢ um método pouco sensivel e que nao deve ser utilizado.

Ainda o DNA-HIV em secregao cérvico-vaginal identifica células infectadas, mas nao
a presenca de virus, enquanto o RNA-HIV ligado a célula ou livre marca a replicacao
viral in vivo, sendo o RNA livre representativo do virus infectante. No lavado, hé células
do colo uterino, vagina, utero, além de muitas células epiteliais e granuldcitos e alguns
macrofagos e linfocitos. Estas ultimas e as células de Langerhans e estromais sdo
aquelas que sabidamente se infectam pelo HIV. Encontra-se RNA livre e associado a
células em amostras de lavado (2). Estes fatos justificam nossa opg¢do por quantificar
RNA-HIV livre em lavado cérvico-vaginal em nosso estudo.

Sabe-se que o inicio da terapia anti-retroviral estd associado a reducdo da eliminagdo
viral do HIV (26). Em nosso estudo, apenas cinco de 147 mulheres usando TARV tinham
RNA-HIV vaginal. N entnato, eram usuarias de TARV de longa data. Observou-se que
mulheres que usavam TARV com inibidores ndo-nucleosideos da transcriptase reversa tinham
o dobro de eliminagao viral do RNA-HIV cervical do que aquelas que usavam inibidores
da protease (27). Talvez as drogas tenham uma acao diferenciada nos diferentes tecidos,
permitindo eliminagdo viral do HIV variavel no trato genital. O impacto dos esquemas com
inibidores da protease na prevaléncia de HIV vaginal ndo foi observada em nossa amostra,
mas o poder de identificar tais diferengas ¢ reduzido pela baixa prevaléncia de HIV vaginal.

De qualquer modo, refor¢ado pelos achados deste estudo, ¢ possivel afirmar que
o uso de TARV mostra-se como uma potente intervengdo para reducdo de virus livre,
infectante, no meio vaginal. E necessario aprofundar os estudos para compreender as

alteracdes imunoldgicas locais associadas, visando aprimorar tais intervengdes.
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Tabela 1. Caracteristicas das mulheres HIV (+), segundo presenga de RNA-HIV vaginal

HIV vaginal
(+) (-) P*
média DP média DP

Idade 37,00 11,13 37,51 8,59 0,5113
IMC 23,93 4,51 24,21 4,22 0,6920
Tempo infec¢ao 7,44 4,30 7,31 4,37 0,79
Tempo de TARV 6,57 4,55 6,57 3,45 0,8749
CD4 absoluto 259,26 138,49 488,4 303,92 0,0007

* Teste de Mann-Whitney
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Tabela 2. Razdo de prevaléncia da presenga de RNA-HIV vaginal, segundo fatores

clinicos e habito de tabagismo em mulheres HIV (+)

Total HIV vaginal
(%) +) (-) RP* IC 95%
HIV plasmatico
Detectavel 39,7 16 63 24,3 3,29-179,63
Indetectavel 60,3 1 119 1,00
TARV#
Nao usa 26,5 13 40 7,21 2,70-19,26
Usa 73,5 5 142 1,00
TARYV com IP
Sim 37,5 4 71 0,26 0,03-2,27
Niao 36,0 1 71 1,00
ACH combinado
Sim 15,0 3 27 1,13 0,35-3,68
Nio 85,0 15 155 1,00
ACH progestageno
Nio 88,0 14 162 1,00
Sim 12,0 4 20 2,10 0,75-5,85
Citologia oncologica
Alterada 10,6 3 18 1,07 0,33-3,51
Normal 89.4 15 163 1,00
Monilia
Sim 9,0 3 15 2,01 0,64-6,29
Nio 91,0 15 166 1,00
Vaginose bacteriana
Sim 30,1 10 50 2,90 1,20-6,97
Nido 59,9 8 131 1,00
HPYV detectavel por captura hibrida
Sim 37,5 6 69 0,83 0,32-2,13
Nio 62,5 12 113 1,00
Tipagem HPV
Algum tipo 80,4 14 145 0,86 0,30-2,46
Nenhum tipo 19,6 4 35 1,00
HPYV 62
Sim 25,0 8 42 2,40 1,00-5,75
Nio 75,0 10 140 1,00

# Andalise multivariada: carga viral plasmatica > 1500, RP = 10,89 (3,13-37,89)
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Tabela 3. Descri¢cao dos 18 casos com RNA-HIV vaginal detectavel

Caso RNA-HIV RNA-HIV TARV Tempode CD4 HPV CHII
vaginal  plasmatico diagnéstico Alto risco

011 415 75000 Nao 10 471 negativo
017 834 9340 Nao 5 408 negativo
020 1080 52800 AZT/3TC/EFV 13 75 1516,69
043 232 29100 Nao 6 524 negativo
052 74 9630 Nao 8 269 negativo
065 527 305 Nao 5 330  negativo
066 658 91500 LPVr/SQV/3TC 13 126 negativo
073 925 43600 Nao 0 190 negativo
079 3100 22800 Nao 6 275 negativo
093 1230 <50 Nao 1 118 negativo
099 1330 495000 AZT/3TC/RTV/ATV 12 182 1848,13
116 8580 8560 Nao 7 402 negativo
118 19300 16600 Nao 4 268 negativo
122 3300 47400 Nao 7 292 negativo
126 12600 266000 AZT/3TC/ LPVr 10 42 3,81
170 1680 12000 Nao 2 288 3,19
186 2490 Ign AZT/3TC/ATV/RTV 15 90 56,29
187 749 40400 Nao 10 315 negativo
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4. Discussao

A atencéo integral a saude das mulheres infectadas pelo HIV engloba
aspectos clinicos diversos que incluem o planejamento reprodutivo, a gravidez,
a contracepgao, as infecgdes genitais, a transmissédo sexual para parceiros néao-
infectados, além do cuidado com o climatério e senilidade. Todas estas situagdes

tém caracteristicas particulares nesta populacao.

A co-infeccdo pelo HPV é a situagdo clinica de maior incidéncia em
mulheres infectadas pelo HIV. Sabe-se que a persisténcia da infeccéo pelo HPV
de alto risco € um importante fator determinante do cancer invasor e que
mecanismos imunoldgicos sdo necessarios para controlar a infecgdo e promover o
clearance viral. Assim, mulheres infectadas pelo HIV s&do mais susceptiveis a
aquisicdo e aos danos decorrentes do HPV, com progressao mais rapida para
formas mais graves, pior resposta aos tratamentos e maiores indices de recidiva

(Ellerbrock et al., 2000; Ahdieh et al., 2001; Levi et al., 2002; Spinillo et al., 2006).

A persisténcia da infeccao pelo HPV e a multiplicidade de tipos,

particularmente de alto risco oncogénico, sdo co-fatores importantes na
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determinacao das modificagbes celulares induzidas pelo HPV. Estas duas
condigdes sao freqientemente encontradas entre as mulheres infectadas pelo
HIV. Entretanto, o HPV 16 nao é o tipo mais freqliente entre os inumeros
identificados nesta populacao (Levi et al., 2004, Clifford, Gongalves, Franceschi,
2006., Sahasrabuddhe et al., 2007), nem mesmo nos casos com lesdes de alto

grau ou células carcinomatosas.

Num estudo no Zambia, identificaram-se os tipos de alto risco HPV 52
(37,2%), 58 (24,1%), 53 (20,7%), seguidos de HPV 16 (17,2%) e 18 (13,1%) em
mulheres com lesdes intra-epiteliais de alto grau ou células de carcinoma
escamoso na citologia (Sahasrabuddhe et al., 2007). No nosso estudo, o HPV
16 ocupou o 5° lugar em prevaléncia, apos HPV 62, 6, 51 e 53 e , nos trés
casos com lesdes de alto grau, n&do houve qualquer coincidéncia entre os tipos
identificados. Esta posigdo do HPV 16 difere das mulheres HIV (-), entre as
quais € o tipo predominante. O tempo de clearance de 50% do HPV 16 e tipos a ele
relacionados (31,33,35,52,58) foi o mais longo, seguido pelo HPV 18 (39,45,59,68),
tipos de baixo risco (6,11,40,42,53,54,55,83,84) e, finalmente, outros tipos de alto
risco (26,51,56,66,73,82). A elevada prevaléncia de HPV 53 e 51, de alto risco,

também foi observada por Koshiol et al. (2006), assim como em nossa amostra.

A infeccao multipla por HPV também foi relatada em mulheres nao-infectadas
pelo HIV e a presenca de qualquer HPV aumentou a probabilidade de adquirir outro
tipo, particularmente quando a primeira infecgao era por HPV 16 ou 18. Também, a

presencga de outros tipos oncogénicos, além destes ultimos, associou-se com maior
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risco de adquirir HPV 51 e 53 (Rousseau et al., 2001). Sabe-se que o risco de lesao
intra-epitelial de alto grau aumentou com o numero de tipos, sendo 10 vezes maior
quando havia quatro a seis tipos do que na infecgao simples e 6 vezes maior do
que na infecgao por dois ou trés tipos. A associacao HPV 16 e 58 parece ter

sido a que mais aumenta o risco de lesao intra-epitelial (Trotier et al., 2006).

E importante ressaltar que a infeccdo por multiplos tipos parece estar
associada a maior prevaléncia de lesdo intra-epitelial e persisténcia da infecgao
(Schiffman et al., 1993; Ho et al., 1998). Estudos sugerem diferentes riscos de
lesao intra-epitelial cervical com diferentes tipos de HPV. Por exemplo, ha maior
risco de lesdo intra-epitelial de alto grau quando existe infecgdo por HPV 16, 31
e 33 (Naucler et al., 2007). Ainda, a infecgdo por HPV 16/18 tem maior carga

viral quando ha co-infecgdo com outros tipos (Ylitalo et al., 2000).

Por algum tempo, acreditou-se que os diferentes tipos de HPV competiam
para infectar o trato genital e que, portanto, a eliminagdo de um tipo facilitaria a
infecgao por outros. Entretanto, ha maior risco de aquisigao de outro tipo, quando ja
existe infeccao prévia. Se a co-infecgao confere beneficio de sobrevivéncia mutua, a
eliminagdo de um tipo poderia ter efeitos benéficos inesperados na historia natural

dos outros (Woodman, Collins, Young, 2007).

Este fato tem uma importante implicagdo. Pré-adolescentes e adolescentes
infectadas por HIV poderiam ser grupos prioritarios na vacinagao profilatica
contra HPV. Demonstrou-se que a vacina quadrivalente reduz a incidéncia de

lesbes ano-genitais associadas ao HPV (Joura et al., 2007, Garland et al., 2007,
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FUTURE Il Group 2007). Entretanto, esta vacina dirige-se aos HPV 6, 11, 16 e
18, que ndo sao os predominantes nestes grupos de mulheres infectadas por
HIV. Mas se houver eficacia contra algum HPV que potencializa uma resposta

imunoldgica a outro, pode-se obter um efeito positivo inesperado.

Por outro lado, ndo se pode quantificar a importancia relativa do HPV 16
nas lesdes intra-epiteliais ou neoplasicas destas mulheres, comparado a outros
tipos do HPV. Nao se pode prever que impacto poderia ter a vacinacdo em
mulheres jovens infectadas por HIV (Lillo & Uberti-Foppa, 2006). Uma observacao
interessante, porém, € que a particula papilomavirus-like utilizada na vacina pode
levar ao aumento da produgao da recentemente descrita IL-27, que demonstrou

ter uma acgao inibitéria na replicagdo do HIV in vitro (Fakruddin et al., 2007).

Ocorre falha do tratamento em percentual elevado dos casos tratados de NIC
entre mulheres HIV (+). Os fatores associados a recorréncia de lesdes cervicais
tratadas incluem NIC 2 ou 3 prévias, CD4 menor que 200 cél/mm?®, persisténcia
de HPV apéds tratamento e infeccdo com HPV de alto risco oncogénico. No
entanto, as recorréncias foram de lesdes identificadas como NIC 1 (Massad et
al., 2007). Ja se observou maior incidéncia de NIC quando se detecta virus livre

no lavado vaginal (Spinillo et al., 2006). Esta associagdo merece mais estudos.

Se ha virus HIV no trato genital, alta prevaléncia, persisténcia e aumento
da incidéncia de lesdes induzidas pelo HPV, poderia haver interagcdo dos dois virus
diretamente ou através do sistema imunologico local. Mas € pouco provavel que o

HIV e o HPV tenham interagdo molecular direta, porque nao infectam os mesmos
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tipos celulares. O HPV esta restrito as células epiteliais cérvico-vaginais, que nao se
infectam pelo HIV. Este € um virus que infecta macréfagos, células abundantes no

tecido endocervical da zona de transformacao e ao redor dos vasos na sub-mucosa.

Sabe-se que a resposta imune celular € importante no controle da infecgéo
pelo HPV e a resposta TH1, com producdo de TNFa, contribui no clearance do
virus, enquanto a resposta TH2, humoral, com IL-6 e IL-10, pode favorecer
persisténcia e progresséo de lesdes epiteliais induzidas pelo HPV (Nicol et al.,
2007). Como o HPV 16 e todos de alto risco manifestam as proteinas E6 e E7,
quando infectam as células cervicais, a regressdo ou nao progressao da doenca
pelo HPV depende de uma resposta imune celular a estas proteinas (Kaddish et

al., 2002; Song et al., 2007).

Se algumas mulheres eliminam virus no trato genital mesmo com carga
viral plasmatica indetectavel e ha diferentes variantes genotipicas do HIV-1,
comparando amostras cérvico-vaginais com plasma (Shaheen et al. 1999, Debiaggi
et al., 2001; Spinillo et al., 2001), é certo que as respostas imunoldgicas locais

sdo determinantes da histdéria natural da infecgéo genital.

Nossa hipotese inicial era que estas respostas deveriam ser na mesma
direcdo. Haveria aumento de carga viral de HPV com o aumento de carga viral
do HIV; ambos estariam positivamente correlacionados. No entanto, mesmo
considerando o restrito poder da amostra para resultados conclusivos, os fatores e
tipos de HPV que aumentaram a prevaléncia de um virus na vagina ndo foram os

mesmos que aumentaram a prevaléncia do outro na analise bruta ou ajustada.

Discussdo 71



Por exemplo, a vaginose bacteriana e o HPV 62 (risco indeterminado), na analise
bivariada e a maior carga viral plasmatica aumentaram a detecgao de RNA HIV
vaginal, mas nao a prevaléncia de HPV pela CH Il. O aumento da carga viral
com vaginose ja tem sido descrito por outros autores e pode estar associado ao
estimulo a uma proteina termo-estavel, chamada de fator indutor do HIV (Cohn et
al., 2005). A carga viral do HPV, por sua vez, associou-se ao uso de contraceptivo
combinado, tabagismo, varios HPV de alto risco e, na analise multivariada, a

presenca de mais de trés tipos de HPV.

Estes fatos sugerem que as interrelagdes entre respostas imunologicas e
manifestacdes das infecgdes precisam de muitos outros estudos e discussao
integrando diversas disciplinas. A implicagdo pratica que se pode abstrair destes
achados é que se deve buscar o melhor controle virolégico plasmatico do HIV

para reduzir a probabilidade de eliminagao genital do virus.

Ao mesmo tempo, evitar a exposicdo ao HPV ou reduzir a exposi¢cao a
multiplos tipos sdo armas na prevencgao das alteragdes celulares epiteliais. Talvez a
vacina disponivel ou outras a serem desenvolvidas possam ter algum papel.
Mas uma intervencao que se deve recomendar € o uso de condom para reduzir
o risco de aquisicao de novas infecgdes por HPV, de eficacia confirmada em

mulheres jovens (Shew et al., 2006; Winer et al., 2006).

Se a estratégia de prevengédo através de vacina pode n&o ser tdo promissora,
a pesquisa de DNA-HPV qualitativa ou quantitativa também n&o parece ser

essencial para a assisténcia neste momento. Ha muito se discute a acuracia da
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citologia oncoldgica entre as mulheres HIV (+), mas diversos estudos tém mostrado
taxas de falso-negativo similares as das mulheres HIV (-), que se situa entre 10-
40%, com valor preditivo negativo menor (Anderson et al., 2006). Embora nao
haja consenso sobre a utilizagao rotineira de colposcopia, é certo que triagem
anual por citologia oncolégica pode ser suficientemente eficaz para diagnéstico

precoce e intervengao sobre lesbes menos graves.
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5. Conclusoes

A taxa de detecgédo de HPV por CH Il foi baixa (37,5%) e menos da metade

da deteccéo por PCR (80,4%).

A presenca de carga viral de HIV vaginal ndo se associou a detecgédo de HPV
pelo CH Il. A carga viral plasmatica do HIV, uso de contracepgdo combinada,
tabagismo, anormalidades no exame ginecoldgico ligadas ao HPV aumentaram
a prevaléncia de HPV pela CH Il na analise bruta, mas a presencga de mais

de trés tipos de HPV permaneceu associada na analise ajustada.

A média de tipos foi maior (3,77) nas mulheres com HPV por CH Il que nas
outras (1,58). A multiplicidade e presencga de tipos de alto risco aumentaram

a deteccao de HPV pelo CH Il na analise bruta.

Carga viral plasmatica, ndo usar TARV e presenga de vaginose bacteriana
aumentaram prevaléncia de RNA HIV vaginal, mas apenas o primeiro
permaneceu significativo na analise multivariada, sendo que ter 1500 ou

mais copias/mL aumentou 11 vezes a prevaléncia de HIV vaginal.
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8. Anexos

8.1. Anexo 1 — Ficha de coleta de dados

INICIAIS: N° do Prontuario(HC): __
N° no estudo: Datadaconsulta: /[
1-ldade: Peso Altura IMC:

2- Idade no momento do diagnéstico HIV:

3- Terapia Anti-retroviral: Sim Nao
3.1- Qual atualmente?

3.2- Idade em que iniciou TARV:

combinado Sim Nao

4- Anticoncepcional hormonal

progestageno Sim Nao
5- Tabagismo: __ Sim Nao

6- A senhora fez uso de condom em todas as relacoes sexuais nos ultimos seis meses?
__Sim __Nao

7- Com quantos anos a senhora teve a primeira relacédo sexual?

8- Com quantos parceiros a senhora teve relacées sexuais nos ultimos seis meses?

9- Com que idade a senhora teve a primeira gestacdao?

10- N° de gestacoes: N° de partos: N° de abortos:
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1- Colo uterino:

2- Vagina:

3- Vulva:

4- Perineo:

5- Regiao peri-anal:

DADOS DO EXAME CLiNICO

ectopia
Area aceto-branca
Colposcopia:

Condiloma

Area iodo — negativa

Outras lesdes

Condiloma
Area aceto-branca
Outras lesdes

Condiloma
Area aceto-branca
Outras lesdes

Condiloma
Area aceto-branca
Outras lesdes

6- Realizagao de biopsia __Sim

1- Carga viral vaginalde HIV: __

Sim

___Sim

___Sim
__Sim
Sim

___Sim
__Sim
Sim

__Sim
___Sim
Sim

Sim

___Sim

__Naéo
__Nao

___Nao - Descrigao:

__Nao
__Néo

___Nao - Descrigao:

__Néo
__Nao

___Nao - Descrigao:

__Néo
__Nao

___Nao - Descrigao:

Local:

DADOS DE EXAMES LABORATORIAIS

3-Cargaviralde HPV: __

2- Carga viral plasmaticade HIV:

4- Contagemde CD4: _

5- Gonococo: __Sim
6- Clamidia: _____Sim
7- Tricomonas: _____Sim
8- Monilia: Sim

9- Vaginose bacteriana:

10- Tipos de HPV
___nenhum
__um*

___dois *
__ trés*
__quatro ou mais*

*Tipos encontrados:

Sim

_____Nao __ lgnorado
_____Nao _____lgnorado
_____Nao _____lgnorado
____ _Naéao ____lgnorado
_____Néo ___ Ignorado
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8.2. Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, )

RG End.

aceito participar de uma pesquisa que sera realizada no Ambulatério de Infecgdes Genitais I,
CAISM — UNICAMP, para avaliar se existe relagdo entre a presenga do virus HIV e do virus
HPV na vagina, procurando entender melhor porque as infecgdes por HPV se comportam de

maneira diferente nas mulheres infectadas pelo HIV.

Serei submetida a exame ginecoldgico pela médica pesquisadora, conforme a rotina
deste Ambulatério. Durante o exame ginecoldgico, sera colhido material do colo do Utero com
cotenete e sera feita uma lavagem com pequena quantidade de soro fisioldgico.

Além disso, serao colhidos 10ml de sangue (correspondente a uma colher de sobremesa)
para dosagem da carga viral de HIV e do CDA4.

Sei que nao terei nenhum beneficio por estar participando da pesquisa, mas os
resultados poderao contribuir para o tratamento do HPV em outras mulheres HIV positivas.

Fui informada do meu direito de ndo participar, o que ndo mudaria o0 meu atendimento
neste Ambulatério.

Os meus dados serdo mantidos em sigilo e os resultados da pesquisa poderdo ser
publicados em revistas cientificas.

Fui informada também que, em caso de dulvida, posso entrar em contato com a dra.
Angela Campos pelo telefone: (35) 3722.3458 ou dra. Eliana Amaral pelo telefone: (19)
3788.9334. Se tiver duvida sobre como essa pesquisa esta sendo realizada, posso entrar em

contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa: (19) 3788.8936.

Campinas, de de 2006.

Assinatura do sujeito de pesquisa ANGELA BORGES DE CARVALHO CAMPOS
Nome legivel do pesquisador e assinatura

Comité de Etica em Pesquisa da FCM/UNICAMP: (19) 3788-8936.
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8.3. Anexo 3 — Aprovacao CEP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

i~ Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP

= (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-8925

% www fem.uricamp.br/pesauisa/ctico/indext html
@ cep fem.unicamn.br

CEP, 15/02/05.
(Grupo 111)

PARECER PROJETO: N° 622/2004
I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ASSOCIACAO ENTRE CARGA VIRAL VAGINAL DE HIV E DE HPV EM
MULHERES INFECTADAS PELO HIV”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Angela Borges de Carvalho Campos

INSTITUICAO: Departamento de Tocoginecologia da FCM - UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 10/11/2004

APRESENTAR RELATORIO EM: 15/02/06

11- OBJETIVOS

O Geral diz respeito a avaliagdo da associagéo entre a carga viral de HIV e de HPV no
ambiente vaginal em mulheres infectadas por HPV. Os especificos sao: 1) dosar a carga viral
vaginal de HIV e de HPV; 2) analisar a correlagdo entre as duas dosagens, tanto para HPV de
alto quanto de baixo risco oncogénico; 3) analisar a associagdo do tipo especifico do HPV, sua
multiplicidade e a carga viral detectada para HPV;, 4) analisar a associagao entre a manifestagao
clinica de HPV e carga viral de HIV e de HPV; 5) avaliar a influéncia da carga viral vaginal de
HIV, carga viral plasmatica de HIV, tipagem de HPV, manifestagao de HPV, dosagem de CD4,
idade, terapia anti-retroviral e tabagismo na carga viral vaginal de HPV.

HI - SUMARIO

Estudos mostram relagdo entre carga viral plasmatica e vaginal em mulheres n&c
gravidas, sem contudo excluir a possibilidade de se encontrar HIV no trato genital com carga
viral plasmatica indetectavel. Ha uma prevaléncia da infecgéo pelo papiloma virus humano
(HPV) em pacientes infectadas pelo HIV. E possivel que a carga viral de HIV vaginal esteja
diretamente relacionada com a carga viral do HPV, podendo ser um fator preditivo para 2
evolu¢do dessa patologia. Segundo o pesquisador ha uma compartimentalizaggo do HIV.
podendo existir controle virémico plasmatico sem o controle cérvico-vaginal. Para atingir 0s
objetivos estima-se a participagdo de até 256 pessoas num periodo de 6 meses. Além da
determinagio da carga viral, Também sera avaliada a contagem de CD4 e serdo obtidas
informacdes sobre idade, tabagismo, terapia concomitante e outras. O critério para inclusdo ¢
apenas a positividade para o HIV. Ha diversos itens como critérios de exclusdo. Para a
realizagdo dos testes serdo obtidos materiais: a- de lavado cervico vaginal; b- de escovagao para
obtengdo de células nucleadas; c- sangue. As determinagdes laboratoriais serdo realizadas na
UNICAMP ou na USP. O protocolo prevé uma analise estatistica adequada e € apresentado um
or¢amento com previsdo de recursos da FAPESP. Ha um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e ndo esta prevista qualquer forma de ressarcimento.

Anexos 91



1V - COMENTARIOS DOS RELATORES

Projeto bem estruturado, apos corre¢des. Termo de Consentimento adequado. Sem
problemas éticos

- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolucdes 196/95 e complementares, resolve aprovar sem
7esiricoes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

V1 - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacao alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado €
descontinuar o estudo somente apos analise das razbes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item 1111 z), exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Iltem V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagées ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou 1I apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.¢) =

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com OS prazos

estabelecidos na Resolugao CNS-MS 196/96.
VII - DATA DA REUNIAG

Homologado na Il Reunido Ordinana do CEP/FCM, em 15 de fevereiro de 2005.

Profa. Dmmm Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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