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RESUMO

Objetivos: determinar a prevaléncia do papilomavirus humano e identificar os
seus genotipos em pacientes infectadas pelo HIV, de algumas cidades do estado
de Minas Gerais; investigar nessas pacientes a multiplicidade de gendétipos do
papilomavirus humano e estabelecer possiveis associacdes que possam justificar
a maior prevaléncia e multiplicidade do HPV nas mulheres infectadas pelo HIV.
Pacientes e métodos: foram avaliadas 288 pacientes atendidas no Ambulatorio
de Ginecologia do CTR-DIP Orestes Diniz da Prefeitura Municipal de Belo
Horizonte, em convénio com a UFMG, e no sistema publico de salude das demais
cidades mineiras: Betim, Barbacena, Conselheiro Lafaiete e Divindpolis. O
periodo de estudo foi de agosto de 2003 a agosto de 2006. Todas as pacientes
foram submetidas a questionario padrdo durante atendimento ginecoldgico no
ambulatorio. Realizaram-se anamnese, exame ginecoldgico completo com coleta
de material para deteccdo do HPV pela PCR, coleta de material para
colpocitologia oncotica, colposcopia e bidpsia dirigida, quando indicada. Os dados
foram armazenados e analisados no programa Epi-Info, versédo 3.3.2, de fevereiro
de 2005. Para analise de dados também foi utilizado o programa EXCEL 2003 e
para analise das variaveis categoricas foi empregado o teste do qui-quadrado. Foi
considerado o valor de 5% (p<0,05) como limiar de significancia estatistica.
Resultados: a prevaléncia do HPV foi alta nas amostras de todas as cinco
cidades de Minas Gerais (78,8%). Os gendtipos mais prevalentes foram o HPV-6
(63,9%) e o HPV-16 (48,5%). A taxa de pacientes com HPV detectado, mas nao
genotipado, variou de 0% (Barbacena) a 11,1% (Belo Horizonte), exceto em
Conselheiro Lafaiete, cuja taxa foi de 48%. A presenca do HPV de alto risco
(pacientes com pelo menos um tipo de HPV de alto risco) foi observada em 160
(70,5%) casos, do HPV de baixo risco em 162 (71,4%) e do HPV de alto e baixo
risco concomitante em 125 (55,1%). A infeccdo por multiplos gendétipos do HPV
manifestou-se em 64,8% das pacientes, com predominio de dois tipos (23,8%) e
trés tipos (18,9%). Nao houve associacao significante entre a prevaléncia do HPV
e 0 uso de preservativo, numero de parceiros sexuais, contagem de linfocitos T
CD4 e quantificacado da carga viral do HIV. Pacientes com carga viral mais alta
(>25.631 copias/ml) tiveram mais prevaléncia (41,4%) de mais de trés tipos de
HPV. Conclusdo: a prevaléncia de HPV em mulheres infectadas pelo HIV é muito
alta. A infeccdo por multiplos genotipos foi o padrdo predominante de infeccéo
pelo HPV. A presenca de HPV néo esta associada aos marcadores da progressao
do HIV. A multiplicidade do HPV parece estar associada a niveis de carga viral do
HIV mais altas.

Palavras-chave: Papilomavirus humano; virus da imunodeficiéncia humana;
reacao em cadeia de polimerase; cérvice uterina; infeccdo multipla.
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1 INTRODUCAO

A associacao entre cancer cervical e virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) é bem estabelecida na literatura. A prevaléncia de neoplasia intra-epitelial
cervical (NIC) tem se mostrado mais alta entre mulheres infectadas pelo HIV (20 a
60%), quando comparadas com as nao infectadas. A associacdo entre cancer
cervical e papilomavirus humano (HPV) é claramente demonstrada!, mas a
contribuicdo etiologica da co-infeccdo com o HIV na génese do tumor cervical
estd em estudo. Dados atuais sugerem que a exposicao a infeccao pelo HIV pode
aumentar a incidéncia da persisténcia do HPV e das lesbes intra-epiteliais
escamosas cervicais, provavelmente pela fraca resposta do sistema imune.

Individuos que praticam atividade sexual desprotegida tém risco
combinado de se infectarem pelo HIV e HPV porque esses virus tém forma de
aguisicdo comum.

Recentemente, o desenvolvimento de métodos baseados em reacao
em cadeia de polimerase (PCR), que sdo mais sensiveis e capazes de identificar
mais de 20 tipos especificos de HPV simultaneamente, tem permitido a
investigacao sistematica de infec¢cdes multiplas.

A finalidade deste trabalho é determinar a prevaléncia das infeccbes
pelo HPV em um grupo de mulheres infectadas pelo HIV em diferentes cidades do
estado de Minas Gerais e investigar a presenca de genotipos de HPV e sua

multiplicidade, por meio do método mais sensivel e especifico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O cancer cervical € o segundo cancer mais comum em mulheres de
todo o mundo e é o tipo principal entre elas na maioria dos paises em
desenvolvimento, onde 80% dos casos ocorrem. Estudos epidemiolédgicos indicam
que a presenca de certos tipos de HPV no colo uterino é a principal causa de
cancer cervical invasivo e neoplasia intra-epitelial cervical®.

Em 1993, o papilomavirus humano (HPV) associado a neoplasia intra-
epitelial cervical de alto grau foi classificado como estagio B e o cancer cervical
invasivo como condicdo definidora de sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS), de acordo com o sistema de classificacdo do Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas’.

Acredita-se que o HIV pode influenciar o prognéstico clinico da infec¢éo
por HPV, principalmente por reduzir a resposta imune sistémica e local, embora

interacdes virus-virus também possam interferir®.

2.1 O papilomavirus humano

2.1.1 Classificacao do papilomavirus humano quanto ao potencial oncogénico

Os tipos de HPV genitais tém sido subdivididos em baixo e alto risco, os

altimos freqlientemente associados ao cancer cervical invasivo. O numero de

tipos de HPV de alto risco varia de 13 a 19 e apenas 11 (16, 18, 31,33, 35, 39, 45,
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51, 52, 56 e 58) sao consistentemente classificados como de alto risco. O tipo 16
€ o mais frequente nas lesbGes cervicais, independentemente da presenca ou
gravidade da neoplasia intra-epitelial cervical. O tipo 18 predomina nos
adenocarcinomas®®. Séo classificados como de baixo risco os tipos: 6, 11, 30, 40,
42, 43 e 44, que estdo usualmente associados a lesdo genital exofitica benigna
elou leséo intra-epitelial de baixo grau (LSIL). Os tipos 6 e 11 estdo presentes em
90 a 95% dos condilomas.

Por essas razdes, sd0 necessarios critérios para classificar os tipos de
HPV em grupos de baixo e alto riscos, os quais devem ser baseados em estudos
epidemiologicos moleculares que fornecam risco estimado e evidéncia funcional

do potencial oncogénico dos varios tipos diferentes de HPV?.

2.1.2 Métodos de deteccdo do DNA-HPV

A deteccao direta do acido desoxirribonucléico (DNA) do HPV constitui
o método mais confiavel para identificar o virus. Os procedimentos moleculares

disponiveis sdo os seguintes’:

» Hibridizacdo com sondas (Southern blot, Dot blot e Captura Hibrida)

Todos esses métodos sdo baseados na analise do DNA celular total. A
técnica denominada Southern blot foi o primeiro método adotado. Durante muitos
anos foi considerado “padrdo ouro” para a identificacdo do HPV, ja que sua

especificidade e sensibilidade sdo elevadas. A sensibilidade da técnica de Dot blot
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€ menor que a de Southern blot. Os testes disponiveis comercialmente (ViraPap e
ViraType) sao procedimentos de Dot blot modificados. Atualmente, os kits para
captura hibrida I e Il, produzidos pela Digene, demonstram boa acuracia, sendo os

utilizados na pratica clinica®.

» Teste de hibridizacao in situ (ISH)

Tem como obijetivo investigar a presenca do DNA de HPV incluido em
nacleos das ceélulas infectadas, em um corte histologico standard fixado por
parafina. Apesar de o ISH ser menos sensivel do que o teste Blot, ele permite
investigar amostras histoldgicas e realizar estudos retrospectivos. Assim, o ISH é
técnica morfoldgica e molecular mista, que possibilita avaliagdo quantitativa, assim
como a demonstracdo do virus nas células neoplasicas ou normais. Por isso,
poderia ser considerada a técnica de escolha para a deteccdo do DNA viral, mas

seu elevado custo faz com que seja desaconselhada em grandes estudos.

* Reacao em cadeia de polimerase (PCR)

FIGURA 1 - Kary Mullis, inventor da PCR, em foto de 1994 (Nobel Academy).
Fonte: www.et.all.hpg.com.br (acessado em dez/2006)
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Esse método foi desenvolvido por Mullis, em 1987°. E técnica
enzimatica sofisticada possibilita a amplificacdo pelo menos um milhdo de vezes
de sequéncias de DNA na amostra do exame. Pode ser aplicada em DNA extraido
de tecido fresco ou fixado. Atualmente, € a mais sensivel de que se dispde. Pode
ser processada rapidamente (2-3 horas), porém requer notavel habilidade e deve
ser realizada em laboratérios que disponham de meios especializados de
contencdo, a fim de prevenir-se a contaminacdo da amostra previamente
amplificada. Tal contaminacdo pode levar a resultados falso-positivos. A
tecnologia da reacdo em cadeia da polimerase também é bastante flexivel,
permitindo uma série de modificacbes que possibilitam seu emprego na analise de

uma grande variedade de amostras.

Entre as principais técnicas resultantes de modificagbes da reacdo em
cadeia da polimerase, pode-se citar o RT-PCR, nested PCR, multiplex PCR, PCR
a partir de primers randémicos e PCR em tempo real. O RT-PCR utiliza a enzima
transcriptase reversa para converter uma amostra de acido ribonucléico (RNA) em
cDNA antes da etapa de amplificacdo por PCR, permitindo o estudo de virus de
RNA e andlises de expressdao génica. O nested PCR visa a aumentar a
sensibilidade e especificidade do método. O segmento gendmico € amplificado
primeiro de forma abrangente e, depois, utilizando-se esse primeiro produto, é
realizada a amplificacdo da real sequéncia-alvo. J& a PCR multiplex € uma
reacao de amplificacdo desenhada para detectar multiplas sequéncias-alvo numa
mesma amostra. A PCR a partir de primers randdmicos utiliza sequéncias
curtas de oligonucleotideos para amplificar regides repetitivas do DNA gendmico e
€ bastante empregada em estudos epidemioldgicos. Finalmente, a PCR em

tempo real permite que a amplificacdo e a deteccdo ocorram simultaneamente,
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num sistema fechado, sendo necessario para isto um termociclador que possua
sistema de monitoramento de emissdo de fluorescéncia. Essa técnica é
empregada tanto para quantificacdo de amostras como para testes de carga viral

e monitoramento de doenca residual minima®.

2.1.3 O papilomavirus humano e o cancer cervical

No estudo do carcinoma cervical, o interesse pelo HPV cresceu desde
que foi sugerida'®, na década de 70, a associacdo entre o HPV e o cancer
cervical. Varios estudos epidemiologicos, clinico-patologicos e moleculares se
seguiram, confirmando o papel do HPV na patogénese do cancer cervical e em

suas lesodes precursoras.

Fatores de risco de cancer cervical incluem varios aspectos do
comportamento sexual (como numero de parceiros e idade da primeira relagéo
sexual), tabagismo, uso de contraceptivos orais, presenca e tipo do papilomavirus

humano e outras doencas sexualmente transmissiveis™.

A existéncia de neoplasia cervical em mulheres com o virus da
imunodeficiéncia humana representa um dos mais sérios desafios no cuidado a
pacientes imunossuprimidas. A associacao entre lesdes intra-epiteliais cervicais e

a positividade para o HIV foi sugerida desde 1987*2.

Tem sido demonstrado que quase todos os casos de cancer cervical
sdao causados por um ou mais tipos de HPV oncogénicos (de alto risco), a maioria

associada aos tipos 16 e 18%,
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O cancer invasivo nas pacientes infectadas pelo HIV tem
comportamento mais agressivo, responde mal as terapias preconizadas e, na

recorréncia, é de pior prognéstico™”.

2.2 Virus da imunodeficiéncia humana e sindrome da imunodeficiéncia adquirida

2.2.1 Aspectos epidemioldgicos

Estima-se que dos 433.067 casos notificados de AIDS até junho de
2006, 62,3% (269.910 casos) se concentravam na regido Sudeste, 17,9% (77.639
casos) na regido Sul, 11% (47.751) no Nordeste, 5,6% (24.086) no Centro-Oeste
e 3,2% (13.681) no Norte. Segundo parametros da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), o Brasil mantém sua posicdo entre 0s paises com epidemia
concentrada (quando o numero de casos, novos ou antigos, em qualquer
populacao de risco € maior que 5%, mas menor que 5% nas populacdes que néo
apresentam condutas de risco), com prevaléncia da infeccao pelo HIV de 0,61%
entre a populacéo de 15 a 49 anos, sendo 0,42% entre as mulheres e 0,80% entre
os homens™®.

Entre os principais fatores de vulnerabilidade ao HIV, estdo: a falta de
conhecimento sobre as formas de transmisséo e protecdo; o uso inconsistente ou
a falta de uso de preservativos; e a multiplicidade de parceiros sexuais. Dados da
Pesquisa de Conhecimento, Atitudes e Praticas na Populacdo Brasileira (PCAP-
BR) realizada em 2004 mostram que quase 91% da populacéo brasileira com

idade entre 15 e 54 anos citaram espontaneamente a relacdo sexual como forma
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de transmissdo do HIV e 94% referiram o0 uso de preservativo como forma de
prevencao da infeccdo™®.
Tendéncias da epidemia no Brasil durante os ultimos anos'’:

* a interiorizacdo: ou seja, a expansao da AIDS em municipios com menos
de 50 mil habitantes, com pouca capacidade de mobilizacdo de recursos
humanos e materiais;

» a feminizagéo: fendmeno pelo qual o ritmo de contaminagdo na populacao
feminina cresceu vertiginosamente e, em consequéncia, a transmissao do
HIV de mae para filho também se elevou;

e a pauperizacao: que atinge populacdes particularmente vulneraveis devido
ao seu dificil acesso a informacdes, a servicos publicos e a praticas

preventivas.

O pais acumulou cerca de 183.000 obitos devidos a AIDS de 1980 a
2005, sendo as taxas de mortalidade crescentes até meados da década de 90,
estabilizando-se em cerca de 11 mil 6bitos anuais desde 1998. Apds a introducao
da politica de acesso universal ao tratamento anti-retroviral (TARV), que combina
drogas com diferentes formas de acdo (HAART), observou-se importante queda
na mortalidade. A partir do ano 2000, essa taxa estabilizou-se em cerca de 6,4

6bitos por 100 mil habitantes, principalmente em S&o Paulo e no Distrito Federal*®
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2.2.2 Transmissao do virus

Estudos epidemiologicos tém demonstrado que o HIV é transmitido de
trés formas: sexual, parenteral e perinatal. Geralmente, todos os casos de
transmissdo de HIV podem ser atribuidos a essas categorias de exposicdo. O
virus ndo é transmitido por meio de contato casual (abrago, aperto de maos),
contato de superficie (vaso sanitario) ou picada de inseto™.

A transmissao nas relacdes sexuais € bidirecional, tanto nas relactes
heterossexuais como nas homossexuais. O risco de transmissdo aumenta com a
pratica do intercurso anal, na presenca de Ulceras genitais e quando o estado de
imunodeficiéncia do transmissor é mais avancado. A presenca de doencas
sexualmente transmissiveis, a auséncia de circuncisao e rela¢cdes sexuais durante

o periodo menstrual também aumentam a possibilidade de transmisséo do HIV.

2.3 Co-infec¢édo HPV/HIV

Varios estudos na literatura referenciam a forte associagdo existente
entre a oncogénese e a progressao neoplasica relacionada ao HPV e ao sistema
imunoldgico. Mulheres imunossuprimidas apresentam risco elevado de
desenvolvimento de neoplasia intra-epitelial escamosa e cancer invasivo do trato
genital inferior. O elo entre doencgas relacionadas ao HPV e HIV é forte porque
ambas as condicdes - infec¢des por HIV e HPV - sdo transmitidas sexualmente e
suas populagbes de risco apresentam varias caracteristicas demograficas em

comum?L.
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Embora ndo haja davidas de que pacientes infectadas pelo HIV estejam
sob risco aumentado de infeccao pelo HPV associada a neoplasia anogenital, os
mecanismos da interacdo HPV-HIV estdo pouco esclarecidos?®.

Enquanto ha relacéo entre niveis baixos de linfocitos T CD4+ e aumento
da incidéncia de neoplasia intra-epitelial de baixo e alto grau e neoplasia intra-
epitelial anal, a relacdo entre imunossupressao e incidéncia de cancer anogenital
€ menos clara. Dados registrados sobre AIDS e cancer ndo mostram associacao
de niveis baixos de linfocitos T CD4+ (abaixo de 500 células/mms3 ou até mesmo
menor que 200 células/mms3) e cancer anal ou cervical em homens e mulheres
diagnosticados com AIDS, como também ndo ha aumento claro na incidéncia
desses canceres com o tempo apés o diagnéstico da sindrome??.

Estudos epidemiolégicos e experimentais tém descrito a estreita
correlacdo entre a infeccdo pelo HIV e todas as demais doencas de transmisséo
sexual. Assim, o tratamento e diagnostico precoces das infec¢cdes do trato
reprodutivo constituem-se em arma importante no combate ao avanco da
epidemia da infeccéo pelo HIV/AIDS®.

A seguir, serdo abordados aspectos do virus da imunodeficiéncia
humana relacionados ao papilomavirus humano e as lesdes intra-epiteliais

escamosas cervicais, com enfoque nos estudos de prevaléncia.
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2.3.1 Virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e papilomavirus humano (HPV)

A infeccdo pelo HPV é extremamente comum. Estudos relatam que
50% dos adultos sexualmente ativos tém sido infectados com um ou mais tipos de

HPV, mas a maioria das infec¢ées por esse virus é transitéria®.

Alguns autores tém afirmado que mulheres infectadas por HIV tém mais
prevaléncia de HPV**?%, de mdltiplos tipos de HPV?’ e prevaléncia mais elevada
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de subtipos oncogénicos gue mulheres nao infectadas pelo HIV.

Individuos imunossuprimidos por infeccdo pelo HIV ou transplantados
estdo sob risco aumentado de infeccao pelo HPV associado a cancer anogenital,

comparados com os imunocompetentes da mesma idade®?.

Em investigacdo que relacionou 344 portadoras do virus da
imunodeficiéncia humana e 325 mulheres ndo portadoras, nas quais foram
utilizados colposcopia e teste do DNA do HPV, Sun et al. (1995)%° verificaram
significativa prevaléncia de infeccdo pelo HPV nas mulheres do primeiro grupo.
Enquanto a taxa de infeccdo pelo papilomavirus humano foi de 60% entre as
mulheres infectadas pelo HIV, a encontrada entre as integrantes do grupo-controle

foi de 36%.

Um estudo desenvolvido na Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG)*, Belo Horizonte, em 2001, encontrou 38,1% pacientes com infeccao
simples (apenas um tipo de HPV). Os tipos mais prevalentes foram o 6 e o0 16,
ocorrendo em 48,9 e 36,7% dos casos, respectivamente. Quanto ao tipo de HPV,
observou-se que os de alto risco foram mais prevalentes nas pacientes com

namero de células CD4+ abaixo de 499 do que os de baixo risco.
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Em estudo desenvolvido na mesma Universidade, em 2002,*° foi
descrita prevaléncia de 80% de HPV na cérvice uterina de mulheres infectadas

pelo HIV, sendo os tipos mais prevalentes o HPV-6 e o HPV-16.

O HPV também foi freqiente na amostra estudada por Melo et al.
(2003)*, presente em 81,7% das portadoras do HIV que tiveram material da

cérvice uterina examinado por PCR.

Em publicacdo mais recente (2005), relatou-se que, das pacientes
infectadas pelo HIV, 73,2% apresentaram resultado positivo para o0 DNA-HPV,
comparado a 23,8% entre as soronegativas. Houve tendéncia a infeccdo por
multiplos tipos de HPV nas portadoras de HIV, enquanto que a infeccdo simples

predominou nas soronegativas®.

Avaliagdo feita em Sao Paulo demonstrou mais frequéncia de
anormalidades nas citologias oncoticas cervicais das mulheres soropositivas em

relacdo as soronegativas para o HIV33

Levi et al. (2002)**, acompanhando 208 portadoras do HIV, registraram
prevaléncia de 98% de HPV detectado pela PCR em mulheres infectadas pelo
HIV; 14,3% delas apresentaram genétipos de HPV de baixo risco e 21,2%
exibiram alto risco, enquanto 64,3% possuiam ambos o0s tipos de risco. Em
publicacdo posterior (2004), os mesmos autores® relataram o genétipo 16 como
sendo o tipo de HPV mais comum entre as pacientes infectadas pelo HIV,
enquanto no grupo-controle (ndo HIV) o HPV 51 apareceu como 0 mais comum,

seguido pelo HPV 16.

Goncalves et al. (1999)* descreveram que os tipos HPV-16 e HPV-18

foram os mais prevalentes e que quase 20% dos tipos de HPV nao foram
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detectados. Tal achado pode ser explicado pela restricdo do tamanho do

fragmento baseado no polimorfismo do método de genotipagem utilizado.

O HPV-53, 0 HPV-58 e o HPV-61 foram referidos® como os tipos mais
prevalentes em uma grande populacdo americana infectada pelo HIV, na qual a
distribuicdo dos gendtipos de HPV em mulheres portadoras do HIV era diferente

das mulheres nao HIV.

Estda bem documentado que mulheres infectadas pelo HIV tém mais

A . R ~ 34,37,38,39 ~ H . fAd
prevaléncia de infeccao pelo HPV e de lesdes intra-epiteliais escamosas
cervicais (SIL)*. Nesse grupo de pacientes imunossuprimidas, essas lesdes tém
progndstico pior e progressao mais rapida que em pacientes imunocompetentes®.
As lesdes sdo dificeis de serem tratadas, com taxa mais alta de recorréncia,

freqlientemente contendo o mesmo tipo de HPV prévio ao tratamento instituido™.

Em mulheres portadoras do HIV, a prevaléncia e a persisténcia da
infeccdo pelo HIV aumentam com a queda da contagem de linfocitos T CD4 e

25
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elevacdo da carga viral” e alguns estudos mostram que tipos oncogénicos do

HPV podem ser mais comuns com baixo CD4 e/ou carga viral alta®**?.

Resultados semelhantes foram descritos por Rachid e Schechter
(2005)%°. Esses autores relataram que a prevaléncia da infeccdo pelo HPV
aumenta a medida que ocorre progressdo do dano imunoldgico associado a
infeccdo pelo HIV; e que a persisténcia da infeccdo pelo HPV é inversamente
proporcional a contagem de linfécitos T CD4" e diretamente proporcional a carga

viral do HIV.
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2.3.2 Virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) e neoplasias intra-epiteliais

cervicais (NIC)

Citologia cervical anormal é mais comum em mulheres infectadas pelo
HIV e esta associada a presenca de infeccdo pelo HPV e grau de
imunossupressdo. Tanto a freqiiéncia quanto a gravidade de esfregacos cervicais
e NIC documentado histologicamente aumentam com o declinio da contagem de
linfécitos T CD4 e também estéo relacionados com alta carga viral*. A incidéncia
de citologia cervical alterada esta aumentada em pacientes com baixa contagem
de linfocitos T CD4*,

Levi et al. (2005)*, estudando pacientes soropositivas e negativas para
o HIV, verificaram que a contagem de células de Langerhans foi de quatro por
campo nas soronegativas e de 1,92 por campo nas soropositivas, o que retrata
resposta imune local inadequada nessas pacientes (p=0,01).

A HAART né&o tem sido consistentemente associada ao risco reduzido
de anormalidades cervicais relacionadas ao HPV em mulheres infectadas pelo
HIV*©.

Foi possivel comprovar que as pacientes portadoras do HIV infectadas
pelo HPV tém 13,3 vezes mais chances de desenvolver NIC do que as né&o
portadoras de HPV*“.

Posteriormente, constatou-se que as pacientes com carga viral do HIV
acima de 400 coépias/ml, quantificada antes da bidopsia do colo uterino,

apresentaram chances 3,2 vezes maiores de desencadear lesdo intra-epitelial

(SIL). A contagem de linfécitos T CD4+ ndo influenciou o aparecimento da SIL*’.
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2.4 A multiplicidade dos gendtipos do HPV

Embora a infeccado por multiplos tipos de HPV tenha sido descrita no
passado”®, ndo parecia comum sua observacdo em amostras cervicais obtidas de
pacientes imunocompetentes de muitos paises. Infeccbes mudltiplas foram
encontradas em apenas 2,2% das participantes no inicio do estudo de coorte

realizado em Sao Paulo, Brasil*.

A multiplicidade do HPV foi verificada em 2,6% das mulheres mexicanas
do estado de Morelos, com citologias cervicais normais®.

A multiplicidade dos gendtipos de HPV de alto risco é mais prevalente
em mulheres jovens, sugerindo que o aumento da atividade sexual esta
relacionado com a transmiss&o sexual de multiplos tipos de HPV de alto risco®*.

Ja se observou que a prevaléncia da infeccdo multipla pelo HPV varia
de acordo com o método de deteccdo. Demonstra-se que a infeccdo multipla é
comumente detectada quando se emprega PCR, sendo este método de alta

especificidade e sensibilidade®3*3°.

Utilizando a PCR, tipos de HPV de alto risco foram detectados em mais
da metade das lesdes condilomatosas de individuos saudaveis e em 100% dos
espécimes de individuos imunossuprimidos®. Esse estudo demonstrou que a
maioria das lesdes condilomatosas contém multiplos tipos de HPV, incluindo tipos
associados a lesdes displasicas.

Em pacientes nao infectadas pelo HIV, a prevaléncia de infeccbes
multiplas por HPV chega a ser alta em algumas populacdes estudadas, como
demonstrado por Cuschieri et al. (2004)**, que encontraram 43,3% de positividade

para mais de um genotipo do HPV. Em grupo semelhante de pacientes, a
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prevaléncia do HPV variou de 20%, em Edinburgh e Paraguai, a 14,9%, na

Colémbia®?.

Em mulheres infectadas pelo HIV, tipos de DNA-HPV de alto risco séo
significantemente mais freqientes que em soronegativas. Além disso, a co-
infeccdo  por mdultiplos tipos de HPV €& comum nas pacientes

imunossuprimidas®®°2,

Portadoras do HIV sdo geralmente infectadas por multiplos genotipos do
HPV, com relato na literatura de até 80%°'. Os resultados do trabalho de Levi et
al. (2002)* confirmam os achados da literatura, na qual 21,1% das pacientes
possuiam um unico tipo de HPV, enquanto 78,9% eram portadoras de multiplos

tipos.

Um estudo realizado em S&o Paulo, Brasil, verificou infec¢gdo por mais
de dois tipos de HPV em 45% das pacientes acometidas pelo HIV®. Esta foi
exatamente a mesma proporgao encontrada em outra investigacdo em populagao
de mulheres com HIV em Santos, Sdo Paulo, confirmando a alta freqiiéncia de

infeccdes maltiplas pelo HPV em brasileiras portadoras do HIVZ®.

Em Belo Horizonte, Brasil, constatou-se predominancia da infeccao
multipla por HPV nas portadoras do HIV (50,0%)% quando comparadas com as
soronegativas (33,3%), apesar da diferenca encontrada nao ter sido significante
(p>0,05). A combinacdo mais frequentemente encontrada foi a dos tipos 6, 11 e

16.

Palefsky et al. (1999)® observaram que 403 (23%) entre 1.778
mulheres americanas infectadas pelo HIV tinham dois ou mais tipos de HPV, com

3% apresentando seis ou mais tipos.
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Em outras pesquisas, a multiplicidade da infeccdo pode ter sido
subestimada devido ao uso de técnicas PCR-RFLP. Sun et al. (1997)%
encontraram prevaléncia cumulativa de HPV de 56% em estudo longitudinal, mas
com dificuldades relatadas em apenas 3% dos casos, 0 que atribuiram a infec¢cao
por multiplos tipos de HPV. Ellerbrock et al. (2000)*, empregando a estratégia
MYQ09/11 com posterior restricdo enzimatica (RFLP), observaram multiplos tipos
em apenas 31 (12%) pacientes da sua coorte infectadas pelo HIV, em Nova
lorque.

Pacientes infectadas pelo HIV com vida sexual ativa e aquisicao
continua de novos tipos de HPV tém mais chances de serem portadoras de mais
de um tipo de HPV do que as ndo HIV, visto que as ultimas eliminam o HPV

rapidamente apds cada infecgédo™.

2.4.1 Multiplicidade x persisténcia do HPV

A persisténcia do DNA-HPV explica a alta associacdo entre
imunossupresséo mediada por HIV e lesées intra-epiteliais escamosas cervicais™.
Nesse estudo longitudinal, os autores registraram que a eliminacdo do HPV era
menor em pacientes portadoras do HIV. Se h& exposicao a infeccao continua, o
resultado € o acumulo de genotipos de HPV diferentes e mais prevaléncia de
mulheres infectadas por multiplos tipos do HPV.

Em pacientes submetidas ao tratamento de lesdes intra-epiteliais
escamosas de baixo grau, 36,2% das infectadas pelo HIV desenvolveram

recorréncia da lesdo, comparadas com 11,1% das ndo HIV. Adotando conduta
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expectante, 53,6% das mulheres HIV positivo apresentaram progressao, 32,1%
persisténcia e 14,3% regressao parcial ou total da lesédo, enquanto nas pacientes
HIV negativo essas porcentagens foram de 23,3; 33,3 e 43,4%,
respectivamente™?.

Verificou-se que a presenca de mdultiplos tipos de HPV e baixa
contagem de linfocitos T CD4+ parece ocupar papel importante, mas
independente, na persisténcia do HPV>*.

Um estudo prospectivo utilizando PCR/ hibridizacéo reversa® relatou
que a persisténcia da infeccao pelo HPV em mulheres brasileiras aumenta o risco
de aquisicdo de outro tipo de HPV, enquanto a co-infeccdo com multiplos
genadtipos ndo influencia na persisténcia do HPV, o mais importante fator na

génese das anormalidades cervicais.

2.4.2 Multiplicidade x imunidade

Com o aumento nos niveis de DNA-HPV, ha relacéo entre a queda dos
niveis de linfécitos T CD4" e o aumento do nimero de tipos de HPV em
espécimes cervicais e anais de mulheres e homens infectados pelo HIV?.

Nenhuma relacdo entre contagem de linfécitos T CD4 e presenca do
HPV pode ser estabelecida®. Além disso, ndo houve correlacéo significativa entre
o numero de gendtipos do HPV e a contagem de linfocitos T CD4 ou da carga viral
do HIV.

A presenca de multiplos subgrupos de HPV pode refletir disfuncédo da

resposta imune, que nao é indicada pela contagem de linfocitos T CD4+ e que
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vem ocorrendo ao longo do tempo. A resposta das citocinas no muco cervical esta
alterada em pacientes infectadas pelo HIV quando comparadas com as HIV

negativo™.

2.4.3 Multiplicidade x alteracao citologica

Chang et al. (1997)°" descreveram um nimero decrescente de tipos de
HPV em pacientes com piora do diagnaostico citolégico. Tal achado foi confirmado
por outros estudos em que se observou que o nimero médio dos tipos de HPV
nao aumenta significativamente com a piora da classe citolégica ou diminuicdo da
contagem de linfécitos T CD4%°89,

Observou-se clara tendéncia no decréscimo do numero de gendétipos do
HPV com a progressao da classificacdo de Papanicolau em estudo realizado em
mulheres brasileiras. A prevaléncia de multiplos tipos de HPV foi mais alta em
pacientes com classe citologica | e Il de Papanicolau, comparada com aquelas
com classe I1I*,

O numero médio de tipos de HPV foi similar em todas as categorias
citologicas, enquanto associagao entre piora do diagnostico citolégico e queda da
contagem de linfécitos T CD4 foi claramente observada®.

Apesar da alta carga viral do HPV e do HIV, o nimero de pacientes

infectadas com mais de trés tipos de HPV com classe Ill de Papanicolau nao foi

significativamente diferente daquelas infectadas por um Gnico tipo de HPV®,
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2.4.4 Multiplicidade x lesdes intra-epiteliais cervicais

A deteccao de infec¢des por multiplos tipos de HPV tem sido proposta
por um grupo de pesquisadores como um indicador de prognostico para neoplasia
intra-epitelial cervical em pacientes infectadas pelo HIV®.

Outros estudos nao confirmam a associacdo entre multiplicidade de

3561 Esses

HPV e aumento da frequéncia de lesbes intra-epiteliais cervicais
autores acreditam que a maioria das lesdes intra-epiteliais cervicais é causada por
um tipo de HPV, enquanto os outros tipos detectados atuam como fatores de
menos importancia e, possivelmente, ndo conferem risco adicional significante de
neoplasia.

A presenca de multiplos tipos de HPV torna impossivel a atribuicdo de
lesBes prevalentes a um tipo particular de HPV®.

Acima de 50% das pacientes infectadas pelo HIV com neoplasia intra-
epitelial cervical de alto grau contém um tipo de HPV ou mais, além do HPV-16°".

A infeccdo multipla pelo HPV foi mais freqiente entre as mulheres que

apresentavam lesdes de baixo grau e, a medida que aumentou a gravidade da

lesdo cervical, a infeccdo simples se tornou mais freqiiente®’.
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3 OBJETIVOS

Determinar a prevaléncia do papilomavirus humano e identificar os seus
genaotipos em pacientes infectadas pelo HIV, de algumas cidades do estado

de Minas Gerais.

Investigar nessas pacientes a multiplicidade de gendtipos do papilomavirus

humano.

Estabelecer possiveis associa¢cdes relacionadas a progresséo da infeccao
pelo HIV que possam justificar a maior prevaléncia e multiplicidade do HPV.

nas mulheres infectadas pelo HIV.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Consideracfes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(ANEXO A), juntamente com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(APENDICE A).

4.2 Pacientes

Foram estudadas 288 pacientes atendidas no Ambulatério de
Ginecologia do CTR-DIP Orestes Diniz da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte,
em convénio com a UFMG, e pacientes atendidas no sistema publico de saude
das demais cidades mineiras: Betim, Barbacena, Conselheiro Lafaiete e
Divindpolis. O periodo de estudo foi de agosto de 2003 a agosto de 2006.

Todas as pacientes foram submetidas a questionario padrdo durante
atendimento ginecoldgico no ambulatério (APENDICE B).

Realizaram-se anamnese, exame ginecolégico completo com coleta de
material para deteccdo do HPV pela PCR, coleta de material para colpocitologia

oncoética, colposcopia e bidpsia dirigida, quando indicada.
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4.2.1 Critérios de inclusao

A) Populacao alvo

e Mulheres portadoras do virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
rastreadas pelo enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) e
confirmadas pela imunofluorescéncia indireta ou western blot, com ou sem

AIDS.

B) Populacao acessivel

» Pacientes atendidas no ambulatério de ginecologia do Centro de
Treinamento e Referéncia em Doencgas Infecciosas e Parasitarias (CTR-
DIP) Orestes Diniz da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte, em convénio
com a Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais

(UFMG), em Belo Horizonte.

» Pacientes atendidas no ambulatério de ginecologia da Prefeitura Municipal
das seguintes cidades do estado de Minas Gerais: Betim, Barbacena,

Divinopolis e Conselheiro Lafaiete.
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4.2.2 Critérios de exclusao

Pacientes que se recusaram a assinar o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido para participar da pesquisa.

* Pacientes com impedimento para fornecer dados para o trabalho (barreira

de linguagem, desorientacao).

* Pacientes que tiveram suas amostras sem qualidade para a deteccao do

HPV através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR).

» Pacientes histerectomizadas e gestantes.

4.3 Calculo amostral

Para calcular o tamanho da amostra do numero de pacientes a serem
observadas neste estudo, utilizou-se o Stat Calc do programa Epi-Info versao
3.3.2.

Foi estabelecido a = 0,05 (nivel de significancia estatistica de 95%) e 3
= 0,20, conferindo ao estudo o poder estatistico de 80%.

Com base nos dados da literatura, a prevaléncia do HPV entre as

pacientes portadoras do HIV é variavel.
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TABELA 1

Prevaléncia do HPV em mulheres portadoras do HIV na literatura

Zimmermmann Levi et al. Campos et al. Luque et al.
(2002)*° (2004)* (2005)*? (2006)*°
75-80% 87% 73,2% 52%

Optou-se por utilizar a prevaléncia de 50% para obter-se um tamanho
amostral minimo maior, 0 que garante mais precisdo nos resultados dos testes

estatisticos.

Foi também necessario, para o calculo amostral, determinar a precisao
desejada para as medidas de associacdo. Nesse aspecto, o tamanho amostral foi
determinado em fungéo de se obter uma razdo de chances (odds ratio) tal que
fosse estatisticamente significativa a partir de um valor de 2,05. Deste modo, 0
namero minimo de casos necessario para conferir o poder estatistico proposto,

considerando-se esses parametros (prevaléncia e odds-ratio), seria de 278.

4.4 Métodos

E um estudo transversal, com componentes analiticos e descritivos.

Para a sua execucao, algumas etapas foram seguidas:
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Etapa 1 — Normatizagdo de procedimentos em relacdo ao exame e coleta do
material cervical das pacientes; instrucdes sobre o preenchimento do banco de
dados; normas para diagnoéstico e tratamento das lesdes cervicais.

Etapa 2 — Exame das pacientes e coleta do material para diagnéstico e
tratamento. Constituicdo do banco de dados.

Etapa 3 — Avaliagéo parcial dos resultados.

Etapa 4 — Término da coleta do material.

Etapa 5 — Digitacédo e analise dos dados.

Etapa 6 — Apresentacgéo, discussao dos resultados e concluséo.

4.4.1 Exame fisico

Todas as pacientes foram submetidas a exame ginecolégico completo,
com coleta de material para deteccdo do HPV e seus gendtipos, coleta de
material para citologia oncética e colposcopia. As pacientes que apresentaram

alteracdes colposcopicas foram submetidas a biopsia dirigida.

4.4.1.1 Coleta de material para deteccdo do HPV e seus genotipos

Foi utilizada a PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para detec¢ao do
HPV.
ApoOs a colocacao do espéculo vaginal, antes de coletar-se o material

para citologia oncética, com o auxilio de uma espatula de Ayre, fez-se um
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raspado cauteloso do colo uterino. Quebrou-se essa espatula com o intuito de
diminuir o seu comprimento, colocando-a em um tubo de ensaio contendo
aproximadamente 2 ml de soro fisiolégico 0,9%. O tubo foi rotulado com o nome
completo da paciente, nUmero de registro no servico e data da coleta. A seguir, foi
enviado ao Nucleo de Pesquisa e Apoio Diagnostico (NUPAD) da Faculdade de
Medicina da UFMG, acondicionado em caixa de isopor com gel refrigerado. Caso
nao fosse possivel o envio imediato, 0 mesmo era armazenado em geladeira.
Todo o material chegava ao laboratério em, no maximo, 24 horas. Foram
utilizados primers especificos para os tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 35 do

papilomavirus humano.

4.4.1.2 Coleta de material para citologia oncotica

A coleta de material para citologia oncotica foi realizada com espatula
de Ayre e escova endocervical (“cytobrush”). Os laudos foram emitidos segundo a

classificacdo de Bethesda (ANEXO C).

4.4.1.3 Colposcopia

Foi utilizado o colposcopio da marca Vasconcelos, modelo padrdao, com
trés aumentos.
Técnica: primeiro aplicava-se o acido acético a 3% sobre o colo uterino,

com o0 objetivo de pesquisar areas acetobrancas. ApOs essa primeira avaliacao
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colposcopica, o colo era corado com solucao de Schiller e novamente observado
ao colposcopio. Toda area iodo-negativa era estudada. O passo seguinte era a
aplicacdo de solucdo de bissulfito de sodio a 5% para retirar o iodo. O acido
acético a 3% era reaplicado e novamente era realizado estudo colposcopico com
0 objetivo de identificar as imagens alteradas. A representacao grafica da lesao foi
registrada no prontuario da paciente. Para a classificacdo colposcoépica das
lesGes cervicais, adotou-se a nomenclatura proposta pelo Comité da Federacéo
Internacional de Patologia Cervical e Colposcopia (Roma, Italia, maio de 1990)

(ANEXO B).

4.4.1.4 Biopsia dirigida do colo uterino

A bidpsia foi realizada sob visdo colposcoépica, utilizando-se a pinga
Professor Medina ou similar. O material biopsiado foi fixado em formol a 10% e
processado para estudo histopatologico na rotina dos Servicos de Bidpsias do
Departamento de Anatomia Patolégica e Medicina Legal da Faculdade de
Medicina da UFMG. Nas cidades do interior, o exame foi realizado pelo
histopatologista local.

As pacientes portadoras de lesdes cervicais de alto grau foram
submetidas a cirurgia de alta frequéncia (CAF) para tratamento, com seguimento
de trés, seis e 12 meses. As recidivas que ocorreram foram novamente tratadas.

O tratamento ocorreu em cada localidade ou em Belo Horizonte.
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4.4.2 Exames laboratoriais

4.4.2.1 PCR (reacéo em cadeia de polimerase)

As amostras entregues ao NUPAD foram conservadas em geladeira a
4 até seu processamento.

Inicialmente, procedeu-se a homogeneizacdo do material da amostra e
todas as amostras foram transferidas para tubos Eppendorf, para que se
processasse a centrifugacdo por um minuto, a 14.000 rpm, para a formacao de
depdsito no fundo do tubo (pellet). O sobrenadante foi desprezado e ao pellet
foram adicionados 200ul de resina quelante (Chelex-100 a 20%). A mistura foi
colocada em banho seco a 100 °C por 20 minutos e colocada em geladeira até a

preparacao do mix, para a qual foram empregados os seguintes reagentes:

MIX para a PCR com primers genéricos para o HPV (MY09 e MY11):

Buffer (1X) 50mM de KCI; 4mM de MgCl,; 10mM de Tris - HCI (pH 8,5)

dNTPs (dexoxirribonucleotideos trifosfato) .................... 200 uM

Tag DNA POlIMEraSE ....cooovviieeeieiiieeeee e 2,5 Ul

Primers 1 e 2 (2,5 ul de cada um)........cooevvvvvviiienninniiineneenn. 5,0 ul (25 pmoles)
AQUA o 28,5 ul

TOAL e 40,0 pl
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MIX para a nested PCR:

Buffer (1X) 50mM de KCI; 4mM de MgCl,; 10mM de Tris - HCI (pH 8,5)

dNTPs (dexoxirribonucleotideos trifosfato) ...................... 200 uM

Tag DNA POlIMEraSe .....ccoooeeeeeeiieieeeeeeeee e 2,5 Ul

Primers nested 1 e 2 (1,0 pl de cada um)..........ccoveeieenennnnns 2,0 ul (10 pmoles)
Y o[- PSSO 40,5 ul

TOtAl e ——————— 49,0 ul

Produto da 1° PCR ...ccovviiiiiieii e 1l

MIX para a tipagem com primers alelo-especificos:

Buffer (1X) 50mM de KCI; 4mM de MgCl,; 10mM de Tris - HCI (pH 8,5)

dNTPs (dexoxirribonucleotideos trifosfato) ...................... 200 uM

Tag DNA POlIMEraSE .....cccooeveeeeeiieieeeeeeee e 2,5 Ul

Primers tipo-especificos 1 e 2 (2,5 ul de cada um)............... 5,0 ul (25 pmoles)
AQUA o 33,5 ul

TOAL e 45,0 pl

DINA oottt ettt ee et 5 pl

Obs: O buffer usado na reacdo da PCR vem pronto para uso junto com a enzima.



47

FIGURA 2 - Etapas da reacdo em cadeia da polimerase: preparagédo do mix para

a realizacao da reacéo.

Fonte: Souza (2000)%.

No mix da PCR com os primers genéricos para o HPV (geral), foram
acrescentados 10 ul do DNA extraido e no mix da nested PCR foi adicionado 1 pl
do produto da PCR realizada com os primers genéricos; no mix da PCR com os
primers alelo-especificos foram acrescentados 5 pl do DNA extraido, completando
o volume final de 50 ul e, apds a adicdo do DNA, as amostras foram levadas ao
termociclador por duas horas e 40 minutos, onde foi acionado o Programa de
Amplificacdo, composto de trés etapas:

a. Desnaturacdo: o DNA de dupla-fita € separado em fitas Unicas mediante

brusca elevacao da temperatura para 95°C.

b. Anelamento: ocorre entre a cadeia original do DNA (agora ja desnaturado)
e a seqUéncia de nucleotideos dos primers, que se ligardo a regido inicial

génica a ser amplificada.
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c. Extensdo: a extensdo é desempenhada pela enzima Tagq DNA polimerase,
de modo que ambas as fitas de DNA s&o convertidas em quatro fitas. A

PCR é concluida, geralmente, apds 40 ciclos de reacgéo.

Cada reacdo de PCR possui um Programa de Amplificacdo especifico,

onde o tempo e as temperaturas séo variaveis. Os Programas de Amplificacdo

usados no NUPAD sao os seguintes:

PCR - Primer geral, globina, tipos 16, 31 e 35

94°C....ooiiiiiiiiiieenn, r
90°C...ciiiiiiiiiiieenn, 30”
54°C....iiiiiiiiee, 2' 30x
T2°C.iiiiiiiiiieee, r
72°C...ciiii, 10’

4OC oo 16hs

94°C......coviiiiiiiiinns 4
94°C......coiviiiiiiiiiinns r
45°C....coiiiin T 40x
T2°C.....iiiiiiiiinns 1" 30”
72°C...ciiiii, 10’



PCR — Primer tipo 6

94°C.....oiiiiiiiiiiieen, r
90°C...coiiiiiiiiiieenn. 30"
56°C...coiiiiiiiiiiieeen, 2' 30x
A O r
72°C...cciiiiinn, 10’

49C ... 16hs

94°C....oiiiiiiiiiiieee, r
90°C...coiiiiiiiiiiieenn, 30”

O A G 2' 30x
T2°C.iiiiiiiiiiieeen, r
72°C...ciiiiiii, 10’

4OC oo 16hs

94°C......covviiiiiiiinns r
90°C.....ccovviiiriiinne 30”
58°C....coiiiiiiiiiiiiiins 2’ 30x
T29C.....iiiiiiiiiinns r
T2°C. .., 10’

49
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PCR — Primer tipo 33

94°C....ccviiiiiii r
90°C.....cocviiiiees 30”
S50°%C....cciii, 2' 30x
72°C...cciiiiiiiii r
72°C...ciiiiis 10’

49C i 16hs

FIGURA 3 - Amostras sendo colocadas no termociclador onde ocorrerdao as

etapas da PCR: desnaturacéo, anelamento e extensao.

Fonte: Souza (2000)%.

Depois de amplificados no termociclador, os produtos da PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio,
a partir da comparacao visual com os fragmentos de DNA constituintes de um

padrao de peso molecular conhecido.
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FIGURA 4 - Montagem de gel de agarose.

A agarose fundida é despejada nessa cuba de montagem, onde é deixada até a polimerizacdo. Na
foto pode-se ver o pente utilizado para a formacé&o dos pocos. Apds o término da polimerizacéo, o
pente é retirado e em seu lugar ficam espacos cujo volume pode variar de 10 a 150 pL,
dependendo do volume de agarose e do sistema de montagem.

Para o controle da extracdo do DNA utilizou-se um par de primers que
amplifica o gene da B globina humano. Essa amplificacdo atesta a integridade das
amostras de DNA extraidas, ou seja, existe DNA adequado para a reacdo de
PCR.

Para a pesquisa dos tipos de HPV presentes nas amostras (tipagem),
foram utilizados dois procedimentos de PCR. Primeiramente, foi feito o mix de
deteccdo para o0 diagnostico qualitativo. Quando o resultado foi positivo,
procedeu-se a tipagem. A reacédo de deteccao foi realizada por meio de PCR com
um par de primers genéricos, seguida da reacdo de nested PCR com um par de

primers interno.
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Apds o0 anelamento desses iniciadores, um DNA polimerase
termoestavel utilizou as resultantes de 20 a 25 fitas duplas de base para conduzir
40 ciclos de PCR. Deste modo, foi possivel realizar a tipagem a partir do DNA

extraido, com iniciadores especificos para cada tipo de HPV.

1. ciclo 2. ciclo préximo ciclo
I’ ki C |
fita dupla 3 5 ! T i
de DNA-alvo : = N A ]
5 3 : JITTTTTTITTETTTTL i
¢ desnaturagéo i
fita dupla e A T 1+ t 1
de DNA-alvo e S
' r_I_4\_l_I_.l‘Ll_‘LLl_]_l_l_l_l_]_l_l_lﬁ‘
¢ anelamento ¢
3, 5, é . IIIIIIIII|IIIIIl
ly“””””"""""’ E {Jlilllllllllllm‘
3’ :
)Illllllilllllllm‘_ 8 ! T
iniciad i
fnictador 5 St .

¢ extensdo do iniciador ¢

: L IIIlIIIll‘
: [IEENENRTGAR
= + i O

¢ extensdo l

IIHIIIHII]IIIIIIII: E JEEEENNNENENENENNEE

T o,
' T

s 0

Taq polimerase

OO J oo
: V%
T giREiENENERRNNNRREN]
2' copias 2 cépias 2" copias

FIGURA 5 - Esquema ilustrativo das etapas da PCR.
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As amostras de DNA sem qualidade suficiente foram excluidas e as

amostras positivas foram tipadas para os tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 35, sendo

utilizado um par de primers especifico para a tipagem de cada tipo de HPV. Para

cada amostra foram realizadas sete reacoes (6, 11, 16, 18, 31, 33 e 35): uma para

cada tipo a ser pesquisado.

QUADRO 1

Interpretacédo dos resultados do procedimento da PCR

Globina Geral Consensus Resultado
Negativo Negativo Negativo Amostra sem qualidade
Positivo Negativo Negativo Negativo

Positivo Positivo Negativo Positivo

Positivo Negativo Positivo Positivo

Positivo Negativo Positivo Positivo

Positivo Positivo Positivo Positivo

O HPV foi classificado de acordo com seu potencial oncogénico em

baixo risco (6, 11) e alto risco (16, 18, 31, 33 e 35).

Importante ressaltar que, para evitar a contaminagcdo do DNA estranho,

foram utilizadas salas independentes para cada uma das seguintes etapas:

extracdo do DNA, preparagao do mix, procedimentos da PCR e eletroforese.

A interpretacdo dos resultados do procedimento da PCR foi descrita no

QUADRO 1 e os iniciadores utilizados no NUPAD estdo descritos no QUADRO 2.
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QUADRO 2

Esquema de iniciadores utilizados pelo NUPAD

Tipo N° Sequéncia de Nucleotideo Regido  Fragmento (pb)
HPV 6 Pl 5-TAGGGGACGGTCCTCTATTC-3 LCR 259
HPV 6 P2 5'-GCAACAGCCTCTGAGTCACA-3 LCR

HPV 11 Pl 5'-GAATACATGCGCCATGTGGA-3' L1 357
HPV 11 P2 5'-AGCAGACGTCCGTCCTCGAT-3' L1

HPV 16 Pl 5'-TCAAAGCCACTGTGTCCTG-3' E6 271
HPV 16 P2 5-CGTGTTCTTGATGATCTGCAA-3' E6

HPV 18 Pl 5-TGGTGTATAGAGACAGTATACCCCA-3' E6 247
HPV 18 P2 5-GCCTCTATAGTGCCCAGGTATGT-3' E6

HPV 31 Pl 5-TGAACCGAAAACGGTTGGTA-3' E6 613
HPV 31 P2 5-CTCATCTGAGCTGTCGGGTA-3' E7

HPV 33 Pl 5-AGTAGGGTGTAACCGAAAGC-3' E6 411
HPV 33 P2 5'-CTTGAGGACACAAAGGTCTT-3' E6

HPV 35 Pl 5'-GAATTACAGCGGAGTGAGGT-3' E6 290
HPV 35 P2 5'-CACCGTCCACCGATGTTATG-3' E6

Consensus Pl 5-CGTAAACGTMCCCTATTTTTTT-3' L1 244-256
Consensus P2 5-TACCCTAAATACTCTGTATTG-3' L1

Geral PI 3'-CGTCCMARRGGAWACTGATC-5' L1 450
Geral P2 5-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3' L1

B-globina Pl 5'-CTAGCAACCTCAAACAGACA-3' 204
-globina P2 5-TGCCTATCAGAAACCCAAAGA-3'

Fonte: Mannis et al. (1989)%, Arndt, Nottelmann e Neumann (1994)** e Duggan et al. (1994).

Atualmente, o primer consensus ndo esta sendo utilizado no NUPAD,
sendo substituido pelo primer geral interno. Sequéncia do primer geral interno
(usado na nested PCR):

P1-TTT GTT ACT GTG GTA GAT AC

P2 — GAA AAATAA ACT GTA AAT CA
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4.4.2.2 Estudo histopatolégico do colo uterino

Foi realizado pelo servico de bidpsias do Departamento de Anatomia
Patolégica e Medicina Legal da Faculdade de Medicina da UFMG, com
padronizacdo do laudo. Nas cidades do interior, o exame foi feito pelo
histopatologista local.

O material foi fixado em formol a 10% e processado para estudo
histolégico, sendo realizados cortes dos blocos de parafina com 5 pm de
espessura, os quais foram corados com hematoxilina-eosina.

Com base na literatura, a analise e descricao histoldgica, neste estudo,
seguiram a orientacdo de Wright et al. (1994)%, baseada na classificacdo

proposta por Richart (1973)%” (ANEXOS C; D).

4.4.2.3 A citometria de fluxo para a contagem de linfocitos T CD4

A contagem de linfocitos T CD4 foi realizada a partir da utilizacdo de
anticorpos monoclonais para uso comercial e da realizagcdo de citometria de fluxo
(Becton Dickinson). O numero absoluto dos linfocitos T CD4 foi calculado
baseado na contagem total de linfécitos.

Foram aceitas as dosagens de linfécitos T CD4 realizadas pelo
Laboratério Central do Hospital das Clinicas da UFMG ou Laboratério Central da
PBH, cujos laudos constam no prontuario médico, porque esses laboratérios
fazem parte da rede de CD4 do Ministério da Saude e usam o kit e equipamento

do mesmo fabricante.
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Foi considerado na analise o menor valor da contagem de linfécitos T
CD4 mais préximo da data da coleta para PCR nos seis meses que antecederam
até seis meses apoés a data da coleta para PCR. A descricdo da técnica esta no

ANEXO E.

4.4.2.4 Método de quantificacdo da carga viral do HIV

Foram aceitos os laudos existentes em prontuario meédico das

dosagens da carga viral pelos testes:

« NASBA QR System® (Organon Teknika)

A técnica NASBA permite a amplificacao isotérmica do RNA do HIV-1
de filamento simples, utilizando trés enzimas: a transcriptase reversa do virus da
mieloblastose aviaria, uma RNAse H e a RNA polimerase do fago T7. Possibilita
também a obtencdo de 10° a 10° cépias em menos de uma hora. Seu limite de
deteccdo passou de 400 para 80 copias do RNA viral por ml de plasma,
recebendo o kit o nome de NASBA nuclisens HIV-1 Qt. A variacao interensaios do

kit NASBA é comparavel a da PCR Roche.

* Quantiplex HIV RNA 3.0, tecnologia bDNA (branched chain
deoxyribonucleic acid — utiliza moléculas de DNA ramificadas) do fabricante Bayer
com limite inferior de detec¢éo de 50 cépias/ml e superior de, no maximo, 500.000

copias/ml.
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Os dois testes foram realizados no Laboratorio de Imunologia e Biologia
Molecular - DIP da Faculdade de Medicina da UFMG ou pela Fundacdo Ezequiel
Dias (FUNED) — Instituto Octavio Magalh&es Divisdo de Epidemiologia e Controle
de Doencas — Laboratdrio de Virologia. Ambos fazem parte da rede nacional de
quantificacdo da carga viral do HIV do Ministério da Saude com as devidas
padronizacdes de equipamento e kit.

Foi considerado na analise o valor da carga viral cujo laudo estivesse
no prontuario da paciente, dosado pelo método NASBA, NASBA nuclisens ou
bDNA, independentemente da sensibilidade de deteccdo do método. Utilizou-se a
dosagem mais alta e mais proxima da data da coleta para PCR, no intervalo entre
um ano antes até seis meses apos a data da coleta para PCR. A descricdo das

técnicas estd no ANEXO F.

4.4.3 Coleta dos dados

Foram estabelecidos alguns critérios para a coleta dos dados: presenca

ou auséncia de HPV, dosagem da carga viral do HIV e contagem de linfécitos T

CDA4.

4.4.3.1 Presenca ou auséncia de HPV

Foi considerada portadora de HPV a paciente infectada pelo HIV que

apresentou resultado da PCR positivo no material coletado da cérvice uterina.
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As pacientes infectadas pelo HIV que tiveram resultado da PCR

negativo foram consideradas nao portadoras de HPV.

4.4.3.2 Cortes na dosagem da carga viral

A partir de estudo realizado anteriormente em nosso servico*’, foram

criados dois cortes para o valor da carga viral:
e <400 coépias/ml,

e > 400 cépias/ml.

A seguir, dois novos cortes foram feitos baseados na média da

quantificacdo da carga viral do HIV, nas cinco cidades de Minas Gerais.

4.4.3.3 Cortes na contagem dos linfécitos T CD4

Baseado na classificacdo em AIDS e nado-AIDS, pelo Centro para
Controle de Doencas e Prevencéo (CDC), de 19933 foram criados dois cortes

para cada categoria de linfécitos T CD4:
« <200 células/mm?;

e 2200 células/mm?.
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Dois novos cortes foram feitos baseados na média da contagem de
linfécitos T CD4+ das mulheres portadoras do HIV, das cinco cidades de Minas

Gerais.

4.4.4 Método estatistico

Os dados foram armazenados e analisados no programa de
computador Epi-Info, versdo 3.3.2, de fevereiro de 2005. Para sua analise,
também foi utilizado o programa EXCEL 2003, como auxiliar na conferéncia dos
resultados, nas categorizacdes e nas selecdes de subconjuntos de dados.

Em relacdo aos testes estatisticos, nas comparacbes nas quais a
variavel dependente fosse categodrica (presenca ou auséncia do HPV) e as
variaveis independentes também fossem categdricas, foi empregado o teste do
qui-quadrado.

Foi considerado o valor de 5% (p<0,05) como limiar de significancia

estatistica.

4.4.5 Método bibliografico

Para a redacdo do texto e referéncia bibliografica deste estudo, foi

consultado o Manual para normalizacdo de publicacdes técnico-cientificas®®.

A revisao bibliografica foi obtida no Medline, Lilacs e livros textos.
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5 RESULTADOS

A analise dos dados das 288 pacientes portadoras do HIV atendidas no
Ambulatério de Ginecologia do CTR-DIP Orestes Diniz da Prefeitura Municipal de
Belo Horizonte, em convénio com a UFMG, e no sistema publico de saude de
Betim, Barbacena, Conselheiro Lafaiete e Divindpolis permitiu a apresentacdo dos
resultados a sequir.

Das 288 pacientes estudadas, cada uma das cidades contribuiu com as

seguintes amostras:

TABELA 2
Numero e percentual de pacientes avaliadas,

com a respectiva cidade de origem

Pacientes

Cidades
n (%)

Belo Horizonte 152 (52,8)
Betim 36 (12,5)
Barbacena 20 (6,9)
Divinopolis 44 (15,3)
Cons. Lafaiete 36 (12,5)

Total 288 (100)
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5.1 Caracteristicas da amostra

Foram analisadas as caracteristicas amostrais de cada cidade
participante do estudo e as caracteristicas de todas as 288 pacientes, pela analise
das informagdes contidas em um banco de dados unificado.

As variaveis estudadas nessa etapa da analise foram idade (em anos)
ao entrar no estudo, idade de inicio de atividade sexual, nimero de parceiros,
estado civil, tipo de trabalho, tabagismo, uso de preservativo, forma de contagio e
uso de drogas injetaveis.

A TAB. 3 mostra a distribuicdo das variaveis quantitativas (idade ao
entrar no estudo, idade de inicio de atividade sexual, nUmero de parceiros) em

cada uma das cinco cidades e no total, analisadas a partir da mediana.

TABELA 3
Distribuicdo da mediana das variaveis quantitativas

nas cinco cidades de Minas Gerais *

CONS Todas
VARIAVEIS BH BETIM | BARBACENA | DIVINOPOLIS ’ n as
LAFAIETE .
cidades
Idade (em 35 37 40 34 37,5 35
anos) (20-61) (20-67) (20-65) (23-64) (21-65) 288 (20-67)
Idade (em
ﬁ}’:g‘? g: 17 17 17 17 17 gz 17
atividade (11-32) (12-25) (12-27) (10-34) (10-24) (10-34)
sexual
NUmero de 3,0 3,0 2,5 3,0 3,0 3,0
parceiros (1-30) (1-10) (1-30) (1-50) (1-200) 266 (1-200)

* Os nimeros mostrados entre parénteses referem-se aos valores minimo e maximo encontrados.
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Optou-se por adotar a mediana para construcdo da TAB. 3, tendo em
vista que o desvio-padréo para as variaveis “idade ao entrar no estudo” e “numero
de parceiros” foi alto em algumas cidades, sugerindo que a média nao era a
melhor opcao para apresentacao desses dados.

As tabelas com os valores da média, mediana e desvio-padrdo podem
ser conferidas no APENDICE C.

A TAB. 4 mostra as caracteristicas sociais e comportamentais das

pacientes infectadas pelo HIV, nas cinco cidades de Minas Gerais.



TABELA 4

Caracteristicas sociais e comportamentais das pacientes infectadas pelo HIV, nas cinco cidades de Minas Gerais

Caracteristicas sociais BH BETIM BARBACENA | DIVINOPOLIS | C. LAFAIETE TODAS AS
. (n=152) (n=36) (n=20) (n=44) (n=36) CIDADES
e comportamentais _
(n=288)
n | % n | % n | % n | % n | % n | %

Estado civil

Solteiras 49 32,2 10 27,8 7 35 12 27,3 7 19,4 85 29,5

Separadas 15 9,9 4 11,1 2 10 5 11,4 9 25 35 12,2

Viavas 20 13,2 6 16,7 6 30 4 9,1 5 13,9 41 14,2
Casadas+ unido estavel 68 44,7 16 44,4 5 25 23 52,3 15 41,7 127 44,1
Tipo de trabalho

Do lar 82 539 5 139 | 15 75 20 45,5 27 75 149 51,7

Fora do lar 68 44,7 18 50 4 20 22 50 8 22,2 120 41,7

Profissionais do sexo 0 0 2 5,6 1 5 2 4,5 1 2,8 6 2,1

Ignorado 2 1,3 11 30,6 0 0 0 0 0 0 13 4,5
Tabagismo

Sim 40 26,3 10 27,8 | 10 50 16 36,4 14 38,9 90 31,3

N&o 92 60,5 23 63,9 7 35 25 56,8 16 44,4 163 56,6

Ex-tabagista 20 13,2 3 8,3 3 15 3 6,8 6 16,7 35 12,2
Uso de preservativo

Sim 60 39,5 13 36,1 7 35 22 50 21 58,3 123 42,7

N&o 84 553 23 63,9 | 13 65 22 50 15 41,7 157 54,5

Ignorado 8 53 0 0 0 0 0 0 0 0 8 2,8
Forma de contagio

Sexual 140 92,1 31 86,1 | 19 95,0 39 88,6 36 100,0 265 92

Sangue 0 0 1 2,8 0 0,0 1 2,3 0 0,0 2 0,7

Ignorado 12 7,9 4 11,1 1 5,0 4 9,1 0 0,0 21 7,3
Uso drogas injetaveis

Sim 0 0 2 5,6 0 0,0 0 0,0 0 0,0 2 0,7

N&o 152 100 33 91,7 | 19 95,0 43 97,7 35 97,2 282 97,9

Ex-usuaria 0 0 1 2,8 1 5,0 1 2,3 1 2,8 4 1,4

HIV = virus da imunodeficiéncia humana.
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Ao unificarem-se as informacdes coletadas de todas as cinco cidades
participantes do estudo, obteve-se amostra de 288 portadoras do HIV, cuja
mediana de idade foi 35 anos, com inicio de atividade sexual média aos 17,8
anos. A promiscuidade sexual ndo foi fator que se destacou nesse grupo, tendo
em vista que 44,1% das mulheres eram casadas ou com unido estavel, com
mediana de parceiros sexuais durante a vida igual a trés.

Da mesma forma, o tabagismo foi outra caracteristica que também nao
se destacou entre essas mulheres, ja que 56,6% referiram néo ter esse habito. O
grupo de tabagistas e ex-tabagistas foi de 43,5%.

A maioria das pacientes desempenhava suas atividades profissionais
no lar (51,7%), e apenas 2,1% eram profissionais do sexo. A transmissao sexual
foi a via predominante (92%) para aquisi¢cao do virus da imunodeficiéncia humana
entre as 288 pacientes. Contudo, 0 uso do preservativo ainda ndo é pratica
comum adotada pelos parceiros dessas mulheres, tendo em vista que 54,5%
delas mantinham rela¢gGes sexuais desprotegidas.

Quanto ao uso de drogas injetaveis, identificaram-se apenas duas
(0,7%) usuarias e quatro (1,4%) ex-usuarias entre as pacientes de todas as cinco
cidades de Minas Gerais.

Na amostra de Conselheiro Lafaiete, uma paciente relatou ter tido 200
parceiros. Por esse motivo, a média do niamero de parceiros se mostrou tao
elevada (10,4) quando comparada as demais cidades. O desvio-padrao foi de
34,2. Entretanto, a mediana manteve-se semelhante aquela encontrada no

restante da amostra das outras cidades (3,0).
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Na caracterizacdo da amostra de Barbacena, o numero de mulheres
solteiras (35%) ultrapassou o0 numero das casadas ou com unido estavel (25%). O
namero mais alto de viuvas (30%) foi encontrado nessa cidade.

Em Divindpolis, assim como em Betim, metade das mulheres (50%)
trabalhava fora do lar, caracteristica que ndo predominou nas outras cidades
analisadas.

Na TAB. 5 sdo apresentadas as caracteristicas clinicas e laboratoriais

das pacientes infectadas pelo HIV, nas cinco cidades de Minas Gerais.



TABELA 5
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Caracteristicas clinicas e laboratoriais das pacientes infectadas pelo HIV, nas cinco cidades de Minas Gerais

Caracteristicas _cl!’nicas e BH BETIM BARBACENA | DIVINOPOLIS | C. LAFAIETE ngﬁgé\ss
laboratoriais (n=152) (n=36) (n=20) (n=44) (n=36) (n=288)
n | % n | % n | % n | % n | % n | %
Classificagdo CDC
AIDS (A3+B3+C1+C2+C3) 74 48,7 17 47,2 13 65 21 47,7 19 52,8 144 50
NAO AIDS
(A1+A2+B1+B2) 75 49,3 19 52,8 5 25 20 45,5 17 47,2 136 47,2
Ignorado 3 2 0 0 2 10 3 6,8 0 0 8 2,8
Uso de anti-retrovirais
Usa 101 66,4 | 22 61,1 14 70 32 72,7 26 72,2 195 67,7
N&o usa 51 33,6 14 38,9 5 25 11 25 10 27,8 91 31,6
Ignorado 0 0 0 0 1 5 1 2,3 0 0 2 0,7
Colposcopia
Normal 99 65,1 19 52,8 12 60 30 68,2 22 61,1 182 63,2
Alterada 50 32,9 16 44,4 8 40 14 31,8 13 36,1 101 35,1
Ignorada 3 2 1 2,8 0 0 0 0 1 2,8 5 1,7
Linfécitos T CD4+
Média 479 479 365 388 457 455
Mediana 423 500 392 313 404,5 408
Desvio-Padrao 278 256 184 267 263 270
Carga Viral do HIV
Média 19.876 31.665 30.658 16.682 51.143 25.631
Mediana 910 937 111 2.161 4.477 1100
Desvio-Padrao 45.186 10.524 70.949 59.168 130.104 74.199

HIV = virus da imunodeficiéncia humana
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Metade das mulheres (50%) tinha diagnéstico de AIDS ao entrar no
estudo e 67,7% ja faziam uso de anti-retrovirais. O exame colposcépico realizado
na primeira consulta estava alterado em 35,1% das pacientes.

Nos resultados de exames laboratoriais, a média e a mediana de
linfécitos CD4+ encontradas no presente estudo foram, respectivamente, 455 e
408 células/mms3; enquanto a média e a mediana da carga viral do HIV foram,
respectivamente, 25.631 e 1100 copias/ml.

Destaca-se o fato de que em Belo Horizonte e em Betim o numero de
mulheres ainda ndo diagnosticadas com AIDS pelo CDC superou as portadoras
dessa doenca, resultado ndo observado nas demais cidades.

A contagem de linfécitos TCD4 teve sua meédia mais baixa em
Barbacena (365 células/mms3) e mais alta em Belo Horizonte e Betim (479
células/mm?3). Quanto a quantificacdo da carga viral, a média mais alta foi a de
Conselheiro Lafaiete (51.143 cépias/ml) e a mais baixa a de Divindpolis (16.682

copias/ml).

5.2 Prevaléncia do HPV

A prevaléncia do HPV foi alta nas amostras de todas as cinco cidades

de Minas Gerais (78,8%). O GRAF. 1 apresenta a prevaléncia do HPV por

cidades e geral.
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0 100
80 |
60
40
20 |
0 . - . . -
BH Betim Barbacena | Divinépolis | C.Lafaiete Total
(n=152) (n=36) (n=20) (n=44) (n=36) (n=288)
M Negativo 23,0% 13,9% 25,0% 11,4% 30,6% 21,2%
O Positivo 77,0% 86,1% 75,0% 88,6% 69,4% 78,8%
Teste para avaliar heterogeneidade: x2=6,07 ( 4 graus de liberdade) p=0,1942

GRAFICO 1 - Detecc¢édo do DNA-HPV pela PCR, nas cinco cidades mineiras.

Visto que cada cidade ndo contribuiu com o mesmo numero de casos

para o estudo global, foi aplicado teste estatistico (qui-quadrado) para checar se a

prevaléncia do HPV era homogénea entre os municipios. O resultado encontrado

foi x2 = 6,07 (com 4 graus de liberdade), com p=0,1942; ou seja, a diferenca de

prevaléncia entre as cidades nao foi estatisticamente significativa (p> 0,05).

A presenca do HPV de alto risco (pacientes com pelo menos um tipo de

HPV de alto risco) foi observada em 160 (70,5%) casos, do HPV de baixo risco

em 162 (71,4%) e do HPV de alto e baixo risco concomitante em 125 (55,1%).




69

5.3 Genotipagem: frequéncia e multiplicidade

A genotipagem do HPV foi realizada nas 288 amostras coletadas das
pacientes participantes do estudo, utilizando a PCR, conforme relatado no
capitulo 4 deste estudo.

Os gendtipos mais prevalentes foram o HPV-6 (63,9%) e o HPV-16
(48,5%), conforme pode ser observado na TAB. 6.

No total das cidades, a taxa de pacientes com HPV detectado, mas néo
genotipado, variou de 0% (Barbacena) a 11,1% (Belo Horizonte), exceto em
Conselheiro Lafaiete, cuja taxa foi de 48%.

A infeccdo por multiplos genoétipos do HPV esteve presente em 64,8%
dos casos do total das cidades, com predominio de dois tipos (23,8%) e trés tipos
(18,9%).

Quando considerada cada cidade separadamente, os tipos HPV-31 e
HPV-33 foram o0s mais prevalentes em Barbacena (60% e 53,3%,
respectivamente) e em Conselheiro Lafaiete (24%). A multiplicidade do HPV so6
ndo predominou nesta ultima cidade (20%).

A TAB. 6 exibe a distribuicdo de frequéncia dos gendtipos do HPV e sua
multiplicidade em cada uma das cinco cidades de Minas Gerais e em todas as

cidades unificadas.
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Frequéncia e multiplicidade dos gendtipos do HPV, pela PCR, nas pacientes infectadas pelo HIV, das cinco cidades de Minas Gerais

Frequéncia e ‘ BH ‘ BETIM | BARBACENA | DIVINOPOLIS | | <ONS: | TODAS A5
multiplicidade do HPV (n=117) (n=31) (n=15) (n=39) (n=25) (n=227)

[ n ] % | n | % [ n | % | n | % | n | % | n | %

N&o genotipados | 3 111 3 97| o 00 | 2 51 | 12 480 | 30 1372
Genotipados | 104 889 | 28 903| 15 100 | 37 949 | 13 52 | 197 86,8
HPV-6 | 82 701 | 23 742| 8 533 | 31 795 | 1 40 | 145 63,9
HPV-11 | 39 333| 10 323]| 6 400 | 14 359 | 2 80 | 71 313
HPV-16 | 60 513| 17 548 5 333 | 26 667 | 2 80 | 110 485
HPV-18 | 7 60| 2 65| 1 67 | 2 50 | 1 40| 13 57
HPV-31 | 10 85| 2 65| 9 60,0 | 103 | 6 240 31 137
HPV-33 | 25 214 | 6 194 | 8 533 | 11 282 | 6 240 | 56 247
HPV-35 | 48 410 15 484 | 6 40,0 | 17 436 | 3 12,0 | 89 392
InfecBes simples | 24 205| 7 226 4 26,7 | 7 179 | 8 320 50 220
Infecgbes mdltiplas | 80 684 | 210 677| 11 733 | 30 769 | 5 200 | 147 648
2 tipos | 32 274| 6 194 4 26,7 | 9 231 | 3 120 54 238
3 tipos | 23 197 | 8 258 2 133 | 9 231 | 1 40 | 43 189
4 tipos | 13 111| 4 129| 2 133 | 8 205 | 1 40 | 28 123
> 5 tipos | 12 103 | 3 97 | 3 200 | 4 103 | 0 00 | 22 97

HPV = papilomavirus humano; PCR = reacdo em cadeia de polimerase; HIV = virus da imunodeficiéncia humana.
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5.4 Andlises dos fatores de risco associados a prevaléncia do HPV

Com o objetivo de testar possiveis associacdes que possam justificar a
maior prevaléncia do HPV nas mulheres infectadas pelo HIV, foram construidas
as tabelas a seguir e aplicados os testes estatisticos mais indicados para cada

analise proposta.

5.4.1 Uso de preservativo

A primeira associacdo pesquisada foi entre a infeccdo pelo HPV
detectado pela PCR e o0 uso de preservativo, nas cinco cidades de Minas Gerais
(TAB. 7). Embora o HPV tenha sido mais prevalente entre aquelas mulheres que
adotavam o preservativo (54,1%), essa diferenca nao foi estatisticamente

significativa (p>0,05).
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TABELA 7
Associacao entre a infeccéao pelo HPV detectado pela PCR e o uso de

preservativo, nas cinco cidades de Minas Gerais

DNA - HPV
Uso de preservativo Positivo Negativo Total
n (%) n (%) n (%)
N&o usa 83 (45,9) 23 (47,9) 106 (46,3)
Usa 98 (54,1) 25 (52,1) 123 (53,7)
Total 181 (100) 48 (100) 229 (100)

p=0,7991 x“=0,06 OR=0,92 IC 95%=0,46-1,83

HPV = papilomavirus humano; PCR = reagdo em cadeia de polimerase; HIV = virus da
imunodeficiéncia humana; x° = teste do qui-quadrado; OR= odds ratio; IC 95%= intervalo de

confianca 95%.

5.4.2 Numero de parceiros sexuais

A TAB. 8 registra a associacdo entre a infeccdo pelo HPV detectado
pela PCR e o numero de parceiros sexuais em portadoras do HIV, nas cinco
cidades de Minas Gerais. Foi utilizado como corte a “mediana” do numero de
parceiros, visto que representa melhor que a “média” os presentes resultados,
ja que esta ultima é influenciada por valores extremos que alteram o perfil da

amostra deste trabalho (ANEXO G).
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TABELA 8
Associacado entre a infeccdo pelo HPV detectado pela PCR e o niumero de

parceiros sexuais de portadoras do HIV, nas cinco cidades de Minas Gerais

DNA - HPV
Numero de parceiros Positivo Negativo Total
sexuais n (%) n (%) n (%)
23 129 (61,7) 36 (63,2) 165 (62,0)
<3 80 (38,3) 21 (36,8) 101 (38,0)
Total 209 (100) 57 (100) 266 (100)

p=0,8431 x"=0,04 OR=0,94 IC 95%=0,49-1,80

HPV = papilomavirus humano; PCR = reacdo em cadeia de polimerase; HIV = virus da
imunodeficiéncia humana; x° = teste do qui-quadrado; OR= odds ratio; IC 95%= intervalo de
confianca 95%.

De acordo com a TAB. 8, a prevaléncia do HPV é maior (61,7%) nas
pacientes que tiveram trés ou mais parceiros sexuais. Entretanto, esse achado

nao foi significativo, de acordo com a analise estatistica realizada (p>0,05).

5.4.3 Carga viral do HIV

O passo seguinte foi buscar alguma associacao entre a infeccao pelo
HPV, detectado pela PCR, e a quantificacdo da carga viral do HIV, nas cinco
cidades de Minas Gerais. Percebeu-se que quanto maior a carga viral do HIV,
maior foi a prevaléncia do HPV (GRAF. 2), porém os resultados encontrados

(TAB. 9) nédo foram estatisticamente significativos (p>0,05).



Prevaléncia do HPV

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

> 400

<400

Carga Viral

mHPV -
o HPV +

da carga viral do HIV.

TABELA 9

GRAFICO 2 - Prevaléncia do HPV de acordo com a quantificacéo
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Associacéo entre a infeccao pelo HPV detectado pela PCR e a quantificacao da

carga viral do HIV, nas cinco cidades de Minas Gerais

Carga DNA — HPV
Viral Positivo Negativo Total
n(%) n(%) n(%)
> 400 123 (81,5) 28 (18,5) 151 (100)
<400 90 (75,6) 29 (24,4) 119 (100)

HPV = papilomavirus humano; PCR

p=0,2441 x*=1,36 OR=1,42 IC 95%= 0,76-2,65

reacdo em cadeia de polimerase; HIV = virus da
imunodeficiéncia humana; x° = teste do qui-quadrado; OR= odds ratio; IC 95%= intervalo de
confianca 95%.
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Optou-se por utilizar a média da carga viral encontrada e testar se
esse novo corte conduzia a alguma associacdo estatisticamente significativa

(TAB. 10), porém também nao foi possivel tal afirmacao (p>0,05).

TABELA 10
Associacédo entre a infeccao pelo HPV detectado pela PCR e a média da

guantificacédo da carga viral do HIV, nas cinco cidades de Minas Gerais

DNA - HPV
Carga Positivo Negativo Total
Viral n(%) n(%) n(%)
> 25.631 37 (86) 6 (14) 43 (100)
< 25.631 176 (77,5) 51 (22,5) 227 (100)

p=0,2097 x°=1,57 OR=1,79 IC 95%= 0,67-5,01

HPV = papilomavirus humano; PCR = reacdo em cadeia de polimerase; HIV = virus da
imunodeficiéncia humana; x° = teste do qui-quadrado; OR= odds ratio; IC 95%= intervalo de
confianca 95%.

5.4.4 Linfécitos T CD4+

Buscou-se encontrar alguma associacdo entre a infeccdo pelo HPV
detectado pela PCR e a contagem de linfécitos T CD4+ em mulheres portadoras
do HIV, nas cinco cidades de Minas Gerais. Nas pacientes com baixa imunidade,
ou seja, com linfécitos T CD4+ < 200 células/mms3, o HPV tendeu a ser mais
prevalente (GRAF. 3), mas os resultados encontrados ndo foram significativos

(p>0,05) para permitir essa conclusdo (TAB. 11).
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GRAFICO 3 - Prevaléncia do HPV de acordo com a contagem de

linfécitos T CD4+.

TABELA 11
Associacao entre a infeccao pelo HPV detectado pela PCR e a contagem de
linfocitos T CD4+ em mulheres portadoras do HIV,

nas cinco cidades de Minas Gerais

CD4 DNA — HPV
Positivo Negativo Total
n(%) n(%) n(%)
<200 37 (82,2) 8 (17,8) 45 (100)
> 200 177 (78,3) 49 (21,7) 226 (100)

p=0,5574 x°=0,34 OR=1,28 1C95%= 0,53-3,20

HPV = papilomavirus humano; PCR = reacdo em cadeia de polimerase; HIV = virus da
imunodeficiéncia humana; x° = teste do qui-quadrado; OR= odds ratio; IC 95%= intervalo de

confianca 95%.
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Na TAB. 12, foi empregado o mesmo raciocinio de corte da carga viral e
fez-se novo corte para a contagem de linfécitos T CD4+ utilizando a média
encontrada na amostra (455 cél/mms3). Verificou-se que a prevaléncia do HPV é
maior em mulheres com linfécitos T CD4+ menor que a média do grupo (79,1%),

mas a diferenca também nao foi significativa (p>0,05).

TABELA 12
Associacédo entre a infec¢ao pelo HPV detectado pela PCR e a média da
contagem de linfocitos T CD4+ em mulheres portadoras do HIV,

nas cinco cidades de Minas Gerais

DNA — HPV
CD4 Positivo Negativo Total
n(%) n(%) n(%)
< 455 117 (79,1) 31 (20,9) 148 (100)
2455 97 (78,9) 26 (21,1) 123 (100)

p=0,9692 x°=0,00 OR=1,01 1C95%= 0,54-1,89

HPV = papilomavirus humano; PCR = reacdo em cadeia de polimerase; HIV = virus da
imunodeficiéncia humana; x° = teste do qui-quadrado; OR= odds ratio; IC 95%= intervalo de
confianca 95%.

5.5 Andlise dos fatores de risco associados a multiplicidade do HPV

A etapa seguinte consistiu em testar se havia alguma associacdo que
pudesse justificar a multiplicidade do HPV nas mulheres infectadas pelo HIV.

Optou-se por analisar esse aspecto (multiplicidade) a partir da variavel “nimero
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de tipos de HPV detectados”, utilizando-se a média (trés) para fazer o corte entre
0s grupos de interesse, excluindo-se da analise as pacientes HPV negativo.

O teste estatistico aplicado nas tabelas que se seguem foi o qui-
quadrado.

Foram pesquisadas possiveis associacOes entre multiplicidade do HPV
e uso do preservativo (TAB. 13), numero de parceiros sexuais (TAB. 14), carga

viral do HIV (TAB. 15; 16) e contagem de linfocitos TCD4+ (TAB. 17; 18).

5.5.1 Uso de preservativo

Mais da metade das pacientes (51,2%) que apresentaram mais de trés
tipos de HPV ndo usava preservativo, enquanto a maior parte (53,4%) das que
tinham numero menor ou igual a trés tipos usava barreira de protecao (TAB. 13).

Porém, o “p” néo foi significativo (p>0,05).
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Associacao entre multiplicidade do HPV e uso do preservativo pelas portadoras

do HIV, nas cinco cidades de Minas Gerais

DNA - HPV
Preservativo > 3 tipos < 3 tipos Total
n (%) n (%) n (%)
N&o usa 21 (51,2) 54 (46,6) 75 (47.8)
Usa 20 (48,8) 62 (53,4) 82 (52,2)
Total 41 (100) 116 (100) 157 (100)

p=0,6070 x*’=0,26 OR=0,83 IC 95%= 0,38-1,80

HPV = papilomavirus humano; HIV = virus da imunodeficiéncia humana; x* = teste do qui-
quadrado; OR= odds ratio; IC 95%= intervalo de confian¢a 95%.

5.5.2 Numero de parceiros sexuais

Esse fator de risco foi analisado utilizando-se a mediana do niamero de parceiros

sexuais para fazer o corte entre os grupos de interesse, excluindo-se da analise

as pacientes que desconheciam esse dado.
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TABELA 14
Associacdo entre multiplicidade do HPV e numero de parceiros sexuais de

mulheres portadoras do HIV, nas cinco cidades de Minas Gerais

DNA - HPV
N° - .
> 3 tipos < 3 tipos Total
Parceiros n (%) n (%) n (%)
>3 30 (26,1) 85 (73,9) 115 (100)
<3 16 (24,2) 50 (75,8) 66 (100)
Total 46 (25,4) 135 (74,6) 181 (100)

p=0,7838 x°=0,08 OR=0,91 IC 95%= 0,42-1,93

HPV = papilomavirus humano; HIV = virus da imunodeficiéncia humana; x> = teste do qui-
quadrado; OR= odds ratio; IC 95%= intervalo de confian¢a 95%.

De acordo com a TAB. 14, verifica-se que houve predominio (73,9% e
75,8%) de pacientes com numero menor ou igual a trés tipos de HPV nos dois
grupos estudados (=3 e <3 parceiros, respectivamente). Esse resultado nao foi

estatisticamente significativo (p>0,05).

5.5.3 Carga viral do HIV

Embora tenha sido percebida uma tendéncia do grupo de pacientes
com menos multiplicidade do HPV (numero de tipos < trés) a estar associado a
carga viral mais baixa (< 400 copias/ml), ndo foi encontrada significancia

estatistica (p>0,05) para permitir essa afirmacao (TAB. 15).
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TABELA 15
Associacao entre a multiplicidade do HPV e a quantificacdo da carga viral do HIV,

nas cinco cidades de Minas Gerais

DNA - HPV
Carga > 3 tipos < 3 tipos Total
Viral n (%) n (%) n (%)
>400 29 (27,9) 75 (72,1) 104 (100)
< 400 17 (21,0) 64 (79,0) 81 (100)
Total 46 (24,9) 139 (75,1) 185 (100)

p=0,2816 x°=1,16 OR=0,69 IC 95%= 0,33-1,44

HPV = papilomavirus humano; HIV = virus da imunodeficiéncia humana; x* = teste do qui-
quadrado; OR= odds ratio; IC 95%= intervalo de confian¢a 95%.

No entanto, ao fazer o corte da carga viral baseado na média da carga
viral encontrada neste estudo (TAB. 16), destaca-se que pacientes com carga
viral mais alta (>25.631 copias/ml) tiveram maior prevaléncia de mais de trés tipos
de HPV quando comparadas com o grupo de carga viral mais baixa (< 25.631
copias/ml), ou seja, 41,4% x 21,8%, respectivamente. Essa diferenca foi

significativa (p<0,05).
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TABELA 16
Associacédo entre a multiplicidade do HPV e a média da quantificacédo da carga

viral do HIV, nas cinco cidades de Minas Gerais

DNA - HPV
Carga > 3 tipos < 3 tipos Total
Viral n (%) n (%) n (%)
>25.631 12 (41,4) 17 (58,6) 29 (100)
< 25.631 34 (21,8) 122 (78,2) 156 (100)
Total 46 (24,9) 139 (75,1) 185 (100)

p=0,0250 x*=5,02 OR=0,39 IC 95%= 0,16-0,98

HPV = papilomavirus humano; HIV = virus da imunodeficiéncia humana; x* = teste do qui-
quadrado; OR= odds ratio; IC 95%= intervalo de confian¢a 95%.

O GRAF. 4, com os resultados apresentados na TAB. 16, permite a
visualizacdo de que no grupo de pacientes com numero de tipos de HPV menor
ou igual a trés predominou a menor carga viral (€ 25.631 cépias/ml), enquanto no

grupo com mais de trés tipos de HPV predominou a carga viral mais alta (>25.631

copias/ml).
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GRAFICO 4 - Associagdo entre a multiplicidade do HPV e a média da

5.5.4 Linfécitos T CD4+

quantificacdo da carga viral do HIV.
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Foram feitos dois cortes na contagem de linfécitos T CD4+ : 0 primeiro

em 200 células/mm?3 (TAB. 17); e o segundo baseado na média da contagem de

linfécitos T CD4+ da presente amostra, que é de 455 células/mm?3 (TAB. 18).

Nas TAB. 17 e 18, o numero de tipos de HPV menor ou igual a trés foi

caracteristica marcante nos grupos estudados.
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Associacdo entre a multiplicidade do HPV e a contagem de linfécitos T CD4+,

nas cinco cidades de Minas Gerais

DNA - HPV
> 3 tipos < 3 tipos Total
CD4
n (%) n (%) n (%)
<200 9 (27,3) 24 (72,7) 33 (100)
> 200 37 (24,5) | 114 (75,5) 151 (100)
Total 46 (25,0) 138 (75,0) 184 (100)

p=0,7393 x°’=0,11 OR=0,87 IC 95%-= 0,34-2,22

HPV = papilomavirus humano; HIV = virus da imunodeficiéncia humana; x*> = teste do qui-

quadrado; OR= odds ratio; IC 95%= intervalo de confian¢a 95%.

O corte na contagem de linfécitos TCD4+ empregado na TAB. 18

baseou-se na média encontrada no presente estudo (455cél/mms3).
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Associacdo entre a multiplicidade do HPV e a média da contagem de linfécitos

T CD4+, nas cinco cidades de Minas Gerais

DNA - HPV
CD4 > 3 tipos < 3 tipos Total
n (%) n (%) n (%)
< 455 29 (29,3) 70 (70,7) 99 (100)
> 455 17 (20,0) 68 (80,0) 85 (100)
Total 46 (25,0) 138 (75,0) 184 (100)

p=0,1467 x°=2,11 OR=0,60 IC 95%= 0,29-1,26

HPV = papilomavirus humano; HIV = virus da imunodeficiéncia humana; x*> = teste do qui-

quadrado.

Houve tendéncia do grupo de pacientes com menor imunidade (CD4+

<200 células/mm?3 e CD4+ <455 células/mm?3) a apresentar porcentagem mais alta

de numero de tipos de HPV maior que trés (27,3% e 29,3% X 24,5% e 20%,

respectivamente), quando comparado com o grupo de pacientes com mais

imunidade (CD4+ = 200 células/mm?3 e CD4+ = 455 células/mm3). Contudo, esta

amostra nao permite confirmar essa tendéncia, visto que o valor de “p”

encontrado nao foi significativo (p>0,05).
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6 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo multicéntrico realizado no estado de Minas
Gerais sobre a prevaléncia do HPV e sua multiplicidade em mulheres portadoras
do HIV.

Com uma amostra de 288 pacientes infectadas pelo HIV provenientes
de cinco cidades mineiras (Belo Horizonte, Betim, Barbacena, Divinopolis e
Conselheiro Lafaiete), encontrou-se alta prevaléncia (78,8%) do HPV, o que foi

confirmado por outros autores®?343942,

6.1 Caracteristicas da amostra

Em relacdo a idade das pacientes, o presente resultado (35 anos) foi
similar ao encontrado em estudo realizado em S&o Paulo®. O que se percebe é
que, no Brasil, as infec¢des pelo HPV e HIV sdo mais comuns em mulheres em
idade reprodutiva.

Embora a mediana da idade de inicio da vida sexual tenha sido 17
anos, destaca-se o fato de algumas dessas mulheres terem iniciado sua atividade
sexual aos 10 anos de idade. Isso demonstra quéo precoce pode ser a exposi¢ao
as doencas sexualmente transmissiveis, entre elas, o HPV e o HIV.

Nas caracteristicas sociais e comportamentais, Barbacena foi o
municipio que se destacou por apresentar altos numeros (30%) de vilvas quando

comparada com as demais cidades (9,1% a 16,7%). Além disso, verificou-se ali a
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mais alta taxa de coito desprotegido (65% nao usam preservativo), o mais alto
namero de tabagistas (50%), a mais alta taxa de ex-usuarias de drogas injetaveis
(5%), a mais alta porcentagem de casos de AIDS (65%) e a mais baixa média de
linfécitos T CD4+ (365 células/mm3).

A transmissao sexual foi a via predominante (92%) para a aquisi¢cao do
virus da imunodeficiéncia humana, tendo em vista que o uso do preservativo
ainda nao é pratica comum: apenas 42,7% delas o utilizam durante suas relacdes
sexuais. Taxa semelhante foi encontrada®, ou seja, 40% das 75 pacientes
infectadas pelo HIV usavam preservativo e 44% das 75 integrantes do grupo-
controle, HIV negativo, ndo usavam. A taxa de transmisséao heterossexual do HIV
neste estudo foi de 52%. Dados da literatura® revelam 334 adolescentes (13-18
anos) de 13 cidades americanas com taxa de 34,8% de coito desprotegido entre
as HIV positivo (n=222) e 51,9% entre as HIV negativo (n=112).

Ao analisar as caracteristicas clinicas e laboratoriais, observou-se que
metade das mulheres tinha diagnostico de AIDS, pelo CDC, ao entrarem no
estudo e mais da metade (67,7%) ja fazia uso de anti-retrovirais. Esse achado
demonstra o estado imunitario comprometido das pacientes em geral. Destaca-se
o fato de que em Belo Horizonte e em Betim o niumero de mulheres ainda n&o
diagnosticadas com AIDS, pelo CDC, superou as portadoras dessa sindrome.
Nessas duas Ultimas cidades foram encontradas as meédias mais altas de
linfécitos TCD4+ deste estudo multicéntrico (479 células/mm3), conforme a TAB.

19.
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TABELA 19
Contagem de linfécitos T CD4+ das pacientes infectadas pelo HIV, nas cinco

cidades de Minas Gerais

B CONS.
Linfocitos T BH BETIM | BARBACENA | DIVINOPOLIS AEAleSE | TODAS
CD4+ n=152 n=36 n=20 h=44 B n=288
n=36
Média 479 479 365 388 457 455

A média geral encontrada de linfocitos T CD4+ foi de 455 células/mm3.
Essas médias nao refletem a historia imunoldgica das pacientes; o fato de mais
da metade das pacientes terem diagndstico de AIDS e um numero mais alto
(67,7%) usar terapia anti-retroviral significa que elas ja apresentaram contagem
de linfécitos TCD4+ muito mais baixo que o atual. O presente estudo ndo avaliou
o CD4 mais baixo dessas pacientes, o0 que ja esta sendo feito em outra pesquisa

que teve inicio posteriormente a esta, em NOSSo Servico.

6.2 Prevaléncia do HPV

O teste molecular da PCR €, atualmente, padrédo ouro para a deteccéo
do DNA-HPV. Consiste na técnica mundialmente mais utilizada para detectar os
diversos genotipos do HPV.

Estudo de metandlise®® abrangendo os continentes da América do
Norte, Africa, Asia, Europa e Américas do Sul e Central avaliou a prevaléncia dos

tipos de HPV em grande numero de mulheres infectadas pelo HIV (5578



89

pacientes). Pertenciam as Américas do Sul e Central (Brasil e México) 435
pacientes (7,8%), tendo sido o estudo brasileiro realizado na Universidade de Sao
Paulo (USP), em Ribeirdo Preto (SP)*. Essa pesquisa demonstrou que a
proporcao de pacientes HIV positivo com HPV-16 aumentou com o aumento da
gravidade das lesbes cervicais. Entretanto, a prevaléncia do HPV-16 foi baixa
nessas mulheres.

1353 & na india®® encontraram

Ao contrario, estudos realizados no Brasi
o HPV-16 como sendo o mais prevalente entre as mulheres infectadas pelo HIV.
Os presentes resultados confirmam esses achados, apontando como gendétipos
mais prevalentes o HPV-6 (63,9%) e o HPV-16 (48,5%) nesse grupo de mulheres.
Mais pesquisas foram desenvolvidas visando a investigar a prevaléncia

V33 Outros autores buscaram

do HPV entre mulheres portadoras do HI
estabelecer a prevaléncia do HPV nao sO6 nas mulheres infectadas pelo HIV,
como também nas mulheres HIV negativo®**. As diferentes taxas de prevaléncia

dos gendtipos do HPV em mulheres infectadas pelo HIV de alguns desses

trabalhos podem ser observadas na TAB. 20.
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TABELA 20

Prevaléncia do HPV e seus genotipos em pacientes portadoras do HIV

iy | |Let gt | St | e st | e
HPV + 75-80% 87% 73,2% 52% 78,8%
HPV - - 13% 26,8% 48% 21,2%

6 47,1% 16,1% 3,3% 2,6% 63,9
11 19,5% 15,7% 13,3% 1,7% 31,3
16 47% 30,9% 10% 12,0% 48,5
18 4,6% 15,2% 3,3% 5,2% 57
31 4,6% 7,1% - 7,0% 13,7
33 13,8% 2,2% 3,3% 9,2% 24,7
35 8,0% 5,8% 6,6% 0% 39,2
TOTAL 87 255 41 229 288

Embora alguns pesquisadores®**°

incluam pacientes HIV positivo e HIV
negativo, os dados apresentados na TAB. 20 referem-se apenas as portadoras do
HIV.

Goncalves et al. (1999)% encontraram cerca de 20% de casos de HPV
nao genotipado. A taxa global do presente estudo, de pacientes com HPV
detectado, mas néo genotipado, foi de 13,2%. Entretanto, taxa bem mais alta foi
observada em Conselheiro Lafaiete (48%). Este dado reforga a diferenga na
prevaléncia dos genotipos do HPV de acordo com a localizacdo geografica em
que cada estudo é realizado. A ndo genotipagem indica a presenca do HPV sem,

contudo, ter sido possivel identificar o gendtipo. Isto ocorreu porgue nao se

pesquisaram todos o0s gendétipos conhecidos do HPV. Outros autores usaram



91

maior niumero de primers, permitindo, assim, que mais tipos de HPV fossem
detectados. Testaram-se 30°* e 43% tipos de HPV.

Atualmente, esta sendo realizado em nosso servico 0 seqiienciamento
do virus do HPV, o que esta permitindo ampliar o diagndéstico. O sequenciamento
amplia as possibilidades de tipagem do virus, pois possibilita a detec¢cdo de quase
todos os tipos. Apresenta como fator limitante o fato de que se a amostra
analisada tiver multiplos tipos de HPV, as sequéncias se apresentam de forma
superposta, dificultando a avaliagdo, o que pode subestimar a prevaléncia das
infeccdes multiplas’. Entretanto, é importante destacar que, no presente estudo,
foi utilizada a PCR tradicional (ou seja, com o primer geral especifico para cada
tipo de HPV), o que permitiu a avaliacdo da multiplicidade. O sequenciamento foi
adicionado recentemente e a PCR, com o0s primers originais, continua sendo
realizada, mesmo com o seqienciamento.

Alguns autores®”"*

observaram que a prevaléncia do HPV entre
portadoras do HIV aumenta com a queda do estado imunoldgico. Estudo de
coorte (n=2058 pacientes HIV-positivo)’”* demonstrou essa relacdo entre
prevaléncia do HPV e imunidade ao relatar que cada tipo de HPV analisado
esteve positivamente associado a baixa contagem de linfocitos TCD4+, exceto o
HPV-16, que foi o tipo mais comum entre as pacientes com melhor imunidade em
todas as visitas.

Os resultados desta casuistica ndo permitem estabelecer qualquer
associagcao estatisticamente significativa entre a prevaléncia do HPV e alguns
fatores de risco, como coito desprotegido, nimero de parceiros sexuais, carga

viral do HIV e contagem de linfocitos T CD4+. E importante lembrar que este

estudo é transversal e ndo permite avaliar o estado imunologico e a carga viral
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dessas pacientes no decorrer do tempo. O seguimento de mulheres HIV positivo
com PCR para o HPV da cérvice uterina, em conjunto com a avaliacdo da
contagem de linfocitos T CD4+ e carga viral, poderia permitir melhor avaliagdo da

associacao entre a infeccao pelo HPV e a imunossupressao nessas pacientes.

6.3 Multiplicidade do HPV

Um dos grandes achados em mulheres infectadas pelo HIV € a alta
proporcdo de multiplos tipos de HPV?*33%%3 A infeccdo por mltiplos gendtipos
do HPV esteve presente, neste estudo, em 64,8% dos casos, com predominio de
dois tipos (23,8%) e trés tipos (18,9%).

Embora a multiplicidade do HPV néo tenha sido caracteristica marcante
observada na cidade de Conselheiro Lafaiete (20%), este resultado pode ser
atribuido ao fato da alta taxa de HPV nao genotipado naquele municipio (48%), o
gue pode ter sido fator limitante para estabelecer a existéncia de multiplos tipos
de HPV em uma mesma paciente. Os genétipos do HPV mais prevalentes, em
Conselheiro Lafaiete, provavelmente ndo sdo os dos primers disponiveis para
testagem em nosso servigo.

Em estudo desenvolvido em S&o Paulo, Brasil®*®, descreveram-se os
tipos 16 e 18 como sendo 0s mais prevalentes, as infec¢cdes multiplas foram
constatadas em 45% das portadoras do HIV e a taxa de HPV né&o genotipado foi

proxima (20%) da encontrada no presente estudo (13,2%).
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Visto que a multiplicidade do HPV é comum entre as pacientes

infectadas pelo HIV em diversas pesquisas, a TAB. 21 mostra as diferentes taxas

de multiplicidade do HPV de alguns autores:

TABELA 21

Multiplicidade do HPV em pacientes portadoras do HIV

Palefsky | Goncgalves | Levi et al. | Campos et | Luque et al. | Este estudo
MULTIPLI- | etal. etal. (2004)® | al.(2005)** | (2006)*° (2007)
CIDADE | (1999)® | (1999)*® | (n=255) (n=41) (n=229) (n=288)
(n=1778) | (n=141)
Infeccbes
multiplas
(2 ou mais 36% 45% 45% 50% 52% 64,8%
tipos)
2tipos | 15% _Nao 18% _Nao _Nao 23,8%
disponivel disponivel | disponivel
3tipos |, Na© _Nao 16% _Nao _Nao 18,9%
disponivel | disponivel disponivel | disponivel
Atipos | . N3O _Nao 14% _Nao _Nao 12,3%
disponivel | disponivel disponivel | disponivel
> 5 tipos | . Na0 _Nao 15% _Nao _Nao 9,7%
disponivel | disponivel disponivel | disponivel

Foram consideradas infec¢bes multiplas aquelas com mais de um tipo

de HPV. As diferengcas entre as taxas apresentadas na TAB. 21 podem ser

explicadas por diferentes tipos de métodos de genotipagem empregados. Apenas

os trabalhos de Levi et al. (2004)*® e o presente avaliaram as taxas de prevaléncia

de 2, 3, 4 e 5 tipos ou mais de HPV entre os os autores citados. Palefsky et al.

(1999)% analisaram a multiplicidade do HPV agrupando em dois tipos (15%), trés

a cinco tipos (15%), seis a 10 tipos (5%) e >10 tipos (<1%).

Mostrou-se mais prevaléncia de multiplos

tipos de HPV em

adolescentes portadoras do HIV (n=222), quando comparadas com as HIV



94

negativo (n=112)>*. A infeccdo multipla por tipos de HPV de alto risco foi
frequente, com 40,7% das adolescentes HIV positivo apresentando mais de um
tipo de HPV de alto risco comparado com taxa de 22% entre as adolescentes HIV
negativo (p=0,0026). Entre os multiplos gendtipos, a freqiiéncia geral de pacientes
que apresentaram pelo menos um tipo de HPV de alto risco foi de 70,5% (160
casos), de HPV de baixo risco foi de 71,4% (162 casos) e de HPV de alto e baixo
risco concomitante foi de 55,1% (125 casos).

Os achados desta pesquisa diferem de outros® que estudaram
amostras cervicais de 3.444 pacientes pela técnica de PCR, detectando o HPV
em 705 amostras (20%). A infeccdo multipla com pelo menos um tipo de HPV de
alto risco foi encontrada em 23,3% (164/705) dos casos, de HPV de baixo risco
em 0,8% (6/705) e do HPV de alto e baixo risco concomitante em 19,3%
(136/705). Essa diferenca em relacdo aos resultados aqui encontrados pode ser
atribuida & nao realizacdo de sorologia para o HIV no estudo de Cuschieri et al.>*,
0 que poderia justificar a baixa prevaléncia do HPV e sua multiplicidade em
relacdo a este estudo.

Alguns autores’®’® descrevem que a presenca de mudltiplos tipos de
HPV em pacientes infectadas pelo HIV é explicada pelo reaparecimento dos tipos
de HPV que estavam latentes mais a aquisicdo de novos tipos. Uma teoria
alternativa € a de que as infecces por multiplos tipos de HPV possam ter algum
beneficio para a sobrevivéncia do HPV?. Isto ocorreria porque se a perda do
controle imunolégico permite a replicagdo de mudltiplos virus, entdo é esperado
gue a persisténcia do virus também ocorra em niveis detectaveis.

A pergunta por que pacientes portadoras do HIV séo infectadas por

multiplos tipos de HPV merece investigacdo futura. Tenta-se® explicar essa
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associacdo pela possibilidade de mais exposicdo dessas mulheres a relacdes
sexuais desprotegidas e a falha do sistema imunolégico, de forma a permitir a
replicacdo de mais tipos de HPV (perda da imunidade tipo-especifica para HPV).
Publicacdo sobre imunossupressdo e co-infeccdo®® defende a idéia de que
multiplos tipos de HPV em pacientes mais imunossuprimidas é consistente com
mais exposicao sexual ou perda do controle imunoldgico. Isso levaria a replicacao
viral suficiente para permitir a deteccéo dos genotipos do HPV por testes de PCR.
Entretanto, essas sao hipoteses ainda ndo foram comprovadas.

A resposta imunolégica é muito complexa e ndo deve ser avaliada
apenas pela contagem de linfocitos T CD4+. As células de Langerhans, que
representam o mecanismo imunoldgico cervical local, exercem papel fundamental
como células apresentadoras de antigenos estranhos aos linfocitos T-CD4+. O
estudo desenvolvido por Zimmermmann et al. (2006)’* ndo mostrou associacao
entre a contagem de linfécitos T CD4+ e a gravidade da leséo intra-epitelial do
colo uterino, diagnosticada pelo exame histopatolégico. Deste modo, foi sugerido
que a progressdo da infeccdo pelo virus do HPV pode estar associada as
alteracdes das células de Langerhans.

Acredita-se que se a baixa imunidade pode favorecer a multiplicagéo de
tipos de HPV que estavam latentes e acelerar a replicagdo dos que foram
recentemente adquiridos, a multiplicidade observada nas pacientes portadoras do
HIV pode ser explicada como conseqiiéncia desse processo. Além disso, o
desaparecimento da infeccdo previsto como parte da historia natural do HPV pode
ser dificultado pela queda da imunidade do hospedeiro, 0 que favorece a

existéncia da infec¢do multipla.
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A constatacdo de multiplos tipos de HPV em alta porcentagem sugere
que muitas pacientes adquirem tipos adicionais de HPV no momento da infeccéo
pelos tipos mais prevalentes, como o HPV-16 e HPV-18. Tipos de HPV adicionais
de alto e baixo risco podem ficar retidos em quantidade pequena em pacientes
saudaveis, mas podem comecar a replicar nas imunodeprimidas®?.

N&o houve correlacdo significativa entre o numero de multiplos
genadtipos do HPV e a contagem de linfécitos TCD4+ ou a presenca de lesdes
cervicais, de acordo com resultados publicados®. Ao estudar uma amostra de 255
mulheres infectadas pelo HIV, esses autores encontraram prevaléncia do HPV
igual a 87%, com 45% de infec¢cdo multipla com mais de dois tipos de HPV.

Esses resultados sdo diferentes de outros®, que verificaram nGmero
mais alto de pacientes HPV DNA positivo e freqiéncia também mais alta de
multiplos genotipos do HPV entre pacientes com linfécitos TCD4+ < 200
células/mm3. Esse estudo envolveu 2.058 mulheres infectadas pelo HIV e 568
mulheres HIV negativo, com fatores de risco de infeccdo pelo HIV
(hemotransfusdo, drogas injetaveis, relacdo sexual com parceiro HIV positivo).

Em relagdo a multiplicidade do HPV e a queda da imunidade, nota-se
uma tendéncia, na presente investigacdo, do grupo de pacientes com menor
imunidade (CD4+ < 200 células/mm3) a apresentar porcentagem mais alta de
namero de tipos de HPV maior que trés, quando comparado com o grupo de
pacientes com mais imunidade (CD4+ = 200 células/mms3). Contudo, os resultados
nao permitiram confirmar essa tendéncia, visto que n&o houve significancia
estatistica (p>0,05). Acredita-se que o tamanho amostral seja o fator limitante
para explicar por que este trabalho encontrou resultados diferentes de outros

autores®?.
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Uma avaliacdo de 275 pacientes portadoras do HIV encontrou
prevaléncia do HPV em 48,7% delas®’. Nesse grupo, as infeccdes pelo HPV de
baixo risco, de alto risco e a infeccdo mdltipla estiveram associadas a contagem
de linfécitos TCD4+ <200 células/mm3 (p<0,05). Diferentemente dos presentes
achados, nenhuma associacao foi estabelecida quanto a quantificacdo da carga
viral.

Esta pesquisa ndo confirma a hipotese de que a multiplicidade do HPV
esta relacionada com o grau de imunidade do hospedeiro, visto que nao se
observou associacao significativa entre a contagem de linfocitos TCD4+ e o
namero de genodtipos do HPV. Entretanto, a multiplicidade do HPV esteve
associada a niveis mais altos de carga viral do HIV.

A diferenca dos resultados entre os ultimos estudos citados e este se
deve ao numero reduzido de primers disponiveis para testagem dos tipos de HPV
em nosso servico e ao tamanho de nossa amostra. O célculo amostral foi
baseado na prevaléncia e ndo na multiplicidade do HPV. Para testar associagdes
seria necessario ampliar esta amostra.

Sintetizando os estudos mencionados, percebe-se que as mulheres
portadoras do HIV tém mais prevaléncia na cérvice uterina do DNA-HPV, de HPV
com alto risco oncogénico e infec¢cdo mdultipla pelo HPV, sendo que essas
variaveis ndo estdo, necessariamente, associadas a todos os fatores de
progressao da doenca.

Comparando os resultados com os de outros autores??3%37°34
verificou-se que a infeccdo mudltipla foi caracteristica marcante nas pacientes

portadoras do HIV.
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Estudos prospectivos sdo necessarios para determinar a influéncia que
as infec¢des por multiplos tipos de HPV exercem na historia natural das lesGes do
colo uterino, especialmente em pacientes infectadas pelo HIV.

Visto que muitas mulheres apresentam infeccdo pelo HPV que
desaparece espontaneamente, a multiplicidade do HPV poderia explicar
parcialmente a persisténcia das lesfes cervicais. A contagem de linfécitos TCD4+
e a guantificacdo da carga viral sdo marcadores de progressdo da AIDS que
merecem continuar sendo estudados para determinar-se até que ponto podem
influenciar na histéria natural das lesdes cervicais induzidas pelo HPV.

Sera que a genotipagem € mesmo necessaria em larga escala, como
tem sido sugerido por alguns autores*®*’°? E a vacina lancada recentemente para
prevenir a infeccdo pelo HPV e o cancer cérvico-uterino’>’®’’? Determinar a
prevaléncia dos gendtipos do HPV e sua multiplicidade em cada populacdo
constitui etapa preliminar e fundamental para se proporem estratégias de
prevencdo e monitoramento mais adequadas a realidade da nossa populacdo e
dos servicos de saude? Pode ser que, em curto ou longo prazo, a introducéo da
vacina em larga escala confirme a importancia desse tipo de estudo para avaliar o
impacto desse procedimento em diferentes grupos populacionais. Mas, por
engquanto, sdo hipoteses a serem testadas e avaliadas em grupos populacionais
menores ou nos paises ricos, tendo em vista o alto custo da genotipagem e da
vacinagcdo em larga escala.

Pelo que se percebeu, a genotipagem é essencial para a determinacao
dos tipos de HPV mais prevalentes. Como contribuicdo individual, a genotipagem
permite a classificacdo das pacientes com HPV em grupos de alto e baixo risco

para o desenvolvimento de cancer cervical; como contribuigdo coletiva, permite o
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planejamento para introducdo de estratégias de prevencao voltados para os tipos
de HPV mais freqlientes em cada populacéo.

Sugerimos que a genotipagem seja proposta para mulheres portadoras
do HIV, seja como forma de estabelecer o progndéstico das lesdes cervicais
nessas mulheres, seja como forma de deteccéo de novos tipos virais do HPV.

Este estudo confirma a alta prevaléncia do HPV e sua multiplicidade na
cérvice uterina de mulheres infectadas pelo HIV. Além disso, contribui para
demonstrar a importancia do estudo de cada populacdo para planejamento
adequado de programas de prevencdo e sugere a necessidade de que estudos
futuros sejam desenvolvidos para esclarecer o papel do HIV na maior prevaléncia

e multiplicidade do HPV.
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7 CONCLUSOES

* A prevaléncia de HPV em mulheres infectadas pelo HIV é muito alta. Os
genaotipos mais prevalentes foram o HPV-6 e o HPV-16. Em Barbacena e

em Conselheiro Lafaiete predominaram os genétipos HPV-31 e HPV-33.

* A infeccdo por multiplos gendtipos foi o padrao predominante de infeccéo

pelo HPV, com predominio de dois e trés tipos.

* N&o houve associac¢éo significante entre a prevaléncia do HPV e o uso de
preservativo, o nimero de parceiros sexuais, a contagem de linfécitos T
CD4 e a quantificacdo da carga viral do HIV. A multiplicidade do HPV

parece estar associada a niveis mais altos de carga viral do HIV.
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ANEXOS E APENDICES

ANEXO A — Parecer ético
UF/V\G Universidade Federal de Minas Gerais
Comite de ética em pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n.° 085/02

Interessado: Prof. Victor Hugo de Melo
Depto de Ginecologia e Obstetricia - FM/UFMG

Voto:

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou no
dia 19 de junho de 2002 o projeto de pesquisa intitulado « Programa
multicéntrico para controle e prevencdo das lesdes cervicais de
alto grau e do cancer cérvico-uterino em mulheres portadoras do
HIV » com a recomendacéo de que o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido seja sintetizado de forma mais simples, evitando dificultar
o entendimento dos sujeitos da pesquisa. O relatério final ou parcial
devera ser encaminhado ao COEP um ano apés o inicio do projeto.

Prof. Dr.olﬁ;;ué olomeu Greco

Presidente do COEP/UFMG

Av. Alfredo Balena, 110~ 1° andar Cep 30.130-100 ~ Belo Horizonte-MG
Telefone: (031) 248-9364 - I'AX: (031) 248 -9380 e-mgils coep'areioriaufmg. br

voto 85



ANEXO B - Classificacdo colposcoépica internacional
Federagéo Internacional de Patologia Cervical e Col
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aprovada pela
poscopia (IFCPC), Roma,

A) Achados colposcopicos normais

D) Colposcopia ins atisfatoria

Epitélio pavimentoso original
Epitélio cilindrico
Zona de transformagao normal

B) Achados colposcopicos anormais

1) Dentro da zona de transformacao

Epitélio branco*

* Plano

* Micropapilar ou

microconvoluto
Pontilhado*
Mosaico*
Leucoplasia*
Area iodonegativa
Vasos atipicos*
2) Fora da zona de transformacéao
(ectocérvice, vagina)

Epitélio branco*

* Plano

* Micropapilar ou

microconvoluto

Pontilhado*
Mosaico*
Leucoplasia*
Area iodonegativa
Vasos atipicos*

C) Suspeita de carcinoma invasor

Jungao escamocolunar ndo-visualizada

Inflamacéo grave ou atrofia grave
Colo né&o-visualizavel

E) Miscelania
Micropapilas ndo acetorreatoras
Condiloma exofitico
Inflamacé&o
Atrofia

Ulceracao
Outros

(*) Especificar o grau
Grau 1l
Epitélio acetobranco fino
Mosaico regular
Pontilhado regular
Leucoplasia fina
Vasos atipicos

Grau 2
Epitélio acetobranco

espessado
Mosaico irreaular

Fonte: De Palo (1996, p. 43)".
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ANEXO C - Terminologia para a descricdo histopatold gica das lesdes
precursoras do cancer cervical, segundo a orientaca o0 de WRIGHT et al.
(1994), baseada na classificacdo proposta por RICHA RT (1973)

WHO/ISGYP* classificacéo Terminologia do Sistema de Bethesda

Displasia leve (NIC 1) Lesao intra-epitelial escamosa de baixo grau
(SIL de baixo grau = LSIL)

Displasia moderada (NIC 2) Lesdo intra-epitelial escamosa de alto grau
(SIL de alto grau = HSIL)
Displasia grave/Carcinoma in situ (NIC 3)

*World Health Organization and International Society of Gynecological Pathologists.

Fonte: Wright, Kurman e Ferenczy (2002, p. 256)79.
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ANEXO D - Descricao histopatolégica baseada na clas  sificacdo de RICHART

(1973)

Grau da neoplasia intra-epitelial cervical
(NIC)

Caracteristicas da histopatologia

NIC 1

NIC 2

NIC 3

Lesbes que apresentam o terco basal do
epitélio acometido por células com disturbio de
polarizagdo e maturacgéo.

Lesdes que apresentam dois tercos basais do
epitélio acometido por células com
pleomorfismo moderado, aumento da relagéo
ndcleo/citoplasma e cromatina granular.

Lesdes que apresentam mais de dois tercos do
epitélio  acometido por células com
pleomorfismo acentuado, cromatina granulosa
e nucleomegalia acentuada. Neste grupo séo
incluidas as lesdes que acometem todo o
epitélio, porém, sem sinais de invasao.

Fonte: Wright, Kurman, Ferenczy (2002)"°.
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ANEXO E - TECNICA DE CITOMETRIA DE FLUXO PARA A CON TAGEM DE
LINFOCITOS T CD4

O aparelho, citdmetro de fluxo, utilizado neste estudo para a contagem
dos linfocitos T CD4 foi o FACSCount® que segundo o fabricante, trata-se de um
contador de células de dimensdes compactas, computadorizado (BECTON
DICKINSON, 1995).

O sistema FACSCount® fornece o numero absoluto de linfécitos T
auxiliares (CD3/CD4) e de linfécitos T supressores/citotdéxicos (CD3/CD8) a partir
de emissao de luz, utilizando dois ou mais complexos combinados “anticorpo-
substéancia fluorescente” (fluorocromos) (BECTON DICKINSON, 1995).

Em cada tubo de amostra, existe um numero conhecido de particulas
de referéncia conjugadas com substancias fluorescentes. Como o aparelho |1€é a
intensidade de fluorescéncia tanto das particulas de referéncia quanto das
células, conhecendo a quantidade de particulas, ele pode calcular o numero de
células. As células e as particulas de referéncia sdo separadas com base na
fluorescéncia e depois contadas (BECTON DICKINSON, 1995).

Segundo o fabricante, BECTON DICKINSON (1995), a amostra de cada
paciente deve ser preparada, devendo-se executar 0s seguintes passos:

1) O par de reagentes CD3/CD4 e CD3/CD8 deve ser rotulado, escrevendo em
cada um deles o niumero do paciente;

2) O par de tubos de reacao é agitado em um aparelho chamado vortex;

3) Estes tubos de reacdo sao abertos em um outro aparelho chamado “Coring-
Station”, colocados em uma estante de trabalho e protegidos contra a luz;

4) A amostra de sangue do paciente € homogeneizada, invertendo o tubo
delicadamente e adicionado 50 pyl em cada um dos tubos de reagentes
CD3/CD4 e CD3/CDS;

5) Novamente os tubos séo agitados no vortex e apos incubados por 60 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz na estante de trabalho;

6) Adiciona-se 50 pl de solucao fixadora nos tubos e de novo séo agitados no
vortex;

7) E feita a corrida para a leitura da amostra no FACSCount® dentro de no

maximo 2 horas apos a preparagao.
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Quando a leitura da amostra do paciente € finalizada, o resultado do
teste € impresso com as contagens absolutas de células CD4 e CDS8 e a relacéo
CD4/CD8, CD4/CD3 e CD8/CDa3.

Para a emissdo do laudo, é opcional calcular o valor percentual dos

linfocitos T CD4 e T CD8 em relag&o a contagem total de linfocitos.

O calculo do valor percentual dos linfécitos T CD4 e T CD8 em relacdo a

contagem total de linfécitos € feito por meio das seguintes formulas:

FORMULA 1 — Célculo do valor percentual dos linfocitos T CD4
% de linfoécitos T CD4 = Numero absoluto de linfécitos T CD4 x 100

NUmero de linfécitos totais

FORMULA 2 — Célculo do valor percentual dos linfocitos T CD8
% de linfécitos T CD8 = Numero absoluto de linfécitos T CD8 x 100

NUumero de linfécitos totais

O numero absoluto de linfécitos T CD4 e CD8 é forne  cido pelo FACSCount®.

Para a obtencdo do numero de linfocitos totais, € preciso realizar um
hemograma com a mesma amostra de sangue analisada no citdmetro ou com
outra amostra colhida no mesmo momento e fazer o calculo por meio da seguinte

formula:

FORMULA 3 — Para o calculo do niUmero absoluto de linfocitos totais
N° absoluto de linfcitos totais = N° leucdcitos totais X % linfécitos totais
100
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ANEXO F - TECNICAS DE QUANTIFICACAO DA CARGA VIRAL DO HIV-1

A- Teste NASBA HIV-1 RNA QT

A quantificacdo pelo teste de NASBA HIV-1 RNA QT baseia-se na
amplificacdo do RNA de HIV-1 da amostra, juntamente com padrdes internos
(VAN GEMEN et al., 1994). A quantidade de RNA amplificado € medida por meio
da eletroquimioluminescéncia (BLACKBURN et al, 1991).

Segundo o fabricante (ORGANON TEKNIKA, 1997), a metodologia
NASBA QR é um ensaio de amplificacdo de acido nucléico para a determinacao
qualitativa e quantitativa de RNA, desde o isolamento até a deteccdo do RNA
amplificado. O software do leitor NASBA QR calcula automaticamente o nimero
de cépias de RNA de HIV-1 do tipo selvagem no volume de plasma ou soro. Os
resultados apresentados pelo software no intervalo de 100 — 400 copias de RNA
devem ser interpretados como menos de 400 copias (neste caso, a sensibilidade
de deteccdo do teste € de 400 copias). Com a evolucdo do software a
sensibilidade de deteccéo passou para 80 copias.

A sensibilidade de deteccdo deste teste pode chegar ao limite mais
baixo de 40 HIV-RNA copias/ml, sendo que isto € determinado pela informacéao
contida no computador e transmitida para o processador (RICHMAN et al., 1999).

O teste é composto de quatro estagios distintos:

1°ESTAGIO: Liberag&o do acido nucléico

A amostra, acrescenta-se o tampao de lise que contém tiocianato de
guanidina e Triton X-100. As particulas virais e células presentes na amostra séo
desintegradas e as Rnases e Dnases presentes na amostra sao inativadas. O
acido nucléico é liberado (FIGURA 1A).

2°ESTAGIO: Isolamento do acido nucléico

Sob alta concentracdo de sal, todos os acidos nucléicos no tampéo de
lise, incluindo os trés RNA sintéticos adicionados necessario para o teste
(utilizados como controle interno), ligam-se as particulas de silica. Estas
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particulas, agindo como fase sélida, sdo lavadas varias vezes. Finalmente, os

acidos nucléicos sao eluidos da fase solida (FIG. 1A).

3°ESTAGIO: Amplificacéo do acido nucléico

O RNA de HIV-1 do tipo selvagem, presente no acido nucléico eluido, é
co-amplificado com o RNA obtido do plasma do paciente. A amplificacdo baseia-
se na extensao dos primers. O RNA da amostra e os controles adicionado servem
como molde para a extenséo do primer 1 (contendo o sitio de reconhecimento da
T7 RNA polimerase) pela transcriptase reversa do virus da mieloblastose aviéria
(AMV-RT). A extenséo € seguida pela degradacdo da fita de RNA pela RNase H,
sintese da segunda fita de DNA pela extenséo do primer 2 pela AMV-RT e sintese
de RNA pela T7 RNA polimerase. Com a sintese de RNA, o sistema entra na fase
de amplificacdo isotérmica, resultando no acumulo de RNA amplificados
(FIGURAS 2A e 3A).

AMOSTRA
+

LIBERACAC DO TAMPAC DE LISE

ACIDO HUCLEICO N

P _® PpRoTEINAS E LIPIDEDS

Qa AR

Qe AnAs

(3 PROTEINAS,
l‘ LAVAGENS @ LIFIDEODS, ETC

ISOLAMENTO Q_ TAMPAO DE ELUIGAD

Do

ACIDO NUCLEICO ;;?ﬁ O

\ CENTRIFUGAGAO
:; ACIDO NUCLEICO

PURIFICADO

FIGURA 1A — Representacédo da fase de liberacéo e isolamento do acido
nucléico.

Fonte: Manual do Ministério da Satide/CN-DST/AIDS (1999, p.21)%.
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FIGURA 2A — Representacdo da sintese da primeira fita de Cdna.
Fonte: Manual do Ministério da Satide/CN-DST/AIDS (1999, p.22) .
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FIGURA 3A — Representacédo da sintese da segunda fita de DNA e ciclo da
amplificacéo isotérmica.
Fonte: Manual do Ministério da Satide/CN-DST/AIDS (1999, p.23) %.
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4°ESTAGIO: Deteccéo do acido nucléico

A detecgdo do RNA de HIV-1 em uma amostra baseia-se no principio
de eletroquimioluminescéncia (ECL). A deteccdo do RNA na amostra é feita por
uma reacdo sanduiche entre micropérolas magnéticas marcadas com
estreptoavidina, ligadas a biotina-oligo e uma sonda marcada com ruténio, as
pérolas magnéticas carreando o complexo amplificado-hibridizado/sonda sao
capturados na superficie de um eletrodo por meio de um ima. A tensédo aplicada a
este eletrodo dispara a reacéo de eletroquimioluminescéncia. A luz emitida pelas
sondas marcadas com ruténio € proporcional a quantidade de amostra
amplificada. O célculo baseado nas quantidades relativas das amostras
amplificadas revela a quantidade original de RNA de HIV-1 do tipo selvagem na
amostra (FIGURA 4A).

Estora magndtica + Biet
SEQUENCIA CUANTIDADE % _h"'"ff 3 "

DE DA, f____g—l'- Sonda Wt
WT P e h—% "m;mwuinn
Sonda genérica

L Sonda dia Oa
Qa 10°

Lﬁ Sands de Qb
Qb 10°

i—. Sionda de Oo
Qc 1 u'-‘——-—-:hﬁ

FIGURA 4A — Hibridizacdo da amostra amplificada com sondas especificas e

genéricas.
Fonte: Manual do Ministério da Satide/CN-DST/AIDS (1999, p.24) .

B- Teste Quantiplex HIV-1 RNA 3.0 (Bdna)

Segundo o fabricante (BAYER, 2000)*, a tecnologia do Bdna, € um
ensaio de hibridizacdo solucdo-sanduiche de acidos nucléicos usando moléculas

de DNA ramificadas (Bdna), amplificando o sinal de um alvo de RNA. O que &€ lido
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pelo software do System 340 € o nivel de sinal emitido pela reacdo, gerando
todas as analises de dados. Os resultados sdo gerados em cépias/ml ou [U/ml.

O limite de deteccao para este teste foi definido como a concentracéo
na qual 95% dos resultados sao positivos (ERICE et al., 2000).

A amostra é tratada com reagente de lise e o material nucléico do virus
liberado é entdo hibridado em solucdo usando dois conjuntos de sondas
oligonucleotideas.

Uma das sondas serve como sonda de captura (localizada na superficie
dos pocgos da placa) que hibrida especificamente com o RNA do HIV e faz com
que o RNA do HIV fique ligada a placa.

A segunda sonda serve como sonda que se liga ao RNA do HIV preso
na placa e também serve para hibridar com um outro conjunto de sondas: pré-
amplificadora e amplificadora (bDNA), a essa Ultima se atribui a funcdo de
aumentar o nivel de sinal da hibridizagé&o.

As moléculas de Bdna atuam como amplificadoras por se ligar com uma
sonda marcada com fosfatase alcalina. Desta maneira, o sinal gerado pelo
complexo HIV RNA-sonda é amplificado para deteccdo e quantificacdo do RNA
viral.

Finalmente, a adicdo de um substrato quimioluminescente reage com a
ultima sonda e o sinal emitido é lido em um lumindmetro. A unidade relativa de luz
(RLU) gerada é proporcionalmente correlacionada com a quantidade de RNA do

HIV na amostra.
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FIGURA 5A — Diagrama esquemaético das etapas do teste de quantificacdo da

carga viral do HIV pela técnica Bdna.

Fonte: Bayer (2000)%".

O valor da carga viral do HIV em logaritmo pelos dois métodos descritos

é calculado pela expresséo log;o do valor em copias/ml.
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ANEXO G - PROGRAMA MULTICENTRICO PARA CONTROLE E PR EVENCAO
DO CANCER CERVICO-UTERINO EM MINAS GERAIS

CENTRO DE TREINAMENTO E REFERENCIAS EM DOENCAS INFE CCIOSAS
E PARASITARIAS ORESTES DINIZ
BELO HORIZONTE
2004
MANUAL DE INSTRUCAO PARA COLETA, REVISAO E CODIFICA CAO DOS
DADOS
GRUPO DE PESQUISA: A MULHER E O HIV
COORDENADOR: VICTOR HUGO DE MELO

PROGRAMA MULTICENTRICO PARA CONTROLE E PREVENCAO DA S
LESOES INTRA-EPITELIAIS CERVICAIS E DO CANCER CERVI CO-UTERINO
EM MULHERES PORTADORAS DO HIV NO ESTADO DE MINAS GE RAIS,
SEDE EM BELO HORIZONTE, 2003

1- ORDEM (ORDEM)
A forma como as pacientes serdo ordenadas no banco de dados.

Tipo de variavel: numérica
2- NOME DA PACIENTE (NOME)
Constara no banco de dados o nome completo da paciente, devendo ser
padronizada a forma de digitacdo: todo em letras mailsculas e sem qualquer tipo
de acento.

Tipo de variavel: texto
3- REGISTRO (RG)
E o niumero do prontuario da paciente.
Tipo de variavel: numérica

4- DATA DE NASCIMENTO (Dt_Nasc)

Tipo de variavel: data (dd/mm/aaaa)

5- DATA DA ENTREVISTA (Dt_Entre)
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Corresponde a data da primeira consulta da paciente

Tipo de variavel: data (dd/mm/aaaa)
6- IDADE (IDADE)
Entrardo neste estudo mulheres com idade minima de 16 anos completos a
época da data da entrevista.
Esta variavel ndo precisara ser digitada, bastando apenas apertar a tecla ENTER
duas vezes.

Tipo de variavel: numérica

7- ESTADO CIVIL (CIVIL)
Devera constar o estado civil da paciente no momento da primeira consulta.

Codificacao:
R solteira
2, vilva
C JE uniao estavel
S, casada
S, separada
T outros

Tipo de variavel: texto

8- MOTIVO DA CONSULTA (MOTIVO1 e MOTIVO2)

A paciente poderd ter no momento da primeira consulta 1, 2 ou mais queixas
principais. Devera constar na variavel MOTIVOL1 a principal queixa e no MOTIVO2
a segunda principal queixa da paciente.

Quando a paciente apresentar apenas uma uUnica queixa na consulta, esta devera
ser colocada no MOTIVO1l e no MOTIVO2 devera ser colocado o codigo 88
(=N&o se Aplica).

VARIAVEIS:
MOTIVO1
Codificacao:
i exame de rotina
2 corrimento vaginal
1 TR sangramento irregular
7 S dor pélvica
S TR amenorréia
(TR prurido
T, leséo vulvar e/ou vaginal
S TUUTTRRR massa pélvica
S T outras
MOTIVO2
Codificacao:

i T exame de rotina
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2, corrimento vaginal

K JOTRR sangramento irregular

v S dor pélvica

5 amenorréia

6oreeeeereeee prurido

T, lesdo vulvar e/ou vaginal
S TUUR massa pélvica

9 outras

88..ciin NA

Tipo de variavel: texto

9- USO DE ANTI-RETROVIRAIS (ARV)

Considere o uso ou nao de anti-retrovirais no momento da consulta, independente
do nimero e do tipo de medicamentos em uso.

Poderédo entrar neste estudo pacientes em uso ou néo de anti-retrovirais.

Codificacao:
lo......... usa anti-retrovirais
2. nao usa anti-retrovirais
TR aguardando resultado de exame
(S I ignorado
Tipo de variavel: texto
10- TEMPO DE USO DE ANTI-RETROVIRAIS (TMED)

Todo o tempo de uso da medicagdo anti-retroviral devera ser digitado em MESES,
independente da adeséo ao uso da medicacéo.

Caso na variavel ARV tenha usado o codigo 2, 3 ou 9, nesta variavel TMED
devera ser colocado o codigo 9999. Se IGNORADO o tempo de uso de ARV
use o codigo 9991.

Tipo de variavel: numérica

11- FORMA DE CONTAGIO ~ (CONTAGIO)
E a forma como a paciente se contaminou com o HIV.

Codificacao:
Lo, sexual
2, sangue
S T ignorado
Tipo de variavel: texto
12- CONTAGEM DE LINFOCITOS T CD4 (CD4)

Serdo consideradas as dosagens cujos laudos constarem no prontudrio e que
tenham sido analisadas pelo método de citometria de fluxo.

Sera registrado (digitado) o valor da contagem de linfécitos T CD4 mais baixo no
intervalo 6 meses antes até 6 meses apoés a data da coleta da PCR.
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Nos casos em que se estiver AGUARDANDO RESULTADO do  exame utilizar
0 codigo 6666.
Nos casos que ndo existirem valores utilizaremos o codi go 9999

(IGNORADO).
VARIAVEL.:
CD4
Tipo de variavel: numérica
13- CONTAGEM DE LINFOCITOS T CD8 (CD8)

Serdo consideradas as dosagens cujos laudos constarem no prontudrio e que
tenham sido analisadas pelo método de citometria de fluxo.

Serd registrado (digitado) o valor da contagem de linfocitos T CD8 na data
correspondente a contagem de linfocitos T CDA4.

Nos casos em que se estiver AGUARDANDO RESULTADO do  exame utilizar
o cbdigo 6666.

Nos casos que nao existirem valores utilizaremos o codi go 9999
(IGNORADO).

VARIAVEIS:
CD8
Tipo de variavel: numérica

14- DATA DA CONTAGEM DE CELULAS T CD4 E T CD8 (Dt_C D)
Corresponde a data da menor dosagem de linfécitos T CD4 até o dia da
primeira consulta. Devera ser registrado a datada  COLETA.

Quando a variavel CD4 e CDS8 for “6666” , a variavel Dt _CD sera codificada com
a data da coleta . Caso a paciente ndo saiba a data da coleta codificar com
09/09/1909.

Quando a variavel CD4 e CD8 for “9999” , a variavel Dt_CD sera codificada com
09/09/1909.

Geralmente temos os resultados simultaneos de CD4 e CD8. No entanto, se uma
das variaveis CD4 ou CD8 for “9999” , a variavel Dt_CD devera ser preenchida
com a data da variavel CD4 ou CD8 que constar no laudo do laboratério.

Tipo de variavel: data da coleta (dd/mm/aaaa)

15- DOENCA INDICADORA DE AIDS — CATEGORIAC (CATC)

Codificacao:
1ol sim
2, nao
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Tipo de variavel: texto
Classificacdo da infeccao pelo HIV — CDC, 1992

Categorias Clinicas

A B C

Assintomatico,
Linfadenopatia

Categorias . Generalizada

Laboratoriais/ Persistente ou  Sintomatico, n&o- Condicdes

Linfocitos T CD4 Infeccdo Aguda A, nédo-C Indicadoras de
AIDS

(1) > 500/mm? Al B1 c1

(2) 200 a 499/mm® A2 B2 c2

(3) < 200/mm? A3 B3 C3

1. Contagem de CD4 < 200/ mm® é definidora de AIDS, independente de
manifestacdes clinicas .

2. Categoria clinica B: condi¢gbes devem ser atribuidas ao HIV ou ter seu curso
modificado pela infeccdo pelo HIV (por exemplo, candidiase oral ou vaginal,
dermatite seborreica etc.)

3. Categoria clinica C: condi¢des definidoras de AIDS de acordo com a definicdo
do CDC de 1987, acrescidas de cancer cervical invasivo, pneumonia bacteriana
recorrente (+ de dois episddios em um ano) e tuberculose pulmonar.

Fonte: Rachid e Schechter (2005, p. 215)*.

16- QUAL DOENCA INDICADORA — CATEGORIAC (QUALC)

Se a paciente tem pelo menos uma doenca indicadora, registrar uma delas
conforme a codificacdo abaixo. Caso ela ndo tenha o codigo sera 88 (NA).

Sao doencas indicadoras de casos de AIDS em adultos, segundo a classificacédo
do CDC.

Codificacao:

lo......... Candidiase de esofago, traquéia, bronquios ou pulmdes

2 Cancer cervical invasivo

TR CMV em qualquer 6rgao exceto figado, baco, linfonodos, olhos

4. TBC pulmonar e extrapulmonar

5. Pneumonia por Pneumocystis carinii

(G T Toxoplasmose de um érgao interno

T Coccidioidomicose extrapumonar

8 Criptococose extrapulmonar

9. Criptosporidiose com diarréia > 1 més

10.......... Herpes simples com Ulcera mucocutanea com > 1 més ou
bronquite, pneumonite, esofagite

11.......... Histoplasmose extrapulmonar

12.......... Deméncia associada ao HIV: disfuncdo cognitiva incapacitante

e/ou outras disfungdes interferindo no trabalho ou nas atividades cotidianas
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13.......... Sindrome consuptiva associada ao HIV: perda ponderal
involuntéria >10% do peso corporal + diarréia cronica (>=2 episodios de fezes
amolecidas por dia durante >=30 dias) ou fraqueza cronica e febre de origem
obscura documentada por >= 30 dias

14.......... Isosporiase com diarréia >1 més

15.......... Sarcoma de Kaposi (SK) em paciente com menos de 60 anos (ou
com mais de 60 anos)

16.......... Mycobacterium avium disseminado

17.......... Pneumonia bacteriana recorrente (>= 2 episddios em 12 meses)

18.......... Leucoencefalopatia multifocal progressiva

19.......... Septicemia recorrente por Salmonella (né&o tifoide)

88.......... NA

99.......... Ignorado

Tipo de variavel: texto

17- CATEGORIA B (CATB)

Codificacao:
1. sim
2. nao
9. ignorado

Tipo de variavel: texto

18- QUAL DOENCA DA CATEGORIA B (QUALB)
Se a paciente tem pelo menos uma doenca da categoria B, registrar uma delas
conforme a codificacdo abaixo. Caso ela nao tenha o codigo sera 88 (NA).

Sao condicbes que devem ser atribuidas ao HIV ou ter seu curso modificado pela
infeccdo pelo HIV. Estas sdo condi¢cdes ndo incluidas na Categoria C, porém
atribuidas a infeccdo pelo HIV ou indicativas de deficiéncia imune celular ou
consideradas como tendo um curso clinico/tratamento complicado pela infec¢éo
pelo HIV:

Codificacao:

Lo, Candidiase de orofaringe recorrente, persistente ou com baixa
resposta terapéutica

2 Candidiase vulvovaginal persistente, freqiente ou respondendo
mal ao tratamento

C TR Displasia cervical moderada a grave / Ca in situ

S Sintomas constitucionais como febre (38,5° C)

S Diarréia por mais de 1 més

C J Leucoplasia pilosa oral

T, Herpes Zooster envolvendo dois episédios ou mais de um
dermatomo

8 Parpura trombocitopénica idiopatica (PTI)

O, Listeriose
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10.............. Doenca inflamatéria pélvica (DIP), especialmente quando
complicada por abscesso tubo-ovariano

11.............. Neuropatia periférica

88 NA

99...coiiis Ignorado

Tipo de variavel: texto

19- CATEGORIA A(CATA)

Codificacao:
lo......... sim
2 nao
9. ignorado
Tipo de variavel: texto
20- CLASSIFICACAO DO CDC (CDC)

Todas as pacientes nas categorias A3,B3 e C1 a C3 tém AIDS, com base na
presenca de uma doenca definidora de AIDS e/ou contagem de células T CD4 <
200 células/mm?®.

Codificacao:
1....... Al
2, A2
T A3
4........ Bl
5., B2
6........ B3
VA C1
8.ovnn. C2
9........ C3
99......Ignorado

Tipo de variavel: texto

21- DATA DA CLASSIFICACAO DO CDC  (Dt_CDC)
E a data correspondente a menor dosagem de linfocitos T CD4 de toda a vida da
paciente. Lembrar que a paciente pode aumentar o numero de células CD4 com o
uso de ARV. No entanto, se ela atingiu, por exemplo, a classificacdo 3 (CD4
abaixo de 200 células/mm® mesmo que a contagem de células CD4 aumente
para 400 células/mm? ela permaneceré na categoria 3.

Quando a variavel CDC for “99”, a variavel Dt CDC serd codificada com
09/09/1909.

Tipo de variavel: data da coleta do menor valor de células CD4 (dd/mm/aaaa)
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22- CARGA VIRAL DO HIV (CV)

Sera considerado o valor da carga viral cujo laudo esteja no prontuéario da
paciente, dosado pelo método NASBA, NUCLISENS ou bDNA,
independentemente da sensibilidade de detec¢cdo do método.

Codificacao:

» Valores <80 coOpias/ml ou abaixo do limite de deteccédo (NUCLISENS)
sera codificado com o numero 1 (INDETECTAVEL).

» Valores <50 copias/ml ou abaixo do limite de deteccdo (bDNA) sera
codificado com o numero 1 (INDETECTAVEL).

* Valores <400 coépias/ml ou abaixo do limite de deteccéo (quando o
método de quantificacdo da carga viral do HIV for pelo NUCLISENS -
critério antigo) sera codificado com o numero 1 (INDETECTAVEL).

* Nos casos em que o resultado da carga viral estiver acima dos valores
indetectaveis deve ser registrado o valor numérico encontrado.

Quando ocorrer de nao existir valores também utilizaremos o codigo
IGNORADO=9.

Tipo de variavel: numérica
VARIAVEL:
CV: a dosagem mais alta e mais proxima da data da coleta para PCR (no

intervalo entre 1 ano antes até 6 meses apoés a data da coleta para PCR).

23-METODO DA CARGA VIRAL DO HIV (METODO)
Serado os métodos de quantificacdo da carga viral do HIV utilizados com seus
respectivos valores de sensibilidade de deteccgao.

VARIAVEL:

METODO: corresponde a CV

Codificacao:
1o Nuclisens <80
2 NASBA <400
C R bDNA <50
9. Ignorado

Tipo de variavel: texto
24- DATA DA CARGA VIRAL (Dt_CV)
Corresponde a data da dosagem da carga viral.
Quando a variavel CV for “9” , a variavel Dt_CV sera codificada com 09/09/1909.

Tipo de variavel: data da coleta (dd/mm/aaaa)
Dt_CV: corresponde & CV
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25- MENARCA (MENARCA)
A idade da primeira menstruacdo devera ser digitada em ANOS completos.
Se IGNORADO use o cédigo 99.

Tipo de variavel: numérica

26- COITARCA (COITARCA)
A idade da primeira relacéo sexual ser digitada em ANOS completos.
Se IGNORADO use o cédigo 99.

Tipo de variavel: numérica

27- NUMERO DE PARCEIROS SEXUAIS DURANTE A VIDA (NPA RC)
O numero de parceiros sexuais devera ser digitado no espaco correspondente.
Se IGNORADO use o cédigo 999.

Tipo de variavel: numérica

28- TABAGISMO (FUMO)

Considerar as pacientes com apenas 01 més de cessado o uso do cigarro como
tabagista (1=sim na codificac&o).

Considerar a paciente que esta iniciando o uso do cigarro a menos de 01 més
como nao tabagista (2= n&o na codificacéo).

Codificacao:
1.......... sim
2. nao
C TR ex-tabagista
9. ignorado

Tipo de variavel: texto

29- TEMPO DE TABAGISMO (TFUMO)

Digitar o tempo de uso do cigarro em MESES, quando a variavel FUMO=1, se
IGNORADO=1

Quando a variavel FUMO=2 ou 3 ou 9, usar o cédigo 1.

Tipo de variavel: numérica
30- TEMPO DE EX-TABAGISMO (TEXFUMO)
Digitar o tempo que a paciente parou de fumar em MESES, quando a variavel
FUMO=3, se IGNORADO=1.

Quando a variavel FUMO=1 ou 2 ou 9, usar o cédigo 1.

Tipo de variavel: numérica
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31- USO DE DROGAS INJETAVEIS (INJETA)
Codificacao:

| sim

2. nao

T ja usou

9. ignorado

Tipo de variavel: texto

32- TIPO DE TRABALHO (TRABALH)
Codificacao:
1. do lar (independente de ser empregada ou empregadora)
2, fora do lar
TR profissionais do sexo
S I ignorado

Tipo de variavel: texto

33- TEMPO DE ESCOLARIDADE (ESCOLA)

O tempo de escolaridade devera ser digitado em ANOS completos.

Quando nunca tiver freqiientado a escola ou tiver frequentado menos de 01 ano
usar o codigo 99.

Tipo de variavel: numérica

34- CONTRACEPCAO ATUAL (CONTRAC)
Codificacao:

i condom

2. ACO

T DIU

4o diafragma

5. i injetavel

Bovvns STB

Teeeainnnn. vasectomia

< JR— método natural

L I nenhum

10......... condom + outro método

11......... sem atividade sexual

88......... NA

99......... ignorado

Tipo de variavel: texto
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35- HISTORIA OBSTETRICA

VARIAVEIS:
GESTA (G)
PARA (P)
ABORTO (A)

Tipo de variavel: numérica (3 variaveis cada uma com 2 digitos)

36- VULVOSCOPIA
Considera-se qualquer alteragdo no exame da vulva a ectoscopia ou a
vulvoscopia, segundo a classificacdo de Coppleson e Pixley (1992).
VARIAVEIS:
VULVA1 (VULVA1)

Considerar aqui a PRINCIPAL alteracdo visualizada no exame da vulva.

Codificacao:

T normal (papilas ou filamentos constitucionais / lentigo simples /
melanose)

2o eritema

TR herpes genital

v/ acetobranqueamento inespecifico: atrito/infecgédo

5. condiloma acuminado / HPV na forma clinica

S JUPTTT cistos

T nevus

[ TUUT alteracdo da cor (branca, acetobranca, marron ou outra
pigmentacao)

9. alteracao vascular (pontilhado, mosaico, vasos atipicos)

10.......... hiperceratotica (= leucoplasia)

77.......... outras alteracoes

99.......... ignorado

Tipo de variavel: texto
VULVA2 (VULVA2)

Considerar nesta variavel a SEGUNDA principal alteracdo visualizada no
exame da vulva.

Codificacao:
T normal (papilas ou filamentos constitucionais / lentigo simples /

2, eritema
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TR herpes genital

v/ acetobranqueamento inespecifico: atrito/infeccédo

5. condiloma acuminado / HPV na forma clinica

B cistos

T, nevus

[ T alteracdo da cor (branca, acetobranca, marron ou outra
pigmentacéo)

9. alteracao vascular (pontilhado, mosaico, vasos atipicos)

10.......... hiperceratotica (= leucoplasia)

77.......... outras alteracoes

88........ NA

Tipo de variavel: texto

37- BIOPSIA DE VULVA (BVULVA)
Colocar aqui o resultado histopatoldgico caso tenha sido realizado a biépsia de
vulva.

Codificacao:
1........... normal
2, liguen escleroso
TR hiperplasia escamosa pura Alt. epitelias ndo neoplasicas
v/ alteracdes epiteliais mistas
ST VIN | |k
B.ovvrrnnnn. VIN Il 'E Neoplasia intra-epitelial escamosa
[ VIN 11 F
8, Doenca de Paget || Neoplasia intra-epitelial ndo pavimentosa
9. ... Melanoma in situ
10.......... Neoplasias invasoras
11.......... Tumores benignos
12.......... Condiloma acuminado/HPV
51..ue... VIN | + HPV
61.......... VIN Il + HPV
7l VIN Il + HPV
77.......... Outras alteracbes
66.......... aguardando resultado
88.......... biépsia ndo realizada

Caso utilizem as codificacées “66” esta variavel devera ser modificada tdo logo
chegue o resultado definitivo da bidpsia.

Tipo de variavel: texto
38- DATA DA BIOPSIA DE VULVA (Dt_Vulva)

E a data da realizacédo da bidpsia de vulva tanto da BVULVAL quanto da
BVULVAZ2.
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Quando a variavel BVULVA for “66” , a variavel Dt_Vulva sera codificada com a
data da realizagédo da bidpsia.

Quando a variavel BVULVA for “88” , a variavel Dt_Vulva sera codificada com
09/09/1909.

Tipo de variavel: data da realizacéo da bidpsia (dd/mm/aaaa)
39- VAGINOSCOPIA (VAGINA)

Considera-se qualquer alteracdo no exame da vagina a ectoscopia (ex: condiloma
acuminado) ou vaginoscopia.

VARIAVEIS:
VAGINA1 (VAG1)

Considerar aqui a PRINCIPAL alteracao visualizada no exame da vagina.
Codificacao:

1o normal

2, superficie acetobranca plana

C TR superficie acetobranca com micropapilas

VR lesédo com bordos nitidos

S pontilhado fino

T mosaico

T, leucoplasia

(S TORT colpite micropapilar difusa e focal

S I condiloma acuminado/HPV

77.......... outras alteracoes

99.......... ignorado

Tipo de variavel: texto
VAGINA2 (VAG2)

Considerar nesta variavel a SEGUNDA principal alteracdo visualizada no
exame da vagina.

Codificacao:
T superficie acetobranca plana
2, superficie acetobranca com micropapilas
TR lesédo com bordos nitidos
4o pontilhado fino
5. mosaico
(G TP leucoplasia
T, colpite micropapilar difusa e focal
(S TORT condiloma acuminado/HPV
77.......... outras alteracoes
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40- BIOPSIA DE VAGINA (BVAG)
Colocar aqui o resultado histopatoldgico caso tenha sido realizado a biépsia de
vagina.

Codificacao:
1........... normal
2 adenose
C O VAIN |
S VAIN I
Siiininnn. VAIN Il
6......... Tumores malignos (carcinoma espinocelular invasivo,

adenocarcinoma de células claras, tumores do seio endodérmico, sarcoma
botriodide, leiomiossarcoma, melanoma maligno)

T, HPV/ Condiloma acuminado
K VAIN | + HPV

47.......... VAIN Il + HPV

57 . VAIN Il + HPV

66.......... aguardando resultado
88.......... bidpsia ndo realizada

Caso utilizem as codificacdes “66” esta variavel devera ser modificada tdo logo
chegue o resultado definitivo da biépsia.

Tipo de variavel: texto
41- DATA DA BIOPSIA DE VAGINA (Dt _Vag)
E a data da realizacdo da bidpsia da vagina.

Quando a variavel BVAG for “66” , a variavel Dt_Vag sera a data da realizacao da
bidpsia.

Quando a variavel BVAG for “88” , a variavel Dt_Vag seréa 09/09/1909.

Tipo de variavel: data da realizagcéo da bidpsia (dd/mm/aaaa)

42- COLPOSCOPIA DO COLO (COLO)
Define se a avaliagdo colposcopica foi normal ou alterada.

Codificacao:
T normal
2. alterada
9. ignorado

Tipo de variavel: texto
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43- TIPO DE ALTERACAO COLPOSCOPICA NO COLO UTERINO (ACOLO)
Se a variavel COLO for “1” a variavel ACOLO podera ser “1” ou “8".
Se a variavel COLO for “9” a variavel ACOLO sera 9 (=IGNORADO)

VARIAVEIS:
ACOLO (ACOLO)

Considerar aqui a PRINCIPAL alterac&o visualizada a colposcopia.

Codificacao:

1. caracteristicas colposcépicas sugestivas de alterag oes
metaplasicas (superficie lisa com vasos de calibre uniforme — alteracdes
acetobrancas moderadas — iodo negativo ou parcialmente positivo)

2 alteracbes menores (superficie lisa com uma borda externa
irregular — alteracdo acetobranca leve, que aparece tardiamente e desaparece
rapidamente — iodo negatividade moderada, frequentemente iodo malhado com
positividade parcial — pontilhado fino e mosaico regular)

TR alteracbes maiores (superficie geralmente lisa com borda externa
aguda e bem marcada - alteracdo acetobranca densa, que aparece
precocemente e desaparece lentamente; podendo apresentar um branco
nacarado que lembra o de ostra — negatividade ao iodo, coloracdo amarelo-
mostarda em epitélio densamente branco previamente existente — pontilhado
grosseiro e mosaico de campos irregulares e de tamanhos discrepantes —
acetobranqueamento denso no epitélio colunar pode indicar doenca glandular)

4o caracteristicas colposcopicas sugestivas de cancer invasivo
(superficie irregular, erosdo ou ulceracdo — acetobranqueamento denso -
pontilhado irregular extenso e mosaico grosseiro — vasos atipicos)

(S U ignorado
Tipo de variavel: texto
44- BIOPSIA DE COLO UTERINO (BCOLO)

Define se foi realizado biopsia do colo uterino e qual a alteracao histopatologica
encontrada.

Codificacao:
1. normal (inclui metaplasia)
2, cervicite (leve, moderada ou acentuada)
C T HPV
VR NIC |
5. NIC Il
(U NIC 1ll/Ca in situ
Teieiiannns Carcinoma microinvasor

8. Carcinoma invasor
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34......... HPV + NIC |
35..... HPV + NIC I
36......... HPV + NIC IlI

37 HPV + carcinoma
66.......... aguardando resultado
88.......... biépsia ndo realizada

Caso utilizem as codificacdes “66” esta variavel devera ser modificada tdo logo
chegue o resultado definitivo da biépsia.

Tipo de variavel: texto
45- DATA DA BIOPSIA DE COLO UTERINO (Dt_Colo)

E a data da realizac&o da bidpsia do colo uterino.

Quando a variavel BCOLO for “66” , a variavel Dt_Colo sera a data da realizacéo
da biopsia.

Quando a variavel BCOLO for “88” , a variavel Dt_Colo sera 09/09/19009.

Tipo de variavel: data da realizagcéo da bidpsia (dd/mm/aaaa)

46- COLPOCITOLOGIA ONCOTICA (CITO)

Para entrar o resultado no banco de dados o material deve ter adequabilidade
satisfatoria. Toda paciente devera ter pelo menos um resultado de citologia até 6
( seis ) meses para que se submeta a coleta do material para a PCR. Havendo
coleta simultdnea a PCR considerar este resultado.

Codificacao:
T normal (inclui metaplasia escamosa e alteracbes celulares
benignas)
2, alteracOes inflamatdrias (incluir infecgdes por bactérias, fungos ou
protozoarios)
TR HPV (alteracbes sugestivas, efeito citopatico, etc.)
4............ NIC |
5. NIC II
G T NIC lll/Ca in situ
T Carcinoma microinvasor
8 Carcinoma invasor
S ASCUS
10......... AGUS
32......... HPV + alteracao inflamatéria
34......... HPV + NIC de qualquer grau
37......... HPV + carcinoma
66.......... aguardando resultado
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No caso de material insatisfatorio a citologia deve ser repetida.
Quando for utilizada a codificacdo 66 esta varidvel devera ser modificada tdo logo
chegue o resultado definitivo da citologia.

Tipo de variavel: texto

Terminologia para as lesdes precursoras do cancer cervical

WHO/ISGYP* classificacao Terminologia do Sistema de
Bethesda
Displasia leve (NIC 1) Lesao intra-epitelial escamosa de baixo

grau (SIL de baixo grau = LSIL)

Displasia moderada (NIC 2) Leséo intra-epitelial escamosa de alto
grau (SIL de alto grau = HSIL)

Displasia grave/Carcinoma in situ (NIC

3)

*World Health Organization and International Society of Gynecological

Pathologists.
FONTE: Wright (2002, p. 256) .

47- DATA DA COLPOCITOLOGIA ONCOTICA (Dt_Cito)

E a data da coleta da colpocitologia oncética.

Quando a variavel CITO for “66” , a variavel Dt _Cito sera a data da coleta da
citologia.

Tipo de variavel: data da realizac&o da citologia (dd/mm/aaaa)

48- CIDADE (CIDADE)
Define a cidade gue foi coletada a PCR da paciente.
Codificacao:
1. Belo Horizonte
2. Betim
TR Divinopolis
R Juiz de Fora
S Alfenas
(TP Barbacena
T, Pocos de Caldas
S IO Uberaba
99.......... Ignorado

Tipo de variavel: texto



49- RESULTADOS DA PCR PARA HPV

Tipo de variavel: texto

VARIAVEIS:

PCR (PCR)
Codificacao:

1o, realizada

2, nao realizada

LS TR ignorado

PRESENCA HPV (HPV)
Codificacao:

1o, positivo

2 negativo

B inibidora

S material inadequado

LS TR ignorado

Nos casos da codificagcdo for “3” ou

Tipo de variavel: texto

Tipo de variavel: texto

Tipo de variavel: texto

novamente.

HPV6 (HPV6)
Codificacao:

i sim

2, nao

LS UUUURR ignorado

HPV11 (HPV11)
Codificacao:

i sim

2 nao

LS TR ignorado

HPV16 (HPV16)
Codificacao:

i sim

2, nao

LS UUURRRR ignorado

Tipo de variavel: texto

137

o material deverad ser coletado



HPV18 (HPV18)
Codificacao:

i sim

2 nao

LS U ignorado

Tipo de variavel: texto

HPV31 (HPV31)
Codificacao:

i sim

2 nao

LS TR ignorado

Tipo de variavel: texto

HPV33 (HPV33)
Codificacao:

i sim

2, nao

LS TR ignorado

Tipo de variavel: texto

HPV35 (HPV35)
Codificacao:

i sim

2 nao

LS TR ignorado

Tipo de variavel: texto

50- DATA DA PCR (Dt_PCR)
E a data da coleta da PCR.

Tipo de variavel: data da coleta (dd/mm/aaaa)
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARE CIDO

Titulo do projeto : “PROGRAMA MULTICENTRICO PARA CONTROLE E
PREVENCAO DAS LESOES CERVICAIS DE ALTO RISCO E DO C ANCER
CERVICO-UTERINO EM MULHERES PORTADORAS DO HIV.”

Esta sendo feito um estudo no estado de Minas Gerais com as
mulheres portadoras do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) para detectar
lesBes que levam ao cancer no colo uterino destas mulheres.

Este estudo estd sendo patrocinado pelo Ministério da Saude -
Secretaria de Politicas de Saude — Coordenacédo Nacional de DST/AIDS. O Dr.
Victor Hugo de Melo é o coordenador desta pesquisa na Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) e no Estado de Minas Gerais.

Vocé esta sendo convidada a participar deste estudo. Antes de decidir
pela sua participacdo queremos informa-la sobre este estudo atraves deste termo
de consentimento. Vocé podera fazer perguntas a qualquer momento. Se vocé
decidir entrar no estudo, sera solicitado que assine este termo de consentimento.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) é uma doenca que
destr6i o sistema imunolégico do organismo (defesas do organismo para
combater as infec¢des), deixando uma pessoa incapaz de lutar contra doencgas
gue ameacam a vida.

Pretendemos com este estudo obter informagdes sobre a associacao
que existe entre a diminuicdo das defesas do organismo a presenca do
papilomavirus humano (HPV), outras doencas sexualmente transmissiveis (DST),
levando a lesdes pré-cancerosas e cancerosas no colo uterino das mulheres
portadoras do HIV.

Estas informacfes serdo usadas para melhorar o acompanhamento e
tratamento das lesdes no colo uterino, prevenindo o cancer, porque a grande
maioria das mulheres portadoras do HIV (mais de 80%) sdo portadoras do HPV
(virus que pode causar o cancer no colo uterino).

Os procedimentos realizados neste estudo sdo 0s mesmos que Vocé
receberia caso opte por ndo participar dele.

O QUE EU PRECISO FAZER NAS VISITAS DO ESTUDO?

Se vocé decidir participar neste estudo, serdo colhidas informacdes
sobre a sua saude e relacionadas a ela em todas as suas consultas.
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QUE EXAMES E ANALISES DE LABORATORIO SERAO FEITOS
NAS VISITAS DO ESTUDO ?

Sera realizado um exame ginecol6gico completo com coleta de material
para citologia oncoética (igual a realizada anualmente para prevencédo do cancer
do colo uterino em qualquer mulher), coleta de material para PCR para HPV (feita
com a mesma espatula usada para colher a citologia oncotica).

Necessitaremos que vocé faga exames de sangue que ajudaréo o seu
meédico a acompanhar como agem as defesas do seu corpo para auxiliar na
resposta ao tratamento ginecoldgico que se fizer necessario para a sua cura ou
um melhor controle da leséo pré-cancerosa.

Para a realizagdo destes procedimentos descritos aqui, podera ser
necessario que vocé compareca em mais de uma consulta.

QUANTAS MULHERES PARTICIPARAO DESTE ESTUDO E DURANT E
QUANTO TEMPO?

Estima-se a participagcdo de aproximadamente 550 mulheres de
diferentes cidades do Estado de Minas Gerais que fardo parte neste estudo.

QUAIS SAO OS RISCOS DESTE ESTUDO ?

Os riscos sdo muito pequenos. Nao ha riscos importantes na coleta do
material para prevengédo do cancer do colo uterino, apenas um leve desconforto
ou uma colica leve.

Quando houver necessidade de bidpsia no colo uterino vocé podera
sentir um cdlica leve, raramente podera ocorrer sangramento aumentado e/ou
desmaio.

Caso necessite de cauterizacdo quimica ou de eletro-cauterizacao
podera sentir um pouco de dor em célicas que sera minimizada, dependendo da
regido a ser tratada, com anestésicos locais.

Como em todo procedimento médico existe a possibilidade de
insucesso no diagnostico e tratamento destas lesdes. Sabe-se que nas mulheres
portadoras do HIV a porcentagem de recidiva (retorno) das lesdes do colo uterino
€ maior do que nas mulheres ndo portadoras do HIV. Mas, todos os esforcos
serdo feitos no sentido de minimizar as complicacdes decorrentes desta condicao.

HA BENEFICIOS DA PARTICIPACAO NESTE ESTUDO ?

Sim. Para vocé, de imediato: tera a possibilidade de diagndstico e
tratamento de suas lesdes no colo uterino, mas é bom lembrar que é o mesmo
gue voceé teria se optasse por nao participar do estudo ou se desejar desistir de
sua participacao neste estudo.

Para os médicos: as informac¢des obtidas neste estudo poderdo ajuda-
los a descobrir mais sobre as lesGes pré-cancerosas no colo uterino das mulheres
portadoras do HIV. Pretende-se saber se ha associagdo da carga viral
(quantidade do virus - HIV - no corpo) ou a contagem de linfécitos CD4 (séo as
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células da defesa do corpo) determinando a presenca ou gravidade destas lesdes
no colo uterino e infec¢cdes como pelo HPV que levam ao cancer. Espera-se que
com estes conhecimentos tenhamos mais facilidades no manejo destas pacientes
portadoras do HIV, contribuindo para a reducdo deste cancer cérvico-uterino e
melhora na qualidade da vida sexual destas pacientes.

CONFIDENCIALIDADE

Serdo feitos esforgcos no sentido de manter os prontuarios médicos
confidenciais  (privados), embora ndo se possa garantir absoluta
confidencialidade. O seu prontuario médico podera ser aberto, se exigido por lei.
Os resultados dos seus exames serdo mantidos em sigilo. Entretanto, esses
prontuarios poderdo ser vistos por individuos que trabalham neste estudo e os
resultados poderdo ser publicados em revistas cientificas. Vocé nao sera
pessoalmente identificada em nenhuma publicacdo resultante da informacéao
obtida neste estudo.

HA ALGUM CUSTO PARA MIM ?

Nao ha nenhum custo para vocé relacionado com as visitas clinicas,
exames ou testes de laboratério em conexao com o estudo.

EU RECEBEREI ALGUM PAGAMENTO ?

Vocé nao recebera nenhum tipo de remuneracéo (pagamento) por estar
neste estudo. Da mesma forma, n&o existe nenhuma remuneragdo para 0S
pesquisadores.

O QUE ACONTECERA SE EU SOFRER LESAO ?

Se vocé sofrer algum tipo de lesdo em consequéncia deste estudo, 0
ambulatorio ao qual vocé estd sendo acompanhada em qualquer uma das
diversas cidades de Minas Gerais (unidades clinicas) envolvidas neste estudo
dispensara a vocé o tratamento necessario e imediato da lesdo. Sera comunicado
onde vocé podera receber tratamento adicional das lesGes se for o caso. Vocé
tera também apoio adicional no Centro de Treinamento e Referéncias em
Doencas Infecciosas e Parasitarias da UFMG/PBH (CTR-DIP). Nao existe
qualquer programa de pagamento a vocé, mas vocé ndo estard renunciando a
nenhum direito legal ao assinar este termo de consentimento.

QUAIS SAO OS MEUS DIREITOS POR PARTICIPAR DA PESQUI SA ?

Sua participacdo na pesquisa € completamente voluntaria. Vocé tem o
direito de recusar a participar da pesquisa a qualquer momento sem prejuizo do
seu tratamento.
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu li este termo de consentimento (ou alguém o explicou para mim),
todas as minhas perguntas foram respondidas e concordo em tomar parte neste
estudo. Estou ciente de que eu posso sair a qualquer momento, sem perder o

direito de receber cuidados médicos.

Nome da paciente:

Assinatura da paciente:

Data: / /

Coordenador do Projeto

Prof. Dr. Victor Hugo de Melo

Belo Horizonte

Fone: (31)9968-2401/(31)3273-5233

Comité de Etica e Pesquisa da UFMG.

Telefone: (31)3248-9364

Professor / Médico
Cidade / Telefone
Data: / /
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APENDLCE B — QUESTIONARIO PADRAO - CENTRO DE TREINA MENTO E
REFERENCIA DE DOENGAS INFECCIOSAS E PARASITARIAS OR ESTES
DINIZ

1 PROGRAMA MULTICENTRICO PARA CONTROLE E PREVENCAO
DO CANCER CERVICO-UTERINO EM MINAS GERAIS

1. NUMERO DE ORDEM (n&o preencher)

2. PACIENTE

3. REGISTRO

4. DATA DE NASCIMENTO ( / / )
dd mm aaaa

5. DATA DA ENTREVISTA ( / / )
dd mm aaaa

6. IDADE (em anos) ( )
7. ESTADO CIVIL  ( )

8.a. MOTIVO1 DA CONSULTA ( )
b. MOTIVO2 DA CONSULTA ( )
9. USO DE ANTI-RETROVIRAIS ( )
10. TEMPO DE USO DE ANTI-RETROVIRAIS (emmeses) ()
11. FORMA DE CONTAGIO ( )

12. CONTAGEM DE LINFOCITOS T CD4 ( )

13. CONTAGEM DE LINFOCITOS T CD8 (
Serd registrado (digitado) o valor correspondente na data da contagem dos
linfécitos T CD4.

14. DATA DA CONTAGEM DE CELULAS T CD4 E T CDS8 ( / / )
Devera ser registrado a data da COLETA. dd mm aaaa

15. DOENCA INDICADORA DE AIDS — CATEGORIA C ( )
16. QUAL DOENCA CATEGORIAC ( )

17. CATEGORIAB ( )
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18. QUAL DOENCA DA CATEGORIAB ( )

19. CATEGORIA A ( )

20. CLASSIFICACAO DO CDC  { )

21. DATA DA CLASSIFICACAO DOCDC  ( / / )

E a data (dd/mm/aaaa) correspondente a menor dosagem de linfécitos T CD4 de
toda a vida da paciente.

22. CARGA VIRAL DO HIV

Sera considerada a dosagem mais alta e mais préoxima da data da coleta para
PCR, cujo laudo esteja no prontuario da paciente, dosada pelo método
NUCLISENS ou bDNA, independentemente da sensibilidade de deteccédo do
método.

CVv

23. METODO DA CARGA VIRAL DO HIV
Método carga ( )

24. DATA DA CARGA VIRAL
Corresponde a data (dd/mm/aaaa) da dosagem da carga  viral

Data carga ( / / )
25.MENARCA __________ANOS
26.COITARCA _________ANOS
27. NUMERO DE PARCEIROS SEXUAIS ( )

28. TABAGISMO ( )
29. TEMPO DE TABAGISMO MESES
30. TEMPO DE EX-TABAGISMO MESES
31. USO ATUAL DE DROGAS INJETAVEIS ( )
32. TIPO DE TRABALHO ( )
33. TEMPO DE ESCOLARIDADE ANOS
34. CONTRACEPCAO ATUAL ( )
35. HISTORIA OBSTETRICA
a. GESTA

b. PARA
c. ABORTO
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36. VULVOSCOPIA
a. VULVA 1 ( )

Considerar aqui a PRINCIPAL alteracdo visualizada no exame da vulva.

b. VULVA 2 ( )

Considerar nesta variavel a SEGUNDA principal alteracdo visualizada no
exame da vulva.

37. BIOPSIA DE VULVA  ( )

38. DATA DA BIOPSIA DE VULVA ( / / )
dd mm aaaa

39. VAGINOSCOPIA (VAGINA)

a. VAGINAL ( )

Considerar aqui a PRINCIPAL alteracao visualizada no exame da vagina.

b. VAGINA2 ( )

Considerar nesta varidvel a SEGUNDA principal alteragdo visualizada no
exame da vagina.

40. BIOPSIA DE VAGINA ( )

41. DATA DA BIOPSIA DE VAGINA ( / / )
dd mm aaaa
42. COLPOSCOPIADO COLO ( )

43. ALTERACAO COLPOSCOPICA NO COLO UTERINO  ( )

44. BIOPSIA DO COLO UTERINO ( )

45. DATA DA BIOPSIA DE COLO UTERINO ( / / )
dd mm aaaa

46. CITOLOGIA ONCOTICA ( )

47. DATA DA CITOLOGIA ONCOTICA ( / / )
dd mm aaaa

48. CIDADE ( )

49. RESULTADOS DA PCR PARA HPV
a. PCR PARA HPV ( )

b. PRESENCA DO HPV ( )
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c. HPVG ( )

d. HPV11 ( )

e. HPV16 ( )

f. HPV18 ( )

g.HPV31L ()

h. HPV33 ( )

i. HPV35 ( )

50- DATA DA PCR ( / / )
dd mm aaaa
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APENDICE C - TABELAS

TABELA 22
Idade (em anos) das pacientes infectadas pelo HIV ao entrarem no estudo,

nas cinco cidades de Minas Gerais

CIDADE | Idade Idade Média Desvio- | Mediana | Total de

Minima | Maxima padrao pacientes

BH 20 61 35,6 8,4 35 152
Betim 20 67 36,8 8,2 37 36
Barbacena 20 65 38,8 10,8 40 20
Divindpolis 23 64 35,3 9,1 34 44
C. Lafaiete 21 65 36,8 10,5 37,5 36
TODAS 20 67 36,1 8,9 35 288

TABELA 23

Idade (em anos) de inicio de atividade sexual das pacientes infectadas pelo HIV,

nas cinco cidades de Minas Gerais

CIDADE Minimo | M&ximo | Média | Mediana Desvio- Total de
padrao pacientes

BH 11 32 18,2 17,0 3,9 150
Betim 12 25 17,3 17,0 3,4 35
Barbacena 12 27 17,9 17,0 3,6 19
Divindpolis 10 34 17,5 17,0 4,6 44
C.Lafaiete 10 24 17,1 17,0 3,5 35

TODAS 10 34 17,8 17,0 3,9 283




TABELA 24
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Numero de parceiros sexuais das pacientes infectadas pelo HIV, ao entrarem no

estudo, nas cinco cidades de Minas Gerais

CIDADE Minimo | Maximo | Média de | Mediana | Desvio- Total de
parceiros padrdo | pacientes
BH 1 30 4,4 3,0 4,1 147
Betim 1 10 3,8 3,0 3,1 27
Barbacena 1 30 4,8 2,5 7,1 16
Divindpolis 1 50 7,1 3,0 9,5 43
C.Lafaiete 1 200 10,4 3,0 34,2 33
TODAS 1 200 5,5 3,0 13,2 266




