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RESUMO

Introdugdo: O Papilomavirus Humano (HPV) e o Herpesvirus Humano-8 (HHV-
8) podem influenciar na carcinogénese de lesdes anogenitais e orofaringeas na
mulher e no homem. Métodos: A amostra foi de trinta e um casais
heterossexuais. Foram avaliados condigdes sdcio-econdmicas, habitos gerais e
sexuais e historia prévia de doengas sexualmente transmissiveis, seguido da
coleta de esfregaco peniano de lesdes malignas e/ou potencialmente malignas
possivelmente associadas ao HPV. As respectivas parceiras foram submetidas
a coleta de esfregago de vagina/colo uterino, exame de colposcopia e citologia
cervical, exame clinico e coleta de esfregaco de mucosa oral. A pesquisa do
HPV e HHV-8 foi realizada através da reacdo da cadeia de polimerase (PCR)
com a utilizagdo dos primers MY09 e MY 11 e primers KS1 e KS2. Resultados:
Foi amplificado HPV-DNA a partir de esfregago de pénis (P) de 22/31 (71%);
18/31 (58,1%) das amostras de vagina/colo (V) e 17/31 (54,8%) mucosa oral
(B). Com relagdo ao HHV-8, foi amplificado DNA em 1/31 (3,2%) individuos
avaliados (P), 0/31 (0%) (V) e 3/31 (9,7%) (B). Observamos que entre o mesmo
casal ndo houve amplificacdo do HHV-8-DNA em mais de um sitio estudado.
De todos os casos positivos para HPV (P, V e B) e HHV-8 (P e B) foi observada
associagao significante (p=0,030). Conclusao: Pode haver uma co-infecgéo
entre o HPV e HHV-8 em diferentes sitios. Ndo foi observado a transmissao
sexual em casais heterossexuais ndo-infectados pelo HIV, devendo existir

outras rotas de transmisséo neste grupo estudado.

Palavras-chaves: papilomavirus humano; herpesvirus oito; heterossexuais;

reacao em cadeia da polimerase.



ABSTRACT

Background: The Human Papillomavirus (HPV) and the Human Herpesvirus-8
(HHV-8) may influence the carcinogenesis of anogenital lesions and
oropharyngeal lesions in women and men. Methods: The study group comprised
thirty-one heterosexual couples that had been questioned about their social-
economic status, sexual and general habits, and history of previously sexually
transmitted diseases (STDs). The male subjects were submitted to peniscopy
followed by penile swab obtained from malignant or potentially malignant lesions
possibly associated with HPV. Their female counterparts were invited and also
submitted to the questionnaire; colposcopy and cytology tests were performed
followed by of the uterine cervix and oral mucosa swabs. HPV-DNA and HHV-8
detection was performed by polymerase chain reaction (PCR) using consensus
primers MY09/11 and KS1/2. Results: HPV-DNA was detected in 22/31(71%) of
the penile samples (P); in 17/31 (58.1%) vaginal/cervix samples (V); and in
17/31(54.8%) oral female mucosal samples (O). HHV-8-DNA was amplified in 1/
31 (3.2%) patients evaluated (P), 0/ 31 (0%) (V) and 3/ 31 (9.7%) (O). Observed
that between the same couple was no amplification of HHV-8-DNA in more than
one site studied. In all cases positive for HPV (P, V and O) and HHV-8 (P and O)
was significant association (p = 0.030). Conclusion: There may be an interaction
between HPV and HHV-8 in different sites. It had not been observed sexual
transmission in heterosexual couples non-infected HIV, probably there are others

different routes of transmission in this group studied.

Key words: human papillomavirus; human herpesvirus 8; heterosexual;

polymerase chain reaction.



APRESENTAGCAO

Esta dissertacdo foi organizada como um artigo e sera submetida ao
periddico cientifico Sexually Transmitted Diseases, que tem um fator de
impacto 2863, estd indexado nas seguintes bases: MEDLINE/PUBMED,
EMBASE, SCOPUS, International Pharmaceutical Abstracts (IPA), BIOSIS
Previews, Science Citation Index Expanded, Current Contents/Clinical Medicine
and Life Sciences, Chemical Abstracts.

O trabalho desenvolvido é relevante por tratar de virus com potenciais
oncogénicos. Também por ter um numero pequeno de trabalhos descritos na
literatura que abordem o tema, a maioria tem por critérios de inclusdo pacientes
HIV infectados ou pacientes com comportamento de risco. Pesquisas
anteriores indicam correlagao entre a presenga de verrugas genitais (causadas
pelo HPV) e a deteccédo do HHV-8. Por isso era condi¢do do nosso trabalho, os
parceiros possuirem lesées malignas ou potencialmente malignas associadas
ao HPV no pénis e nao serem HIV positivos. Estudamos também o
comportamento destes virus em suas parceiras, nos sitios vagina/colo de utero
e boca, ja que ambos podem causar lesdes nesses locais.

Esta bem estabelecido na literatura que o HPV pode ser transmitido por
via sexual e sua presencga nos sitios estudados, por isto focamos o estudo no
HHV-8, para verificar o comportamento deste nos sitios estabelecidos e sua
possivel rota de transmissao sexual, a fim de auxiliar o desenvolvimento de

métodos que objetivem limitar ou eliminar a disseminagao desta infecgéo.

Palavras-chaves: papilomavirus humano; herpesvirus oito; heterossexuais;

reacao em cadeia da polimerase.



PRESENTATION

This study was organized in article format and will be submitted to the
scientific periodic Sexually Transmitted Diseases, which impact factor is 2.863,
and is indexed in MEDLINE/PUBMED, EMBASE, SCOPUS, International
Pharmaceutical Abstracts (IPA), BIOSIS Previews, Science Citation Index
Expanded, Current Contents/Clinical Medicine and Life Sciences, and Chemical
Abstracts data bases.

The present study is important to tell about potencially oncogenic viruses,
and because of a few number of studies described in the literature (most of
them include HIV infected patients or with environmental risk). Previous
researches indicate a correlation between genital wart (caused by HPV) and the
HHV-8 detection. For this reason, one condition of our study was that the male
subjects should present malignant or potentially malignant lesions associated to
penis HPV and they should not be non-infected HIV. We also had studied these
viruses behavior with their partners, evaluating the vagina/cervix uterus and oral
regions, explained because both of them can cause lesions in these regions.

It is well established in the literature that the HPV can be transmitted
sexually, and be presented in the studied areas. For this reason, our study had
analyzed the presence of HHV-8 in those areas and its possible ways of sexual
transmission, aiming to help in the development of methods to limit or eliminate

the infection dissemination.

Key words: human papillomavirus; human herpesvirus 8; heterosexual;

polymerase chain reaction.
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Breve resumo

Observou-se uma associagao estatisticamente significante entre a presenca do

HPV e HHV-8 e os sitios vagina/utero, boca nas parceiras e lesbes penianas.

Maiores investigagdes sdo necessarias para estabelecer as principais rotas de

transmissao do HHV-8 em casais heterossexuais.

INTRODUGAO

Tem sido estimado que entre 15 e 20% de todos os canceres humanos

I'2. Observagdes de que os casais, por vezes,

podem ter uma etiologia vira
poderiam ser afetados por tipos de cancer semelhantes implicou em um maior
apoio para uma etiologia infecciosa de tumores. Muitas vezes o virus pode
contribuir, mas nao sao suficientes para, carcinogénese completa. Co-fatores
adicionais, tais como a imunidade do hospedeiro e inflamagao crbénica, bem

como mutacgoes celulares, deve também desempenhar um papel importante no

processo de transformagao®.

A patogénese dos tumores orais também tem sido relacionada a uma
infeccao viral persistente do Herpesvirus 8 (HHV-8) e Papilomavirus Humano
(HPV) com interagbes moleculares com o Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV), o que contribuiria para as alteragdes genéticas que desencaderiam no
desenvolvimento do tumor, participando como co-fatores do carcinoma de
células escamosas oral por ativacdo, amplificacdo e a superexpressdo de

oncogenes existentes dentro dos tecidos neoplasicos*?.
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Os tipos virais oncogénicos mais comuns de HPV sdo o 16 e o 18,
podendo ou n&o causar neoplasia benigna ou maligna do trato genital, oral e
faringeo”. A correlagdo entre a infeccdao por HPV e carcinoma cervical

invasivo ja foi descrita e é cientificamente comprovada®®'%1"12,

Homens portadores de lesdes penianas por HPV de alto risco tém maior

|13

possibilidade de desenvolver carcinoma peniano e anal ” e também aumentam

|14 I 15

o risco de desenvolvimento de neoplasia cervical ™ e oral " em suas parceiras.

Uma revisdo de varios estudos sobre pesquisa do DNA-HPV em
carcinoma espinocelular oral (OSCC) conduzida por Praetorius (1997) levou a
conclusao que pode haver uma variagao 0 a 100% da prevaléncia de HPV-
DNA em OSCC, contudo, a maioria dos estudos mostra uma média de

prevaléncia entre 25% e 75%'®"".

O HHV-8, que é um virus da familia herpes, é referido como agente
etiolédgico de todas as formas de Sarcoma de Kaposi (KS)'®'®? do linfoma
efusional primario (PEL)*"?? e da forma multicéntrica da doenca de Castleman
(MCD)?**?*. Tem sido identificado em KS oral, outras lesdes orais (por exemplo,
ulceras nao-especificas) e na mucosa oral normal de pacientes HIV

positivos®>?°,

No que diz respeito ao potencial de transmissao sexual do HHV-8 entre
heterossexuais, pouca informagdo estd disponivel?’. Entre os homens
heterossexuais que vivem em areas onde a infecgdo € endémica, um estudo
recente sugere que fatores sexuais podem desempenhar um papel

importante?®.
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Alguns estudos identificaram uma histéria de sifilis, HIV-1, a idade
avangada, raca negra, uso de drogas intravenosas, DSTs (verrugas genitais,
gonorréia), e abuso de alcool como sendo fatores correlacionados a infecgéo
pelo HHV-82930:313233.343536.37  anquanto outros estudos ndo mostraram

nenhuma evidéncia de transmissao por contato sexual 3394041,

Estudos iniciais sugerem que o HHV-8 é raramente encontrado no
sémen®?, outros mostraram que o virus estd presente no sémen de
homossexuais masculinos, HIV positivo nos Estados Unidos, e ocasionalmente
em heterossexuais HIV negativo®™***°. Foi detectado também na prostata,
glande ou prepucio e no trato genital feminino, sugerindo assim, que particulas
virais poderiam ser transmitidas durante o intercurso sexual. A identificagao de
HHV-8 DNA em fluido cervical de mulheres com SK, mostra taxas de 25 a
40%46,47.

HHV-8 DNA foi detectado na saliva em pacientes HIV-1 positivo e menos

45,48

frequentemente em saliva de paciente HIV-negativo™ ™", sugerindo que o HHV-

8 ¢é transmitido na saliva como outros herpesvirus humano (EBV,

citomegalovirus, HHV-6, HHV-7, e humanos do virus herpes simplex tipo 1)*"

49,50,51

HPV e HHV-8 sao infeccbes que estdo associados com algumas
neoplasias malignas (carcinoma cervical, vulvar, anal e peniana e sarcoma de

53,54,55

Kaposi),> e ambos virus foram detectados no tecido da préstata e no

carcinoma de laringe *°.

Sinergia viral entre HHV-8 e HPV podem ser responsaveis por neoplasia
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intra-epitelial peniana em pacientes KS com AIDS*’. As células endoteliais
transformadas pelo HPV 16 também s&o passiveis para infeccdo pelo HHV-8
derivado do BCB-1 linha celular. O genoma viral € mantido indefinidamente e
permanece em estado latente, como indicado pela reagdo com o anticorpo
monoclonal para a ORF-73, um gene indicador da laténcia do HHV-8. O virus
nessas células endoteliais infectadas poderia induzi-las a entrar no ciclo litico.
Esta transicdo causa nas células um padrao de crescimento de achatado para
uma morfologia com fusiforme, um padrao tipico de crescimento das lesdes de

Sarcoma de Kaposi®®.

Apesar de testes moleculares e sorolégicos terem sido usados para
definir epidemiologia do HHV-8/KSHV-8 a sua exata taxa de prevaléncia ainda
€ incerta e as possiveis rotas de transmissdo ainda nao foram bem
estabelecidas®™. A elucidagdo destes dados representa uma ferramenta
essencial e auxiliar o desenvolvimento de métodos que objetivem limitar ou
eliminar a disseminacdo desta infeccdo °°. Portanto o objetivo deste estudo é
detectar a presenga virus HHV-8 e HPV em casais heterossexuais nao
infectados pelo HIV, verificar se ha transmissao por via sexual e estabelecer
suas prevaléncias em lesdes penianas associadas ao HPV, e nos sitios vagina/

colo do utero e mucosa bucal das parceiras.

MATERIAIS E METODOS
Amostra

Este foi um estudo transversal observacional utilizando-se com uma
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amostra de conveniéncia constituida por 62 pacientes, sendo 31 casais
heterossexuais residentes na Regido Metropolitana da Cidade do Recife. O
universo da amostra foi o grupo de pacientes provenientes dos ambulatérios de
referéncia em atendimento as Doengas Sexualmente Transmissiveis (DST’s) da
Cidade do Recife, e incluiram o Hospital das Clinicas de Pernambuco (Servigo
de Dermatologia — DST e o Servigo de Colposcopia) e o Hospital de Cancer de
Pernambuco (Servigo de Urologia), localizados no Estado de Pernambuco,
Brasil. Este protocolo de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Pernambuco sob o numero 232/08. Para serem inclusos os parceiros deveriam
ser maiores de 18 anos, ser portador de lesdo potencialmente maligna ou
maligna peniana, ter parceira fixa ha pelo menos 1 ano e sua parceira concordar

em participar da pesquisa.

Coleta de dados

O diagnéstico de lesbes penianas malignas e/ou potencialmente malignas
possivelmente associadas ao HPV foi realizado por um urologista. Um
questionario foi aplicado pela pesquisadora e o esfregago peniano foi coletado
com o auxilio de uma escova ginecoldgica do tipo Cytobrush (Kolplast®
Comercial Industrial do Brasil Ltda). Apds esta etapa, as respectivas parceiras
foram convidadas e posteriormente submetidas ao exame clinico da boca, coleta
do esfregago de mucosa oral, exame de colposcopia, citologia cervical e coleta
do esfregago de vagina/colo uterino, os ultimos trés exames, igualmente por

profissional da area.
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Os casos de lesdes genitais suspeitas de malignidade foram submetidos a
biépsia por um profissional da area (urologista ou ginecologista). Os pacientes
foram submetidos a exames sorologicos para HIV e sifilis, todos os pacientes

foram soro-negativos.

Extracao e purificagdo do HHV-8 DNA e HPV-DNA

As amostras de saliva coletadas foram identificadas e o DNA extraido
com o kit de extracdo e purificagdo de DNA Geneclean® (GENECLEAN® Kit,
BIO 101, La Jolla, CA) adaptado de acordo com o protocolo sugerido por Ledo

et al., (1999).

PCR HHV-8

O DNA extraido das amostras foi previamente submetido a um controle
de qualidade através da amplificacdo de segmento do gene da [(-globina
humana com os primers GH20 (5' CAACTTCATCCACGTTCACC 3') e PC04 (5'

GAA GAGCCAAGGACAGGTAC 3').

No primeiro round da reagcdo de amplificacdo (PCR) do HHV-8 DNA
foram  utilizados os iniciadores  consenso  KS1 (sense): 5
CCGAGGACGAAATGGAAGTG 3 e KS2 (anti-sense): 5
GGTGATGTTCTGAGTACATAGCGG 3’ (Invitrogen® Brazil LTDA), os quais
amplificam especificamente a regido do gene ORF73. Esses iniciadores séo
capazes de amplificar um fragmento de aproximadamente 142 pares de bases

(pb), tornando possivel a deteccdo da maioria dos tipos de KHSV/HHV-8%%%°. A
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reacao de amplificacdo foi realizada em um volume final de 25uL, contendo
agua estéril (Nuclease Free Water, Promega®), Taq polymerase buffer (Taq
Gen-Tamp&o 10x, Biosystems®), 15 mM de MgCl, (Tag Gen-MgCl, 50nM,
Biosystems®) 200 mM de cada uma das 4 deoxinucleotideo trifosfato-DNTps
(DNTp mixture 100nM solution, Amresco®), 20 pmol de cada iniciador, 1
unidade de Taq polymerase (Taq gen-Taq polimerase, Biosystems®) e2,5mM
de DNA da amostra. O sistema de amplificacdo do DNA foi realizado em tubos
de 500uL, que foram transferidos para o termociclador (Peltyer Thermal Cycler
-DNA Engine Tetrad® Leesburg, FL, EUA.). O programa da PCR constituiu das
seguintes etapas: desnaturagéo 94°C por 5 min, 34 ciclos (94°C por 1 min. +
60°C por 1 min. + 72°C por 1 min) e extensao final a 72°C por 1 minuto. Apos
esta etapa, as amostras foram submetidas a uma Nested-PCR com as

mesmas condi¢cdes e 0s mesmos iniciadores anteriormente citados.

PCR HPV

Na reagdao de amplificagcdo (PCR), foram utilizados os iniciadores
consenso MY09: 5 CGTCCMAARGGAWACTGATC 3 e MY11: &
GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3’ (Invitrogen® Brazil LTDA), os quais
amplificam especificamente uma parte do gene L1, que é a regido mais
conservada no genoma dos diferentes tipos de HPV, codificando uma proteina
do capsideo viral. Esses iniciadores sao capazes de amplificar um fragmento
de aproximadamente 450 pares de bases (pb) do gene L1, tornando possivel a
deteccdo da maioria dos tipos de HPV °'. A reacdo de amplificagdo foi

realizada em um volume final de 30uL, sendo constituida por 3uL de Tampao
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(1%) (Amresco™ Inc, Ohio, EUA), 1,5uL de MgCl; (3mM) (Amresco™ Inc,
Ohio, EUA), 2,4uL de desoxinucleotideos fosfatados (dNTP) (Amresco™ Inc,
Ohio, EUA), 3uL de cada iniciador, 3uL de TagPolimerase (Amresco™ Inc,
Ohio, EUA) e 13,9uL de agua livre de nuclease. O sistema de amplificagdo do
DNA foi realizado em tubos de 500uL, que foram transferidos para o
termociclador (Peltyer Thermal Cycler -DNA Engine Tetrad® Leesburg, FL,
EUA.). O programa de PCR constituiu das seguintes etapas: desnaturagao
94°C por 1 min, 34 ciclos de 55°C por 30 seg. + 72°C por 30 seg. + 94°C por 1
min., extensao final a 72°C por 10 minutos e um “hold” a 4°C. Ao produto final
da PCR foram adicionados 2ul corante Azul de Bromofenol Orange
(Blue/Orange Loading Buffer Dye, 6X Promega® Madison, WI, EUA) para
posterior aplicagdo no gel de Agarose a 2% (Pronadisa Conda® Laboratories -

Madrid, Espanha).

Eletroforese

Ao produto final da PCR do HHV-8 e HPV foram adicionados 2ul corante
Azul de Bromofenol Orange (Blue/Orange Loading Buffer Dye, 6X Promega®
Madison, WI, EUA) para posterior aplicagdo no gel de Agarose a 2%
(Pronadisa Conda® Laboratories - Madrid, Espanha). Nesta etapa foi realizada
a corrida no gel de Agarose a 2%, preparado com 1,6g de Agasore pura e
80mL de TrisBorato EDTA 1X (TBE - Amresco™ Inc, Ohio, EUA) e 5uL de
Brometo de Etidio (Promega® Madison, WI, EUA). A corrida fio realizada em
uma cuba eletroforética horizontal (Omniphor® Biosystems Comercial, Imp. e

Exp. de equipamentos para Laboratérios Ltda.) contendo TBE 1% a 60V, com
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corrente de 80mA por 45 minutos. Os fragmentos de DNA foram visualizados
através de um transiluminador com luz Ultra-Violeta (UV) (Vilber Lourmat®,
Franga), no comprimento de onda de 302nm e as fotografias foram tomadas

com o auxilio do sistema de foto-documentacao (Vilber Lourmat®, Franca).

Analise estatistica

O nivel de significancia utilizado na deciséo dos testes estatisticos foi de
5,0%. Os dados foram digitados na planilha Excel e o “software” estatistico
utilizado para a obtengao dos calculos estatisticos foi 0 SPSS (Statistical Package

for the Social Sciences) na versao 15.

Para analise dos dados foram obtidas distribuicdes absolutas e
percentuais (Técnicas de estatistica descritiva) e foi utilizado o teste Qui-
quadrado de Pearson ou Exato de Fisher desde que as condi¢cdes para utilizagao

do teste Qui-quadrado nao foram verificadas.

RESULTADOS

Os pacientes do sexo masculino encontravam-se com idade variando
entre 20 e 62 anos (média de 32 anos), e suas respectivas parceiras, com idade
entre 18 e 57 anos (média de 30 anos), totalizando sessenta e dois participantes.
A maioria dos participantes da pesquisa encontrava-se com ensino meédio:
completo (16/62; 25,8%) ou incompleto (23/62; 37,1%). A renda média dos

casais em salarios minimos em média 2,4 salarios (DP=2,4 IC[1,7-3,6]). Um total
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de 17/62 (27,4%) participantes relatou o habito do tabagismo.

Através da Tabela 01, pode ser observado que a média de idade da
primeira relagdo sexual dos individuos em estudo foi de 16 anos (DP=3,5 IC
[14,1 e 16,6]). Os homens apresentaram uma média de idade para a primeira
relacdo sexual menor (15,3 anos) quando comparados as suas parceiras (17,9
anos) (p= 0,004). O numero médio de parceiros sexuais entre os entrevistados
foi de 7,9 (DP=10,5 IC [5,3 e 10,6]). Similarmente, ao analisar o numero meédio
de parceiros estratificando pelo sexo, foi observado que no grupo dos homens
0 numero médio de parceiras foi maior (13,8 DP=12,3 IC [8,6-26,5]) quando
comparados as esposas (2,1 DP=1,3 IC [1,1-5,2]) (p <0,001). Da mesma forma,
na analise do numero médio de parceiros no ultimo ano, o nimero médio de
parceiras foi de 1,2 (DP=0,5 IC [0,9 a 1,3]), enquanto que o numero médio de
parceiros foi constante de apenas um individuo (p= 0,020). A relagdo com
profissional do sexo foi questionada apenas para os individuos do sexo
masculino, e foi possivel observar que 18/32 (58,1%) nao relataram este

contato sexual prévio ao longo de sua vida sexual (Tabela 02).

No estudo da associacdo entre a ocorréncia de HHV-8 com as variaveis
demograficas e socio-econbmicas e para a margem de erro fixada em 5,0%,
nenhuma variavel se mostrou significativa conforme resultados apresentados na

Tabela 3.

Da Tabela 04 se destaca que os dois métodos contraceptivos mais
frequentes foram: ligagdo de trompas e pilula, com 29,0% cada e que 83,9%
faziam pratica de sexo oral, mas apenas 22,6% utilizava algum método de

barreira durante a felagao.
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De acordo com os resultados dos exames clinicos, os individuos do sexo
masculino participantes deste estudo eram portadores de alteracbes penianas
malignas e/ou potencialmente malignas acetobrancas possivelmente
associadas ao HPV (31/31; 100%) e nenhum possuia altera¢des clinicas
sugestivas de KS. Nos achados citologicos/colposcépicos, um total de 25/31
(80,6%) mulheres apresentaram alteragbes acetobrancas possivelmente
causadas pelo HPV. Ao exame clinico de mucosa oral das parceiras nao foram

observadas alteragdes patoldgicas visiveis (0/31; 0%).

Os resultados da amplificacdo do HPV-DNA através da PCR
demonstraram que 22/31 individuos avaliados (71%) foram HPV-DNA positivos
nas lesdes penianas. Ainda, 18/31 (58,1%) parceiras estudadas, foram HPV-
DNA positivas para os esfregacos de vagina/colo uterino e 17/31 (54,8%) para
os esfregacos de mucosa oral (Tabela 05). Os resultados da amplificagcao do
HHV-8-DNA através da PCR demonstraram que 1/31 individuos avaliados
(3,2%) foi HHV-8DNA positivo em lesdo peniana. Ainda, 0/31 (0%) das
parceiras estudadas foi HHV-8-DNA positiva para os esfregagos de vagina/colo
uterino e 3/31 (9,7%) foram positivas para os esfregacos de mucosa oral
(Tabela 06). Observamos que entre 0 mesmo casal nao houve amplificagao do

HHV-8-DNA em mais de um sitio estudado.

No estudo da associagao entre HPV e HHV-8 no pénis (Tabela 07) se
destaca que dos 22 casos positivos para HPV apenas um se mostrou também
positivo para HHV-8 e entre os 9 casos negativos para HPV nenhum foi positivo
para HHV-8 e a associacdo entre essas duas variaveis ndao se mostra

significativa (p = 1,000).
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Quando se analisa a associagao entre HPV boca e HHV-8 boca (Tabela
08) verificam-se que: dos 17 casos positivos para HPV apenas um foi positivo
para HHV-8 enquanto que entre os casos negativos para HPV, 14,3% foram
positivos para HHV-8, entretanto ndo se comprova associacgao significativa entre

as duas variaveis em analise (p > 0,05).

Na tabela 9, foi considerado todos os casos positivos para HPV em
todos os sitios estudados (pénis, vagina e boca) e os casos positivos para
HHV-8 (pénis e boca), a associacdo entre as duas varidveis se mostrou

significativa (p=0,030).

DISCUSSAO

As neoplasias malignas associadas a infeccéo pelo HIV s&o algumas
vezes, induzida por virus que sao responsaveis por infeccbes persistentes,
como virus Epstein-Barr, HHV-8 e HPV. As alteragcdes da imunidade celular
induzida pela infeccdo com o HIV, tanto a nivel sistémico e local sao
responsaveis por uma expressao descontrolada, a resposta imune especifica
para controlar a infeccdo por esses virus anteriormente ou recentemente

adquiridos sdo pouco conhecidos %43,

O papel do HHV-8 em tumores malignos foi investigado em poucos
estudos®. Cerimele et al., (2001) demonstraram in vitro que o HHV-8 pode
infectar queratinécitos humanos. Atula et al., 1999 ndo observou presenca de

HHV-8 nem HPV em amostras de tumores de glandulas salivares. Neste
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estudo detectou-se HHV-8-DNA em uma amostra peniana, em paciente que

também apresentava condiloma, lesdao associadada ao HPV.

Brouchet et al., (2005) investigaram um grupo composto de pacientes
com carcinoma do pulmdo para a presenga de alguns virus oncogénicos,
incluindo HHV-8 e HPV usando hibridizagao in situ e imuno-histoquimica, mas
nenhuma relagdo pode ser atribuida a qualquer um deles. Alguns estudos
moleculares tém sugerido uma associagao entre o HHV-8 e cancer de proéstata,

porém estes resultados ndo puderam ser confirmados por outros estudos

67,68,69,70

GUVENC et al., (2008) investigaram a presengca de HHV-8 em
carcinoma de laringe. A prevaléncia do HHV-8 no CEC de laringe foi 10,46% e
apenas um era positivo para HHV-8 e HPV, sugerindo que deve ser
considerado um papel sinérgico no desenvolvimento de carcinoma. No
presente estudo um paciente era positivo para ambos os virus e tinha
comportamentos de risco, como alto numero de parceiras sexuais (20), contato
com profissionais do sexo, presenca de DST (condiloma) e era nao-
circuncisado. Pratica sexo oral com barreira (preservativo); sua parceira, que
relatou vida sexual com um unico parceiro, utiliza Dispositivo Intra-Uterino
(DIU) como método contraceptivo, € HPV positiva em vagina/colo de utero. Nao
foi amplificado HPV ou HHV-8 em boca. Diante deste caso, infere-se que o uso
do preservativo evitou que os virus fossem transmitidos para boca da paciente,
e como o DIU nao previne a transmissao de doengas sexuais, sugere-se que a
parceira tenha adquirido o HPV por via sexual. Diante do pequeno numero

positivo, novos estudos seriam necessarios para um esclarecimento maior
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nesses casos em que ambos o0s virus sao amplificados.

Estudos de soroprevaléncia do HHV-8 em varias regides do mundo
possibilitam um maior esclarecimento sobre multiplos fatores que influenciam
sua transmissao e que devam existir varias vias de transmissdo. A transmissao
sexual em populagdes expostas a risco epidemioldgico desta infec¢gdo, como
por exemplo, ser HIV soropositivo, elevado numero de parceiros sexuais,
historia de doengas sexualmente transmissiveis, contato com profissionais do

37172 esta bem estabelecida,

sexo, condigdes precarias de higiene e saude
porém em casais heterossexuais nao-infectados pelo HIV ainda sao

controversas.

HHV-8 tem sido encontrado no sémen em (13 a 20%) dos pacientes com
KS, porém é incerto se a quantidade do virus presente no sémen € suficiente
para transmissao sexual’®. Outros autores n3o detectaram a presenca do HHV-
8-DNA em sémen de pacientes com KS ou de individuos sororreagentes para o
HHV-8 e de moradores em areas endémicas de KS. A identificacdo de HHV-8
DNA em fluido cervical de mulheres com KS, mostra taxas de 25 a 40% tanto

em mulheres KS/AIDS da Africa como em mulheres KS classico da Italia*®*’.

Corroborando com o estudo de CHAN et al., 1999, que detectaram uma
prevaléncia similar de HHV-8-DNA entre os grupos HPV-positivo e
HPV-negativo, em amostras de cérvice de mulheres chinesas, foram similares
(9.4% vs. 8.0%). Das amostras amplificadas HHV-8 positivas (boca e lesdes
penianas), 3,2% eram HPV positivas e 3,2% HPV negativas, mas nenhuma

amostra foi HHV-8 positiva em colo de utero/vagina.
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Concorda-se com TAYLOR et al., 2004, que também encontraram uma
maior presenca de HHV-8 DNA na cavidade oral (34%) do que em relagao a
secrecgdes do trato genital (6%) quando de prostitutas HIV-1 do Quénia, com ou
sem SK. CASPER et al., 2004, detectaram carga viral elevada na saliva em
HSH, confirmando o fato da boca ser um local de liberagdo do HHV-8, pois o
epitélio celular oral € competente para que ocorra a replicagcdo do virus.
Detectou-se HHV-8-DNA em 9,7% em cavidade oral (3/31) e 3,2% em lesdes

penianas (1/31).

No estudo de LaDuca et al., (1998) foi quantificado HHV-8 DNA na saliva
de 37% dos pacientes estudados KS. HHV-8 DNA também foi encontrada no
sémen de 12% dos mesmos pacientes KS. CORBELLINO et al., 1996,
detectaram HHV-8 DNA em tecido prostatico e esperma, e sugeriram que

particulas virais poderiam ser transmitidas durante o intercurso sexual.

Discordando dos estudos anteriores, KOELLE et al, 1997 nao
detectaram HHV-8 em saliva de controles saudaveis, mas acharam em 33%
em pacientes com AIDS e 75% de pacientes infectados pelo HIV com KS.

Detectou-se HHV-8 DNA em saliva de 9,7% parceiras HIV negativa.

A deteccao de sequéncias de DNA e de anticorpos anti-HHV-8 em
criangas indicam a existéncia de vias de transmissdao nao sexual deste virus.
Podendo ocorrer transmissao vertical ou através do contato com secrecdes
como a saliva e leite materno’®. Este estudo observou que n3o houve
transmissao sexual entre os casais, e que devem existir outras rotas para que

ocorra transmissao em individuos HIV soronegativos.
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CONCLUSAO

Os achados neste estudo sugerem que pode haver uma co-infecgéo
entre o HPV e HHV-8 em vagina/colo de utero e boca (em parceiras) e lesédo
peniana. Nao foi observado transmissao sexual em casais heterossexuais nao-
infectados pelo HIV, podendo existir outras rotas de transmissdo neste grupo

estudado.
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FIGURAS

Figura 1

Figura 1. Nested HHV-8-DNA PCR com os primers KS1 e KS2 das amostras
de pénis. L: Ladder; C+: Controle positivo; C-: Controle negativo; P8: amostra
positivas para DNA-HHV-8. P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P9, P10, P11, P12,
P13: amostras negativas DNA-HHV-8. A seta indica o tamanho do

amplicon/fragmento amplificado (142 pb).
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Figura 2

Figura 2. Nested HHV-8-DNA PCR com os primers KS1 e KS2 das amostras
de boca. L: Ladder; C+: Controle positivo; C-: Controle negativo; B3 e B12:
amostra positivas para DNA-HHV-8. B1, B2, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10, B11,
B13: amostras negativas DNA-HHV-8. A seta indica o tamanho do

amplicon/fragmento amplificado (142 pb).
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Figura 3

Figura 3. Nested HHV-8-DNA PCR com os primers KS1 e KS2 das amostras
de boca. L: Ladder; C+: Controle positivo; C-: Controle negativo; B6: amostra
positiva para DNA-HHV-8. B1, B2, B3, B4, B5, B7, B8, B9, B10, B11, B12, B13,
B14, B15, B16, B17, B18: amostras negativas DNA-HHV-8. A seta indica o

tamanho do amplicon/fragmento amplificado (142 pb).
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TABELAS

Tabela 1. Analise descritiva e comparacdo de média das variaveis quantitativas

segundo o sexo do individuo.

Variavel N Média Mediana 2°5VI® Minimo Maximo IC(95%) Valorde
padrao p
Primeira
relagao
sexual
Homens 31 153 15,0 25 12 22 14,2 - 1
! ! ’ 16,4 p®=
Mulheres 31 179 18,0 40 11 29 122603_ 0,004
14,1 -
Geral 62 16,6 16,0 3,5 11 29 166 -
Numero de
parceiros
sexuais
Homens 31 138 10,0 12,3 1 70 %g; .
o *
Mulheres 31 2.1 2.0 13 1 6 1é12 <0,001
53—
Geral 62 7.9 4.0 10,5 1 70 105 -
Numero de
parceiros
sexuais no
ultimo ano
Homens 31 12 10 0.5 1 3 09— o
1,3 0,028
Mulheres 31 1,0 1,0 0,0 1 1 Todos 1 ’
Geral 62 11 1.0 0.3 1 3 11*02‘

(*) — Diferenca significante ao nivel de 5.0%.
(1) — Através do teste teste t-Student para comparagéo de média
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Tabela 2. Distribuigcdo dos individuos do sexo masculino que relataram ter tido

relagao sexual com profissional do sexo.

Relagao sexual com

profissional do Sexo** Homens
Sim 13(41,9%)
Nao 18(58,1%)

**O questionamento sobre a pratica da relagao sexual com profissional do sexo
foi realizado apenas com os individuos do sexo masculino.
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Tabela 3 — Avaliagao o resultado do HHV-8 segundo a faixa etaria, sexo, cor da
pele, escolaridade, idade da primeira relacdo sexual, numero de parceiros
sexuais na vida e numero de parceiros sexuais no ultimo ano

HHV-8
Variavel Positivo Negativo TOTAL
n % n % n %

¢ Faixa etaria

Até 29 2 5,7 33 94,3 35 100,0

30a39 1 9,1 10 90,9 11 100,0

40 ou mais 1 6,3 15 93,8 16 100,0
e Sexo

Masculino 1 3,2 30 96,8 31 100,0

Feminino 3 9,7 28 90,3 31 100,0
e Cor da pele

Branca 3 10,7 25 89,3 28 100,0

Nao branca 1 29 33 97,1 34 100,0
e Escolaridade
_Até fundamental 1 10,0 9 90,0 10 100,0
incompleto

Fundamental completo/ 1 3,7 26 96,3 27 100,0

Médio incompleto

Médio completo/ Superior 2 8,0 23 92,0 25 100,0
¢ |dade da primeira

relagao

Sexual

11a13 1 8,3 11 91,7 12 100,0

14 a 16 1 4,5 21 95,5 22 100,0

17 ou mais 2 7,1 26 92,9 28 100,0
¢ NUimero de parceiros

sexuais

Até 2 3 12,5 21 87,5 24 100,0

3a6 - - 14 100,0 14 100,0

7 ou mais 1 4,2 23 95,8 24 100,0
¢ Numero de parceiros

sexuais

no ultimo ano

Um 4 7,0 53 93,0 57 100,0

Dois ou mais - - 5 100,0 5 100,0
Grupo Total 4 6,5 58 93,5 62 100,0

p>0,05 para todas as variaveis.
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Tabela 4 — Distribuicdo dos pesquisados segundo os dados relacionados com a

mulher

Variavel

%

e Método contraceptivo
Nenhum
Ligacéo de trompas
Pilula
DIU
Camisinha

¢ Pratica de sexo oral
Sim
Nao
e Uso de algum método como barreira durante a
pratica de sexo oral
Sim
Nao

TOTAL

O W oo,

31

16,1
29,0
29,0
9,8
16,1

83,9
16,1

22,6
77,4

100,0
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Tabela 5 - Resultado da PCR para a detecgao HPV-DNA

PCR para HPV-DNA

PCR Pénis N (%)
Positiva 22(71,0%)
Negativa 9(29,%)
PCR Vagina/Colo Uterino

Positiva 18(58,1%)
Negativa 13(41,9%)
PCR Boca (parceira)

Positiva 17(54,8%)
Negativa 14(45,2%)

Tabela 6 - Resultado da PCR para a deteccdo HHV-8 DNA.

PCR para HHV-8-DNA

PCR Pénis N (%)
Positiva 1(3,2%)
Negativa 30(96,8%)
PCR Vagina/Colo Uterino

Positiva 0 (0,0%)
Negativa 31(100,0%)
PCR Boca (parceira)

Positiva 3(9,6%)
Negativa 28(90,4%)
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Tabela 07 — Avaliagao do resultado do HHV-8 (pénis) segundo o resultado do HPV
— PCR (pénis)

Resultado do HHV-8

(pénis)
Resultado do HPV - PCR  Ppositivo Negativo TOTAL Valor de p
(pénis)
n % n % n %
Positivo 1 45 21 955 22 100,0 p'"=1,000
Negativo - - 9 100,0 9 100,0
Grupo Total 1 32 30 968 31 100,0

(1): Através do teste Exato de Fisher.

Tabela 08 — Avaliagcéo do resultado do HHV8 (Boca) segundo o resultado do HPV
(Boca)

Resultado do HHV8 (Boca)

Resultado do HPV - PCR  Ppositivo Negativo TOTAL Valor de p
(Boca)

n % n % n %
Positivo 1 5,9 16 94,1 17 100,0 p'"”=0,576
Negativo 2 14,3 12 85,7 14 100,0
Grupo Total 3 9,7 28 90,3 31 100,0

(1): Através do teste Exato de Fisher.
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Tabela 9 — Avaliagao dos casos HPV (pénis, boca, vagina) segundo o resultado

do HHVS8 (pénis e boca)

HPV - final
Resultado do HHVS Positivo  Negativo TOTAL Va"l’; de
N % N % n %

" p =
Positivo 2 36 2 400 4 65 Py
Negativo 55 964 3 600 58 935
Grupo Total 57 1000 5 1000 62  100,0

(1): Através do teste Exato de Fisher.
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ANEXOS
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Parecer do Comité de Etica Universidade Federal de Pernambuco




Parecer do Comité de Etica do Hospital do Cancer de Pernambuco
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AVALIACAO DA TRANSMISSAO SEXUAL DO HHV-8 EM PARCEIROS

SEXUAIS NA CIDADE DO RECIFE

Sigla do Hosp. - Paciente No.

QUESTIONARIO PARA O PARCEIRO OoO0-0000

Hospital: Prontuario No.: Data:
Nom{e : do Paciente:
Endereco:

Telefone para contato: (Falar com:
Renda familiar: (SM) ) No. de pessoas que moram na
casa:

Grau de escolaridade:

0 Nao alfabetizado 0O Educacao Infantil O Ensino fundamental 0O Ensino
médio [ Ensino superior

(C= completo; I= incompleto)

Idade da paciente: Idade 1a. relagao:

Quantas parceiras ja teve? Ja teve relacdes com prostituta?

E circunsizado?:

Se sim, tinha que idade quando foi circunsisado?

Tem histéria de irritagao crénica na glande? Sim: 0 Nao O Ha quanto
tempo?

Histéria de DST? U Nao (condiloma, crista de galo, gonorréia, sifilis,
cancro mole, ...)

O Sim (Quais:
)

Fumante: O Ex-fumante: 0 Por quanto tempo: Nunca
fumou: O
Tinha quantos anos quando come¢ou a fumar: Parou ha quanto
tempo?
Geralmente quanto fuma(va) por dia?: (OCigarros [Cachimbos
OCharutos)
(0-5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-30, 30-40, +40)
Cor da pele:

OBranca 0 Mulata 0 Negra O india O Oriental
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Citologia ou bidpsia realizada recentemente: Data:
/ /

1- Negativa

2- Inflamatéria O, atrofia celular [, alteragoes reativas e reparativas [,

metaplasia 0

3- HPV O, ASCUS [0, AGCUS [J, ou SIL de baixo grau (NIP I) O

4- SIL de alto grau (NIP Il Jou NIP lll/ Carcinoma "in situ" [)

5- Carcinoma invasivo

Primeiro que fez: O Nuncafez: 0 Segundo ou mais:

Resultado da genitaliosposcopia:

1- Normal Higiene: 0 Boa [0 Moderada O
Nenhuma

2- Atipia colposcopica Fimose? 0 Sim [ Nao

3- SIL de baixo grau Circunsizao? O Completa O
Incompleta

4- SIL de alto grau Realizou bidépsia? 0 Sim 0 Nao

5- Carcinoma invasivo

Caso seja carcinoma, estadiamento clinico ou no cone?
Micro-invasivo (< 3 mm)

Estagio >1-A2 até 1-B

Estagio 2 (A ou B)

Estagio 3 (A ou B)

Estagio 4

aRhwN =

Resultado da histologia:

1- Normal

2- Cervicite

3- NIP I (SIL de baixo grau)

4- NIP Il ou NIP llI (SIL de alto grau)
5- Carcinoma invasivo

Caso carcinoma, que tipo histolégico?
1 - Carcinoma de células escamosas
2 - Adenocarcinoma
3 - Carcinoma adeno-escamoso

Resultado da PCR:
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AVALIACAO DA TRANSMISSAO SEXUAL DO HHV-8 EM PARCEIROS
SEXUAIS NA CIDADE DO RECIFE

Sigla do Hosp. - Paciente

No.

QUESTIONARIO PARA A PARCEIRA 00oO-0000

Hospital: Prontuario No.: Data:
/ /

Nome da Paciente:

Endereco:

Telefone para contato: (Falar com:

)
Renda familiar:____ (SM) No. de pessoas que moram na
casa:

Grau de escolaridade:

0 Nao alfabetizado 0O Educacao Infantil O Ensino fundamental 0O Ensino
médio [ Ensino superior

(C= completo; I= incompleto)

Idade da paciente: Idade 1a. relagao: Idade 1a.
gravidez:
Quantos parceiros ja teve? Quantos parceiros teve de 1 ano
para ca?
Numero de gestagoes: No. de partos vaginais: Cesareas:
Abortos curetados: Abortos nao curetados: Curetagens sem

ser por aborto:

Histéria de DST?
0 Nao
0 Sim (Quais: )
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Esta evitando gravidez?

O Nao

0 Sim (Como: U Ligagao das Trompas, O Pilula, O DIU, O Camisinha, O
outros)

Ha quanto tempo:

Fumante: O Ex-fumante: 0 Por quanto tempo: Nunca
fumou: O

Tinha quantos anos quando comeg¢ou a fumar: Parou ha quanto
tempo?

Geralmente quanto fuma(va) por dia?: (OCigarros [Cachimbos
OCharutos)

(0-5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-30, 30-40, +40)

Cor da pele:
OBranca 0 Mulata O Negra O india O Oriental

Data da ultima menstruacao: / / (dia que chegou a ultima
menstruagao?)

Se esta na menopausa, esta em TRH (tomando horménio)? Sim [, Nao

Qual esquema (detalhado)?

Ha quanto tempo?

Se gravida, quantas semanas? (Idade gestacional)
Sua gravidez é de alto risco? Sim 0, Nao O Por que motivo?

Na sala de parto:

Apresentacgao fetal: Cefalica 0, Pélvica completa [, Pélvica incompleta [,
Cérmica 0

Tipo de parto: Normal [0, Férceps [, Cesarea O

Indicacao para o mesmo:
Apgar do 1 e 5 minutos: e

Peso do bebé: kg Comprimento do bebé: cm
Capurro somatico: semanas

Resultado da citologia mais recente: Data: / /
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1- Negativa

2- Inflamatéria 0, atrofia celular O, alteragcoes reativas e reparativas [,
metaplasia O

3-HPV O, ASCUS 0O, AGCUS [, ou SIL de baixo grau (NIC I) O

4- SIL de alto grau (NIC Il Jou NIC Ill/ Carcinoma "in situ™ )

5 — arcinoma invasivo
Primeiro que fez: O Nuncafez: 0 Segundo ou mais:
Data da ultima prevengao normal (caso esta esteja com alteragao):

Resultado da colposcopia: 0  Satisfatoria O
Insatisfatoria

1- Normal

2 - Atipia colposcopica

3 - SIL de baixo grau Realizou biépsia? 0 Sim [
Nao

4- SIL de alto grau

5 - Carcinoma invasivo

Caso seja carcinoma, estadiamento clinico ou no cone?
1 - Micro-invasivo (< 3 mm)
2 - Estagio >1-A2 até 1-B
3 - Estagio 2 (A ou B)
4 - Estagio 3 (A ou B)
5 - Estagio 4

Resultado da histologia:

1- Normal

2 - Cervicite

3 -NIC | (SIL de baixo grau)

4- NIC Il ou NIC IlI (SIL de alto grau)
5- Carcinoma invasivo

Caso carcinoma, que tipo histolégico?
1 - Carcinoma de células escamosas
2 - Adenocarcinoma
3 - Carcinoma adeno-escamoso

Resultado da PCR:

Breve exame da cavidade Oral

Locais de Coleta (Swab) — Mucosa oral direita e esquerda.

Presenca de lesodes visiveis? SO NO



Se sim, localizagao detalhada
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Biopsiadalesao? SO N[O
Se sim, descrever a pega

Praticasexooral?SO N[O
Se sim, faz uso de preservativo S0 N[O

Resultado da PCR:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA — NiVEL MESTRADO
AREA DE CONCENTRAGAO: CLINICA INTEGRADA

ORIENTANDA: CATARINA DA MOTA VASCONCELOS BRASIL
ORIENTADOR: PROF. DR. JAIR CARNEIRO LEAO

TiTULO: AVALIAGAO DA TRANSMISSAO SEXUAL DO HHV-8 EM PARCEIROS SEXUAIS

NA CIDADE DO RECIFE

PARCEIRO - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO E ESCLARECIDO

CARTA CONVITE

Convido o paciente: a
participar da pesquisa acima intitulada.

1.

Pelo presente documento, dou meu consentimento e acordo em participar do
trabalho de pesquisa da aluna do Curso de Mestrado em Clinica Integrada da
UFPE,Catarina da Mota Vasconcelos Brasil, cuja pesquisa implicara em realizar
em nossas pessoas o exame de coleta de Swab (haste flexivel com extremidade
de algodao, similar a um “cotonete”) de lesdo genital para realizagdo do PCR
(Reagcdo em Cadeia em Polimerase) com o intuito de avaliar a preseng¢a ou nao de
infeccao por HHV-8. E posterior convite da minha parceira para realizagcao de
exame na boca e exame de prevengao (colposcopia/citologia), com consulta ja
agendada para os ambulatorios especializados.
Tudo o que é necessario fazer é a coleta de esfregago da mucosa do pénis com o
Swab com soro fisiolégico a 0,9%.
Fui esclarecido dos riscos de constrangimento, reagdo adversa ou alergia ao
soro fisioloégico a 0.9% que os beneficios dos pacientes que participarem desta
pesquisa serdo obtidos através dos resultados deste estudo, que poderao ajudar
aos profissionais de saude a compreender melhor a transmissibilidade do HHV-8
do homem para a mulher, permitindo assim a adocido de medidas preventivas
mais eficazes a prevencgao deste evento.
Autorizo, ainda que os pesquisadores fiquem de posse do resultado do exame
realizado e apresentagido deste material em atividades cientificas, tendo a
garantia de que minha identidade sera preservada em todo o momento.
Estou ciente de que, em qualquer momento, posso desistir desta pesquisa, sem
comprometimento do meu atendimento, tratamento e/ou implicagoes legais.
Recife, de de 2008.

Paciente:

Responsavel:
Responsavel pela obten¢ao do termo:

Testemunha:
Testemunha:
Telefone: Mestranda Catarina Brasil 819172.1531

Endereco: Rua Jonathas de Vasconcelos, 750 apto 1503. Recife-PE.
Orientador: Jair Carneiro Leao 812126.8818
Enderego: Av. Prof. Moraes Rego, 1235. Recife-PE
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA — NiVEL MESTRADO
AREA DE CONCENTRAGAO: CLINICA INTEGRADA

ORIENTANDA: CATARINA DA MOTA VASCONCELOS BRASIL
ORIENTADOR: PROF. DR. JAIR CARNEIRO LEAO

TITULO: AVALIACAO DA TRANSMISSAO SEXUAL DO HHV-8 EM PARCEIROS SEXUAIS
NA CIDADE DO RECIFE

PARCEIRA -TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO E ESCLARECIDO

CARTA CONVITE

Convido o paciente: a
participar da pesquisa acima intitulada.

1.

Pelo presente documento, dou meu consentimento e acordo em participar do
trabalho de pesquisa da aluna do Curso de Mestrado em Clinica Integrada da
UFPE, Catarina da Mota Vasconcelos Brasil, cuja pesquisa implicara em realizar
em minha pessoa os exames de oroscopia (para coleta do material da boca) e
exame preventivo de rotina (citologia/colposcopia) em ambulatérios
especializados para a realizagcdo do PCR (Reagdo em Cadeia Polimerase) que é
um exame laboratorial com o intuito de avaliar a presenga ou nao de infecgdo por
HHV-8.
Tudo o que é necessario fazer é a coleta de esfregagco da mucosa cervical (do
utero) com o Swab (haste flexivel com extremidade de algodao, similar a um
“cotonete”) com soro fisiolégico a 0,9% seguida de inspecdo da e coleta da
mucosa da boca com outro Swab embebido em acido acético a 3%.
Fui esclarecida dos riscos de constrangimento, reagcao adversa ou alergia ao
soro fisiolégico a 0,9% ou ao acido acético a 3% e que os beneficios dos
pacientes que participarem desta pesquisa serado obtidos através dos resultados
deste estudo, que poderdao ajudar aos profissionais de salde a compreender
melhor a transmissibilidade do HHV-8 do homem para a mulher, permitindo
assim a adogao de medidas preventivas mais eficazes a prevengao deste evento.
Autorizo, ainda que os pesquisadores fiquem de posse do resultado d o exame
realizado e apresentagcdo deste material em atividades cientificas, tendo a
garantia de que minha identidade sera preservada em todo o momento.
Estou ciente de que, em qualquer momento, posso desistir desta pesquisa, sem
comprometimento do meu atendimento, tratamento e/ou implicagoes legais.
Recife, de de 2008.

Paciente:

Responsavel:
Responsavel pela obtengao do termo:

Testemunha:
Testemunha:

Telefone: Mestranda Catarina Brasil 819172.1531

Enderec¢o: Rua Jonathas de Vasconcelos, 750 apto 1503. Recife-PE.
Orientador: Jair Carneiro Ledo 812126.8818
Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, 1235. Recife-PE
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NOMAS DA REVISTA SEXUALLY TRANSMITTED DISEASES

Online Submission and Review System
Scope

SEXUALLY TRANSMITTED DISEASES is a peer-reviewed journal that
welcomes the submission of papers on clinical, laboratory, epidemiologic,
sociologic, and historical topics pertinent to Sexually Transmitted Diseases and
related fields. The Journal publishes:

Original articles

Reports of newly delineated syndromes; new investigations into mechanism of
disease; descriptions of clinical experiences; reports of therapeutic trials; and
other original contributions to etiology, pathology, epidemiology, sociology,
diagnosis, or treatment. In general, authors should target a maximum length of
3000 words. If this is not possible, the author must provide an explanation in the
cover letter to the editor.

Notes: Brief (usually not more than 1,500 words) case reports or
descriptions of unusual manifestations of disease or of new procedures.

Reviews
Detailed critical surveys of a particular topic.
Editorials/Commentaries

Statements of personal opinion or evaluation of current progress in a particular
area of research.

Letters

Opinion on topics recently under consideration in this journal or new
research/data that do not warrant a full-length article or note. Letters should not
exceed 500 words. The editor reserves the right to shorten and otherwise edit
such letters. When indicated, the author of the article in question will be shown
the letter and given an opportunity to comment on the letter in the same issue.
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Photographs: Photographs of relevance to the field of STD. Pictures may
be of microbes or clinical manifestations. We solicit photos that are of
scientific interest, or that have an instructional point to make. A brief
description or explanatory text must be submitted along with the
photograph. Limit the text to a few sentences.

Online Submissions

All  submissions must be submitted online through our website at
https://www.editorialmanager.com/std

First-time users: Please click the Register button from the menu above
and enter the requested information. On successful registration, you will
be sent an e-mail indicating your user name and password. Print a copy
of this information for future reference. Note: If you have received an e-
mail from us with an assigned user ID and password, or if you are a
repeat user, do not register again. Just log in. Once you have an
assigned ID and password, you do not have to re-register, even if your
status changes (that is, author, reviewer, or editor).

Authors: Please click the log-in button from the menu at the top of the
page and log in to the system as an Author. Submit your manuscript
according to the author instructions. You will be able to track the progress
of your manuscript through the system. If you experience any problems,
please contact: Jeanne Moncada, STD@ucsf.edu, phone 415-824-5115,
fax 415-821-8945. Requests for help and other questions will be
addressed in the order received.

Ethical/Legal Considerations: A submission must be an original
contribution not previously published (except as an abstract or a
preliminary report), must not be under consideration for publication
elsewhere and, if accepted, must not be published elsewhere in similar
form, in any language, without the consent of Lippincott Williams &
Wilkins. Each person listed as an author is expected to have participated
in the study to a significant extent. Although the editors and referees
make every effort to ensure the validity of published manuscripts, the final
responsibility rests with the authors, not with the Journal, its editors, or
the publisher.

Patient anonymity and informed consent: It is the author's responsibility to
ensure that a patient's anonymity be carefully protected and to verify that
any experimental investigation with human subjects reported in the
manuscript was performed with informed consent and following all the
guidelines for experimental investigation with human subjects required by
the institution(s) with which all the authors are affiliated. Authors should
mask patients' eyes and remove patients' names from figures unless they
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obtain written consent from the patients and submit written consent with
the manuscript.

Permissions: Authors must submit written permission from the copyright
owner (usually the publisher) to use direct quotations, tables, or
illustrations that have appeared in copyrighted form elsewhere, along with
complete details about the source. Any permissions fees that might be
required by the copyright owner are the responsibility of the authors
requesting use of the borrowed material, not the responsibility of
Lippincott Williams & Wilkins.

General Requirements: For submissions, all text should be double-
spaced. Font size should be no smaller than 12 pt. Left and right margins
should be set at 1 inch. Number all pages in sequence, including the
abstract, text, references, tables and figures.

Compliance with NIH and Other Research Funding Agency Accessibility
Requirements: A number of research funding agencies now require or
request authors to submit the post-print (the article after peer review and
acceptance but not the final published article) to a repository that is
accessible online by all without charge. As a service to our authors, LWW
will identify to the National Library of Medicine (NLM) articles that require
deposit and will transmit the post-print of an article based on research
funded in whole or in part by the National Institutes of Health, Wellcome
Trust, Howard Hughes Medical Institute, or other funding agencies to
PubMed Central. The Copyright Transfer Agreement provides the
mechanism.

Copyright: From the website, download the "Authorship Responsibility,
Financial Disclosure, and Copyright Transfer" form. Fill in the information
on the article title, corresponding author, mailing address and
telephone/fax numbers. Authors must sign the form and submit it at the
time of manuscript submission: either online (a scanned copy of the
signed copyright) or offline (faxed or mailed to the STD Editorial Office).

Organization and Format: Manuscripts that do not adhere to the following
instructions will be returned to the corresponding author for technical
revision before undergoing peer review.

Original Articles

Title page: Must contain the following information (a) complete manuscript title;
(b) authors' full names, highest academic degrees, and affiliations; (c) name
and address for correspondence, including fax number, telephone number, and
e-mail address; (d) address for reprints if different from that of corresponding
author; (e) word counts for the summary, Abstract, and text; number of figures
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and tables; and (f) all sources of support, including pharmaceutical and industry
support, that require acknowledgment. The title page must also include a
disclosure of funding received for this work from any of the following
organizations: National Institutes of Health (NIH); Wellcome Trust; Howard
Hughes Medical Institute (HHMI); and other(s).

Short summary: A brief summary of your findings is needed for the Table of
Contents. Limit the summary to a few sentences (<30 words). For example: A
study of clients in an STD clinic in Malibu, California found that women with
chlamydial infection were younger than women with gonorrhea and were less
likely to have multiple partners.

Abstract: Limit the abstract to 250 words. Use the following subheads:
Background, Methods, Results, and Conclusions. Do not cite references in the
abstract. Limit the use of abbreviations and acronyms. List three to five key
words.

Text: Organize the manuscript into these main headings: Introduction, Materials
and Methods, Results, and Discussion. References, Tables, and Figures should
follow. Define abbreviations at first mention in text and in each table and figure.
If a brand name is cited, supply the manufacturer's name and address (city and
state/country).

Abbreviations: For a list of standard abbreviations, consult the Council of
Biology Editors Style Guide (available from the Council of Science Editors, 9650
Rockville Pike, Bethesda, MD 20814) or other standard sources. Write out the
full term for each abbreviation at its first use unless it is a standard unit of
measure.

References: The authors are responsible for the accuracy of the references.
Key the references (double-spaced) at the end of the manuscript. Number the
references in text in the order of appearance. Cite unpublished data-such as
papers submitted but not yet accepted for publication and personal
communications, including e-mail communications-in parentheses in the text. If
there are more than three authors, name only the first three authors and then
use et al. Refer to the List of Journals Indexed in Index Medicus for
abbreviations of journal names, or access the list at
http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html. Sample references can be found on
our website.

Photographs/Figures: Art should be created/scanned and saved and
submitted as either a TIFF (tagged image file format), an EPS (encapsulated
PostScript) file, or a PPT (PowerPoint) file. Line art must have a resolution of at
least 1200 dpi (dots per inch), and electronic photographs-radiographs, CT
scans, and so on-and scanned images must have a resolution of at least 300
dpi. If fonts are used in the artwork, they must be converted to paths or outlines
or they must be embedded in the files. Color images must be created/scanned
and saved and submitted as CMYK files. Please note that artwork generated
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from office suite programs such CoreIDRAW and MS Word and artwork
downloaded from the Internet (JPEG or GIF files) cannot be used. Cite figures
consecutively on the site, and number them in the order in which they are
discussed. All electronic art that cannot be successfully uploaded must be
submitted on a 3 1/2-inch high-density disk, a CD-ROM, or an lomega Zip disk,
accompanied by high-resolution laser prints of each image.

Figure legends: Include legends for all figures. They should be brief and
specific, and they should appear on a separate manuscript page after the
references. Use scale markers in the image for electron micrographs, and
indicate the type of stain used.

Color figures: The journal accepts for publication color figures/ photographs
that will enhance an article. Authors who submit color figures will receive an
estimate of the cost for color reproduction. If they decide not to pay for color
reproduction, they can request that the figures be converted to black and white
at no charge.

Supplemental Digital Content: Authors may submit supplemental digital
content to enhance their article's text and to be considered for online-only
posting. Supplemental digital content may include the following types of content:
text documents, graphs, tables, figures, graphics, illustrations, audio, and video.
Cite all supplemental digital content consecutively in the text. Citations should
include the type of material submitted, should be clearly labeled as
Supplemental Digital Content, should include a sequential number, and should
provide a brief description of the supplemental content. Provide a legend of
supplemental digital content at the end of the text. List each legend in the order
in which the material is cited in the text. The legends must be numbered to
match the citations from the text. Include a title and a brief summary of the
content. For audio and video files, also include the author name, videographer,
participants, length (minutes), and size (MB). Authors should mask patients’
eyes and remove patients' names from supplemental digital content unless they
obtain written consent from the patients and submit written consent with the
manuscript. Copyright and Permission forms for article content including
supplemental digital content must be completed at the time of submission.

Supplemental Digital Content Size & File Type Requirements: To ensure a
quality experience for those viewing supplemental digital content, it is
suggested that authors submit supplemental digital files no larger than 10 MB
each. Documents, graphs, and tables may be presented in any format. Figures,
graphics, and illustrations should be submitted with the following file extensions:
tif, .eps, .ppt, .jpg, .pdf, .gif. Audio files should be submitted with the following
file extensions: .mp3, .wma. Video files should be submitted with the following
file extensions: .wmv, .mov, .qt, .mpg, .mpeg, .mp4. Video files should also be
formatted with a 320 X 240 pixel minimum screen size. For more information,
please review LWW's requirements for submitting supplemental digital content:
http://links.lww.com/A142
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Tables: Create tables using the table-creating and editing feature of your word
processing software (e.g., Word, WordPerfect). Do not use Excel or comparable
spreadsheet programs. Group all tables in a separate file. Cite tables
consecutively in the text, and number them in that order. Each table should
appear on a separate sheet and should include the table title, appropriate
column heads, and explanatory legends (including definitions of any
abbreviations used). Do not embed tables within the body of the manuscript.
They should be self-explanatory and should supplement, rather than duplicate,
the material in the text.

Style: Pattern manuscript style after the American Medical Association Manual
of Style (9th edition). Stedman's Medical Dictionary (27th edition) and Merriam
Webster's Collegiate Dictionary (10th edition) should be used as standard
references. Refer to drugs and therapeutic agents by their accepted generic or
chemical names, and do not abbreviate them. The name should not be
abbreviated. Use code numbers only when a generic name is not yet available.
In that case, supply the chemical name and a figure.

Notes: These are brief articles that do not warrant a full-length paper,
usually not more than 1,500 words. A title page is required. Each note
must have an abstract of less than 50 words (do not use separate
subheads). A short summary should also be submitted. All text should be
in one section. Several paragraphs are permissible. Separate headings
(Introduction, Materials and Methods, etc.) should not be used. The
number of figures and tables should be kept to a minimum. The reference
section is the same as for original articles.

Reviews: A title page and short summary are required. Abstract (do not
use separate subheads) should be approximately 250 words that
summarize the basic content of the review. The reference section is the
same as for original articles.

Editorials/Commentaries: A title page is required. Do not submit an
abstract or short summary. In general, these articles are invited
submissions. It is recommended that unsolicited Editorials be discussed
with the Editor prior to submission. If accepted for publication, an
uninvited submission will be published as a Commentary. Limit the
Editorial to approximately 1,500 words. The reference section is the same
as for original articles.

Letters: A letter should not exceed 500 words. A title page is required. Do
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