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Resumo

Com o objetivo de avaliar a prevaléncia e interacdo dos gendtipos de HPV na cérvice uterina
e a associagdo destes com o grau das neoplasias cervicais, foi realizado um estudo prospectivo
com 104 pacientes HIV positivas. Obteviveram-se 87 pacientes com PCR positiva para HPV.
Realizaram-se 60 bidpsias, nas quais se diagnosticaram 35 casos de lesdo intra-epitelial de baixo
grau (58,3%), 11 casos de lesdo de alto grau (18,3%) e 14 casos (23,3%) de cervicite crénica. Os
HPVs mais prevalentes foram os gen6tipos 6 e 16, sendo que o tipo 6 esteve associado as lesoes
de baixo grau (p<0,05) e o tipo 33 as lesdes de alto grau (p<0,05). Ndo houve interacdo entre os
gendtipos virais do HPV no determinismo da neoplasia cervical, avaliados através da regressao
multivariada.

ABSTRACT

To evaluate the prevalence of cervical HPV genotypes a prospective study was carried out

on 104 HIiV-infected patients. HPV was found in 87 patients (83,6%). The most prevalent
genotypes were 6 (47.1%) and 16 (47.1%). Sixty biopsies were performed, from which 35 cases
of Lo SIL (58,3%) and 11 cases of Hi SIL (18,3%) were diagnosed. Type 6 was associated with
low-grade lesions (p<0.05) and type 33 was associated with high-grade lesions (p<0,05). This
multivariate analysis did not demonstrate differences, showing that viral genotypes effects are
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independent, or in other words, there is no interaction between them.

INTRODUCAO

Os Papilomavirus humanos (HPV) sdo virus da
familia Papillomaviridae e sdo capazes de infectar
células epiteliais, causando lesGes na pele ou mucosas.
O periodo de incubagdo é muito variavel, mas a maior
parte das mulheres infectadas pelo HPV n&o apre-
senta sintomas clinicos e, em geral, a infec¢do regride
espontaneamente sem nenhum tipo de tratamento.
Entretanto, a infeccdo por alguns genotipos definidos
como de alto risco oncogénico esta relacionada a

DNA Probes, HPV

transformacdo neoplésica de células epiteliais, sendo
considerada um fator de risco importante para o de-
senvolvimento do cancer de colo uterino (CAMPOS
et al., 2005; SOUZA et al., 2001).

Dados atuais demonstram que o DNA do HPV do
tipo oncogénico é prevalente em 99,7% dos casos de
cancer cervical, 0 que sugere que o HPV esteja presen-
te em todos os casos de cancer cervical. O potencial
carcinogénico do HPV é relacionado a duas proteinas
virais, E6 e E7, as quais sdo capazes de interagir com
proteinas que regulam o ciclo celular e que atuam
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como supressoras de tumores, como a p53 e pRb.
Essa interacdo provoca a degradacao e inativagdo das
proteinas celulares, o que conduziria a transformacao,
imortalizacdo celular e, posteriormente, a formagao
das neoplasias (ZIMMERMMANN ez 4., 2007).

Numerosos estudos epidemiolégicos tém eviden-
ciado que, nos grupos de mulheres HIV- soropositi-
vas, observa-se maior frequéncia de infeccdo do trato
genital inferior pelo HPV e acredita-se que a imunos-
supressdo e a propria carga viral do HIV sejam fatores
facilitadores da persisténcia do HPV no colo uterino
(CALORE e# al, 2001; CARDILLO e 4/, 2001;
CODEMI, 2003; MELO e 4/, 2003; PALEFSKY er
al., 1999; SONCINI; SOPRACORDEVOLE ¢z 4/,
1996).

Estudo realizado na Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais (FM/UFMG)
verificou que as mulheres soropositivas para 0 HIV
apresentam maior prevaléncia do DNA-HPV na cér-
vice uterina em relacdo s soronegativas, ndo havendo
predominio de tipos especificos quando os dois
grupos foram comparados (ARAUJO ¢ 4/, 2005).
Em S&o Pulo, também se verificou alta prevaléncia de
HPV (98%), detectado pela PCR (reacdo em cadeia de
polimerase), em mulheres infectadas pelo HIV, assim
como alta prevaléncia de infecgdo com multiplos ge-
nétipos (78,9%) (COELHO ez 4/, 2004).

Embora exista multiplicidade viral na cérvice ute-
rina destas pacientes, seria licito imaginar que estes ge-
nétipos virais poderiam interagir-se no determinismo
da neoplasia intra-epitelial cervical. Por isso, avaliar a
frequéncia e a interacdo dos gendtipos do HPV no
determinismo da neoplasia intra-epitelial cervical se
faz necessario.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado estudo transversal envolvendo 104
pacientes atendidas no periodo de julho de 2002 a
outubro de 2004 oriundas do Centro de Treinamento
e Referéncia em Doengas Infecciosas e Parasitarias
Orestes Diniz - Universidade Federal de Minas Gerais
(CTR-DIP - UFMG).

Paraavaliar o nimero de pacientes necessario para
atender ao objetivo do estudo, foi realizado o calculo
do tamanho da amostra, utilizando o programa Epi
Info, versdo 6.04b. Considerando a possibilidade de
neoplasia intra-epitelial cervical de 35% na populacdo
soropositiva para o HIV, com erro alfa de 5% e preci-
sdo de 10%, estimou-se ser necessario o recrutamento
de 87 pacientes soropositivas para o HIV.

Todas as pacientes tiveram diagndstico confirma-
torio da infecgéo pelo HIV, conforme o protocolo do
Ministério da Salde (BRASIL, 2008). Os critérios de
incluséo foram: ser portadora do HIV; ter idade maior

ou igual a 18 anos; ser portadora do HPV genital; con-
cordar em assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Foram excluidas as gestantes.

A deteccdo da presenca do DNA HPV foi rea-
lizada pela Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR).
Esta técnica multiplica 0 DNA do material em estudo.
Assim, mesmo que determinada célula contenha so-
mente uma copia viral, ao fim do procedimento, mais
de um milhdo de seqtiéncias de DNA estardo presen-
tes em um Gnico tubo. Com isso, a concentragéo de
DNA cresceu, permitindo a identificagdo do HPV. As
amostras positivas foram genotipadas para os tipos 6,
11, 16, 18, 31, 33 e 35.

Apos a anamnese, foram submetidas a exame gi-
necoldgico com inspe¢do da genitalia externa e, ap0s
a colocacdo do espéculo, colheu-se material cervical
para a realizacdo da PCR. Este procedimento foi
realizado raspando-se 0 colo uterino com espatula de
madeira (Ayre). O material para a PCR foi enviado ao
Ndcleo de Pesquisa em Apoio Diagnéstico (NUPAD)
para processamento e diagndstico em um frasco esté-
ril, contendo 1 mL de solugdo fisioldgica.

A colposcopia foi realizada rotineiramente,
utilizando-se o aparelho de marca Leisegang, modelo
padrdo, aplicando-se &cido acético a 3%, solugdo de
Schiller e bissulfito a5%. A terminologia colposcdpica
seguida foi a da Federacdo Internacional de Patologia
Cervical (LAUDO COLPOSCOPICO, 2002). Os
achados colposcopicos considerados alterados (epité-
lio acetobranco, pontilhado, mosaico e vasos atipicos)
determinaram a realizacdo da biépsia do colo uterino,
utilizando a pinca de Gaylor-Medina. A seguir, 0
material foi fixado em formol a 10% e enviado ao
laboratério.

No laboratdrio de histopatologia, foram realizados
cortes dos blocos de parafina com 5um de espessura
e corados com hematoxilina-eosina. As laminas foram
examinadas em microscopio binocular, marca Leica,
modelo DMLB, de trés cabecas. O material biopsiado
foi revisado por um Unico patologista. As categorias
histopatolégicas foram definidas segundo a classifi-
cacdo de Richart em neoplasia intra-epitelial cervical
grau I, neoplasia intra-epitelial cervical grau Il e
neoplasia intra-epitelial cervical grau I1l. Entretanto,
para a avaliacdo estatistica, utilizaram-se 0s termos
lesdo intra-epitelial cervical de baixo grau (Lo Sil): em
que se incluiram as neoplasias intra-epiteliais cervicias
grau | e o efeito citopatico produzido pelo HPV; lesdo
intra-epitelial cervical de alto grau (Hi Sil): em que se
incluiram as neoplasias intra-epiteliais de grau Il e
grau I1.

Os dados foram digitados e armazenados no
software Epi-Info, versdo 6.04b e exportados para o
software SPSS versdo 8.0. O teste estatistico utilizado



foi o qui-quadrado (x2). Foi considerado o nivel de
significancia de 5% (p<0,05). Este estudo foi aprova-
do pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (Parecer 085/2002).

REsuLTADOS

Das 104 pacientes soropositivas para o HIV, verificou-
se que 87 pacientes apresentaram reagdo de polimerase
em cadeia (PCR) positiva para algum genétipo do HPV
(83,65%) na cérvice uterina. As outras 17 pacientes
(16,35%) foram consideradas negativas e, portanto, ex-
cluidas do estudo, o que determinou uma prevaléncia na
amostra de 83,65% de pacientes com infec¢do pelo HPV.

Entre as 87 pacientes incluidas no estudo, a idade va-
riou de 18 a 71 anos, com mediana de 32 anos e média de
32,9 + 8,8 anos, sendo 43,7% solteiras. O inicio da ativida-
de sexual em idade variou de 12 a 30 anos, com mediana
de 17 anos e média de 18,1 + 3,69 anos, sendo que 54
(62,1%) encontravam-se sexualmente ativas. Quanto ao
numero de parceiros sexuais em toda a vida, 57 (66,3%)
apresentaram de um a trés parceiros, com mediana de trés
parceiros.

A multiplicidade para o HPV foi encontrada em
63,23% das pacientes (média de 2,8 gendtipos, variacdo
de um a quatro geno6tipos), sendo que os mais prevalentes
foram os tipos 6 (47,1%) e 16 (47,1%). Em 21,83% dos
casos, detectou-se o virus (HPV), mas ndo foi possivel sua

genotipagem, conforme GRAF. 1.
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Grafico 2: Resultados histopatoldgicos das pacientes estudadas
Fonte: O autor

Foi realizada a associagdo entre o tipo de leséo e 0
gendtipo do HPV identificado através da PCR. Através
da associacdo entre tipo 6 e a lesdo histopatologica,
verificou-se que este genotipo foi associado a lesdo de
baixo grau (p= 0,007; X2 = 9,908). A associacdo entre
gendtipo 33 e histopatologia mostrou que este gendtipo
esta associado a lesdo de alto grau (p=0,01). Por outro
lado, o tipo 16 distribuiu-se em todos os graus de lesdo,
ndo havendo predominio por nenhuma delas (p=0,577),
também nédo houve associacdo para os gendtipos 11, 18
e 35 (p>0,05) (TAB.1).

A fim de avaliar a interacdo entre os gendtipos no
determinismo das lesdes intra-epiteliais cervicais, foi rea-
lizada regressdo multivariada, com todas as combinaces
genotipicas encontradas. Tal analise ndo demonstrou di-
ferenca entre as OR calculadas isoladamente (nas tabelas
2x2) e as OR calculadas em associacdo, o que demonstra

Detectado, ndo genotipado |INEEEEG—_—_— que os efeitos dos gendtipos virais sdo independentes.
o [ Tabela 1
Tipo 33 |
Tipo 31 [i] Associacdio entre genotipos do HPV e resultado histopatolagico
Tipo 18 [as%]
Tip°'6_ I % I Genstios Histopatologia
T.T;:::;_ B ] _ | p N BG Ag Valordep Xz
! ! ! ! Tipo 6
0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% sim 10 18 1 0.007 9,908
Gréfico 1: Prevaléncia na amostra dos gendtipos do Papilomavirus nao 4 7 10 ' '
humano. ;riirf\O 1 . . )
Fonte: O autor ol ] 2 5 0,454 1,58
Entre as 87 pacientes genotipadas para o HPV, Tipo 16
verificouse que 32 apresentaram colposcopia normal coon 0577 1,09
(36,78%). Todas as 55 pacientes com colposcopia alterada 1, 15
foram biopsiadas. Outras cinco pacientes, embora com  sim 0 3 1 0520 1308
colposcopia normal, apresentavam grande area de ectopia Q?OO 2 1“2 10 ’ ’
e também foram biopsiadas. Assim, foram biopsiadas 60 g 0 ) 0
pacientes e os resultados histopatolégicos encontrados  nao “ 3 1 048 147
foram: 35 casos de leséo intraepitelial de baixo grau ~ ["° % o 6 s
(58,30%) e 11 casos de lesdo intraepitelial de alto grau 5 u 2 6 0,01 8,580
(18,3%). N&o se identificou lesdo intra-epitelial cervical ~ TiPo 35
em 14 casos (23,3%), tendo sido consideradas como Nz, ey 2072

cervicites cronicas, conforme GRAF. 2.

Fonte: O autor
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DiscussAo

A literatura é unanime ao afirmar a importancia dos
gendtipos do HPV como fator de risco para a neoplasia
cervical, especialmente os tipos 16, 18, 33, 35, 51, 52,
58 e 83 (CAMPOS ¢ al,, 2005, SOUZA ¢z al, 2001).
Nas pacientes soropositivas para 0 HIV, a participacao
do HPV é também necessaria, embora outros fatores
sejam importantes na progressao da lesao intra-epitelial
cervical, como, por exemplo, a carga viral do HIV, a
imunossupressao sistémica e até 0 mecanismo imuni-
tario local, representado pelas células de Langerhans
(ZIMMERMMANN ¢/ 4/, 2006; ZIMMERMMANN
et al., 2007).

Estudo realizado na Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais verificou que
pacientes soropositivas para o HIV com carga viral
maior que 400 cOpias/mL apresentaram chance 3,17
vezes maior de desencadear lesdo intra-epitelial cervical
(ARAUJO et al., 2005). Outro estudo realizado na mes-
ma Universidade ndo verificou associacdo entre a con-
tagem de linfdcitos TCD4+ e a gravidade da neoplasia
cervical, na vigéncia de terapia anti-retroviral de alta
poténcia (HAART), deste modo, apesar de o grau de
imunossupressao contribuir para o desenvolvimento da
neoplasia intra-epitelial nas pacientes soropositivas, ele
ndo interfere quando a neoplasia ja se encontra instalada
(ZIMMERMMANN e¢# /., 2006).

Neste estudo, os genétipos 6 e 16 do HPV foram
0s mais freqlientes (47,1%), sequidos pelos gendtipos
11 (19,5%), 33 (13,8%), 35 (8%), 31(4,6%) e 18 (4,6%),
tendo sido compativeis com a literatura médica (CAR-
DILLO ez al, 2001; PALEFSKY e o/, 1999). Trabalhos
recentes relatam que o HPV-16 é o tipo prevalente em
lesBes neopléasicas cervicais em todo o mundo, com
excecdo da Indonésia, onde o HPV-18 é mais freqlen-
temente identificado (BOSCH ¢z 4/, 1995). Estudo
realizado em Nova lorque verificou que os gendtipos
mais freqlientes foram os tipos 56, 53, 16, 58, 52 e 33,
sendo que 0s gendtipos 56 e 53 associaram-se a leséo
intra-epitelial de baixo grau e os gen6tipos 52 e 58 se
associaram a lesdo intra-epitelial de alto grau (LUQUE
et al., 2006).

No Brasil, estudos mostram uma regionalizacdo dos
diferentes gen6tipos do HPV e estudos demonstram
que o0 gendtipo 16 é o mais prevalente em todas as re-
gides brasileiras, entretanto o gendtipo 18 é o segundo
mais frequente no sudeste, sul e norte do Brasil e 0s
gendtipos 31 e 33 ocupam a segunda posi¢ao na parte
central e norte do Brasil (RABELO-SANTOS ¢z al,
2003).

Estudos realizados com pacientes soropositivas para
0 HIV também demonstram esta regionalizagdo. Em
Sao Paulo, identificou-se 0 gendtipo 6 como 0 mais
freqUente (39,2%), além disso, 0s genotipos 51 (31.9%),

11 (26.0%), 18 (24.0%), e 16 (22.5%) foram 0s mais
identificados. Outros estudos realizados no Brasil, com
pacientes soropositivas para o HIV, verificaram que 0s
genotipos mais prevalentes em Santos foram 0 16 e 0 18,
com frequiéncias similares de 30,5% (GONGCALVES e#
al, 1999; LEVI ¢ 4/, 2002). Comparando estes dados
com nossos resultados, verificamos que o genotipo
16 parece ter uma distribuicéo universal. Entretanto, o
HPV 18, em nosso estudo, mostrou-se com distribuicao
baixa (4,6%), completamente diferente de outras regi-
0es brasileiras. Com isso, genotipos prevalentes em uma
regido poderdo ter pouca ou nenhuma participagdo em
infeccBes cervicais em outras localidades, o que poderia
influenciar na eficacia da vacina anti - HPV. Em Minas
Gerais, recente estudo realizado na FM/UFMG veri-
ficou que a freqliéncia dos gendétipos do HPV variou
com a cidade estudada: em Barbacena, os gendtipos do
HPV mais frequientes foram 31 e 33, em Belo Horizon-
te, Betim e Divindpolis, predominaram os genotipos 6 e
16 (CORREA; MELO, 2008).

O gendtipo 6 foi associado a lesédo de baixo grau,
sendo considerado um gen6tipo de baixo risco. O HPV
33 foi associado a lesdo de alto grau, sendo considerado,
entdo, um genotipo de alto risco. Deste modo, a presen-
¢a do genoma viral epissomal nos tumores benignos ou
aforma linear, tumores malignos, acaba por determinar
um comportamento viral mais agressivo (ZIMMERM-
MANN ez al, 2006).

Verificou-se ainda multiplicidade do HPV na cérvice
uterinaem 63,23%, fato comparavel a literatura médica,
j& que outros autores perceberam taxa de multiplicidade
viral variando de 36% a 64% em pacientes soropositivas
(GONGALVES e al, 1999; LEVI et al, 2004; PALE-
FSKY ezal, 1999; VUYST ez al, 2008). Esta multiplicida-
de parece estar associada a carga viral do HIV, mas ndo a
contagem de linfécitos TCD4+, entretanto, quando se
associou através da regressao multivariada os gen6tipos
virais no determinismo da neoplasia cervical, nao se ve-
rificou diferenga, 0 que demonstra que os efeitos virais
sdo independentes. Entretanto, estudos recentes tém
demonstrado que a persisténcia da carga viral parece
ser fator de risco na progressdo das neoplasias cervicais
(CUBIE ¢z al, 2000; FONTAINE e 4/, 2008).

CONCLUSAO

Concluimos que as pacientes soropositivas para
0 HIV apresentam multiplicidade viral para o HPV
no colo uterino, entretanto esta multiplicidade ndo
interfere no determinismo da neoplasia cervical. Ou-
tros estudos estdo sendo realizados a fim de associar
a multiplicidade viral a carga viral, a contagem de
linfécitos TCD4+ e & imunidade local representada
pela contagem de células de Langerhans.
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