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Human Papillomavirus infection and cancer
development: virological and epidemiological aspects
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RESUMO

Nosso estudo foi desenvolvido a fim de determi-
nar a prevaléncia da infeccae por HPV em lesdes
cervicais e pesquisar a ocorréncia de outras DST pos-
sivelmente associadas a infeccao por estes virus e
a progressao ao cancer. Quinhentas e catorze biop-
sias foram obtidas de pacientes atendidas no Setor
de DST (UFF) e no Hospital Luiza Gomes de Lemos

(INCa). Tais biopsias foram classificadas de acordo

com o Sistema de Bethesda em: lesoes intraepiteli-
ais de baixo grau (LSIL), de alto grau (HSIL) e carci-
noma das células escamosas (SCC). A deteccao de
HPVs dos tipos 6/11, 16/18 e 31/33/35 DNA foi fei-
ta pela hibridizacao in situ. A prevaléncia dos HPV
oscilou entre 85.6% nas LSIL e 55.2% nas SCC. Os
pacientes foram acompanhados pelo periodo de oito
anos: 27.1% das lesbes regrediu espontaneamente
enquanto 29.3% progrediu ao carcinoma. HPVs de
alto risco foram detectados em 80.5% (OR 13.2,
P=0.0003) das lesOes progressivas. A pesquisa de
outras DST revelou que a ocorréncia de sifilis, pre-
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dominantemente, e também as infeccoes por HIV e
Herpes, estiveram associadas a progressao ao can-
cer (OR 13.0, P=0.0003). Nosso estudo revelou que
HPV e outras DST podem agir de forma cooperativa
aumentando o risco de cancer, corroborando a ob-
servacao de que as pacientes brasileiras que apre-
sentam SILs tem um prognostico pior do pacientes
de outras regioes do mundo.

Palavras-chave: Prevaléncia de Papilomavirus hu-
mano Doencas Sexualmente Transmissiveis, viro-
logia

ABSTRACT

A study was conducted to determine the preva-
lence of HPV infection in cervical lesions of Brazili-
an women and to search for other Sexually Trans-
mitted Diseases (STDs) associated with progressi-
on to malignancy. Five hundred and fourteen para-
ffin-embedded biopsies obtained from female cervi-
cal lesions were classified according to the Bethes-
da System in low grade squamous intraepithelial
lesion (LSIL), high grade SIL (HSIL) and squamous
cell carcinoma (SCC). Specimens were tested for the
presence of human papillomavirus (HPV) types 6/
11,16/18 and 31/33/35 DNA using non-isotopic in
situ hybridization. HPV prevalence ranged from 85.6%
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in LSIL to 55.2% in SCC. Patients
were analysed through an eight-
year period: 27.1% of the lesions
spontaneously regressed while
29.3% progressed to carcinoma.
High risk types were present in
80.5% (OR 13.2, P=0.0003) of the progressive lesi-
ons. History of other sexually transmitted diseases,
mainly syphilis, showed to be positively related to
progression (OR 13.0, P = 0.0003). Oncogenic HPV
types 16 and 18 and history of other Sexually Trans-
mitted Diseases showed to be significantly associa-
ted to progression to cancer. Our study indicated that

S

HPV and other STDs can act together, corroborating

the observation of a poor prognosis for Brazilian wo-
men presenting SILs.

Keywords: Prevalence of HPV infection, Sexually
Transmitted Diseases, virology

1. INTRODUCAO

Os Papilomavirus Humanos (HPVs) constituem
um grupo heterogéneo de virus de DNA, sendo com-
posto por cerca de 80 genotipos virais distintos. Den-
tre eles, quase 30 tipos sao capazes de infectar o
epitélio do trato genital'. Achados epidemiologicos e
experimentais indicam que os HPVs sao os agentes
etiologicos do cancer cervical®’. Assim, estes virus
tem sido classificados, também, de acordo com seu
potencial maligno: tipos de alto risco (HPV16,18 e,
em menor grau 31,33 e 35) tem sido detectados em
lesoes intraepiteliais de alto grau (HSILs) e no car-
cinoma invasivo, enquanto os tipos ditos de baixo
risco (HPV6 e 11) tem sido associados a lesodes be-
nignas ou SILs de baixo grau (LSILs). Diferencas no
potencial oncogénico destes virus de alto e baixo grau
também ja foram demonstradas por experimentos
de transformacao in vitro’.

As epidemias de HPV tem sido progressivamente
mais frequentes em todo o mundo, principalmente
nas 2 ultimas décadas e a prevaléncia destas infec-
coes tem sido estimada como a mais comum das
doencas sexualmente transmissiveis*. Além disso,
estudos recentes tém documentado a prevaléncia
crescente do cancer genital em paises subdesen-
volvidos®. No Brasil, a incidéncia anual de cancer
genital vem aumentando e o cancer cervical per-
manece como a primeira causa de morte por can-
cer em nossas mulheres®. Contudo, ainda sao pou-
cos os estudos epidemiolégicos e virologicos desen-
volvidos em nosso pais a fim de elucidar a histoéria
natural dos HPVs"%.

O objetivo do nosso estudo foi determinar a pre-
valéncia de diferentes tipos de HPVs (de alto e baixo
risco) em lesdes intraepiteliais cervicais de pacien-
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Os Papilomavirus Humanos
(HPVs) constituem um grupo
heterogéneo de virus de DNA,
sendo composto por cerca de 80

genotipos virais distintos P

tes atendidas no Setor de DST da
UFF e no Hospital Luiza Gomes de

Lemos do INCa. Buscamos também
/ relacionar a ocorréncia simultanea
: de outras DST com o desenvolvi-

mento de lesdes malignas nestas
pacientes, num periodo de acompanhamento de oito
anos. Nosso trabalho tem como objetivo ultimo co-
nhecer aspectos da patogenia dos HPVs em nosso
Estado, e assim contribuir com o processo de pre-
vencao do cancer cervical.

2. MATERIAIS E METODOS

Pacientes - o material do presente estudo con-
sistiu de 514 biopsias de lesoes de pacientes do sexo
feminino atendidas no Setor de Doencas Sexualmen-
te Transmissiveis (SDST) da Universidade Federal
Fluminense (UFF) e no Hospital Luiza Gomes de le-
mos (INCa), no periodo de 1990 a 1997. De cada paci-
ente foram retiradas de uma a quatro biopsias. Cada
biopsia foi fixada em 10% de formalina tamponada,
emblocada em parafina e processada para o diag-
nostico histologico e a hibridizacao in situ. As paci-
entes foram acompanhadas pelo periodo de 8 anos,
com intervalos de 6 meses em média. Os prontuari-
os foram revisados a fim de elucidar a ocorréncia de
outras DST como infeccao por HIV, herpes genital,
gonoréia, infeccao por Clamidia, doenca inflamato-
ria pélvica, tricomoniase and sifilis. Cerca de 38%
das pacientes foram tratadas: ablacao parcial com
alca diatérmica e eletrocauterizacao foram as téc-
nicas usadas para as LSILs e a conizacao para as
HSILs. As pacientes que nao receberam tratamento
foram aquelas que nao retornaram ao servico, ten-
do intervalos de acompanhamento superiores a 6
meses.

Exame Histolégico - Cortes de Smm foram obti-
dos das biopsias parafinadas, processados para colo-
racao em lamina com hematoxilina-eosina e avali-
ados por microscopia 6tica. Os achados histologicos
foram classificados de acordo com o Sistema de Be-
thesda® e definidos nas seguintes categorias:

Condiloma e neoplasia intraepitelial de grau I em
LSIL; em HSIL, as neoplasias de grau II e III/carci-
noma in situ, e em carcinoma das células escamo-
sas (SCC). Tecidos histologicamente normais apre-
sentando alteracoes reativas/reparativas (AR) foram
incluidas como tecidos controles.

Deteccao do ADN viral:

Sondas - as sondas genéticas de HPV 6,11,16,18,
31, 33, 35 foram gentilmente cedidas pela D™ de Vi-
lliers ( Papillomavirus International Reference La-
boratory, Heidelberg). O material foi amplificado e
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Estudos em paises
nao industrializados

purificado em gradiente de cloreto
de césio. Os plasmideos foram mar-
cados com Biotina 11-dUTP (Sigma) |
usando-se um Kit de “Nick Trans-
lation” (BRL) |

apresentaram prevaléncias
de sifilis em gestantes

variando de 3 a 19% /

foi de 36.7 anos, variandode 15a 78
anos. A analise demonstrou a ocor-
réncia de diferentes padroes de dis-
tribuicao de idades, de acordo com o

Hibridizacao in situ - Este pro-
tocolo ja foi descrito anteriormente'’. Cortes de Smm
foram obtidos das biopsias parafinadas e montados
em laminas pré-tratadas com trietoxysilane (Sigma).
As laminas foram desparafinizadas em xilol (2x,10
min) e 100% de etanol (2x,10 min) e lavadas em
agua corrente (1x, 5 min).

Os acidos nucléicos foram expostos pela digestao
dos cortes com 0,5mg/mL de proteinase K (Sigma) a
37°C por 15 min. A mistura de hibridizacao contin-
ha 5xSSC, 5% de polietilenoglicol, 0,1mg/mL de ADN
de esperma de salmao, sondas marcadas com bioti-
na (10mg/mL) e 50% de formamida deionizada. Cada
corte recebeu 20mL de mistura de hibridizacao, foi
desnaturado a 92°C por 10 min e hibridizado a 37°C
por 2hr. A seguir as laminas foram lavadas respec-
tivamente em 4xSSC, 0,1xSSC + 50% formamida,
4xSSC e tampao fosfato salina pH7,2 (PBS) por 10
min a temperatura ambiente.

Os hibridos foram detectados com o emprego do
complexo conjugado estreptavidina-fosfatase alcali-
na a temperatura ambiente por 30 min. O conjuga-
do nao associado aos hibridos foi removido por lava-
gem em Tampao 1 (0,1M Tris-HCI, 0,15M NaCl pH7,5)
(2%,10 min) e em Tampao 3 (0,1M Tris-HCI, 0,1M
NaCl, 50mM MgCly pH9,5) (1x, 5 min). As laminas
foram entao incubadas com o substrato NBT-BCIP
(nitrobluetetrazolium-bromechloroindolylphosphate)
em diluicao de 1/200 em Tampao 3, por 30 min em
camara escura. As laminas foram rinsadas em agua
destilada para parar a reacao, secas e montadas em
glicerina sem coloracao de fundo. Esse método é capaz
de detectar 50 a 100 copias de ADN viral por célu-
la''. As células positivas foram detectadas nas ca-
madas superficial e intermediaria do epitélio geni-
tal e apresentavam precipitado purpura no nucleo.
Biopsias de tecidos infectados e nao infectados por
HPV foram usados como controles em cada reacao.

Analise estatistica - a significancia estatistica
dos nossos resultados foi analisada usando o teste de
Qui-Quadrado (X ?) gistica multivariada foi utilizada
para examinar associacao entre fatores e progres-
sao/regressao das lesoes, usando-se o programa de
computador Epi-Info versao 6.0 (Stone Mountain, GA).

3. RESULTADOS

Foram estudadas quinhentas e catorze biopsias
de lesoes cervicais a fim de avaliar a prevaléncia da
infeccao por HPV. A média de idade dos participantes
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grau histologico da lesao: o grupo
LSIL(X,,...= 29.8) apresentou dife-

renca estatistica significante quando comparada ao
grupo com SCC (X . =47.3,P<0.001) (tabela 1).

idade

Tabela 1 — Média de idade das pacientes apresentando
lesées compativeis com infeccao por HPV

Diagnéstico histolégico das pacientes

Alteracoes Reativas

LSIL HSIL scc
(n=48) (n=160) (n=163) (n=143)
X idade30.1 29.8 36.7 47.3

Fongziseto} DST-UFF;H(;spitéll Luiza Gor;es de Lemos,
INCa-RJ, 1999
A tabela 2 apresenta os dados de prevaléncia da

infeccao pelos HPVs que foi de 66.7% (343/514), va-
riando de 85.6% (137/160) nas LSIL até 55.2% (79/
143) nos SCC. O grupo controle (AR) apresentou 14.6%
(7/48) de positividade para o DNA do HPV. Diferen-
cas estatisticas significativas foram detectadas en-
tre os tecidos com lesao e os controles (AR) (P<0.0001)
quando foi analisada a infeccao cervical pelos HPVs.

A prevaléncia dos diferentes tipos de HPVs é
apresentada na tabela 2. Nas LSILs, os HPV 6/11
foram os tipos mais prevalentes (52.6%). Nas
HSILs, os HPV 16/18 prevaleceram sobre os de-
mais (47.5%) assim como nas lesdes malignas
(SCC), nas quais a prevaléncia dos tipos HPV 16/
18 foi alta (60.8%). Os HPVs tipos 31/33/35 foram
achados com frequéncia tanto em lesdes HSILs
(15%) como em SCC (16.5%). Oitenta e quatro den-
tre as 343 (24.5%) lesoes positivas para HPV apre-
sentaram infeccoes mistas.

A analise retrospectiva mostrou que de 1990 a

Tabela 2 — Prevaléncia de tipos de HPV de acordo
com o diagnostico histologico das lesoes.

Tipos de HPV

Diagnostico  Numero

Prevaléncia de HPV
de pacientes

6/11 16/18 31/33/35 mistas _ (%)

Alt. Reativas 48 4 2 1 - 7 (14.6%)
LSIL 160 72 24 3 38a 137 (85.6%)
HSIL 163 15 57 18 30b 120  (73.6%)
SCC 143 2 48 13 16 79 (55.2%)
Total 514 93 131 35 84 343  (66.7%)

Fonte: Setor DST-UFF /Hospital Luiza Gomes de Lemos, INCa-RJ, 1999
a:26HPV6/11,16/18;7HPV6/11,31/33/35;5HPV16/18,31/33/35.
b:18HPV6/11,16/18; 1HPV6/11,31/33/35;11 HPV 16/18,31/33/35.
c11HPV6/11,16/18;3HPV 16/18,31/33/35;2HPV6/11,16/18,31/33/35.
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1997, foram tratadas 192 das 514
pacientes acompanhadas. Ablacao
parcial com alca diatérmica e ele-
trocauterizacao foram os tratamen-
tos de escolha para asLSILs, para
as HSILs foi mais comumente apli-
cada a conizacao. Ainda assim, cer-
ca de 280 pacientes nao receberam tratamento, ou
porque apresentaram cura espontanea ou porque nao
retornaram aos centros de atendimento conforme
recomendado. Nossos dados revelaram que 27.1%
(76/280) das pacientes que nao foram tratadas, as
lesées por HPV regrediram espontaneamente, mas
em 29.3% (82/280) as lesoes apresentaram progres-
sao ao carcinoma in situ ou ao cancer invasivo. Na
tabela 3, podemos observar que 64.4% (49/76) dos
casos que regrediram espontaneamente, apresen-
tavam tipos de baixo risco 6/11 (X?= 19.7,
P=0.00001). Inversamente, 80.5% (66/82) dos casos
que evoluiram, apresentavam tipos de alto risco.
Assim, os tipos oncogénicos 16/18 foram estreita-
mente associados a progressao maligna (OR 13.2,
P=0.0003), enquanto os HPVs tipos 31/33/35 nao
apresentaram correlacao significativa (OR 1.2,
P=0.7).

A ocorréncia simultanea de outras DST € um im-
portante cofactor usualmente associado a progressao
maligna. De fato, em nosso estudo, das pacientes com
lesoes progressivas, 75.6% tinham outra DST (62/
82). Das pacientes com quadro de regressao esponta-
nea, somente 23.7% (18/76) tinham outras DST. Apos
ajuste de variaveis para analise estatistica, a pre-
senca de outras DST simultaneas pode ser significa-
tivamente associada a progressao maligna (OR 13.0,
P=0.0003). Os dados estao descritos na tabela 3.

A tabela 3 mostra as diferentes DST associadas a
progressao das lesoes causadas pelos HPVs ao can-
cer. Valores com significancia estatistica foram en-
contrados para as infec¢does por Herpes e HIV
(P<0.005) mas os dados mais interessantes foram
aqueles encontrados para Sifilis (P<0,0001).

Tabela 3 - Fatores de risco associados a progressao
das lesoes cervicais ao cancer

Fatores N°decasos N°decasos OddsRatioAjustada Valores de P
de risco Tegressivos  progressivos (95%CI) -
HPV tipo 6/11

Negativos 27 80 1,0 0.00001
Positivos 49¢ 2 0.02(0.0-0.2)

HPV tipos 16/18

Negativo 54 16 1.0 0.00003
Positivo 22¢ 66° 13.2(1.9-58.6)

HPV tipos 31/33/35

Negativo 61 67 1.0 0.7
Positivo 15 154 1.2(0.2-7.3)

Outras DST

Negativo 58 20 1.0 0.0003
Positivo 18 62 13.0(1.9-56.3)

Fonte: Setor DST-UFF /Hospital Luiza Gomes de Lemos, INCa-RJ, 1999
a/b - 12 e 3 infecgoes mistas por HPV, respectivamente
c/d- 15 e 6 infeccoes mistas por HPV, “
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4. DISCUSSAO

Em nosso estudo, 343 das 514
(73.9%) biopsias cervicais estavam
infectadas pelos HPVs. Prevalénci-
as similares ja haviam sido descri-
tas, usando-se sistemas de deteccao similares ao
nosso'#!*!4: noventa e trés biopsias (27.1%) conti-
nham HPV6/11, 131 (38.2%) continham HPV16/18
e 35(10.6%), HPV31/33/35. Os HPVs 16 and 18, on-
cogénicos, foram os tipos gendomicos mais comuns
em lesdes malignas, apresentando um padrao cres-
cente com alta significancia estatistica das LSIL para
o carcinoma (SCC) (tabela 2, P<0.0002). Os tipos HPV
6 and 11 nao parecem representar papel importan-
te no evento de carcinogénese, uma vez que a pre-
valéncia destes virus apresenta uma curva decres-
cente significativa das LSIL para o SCC (P<0.00001).
Pudemos também observar que tanto o HPV 6 como
o 11 raramente foram encontrados em lesoes pré-
malignas e malignas (0.6%). Nossos resultados cor-
roboram a importancia dos HPVs 16 e 18 na patogé-
nese do cancer cervical e ainda, apontam os tipos
31,33 e 35 como virus associados a malignidade em
proporcoes relevantes (16.5%).

Nosso estudo descreve a frequiiente presenca de
lesoes cervicais causadas por multiplos tipos de HPV,
constituindo um percentual de 24.5% de todas as
infeccoes. Segundo Reid e cols '3, altas taxas destas
infeccoes mistas sdo detectadas em todos os conti-
nentes e devem ser atribuidas ao comportamento
sexual promiscuo. Entretanto, a ocorréncia destas
infeccoes ainda nao esta claramente relacionada a
progressao das lesoes ao cancer. Em nosso trabalho,
nao pudemos relaciona-las ao desenvolvimento de
lesoes malignas, uma vez que percentual semelhan-
te foi encontrado para lesdes que sofreram regres-
sao espontanea (19.7%) e para as lesées que progre-
diram ao cancer (25.6%) ( X*=0.9, P>0.1).

A avaliacao da historia natural da infeccao pelo
HPV indicou um alto risco de progressao (29.3%).
Lesoes com regressao espontanea foram detectadas
em apenas 27.1% dos casos. Kataja e cols'®, duran-
te follow-up de 8 anos, observaram que quase 65%
das infec¢oes por HPV regrediu enquanto somente
14% dos pacientes progrediu ao cancer. Tais discre-
pancias de resultados podem ser atribuidas a dife-
rente distribuicao de tipos de HPV, na Europa e no
Brasil. Em nosso pais o HPV 18 é comumente detec-
tado em lesoes de alto grau®. Este fato poderia expli-
car o prognostico ruim, e mesmo pior, das nossas
pacientes, uma vez que este tipo viral tem maior
potencial maligno'®'"!®. O nosso trabalho revelou
também que 80.5% (OR 13.2, P=0.0003) das lesoes
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progressivas apresentavam os HPVs 16 and 18, con-
trastando com os casos de regressao onde os tipos
benignos foram prevalentes (64%, OR 0.02,
P=0.000009).

Como descrito na tabela 3, outras DST de ocor-
réncia simultanea a infeccao por HPV mostraram
relevancia estatistica na progressao ao cancer (OR
13.0, P=0.0002). Nés propomos que DST como infec-
coes por Herpes simplex, por HIV e principalmente
pelo Treponema pallidum podem contribuir para a
progressao das lesdes por HPV ao cancer. Tais in-
feccoes poderiam atuar como co-fatores na ativacao
de mecanismos de transformacao celular bem como
na depressado da resposta imune no trato genital.
Sabe-se que os mecanismos de defesa celular do
hospedeiro tém papel primordial no controle das in-
fecgoes por HPV'. Pacientes como imunodeficién-
cias tem infeccoes por HPV mais prevalentes além
de serem mais susceptiveis ao desenvolvimento de
HSILs?*?!. Em nosso estudo foi bastante clara a im-
portancia da sifilis como marcadora da progressao
ao cancer (tabela 4), principalmente quando sabe-
mos estar frente ao recrudescimento desta infec-
cao em nosso pais.

Tabela 4 - Doencas Sexualmente Transmissiveis
associadas a evolucao da lesao por HPV ao Cancer

DST Lesoes regressivas Lesoes progressivas
Infeccao por Herpes simplex 3 8

Infeccao por HIV - 8

Infeccao por Clamidia 1 4

Sifilis - 18
Tricomoniase 5 8

Gonorréia 1 4
Inflamacéao bacteriana pélvica 6 9

DST Associadas o 2 3
Total 18 62

Neste trabalho, apresentamos os resultados de um
estudo de 8 anos. Pudemos, nele observar que os ti-
pos oncogénicos de HPV e a presenca de outras DST
simultaneamente estao inequivocamente associa-
das ao cancer, de modo cooperativo. Tais resultados
parecem justificar o pior prognostico das pacientes
que apresentam lesoes por HPV no Brasil.
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