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RESUMO

No presente estudo, determinamos a prevaléncia da infecgdo por HPV pela técnica de Captura hibrida em 217 pacientes atendidos pelo labo-
ratério de andlises clinicas da rede privada do Rio de Janeiro. Destes, 184 eram do sexo feminino. Um total de 96 (44,24%) pacientes estavam
infectadas por HPVs, sendo que 80 (83.3%) apresentavam HPV de alto risco, constituindo um grupo significativo com maior risco de transforma-
¢io maligna. Tivemos a oportunidade de avaliar 18 lesdes ao longo de 12 a 48 meses. Observamos 8 lesdes regressivas, 7 persistentes; 1 progres-
sdo; 1 infecgdo latente e finalmente, 1 paciente apresentou infecgdo transitéria que consiste de um processo recentemente descrito para infecgdes
por HPV. Nosso maior objetivo foi o de evidenciar pacientes com infecges por HPV de alto risco e assim reconhecer aquelas com maior risco de
evolugiio maligna. Isto porque a detecgiio precoce destes pacientes de risco poderd ser fundamental para prevenir o processo de transformagfio.
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ABSTRACT

In the present study, we determined the prevalence of HPV infection by using the Hybrid Capture Test in 217 patients attending at private
clinic Laboratory of the Rio de Janeiro. Among them, 184 were female and 96 out of them were infected by HPV, with 83.3% (80 patients) being
positive for high risk HPVs, and hence constituting a risk group for malignant transformation. We had the opportunity of study 18 lesions for 12 to
48 months. From them, 8 were regressive lesions, 7 were persistent, | progressed to carcinoma, | were a latent infection and, finally, 1 were a
transient infection — a process recently detected for HPV infections. The aim of our study was to point out patients infected by high risk HPVs and
thus recognise the group at a higher risk of malignant evolution, since their early detection can be essential to prevent the transformation event.
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INTRODUCAO

Papilomavirus humanos (HPVs) sdo pequenos virus de DNA
que infectam o tecido epitelial e causam lesdes produtivas hiper-
proliferativas auto-limitadas. A importincia dos papilomavirus,
entretanto, reside no fato de que certos tipos tém potencial onco-
génico e a infecgdo por estes tipos contribue para o desenvolvi-
mento de cénceres, principalmente no trato genital feminino (De
Villiers, 1994).
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Até o momento existem cerca de 80 tipos de HPV descritos
(Villa, 1997). Cerca de 20 destes genotipos podem infectar o
trato genital feminino, mas estudos epidemiolégicos mostram
uma distingdo entre tipos associados a lesdes benignas, chama-
dos de baixo risco, e os tipos de alto risco, associados predomi-
nantemente a lesdes malignas (zur Hausen, 1989 ; de Villiers,
1989). Os tipos 6 e 11 s@o geralmente encontrados nas verrugas
benignas (condiloma acuminado), que, embora representem pro-
liferacdo anormal do epitélio, raramente mostram evidéncias de
transformagdo maligna. Entre os tipos de alto risco, que séo fre-
qiientemente encontrados em displasias de alto grau e cénceres
invasivos estdo o 16 e o 18, mas este grupo inclui também os
tipos 31,33,35, 39, 45, 51, 52,56, 57, 58, 59 e 68 (Villa, 1997).

Diversos estudos epidemiolégicos prospectivos vem sendo
realizados em diferentes paises a fim de elucidar o potencial pro-
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gressivo de certas lesdes induzidas pelo HPV. Syrjanen, na
Finldndia, realizando um follow-up prospectivo de 1981 a 1989,
constatou um percentual considerdvel de regressio espontinea
(40%) das lesdes causadas pelo HPV, a maioria, contudo, pare-
ceu persistir (45%) e, mais importante, uma proporgdo substan-
cial (15%) progrediu até o estdgio de carcinoma in situ, o precur-
sor imediato do cincer invasivo (Syrjanen,1989).

Enquanto na Europa e na América do Norte o cincer cervical
ndo mais representa um problema clinico maior, como o foi até
o final da década de 60; nos demais continentes, este continua a
representar um grave problema (Boshart et al ,1984). Estima-se
que ocorram 600.000 casos de carcinomas cervicais anuais nes-
sas regioes, sendo que cerca de 50% das pacientes atingem o
6bito por esta doenga. Assim, tais regides sio tidas como de alto
risco ndo s6 para esta doenga como também para infecges pelo
HPV, com elevadas taxas da prevaléncia e incidéncia nessas
populagdes (Cook e Mozaffari, 1982 apud Syrjanen, 1989). Na
América Latina, o cdncer do colo uterino ¢ a neoplasia maligna
mais frequente, representando cerca de 10% da mortalidade pelo
cncer, sendo esta também a segunda causa em incidéncia do
céncer feminino em todo o mundo (Lowy et al, 1994; Registro
Nacional de Patologia Tumoral, INCa, 1997).

Segundo Souza e Villa (1989), o Brasil é o pafs que apresenta
a maior incidéncia de cincer genital em todo 0 mundo. Em
1977, Segi ja havia descrito que a regido Nordeste do Brasil
apresentava taxas extremamente altas de cancer genital feminino
e masculino, alcangando niveis até 6 vezes maiores que a média
mundial.

E importante lembrar que nas tltimas décadas houve um
aumento estimado em 4 vezes tanto nas lesdes iniciais (benig-
nas) como das pré-malignas e malignas associadas ao HPV, em
todo o mundo (Crawford,1984; Lowy,1994).

Ja em 1983, Durst er al sugeriram a existéncia de algumas
peculiaridades geogrificas na incidéncia do cancer genital e tam-
bém na prevaléncia de tipos especificos de HPV. De um modo
geral, o HPV 16 parece ser o mais frequente em todo o mundo, o
sendo ainda mais expressivamente na Alemanha (60% dos
casos) e na Inglaterra (90% dos casos) contrastando com a
menor incidéncia no Brasil e na Africa (35%). Nestes 2 tltimos
paises, o HPV 18 seria bastante frequente (25%, segundo
Boshart er al, 1984), contrastando com a baixa prevaléncia na
Europa (8%). Riou et al (1991), na Franga, detectaram a presen-
¢a do HPV em 84% dos carcinomas cervicais , sendo cerca de
55% para HPV16 e 16% para HPV 18.

Estudos epidemiol6gicos de cunho tanto prospectivo como
retrospectivo vém sendo realizados em busca de maiores conhe-
cimentos acerca do comportamento epidemiolégico dos HPV
em todo o mundo, a fim de compreender sua importéncia para a
Satide Publica.

No Rio de Janeiro, Cavalcanti et al (1996) constataram uma
alta taxa de progressdo das lesdes por HPV ao céncer cervical
(30%). Além disso, também foi descrita a ocorréncia de HPV 18
em quase 20% dos quadros neopldsicos (Cavalcanti et al, 2000).
Esta alta prevaléncia de HPV 18 em pacientes brasileiras poderia
explicar o mau prognéstico destas pacientes, que claramente
contrasta com os dados da literatura internacional. Entretanto
outros fatores parecem contribuir para o cincer.

No presente estudo, determinamos a prevaléncia da infecgio
por HPV pela técnica de Captura hibrida em pacientes atendidas
em laboratério de andlises clinicas da rede privada do Rio de
Janeiro, apontando lesdes infectadas por HPV oncogénicos,
reconhecendo assim pacientes com maior risco de evolugdo
maligna. Isto porque a detecgdo precoce destes pacientes de
risco podera ser fundamental para prevenir o processo maligno.

PACIENTES E METODOS

Specimens

Nosso estudo avaliou 217 pacientes do sexo masculino e
feminino atendidos no Laboratério Sérgio Franco (Rio de
Janeiro). Estes pacientes, apés serem submetidos a exame clini-
co, tiveram esfregagos ou bi6psias colhidos para diagnéstico
citolégico e teste de deteccio de HPV (Captura hibrida).

Captura Hibrida

A técnica utiliza o kit Digene (USA) para detecgéo e tipagem
dos HPV,

Os esfregagos utilizados sdo coletados em frascos contendo
tampéo de transporte (Digene Specimen Collection Kit). Em
seguida, sdo desnaturadas em solugdo de NaOH (500ul), mistu-
rados em Vortex por 5'° e, entdo incubados a 65°C por 45min
em banho-maria. A etapa seguinte ¢ de hibridizagao.

Séo utilizados dois conjuntos de sondas de ARN: sondas A
hibridizando HPV 6,11,42,43 e 44 (HPV de baixo risco) e sonda
B para HPV 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59 e 61 HPV de
alto risco). Sdo adicionados 25ul de cada kir de sonda e 75ul da
amostra. O material ¢ mantido em shaker rotatério por 2 a 3 min
a 400 rpm. Apds 1h de incubagio a 65°C em banho-maria, € ini-
ciada a captura do hibrido, transferindo-se o contetido dos fras-
cos de hibridiza¢ao (100ul) para uma microplaca recoberta com
anticorpo anti-hibrido ARN/ADN (sonda/amostra). Mantem-se a
placa por 60min em shaker a 400rpm. Lava-se em tampdo 3X.
Acrescenta-se entdo o Reagente de detecgdo 1 (conjugado anti-
anticorpo e fosfatase alcalina) e incuba-se 30min a 25°C. Lava-
se 6X em TampZo. Finalmente ¢ adicionado o substrato quimio-
luminescente (Reagente de detecgdo 2) para detecgdo dos hibri-
dos, apés 15min de incubagdo a 25°C.

A leitura € feita em Lumindmetro DML 2000, onde os valo-
res superiores ao valor de corte (cut off > 1.0) sdo considerados
positivos para sonda A ou B, ou ambos.

Em cada reagdo sdo incluidos controles negativo e positivo,
em triplicata.

RESULTADOS

Em nosso estudo, 217 amostras de pacientes de ambos os
sexos foram avaliados. Estas amostras foram encaminhadas ao
laboratério, por médicos de diferentes regides do Estado do Rio
de Janeiro, para pesquisa de lesdes pela citologia e/ou para
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detecgiio do DNA de diferentes tipos de HPV, pelo teste de cap-
tura hibrida.

Dos pacientes estudados, 184 eram do sexo feminino e 33
eram do sexo masculino. A média de idade dos participantes foi
de 31,7 anos, variando de 13 a 70 anos.

Com relagdo a infeccdo pelos HPV, 104 pacientes foram
positivos pelo teste de captura hibrida (48%). Destes, 20 apre-
sentaram tipos de baixo risco, 44 de alto risco e 40 de ambos os
tipos.

Como apresentado na tabela 1, das 184 pacientes do sexo
feminino, 96 apresentaram infec¢@o por HPV (52,2%), sendo 16
infectadas por tipos de baixo risco (16,7%), 41 por tipos de alto
risco (42,7%) e 39 apresentaram infecgdes mistas (40,6%).

Os resultados da citologia estavam disponiveis para 97 das
184 pacientes avaliadas e apontaram: 15 esfregacos com resulta-
do Pap I (metaplasia), 62 com resultado Pap II e 20 Pap III (16
NICI, 3NICII e | NICIII).

Conforme apresentado na tabela 2, das 15 pacientes com
diagnéstico citolégico Pap I (normal), 5 apresentaram infecgio
por HPV (33.3%) sendo que todas tinham HPV de alto risco.
Com relagdo as 62 pacientes com Pap II, observamos ainda na
Tabela II, que 36 ndo referiam sugestdo de infeccdo por HPV.
Destas, 20 foram de fato negativas a captura hibrida (55,5%).
Entretanto, 16 (44.5%) foram positivas. As demais 26 PAP II
sugestivas de HPV apresentaram os seguintes resultados: 8 posi-
tivas para alto risco e 7 infecgGes miiltiplas, num total de 15
lesdes positivas (57.7%). Dezesseis lesdes Pap III/ NIC I foram
avaliadas. Destas, 12 foram positivas (75%): sendo 4 positivas
para HPV de baixo risco, 4 para alto risco e 4 para infecgdes
mistas.

Trés pacientes tiveram resultados na citologia de Pap III/NIC
II e 1 paciente apresentou Pap III/NIC III. Todas (100%) apre-
sentaram HPV de alto risco.

Dezoito pacientes foram acompanhadas por exames citol6gi-
cos por periodos de 36 a 48 meses e 12 meses a captura hibrida:
oito pacientes apresentaram lesdes com regressdo espontdnea
sendo 3 infectadas por HPV de baixo risco, 3 com alto risco e 2
com ambos; 7 apresentaram lesSes persistentes sendo 6 com
tipos oncogénicos; 1 paciente progrediu ao Carcinoma in situ e
apresentou infecgdo mista; 1 paciente apresentou infecgdo laten-
te com a captura hibrida positiva para HPV de baixo risco mas
sem lesao e; finalmente, 1 paciente teve infecgao transitéria, com

a primeira captura hibrida positiva para HPV de alto risco ¢ a
segunda negativa para todos os HPV.

Dos 33 pacientes do sexo masculino, somente 8 foram positi-
vos pela captura hibrida , sendo 4 infectados por tipos benignos
(50%), 3 por tipos oncogénicos (37,5%) e 1 com ambos os tipos
(12,5%).

DISCUSSAO

E interessante observar que das 96 pacientes infectadas, 80
(83.3%) apresentavam HPVs de alto risco, constituindo um
grupo significativo com maior risco de transformagao maligna
(Tabela 1).

Com relagdo aos pacientes do sexo masculino. dos 8 positi-
vos para HPV, 4 apresentaram HPV oncogénicos (tabela 1).
Entretanto, por ser a amostra muito pequena, nao foi possivel
avaliar estatisticamente estes dados que. inclusive, discordam da
literatura corrente, a qual aponta uma maior prevaléncia de
HPVs de baixo risco em lesdes do trato genital masculino
(Syrjanen, 1989).

Conforme apresentado na tabela 2, cinco pacientes com cito-
logia Pap I apresentaram infec¢io por HPV de alto risco, assim
sugerimos tratar-se de infecgdes latentes, sem replicagiio viral e
consequente lesdo. Entretanto, ndo podemos descartar a possibi-
lidade de colpocitologia falso-negativa, devido a baixa sensibili-
dade inerente a técnica.

Observamos, ainda na tabela 2, que, dentre as 62 PAP II, 36
ndo referiam sugestao de infecgio por HPV. Destas, 20 foram de
fato negativas a captura hibrida (55,5%). Entretanto, 16 (44.5%)
foram positivas sugerindo assim como no caso acima descrito,
infecgdo latente ou colpocitologia falso-negativa. As demais 26
PAP II sugestivas de HPV apresentaram os seguintes resultados:
8 positivas para alto risco e 7 infecgdes muiltiplas, num total de
15 lesdes positivas (57.7%). Um total de 42.3% das leses foram
negativas. Pode-se levantar a hip6tese de um resultado falso-
negativo da captura hibrida. Entretanto, trata-se de um teste de
segunda geracdo, no qual estima-se uma sensibilidade superior
as demais técnicas de hibridizagdo, como dot blot ou hibridiza-
¢ao in situ. Alguns estudos apontam sensibilidade intermedidria
entre 0 PCR e o dot blor. Assim, retornamos a possibilidade de
uma baixa eficiéncia da citologia. De fato. Cavalcanti e al, em

Tabela 1 — Amostras avaliadas quanto a prevaléncia da infecgdo por HPVs pelo método de captura hibrida

Pacientes Amostra Captura hibrida Prevaléncia
(N) Baixo risco Alto risco Infeccao mista (%)
(A) (B) (A+B)
Mulheres 184 16 41 39 96 (52.2)
Homens 33 4 3 1 8(24.2)
" Total 217 20 44 40 104 (48)
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Tabela 2 — Diagnéstico citolégico das pacientes avaliado de acordo com o resultado da captura hibrida

Diagnéstico Amostra Captura hibrida
citolégico (n) A B A+B (=)
PAP 1 15 - 2 3 10
PAPII 36 4 8 4 20
PAP Il + HPV 26 - 8 7 11
PAPIII (NICT) 16 -+ 4 4 4
PAP III (NIC IT) 3 - 2 -
Total 97 9 22 21 45

Tabela 3 — Acompanhamento das pacientes por andlise da lesao a citologia e detecg¢d@o da infec¢do pela

Captura hibrida

Follow-up Amostra
das pacientes (n)

Captura hibrida

A B A+B

Lesdo regressiva
Lesdo persistente

Lesdo progressiva

— =] 20

Infecgdo latente
(sem lesdo)
Infecgdo transitdria 1

(sem lesdo)

Total 18

1996. ;i haviam demonstrado um percentual de falsos-negativos
¢ fakos-positivos a citologia, em geral os falso-positivos sendo
comgidos apos andlise histopatolégica.

Neste trabalho, tivemos a oportunidade de avaliar resultados
da citologia combinados a resultados de captura hibrida para 18
pacientes. ao longo de 12 a 48 meses (tabela 3). Observamos 8
lesdes regressivas, sem referéncia a tratamento, o que correspon-
de a um percentual de regressdo de 44,4%. Estes percentuais de
regressio ja haviam sido descritos por Syrjanen (1989). Sete
pacientes apresentaram lesoes persistentes (38,9%), concordan-
do também com a literatura internacional (Meekin et al, 1992).
Uma paciente apresentou progressao ao carcinoma in situ ¢ esta-
va infectada por HPV oncogénicos. Uma paciente apresentou
HPV de baixo risco com citologia normal, resultado que se man-
teve por 10 meses, sugerindo infecgio latente.

Finalmente, 1 paciente apresentou infecc¢io transitéria com
Captura hibrida positiva para HPV de alto risco, negativando 12
meses depois. O conceito de infeccdo transitéria tem sido recen-
temente descrito na literatura. Metodologias modernas de detec-
¢do viral possibilitaram evidenciar a eliminagédo do virus ao
longo de alguns meses. Acredita-se que pacientes imunologica-

mente competentes podem eliminar o HPV; ao contrério do que
se aceitava anteriormente quando era aceito que apds a entrada
do virus no organismo ou ele se manifestaria, induzindo lesdo ou
determinaria infecgdes latentes (sem replicagéo) ou persistentes
(com replicacdo lenta sem induzir lesdio), permanecendo indefi-
nidamente no niicleo das células originalmente infectadas (Villa,
1997).

Em nosso estudo, resultados preliminares apontam um alto
percentual de infecgdes por HPV oncogénicos, sendo que estas
pacientes sdo consideradas de risco para evolugdo ao céncer.
Aquelas pacientes que apresentam lesdes iniciais com citologia
Pap I ou II sdo o grupo alvo de interesse na prevengdo ao céncer.
Isto porque pacientes com lesdes ja expressivas serdo tratadas e
acompanhadas, mas aquelas com lesdes brandas, embora em
fase inicial do processo neopldsico devem ser acompanhadas
com maior rigor clinico. Intimeros autores sugerem que exames
citolégicos devam ser recomendados a estas pacientes em inter-
valos de 6 ou 4 meses afim de detectar precocemente a progres-
sdo destas lesdes por HPV e tratd-las adequadamente, o que
resultaria em método eficiente de prevengdo ao cincer (Lowy,
1994).

DST— | bras Doengas Sex Transm 13(2): 32-36, 2001
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