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RESUMO

Introducgio: a infecgdo pelos tipos oncogénicos do papilomavirus humano (HPV), como os tipos 16 e 18, constitui importante fator de risco para o
desenvolvimento do cancer do colo uterino. Em mulheres portadoras do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), tem sido demonstrado o
aumento na prevaléncia e persisténcia da infec¢do pelos HPV16 e HPV 18, justificando o aumento da susceptibilidade destas mulheres para o desen-
volvimento das neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC), lesdes precursoras do cancer do colo uterino. Objetivos: analisar a influéncia da infecgdo
pelo HIV-1 sobre a presengca do HPV16 e HPV18 em mulheres apresentando NIC. Métodos: biGpsias cervicais de 42 mulheres apresentando NIC,
infectadas ou ndo pelo HIV-1, foram utilizadas para a identificacdo da presenca e tipificagdo do HPV a partir da reagdo em cadeia da polimerase. Para
andlises estatisticas foi utilizado o teste exato de Fisher. Resultados: todas as pacientes apresentaram infecgdo ativa pelo HPV, sendo o HPV16 o tipo
mais freqiientemente detectado, seguido pelo HPV18 e outros tipos. Pacientes portadoras do HIV-1, apresentando reducdo do nimero de linfécitos T-
CD4+, apresentaram infec¢do aumentada de HPV oncogénicos (p = 0,04), com predominio do HPV16 (p = 0,01). Conclusao: presenga de infecgdo
ativa por HPV oncogénico parece ser importante fator etiopatogé€nico para a instalacdo das NIC, principalmente entre as mulheres infectadas com o
HIV-1 e imunocomprometidas, apresentando baixo nimero de linfécitos T-CD4+.
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ABSTRACT

Introduction: the infection with oncogenic human papillomavirus (HPV), including HPV16 and HPV 18, is considered to be the major risk factor for
cervical cancer development. Among HIV-positive women, studies have reported an increased prevalence and persistence of HPV16 and HPV18
explaining, in part, the increased susceptibility for squamous intraepithelial lesion (SIL) development, which is a precursor lesion of the cervical can-
cer. Objective: to analyse the influence of HIV-1 infection towards HPV 16 and HPV 18 infection presence in women presenting SIL. Methods: cer-
vical biopsies from 42 women presenting with SIL, with or without HIV-1 infection were studied for the presence and HPV typing, using the polime-
rase chain reaction. Statistical analysis was performed using Fisher's exact test. Results: all patients (100%) presented with active HPV infection.
HPV16 was the type more frequently detected, followed by HPV18 and other HPV types. Patients presenting with HIV-1 infection together with
decreased CD4+ cell counts showed increased oncogenic HPV infection (p = 0.04), and HPV16 was the predominant type (p = 0.01).Conclusion: the
presence of active oncogenic HPV infection may be an important factor contributing to SIL installation; primarily among immunocompromissed
HIV-1 positive women exhibiting lower CD4+ cell counts.

Keywords: HPV, cervical lesions, HIV, SIL, CIN

ISSN: 0103-4065
DST —J bras Doengas Sex Transm 16(1):21-25, 2004

INTRODUCAO

Atualmente tem sido amplamente descrito que as neoplasias
intra-epiteliais cervicais (NIC) sdo lesdes precursoras do can-
cer do colo uterino, e uma das principais causas de morte femi-

'Prof* Doutora do Departamento de Enfermagem Geral e Especializada, Escola de
Enfermagem de Ribeirdo Preto-USP

2p6s-Doutoranda do Departamento de Clinica Médica, Divisio de Imunologia,
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP

3Médica Assistente do Departamento de Ginecologia e Obstetricia, Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto-USP

“4Prof Titular do Departamento de Ginecologia e Obstetricia, Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto-USP

SProf. Associado do Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto-USP

Fonte financiadora: FAPESP (97/04490-8 e 01/02908-2)

nina em paises ndo-industrializados!-3. Anatomopatolo-
gicamente, as NIC sdo caracterizadas por diversos graus de
anormalidades na diferenciagdo e maturagdo celular do epitélio
cervical. Relativo a sua classificac@o, as NIC podem ser dividi-
das em NIC I, NIC II e NIC III. Como NIC-I, entende-se que
as alteragdes celulares restringem-se ao tergo inferior do epité-
lio cervical (chamada também de lesdo cervical de baixo grau).
Na NIC-II, as alteragdes chegam até o ter¢o médio do epitélio
cervical. Na NIC III, verifica-se que as alteracdes celulares
ocupam o tergo superior do epitélio cervical. As lesdes compa-
tiveis com NIC II e NIC III sdo também denominadas de lesdes
de alto grau®.

Estudos epidemioldgicos e moleculares t€ém confirmado que a
presenca de infecgd@o cervical por alguns tipos de papilomavirus
humano (HPV) seja o fator precursor na patogénese do cancer
cervical>7.
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De acordo com o potencial oncogénico, os HPV podem ser
classificados em HPV de baixo ou alto risco®. Os HPV de alto
risco, a exemplo dos tipos 16 e 18, sdo detectados em cerca de
50-80% das lesdes de alto grau (NIC-II e NIC-III), e em cerca de
99,7% dos casos de cancer invasivo do colo uterino®11.

Em mulheres portadoras do virus da imunodeficiéncia huma-
na tipo 1 (HIV-1), a concomitancia de infeccido pelo HPV e NIC
€ maior do que na populagdo geral, apresentando risco relativo de
6,6 vezes!213, Aproximadamente 50% das mulheres com a sin-
drome da imunodeficiéncia adquirida (aids) possuem citologia
cervical anormal com suspeita de NIC!4, demonstrando que a
imunodeficiéncia, em especial a redu¢cdo do nimero de linfécitos
T-CD4+, estd associada a maior prevaléncia e persisténcia da
infeccdo por HPV e NIC'.

A prevaléncia dos tipos oncogénicos de HPV entre mulheres
portadoras da infeccdo pelo HIV varia de acordo com a popula-
¢do estudada, grau de imunocomprometimento e técnicas de
deteccdo viral, sendo constatadas prevaléncias que variam de
33%!2, 82%!4 ¢ 93%!6. De forma geral aceita-se que a imunode-
ficiéncia celular desempenha papel importante na permissividade
e persisténcia da infeccdo ativa por HPV oncogénico e a instala-
¢do da NIC.

Face ao conhecimento acumulado na literatura sobre a asso-
ciagdo entre infecg¢do por tipos oncogénicos do HPV, infeccdo
pelo HIV-1 e presenga de NIC, este estudo teve como objetivo
avaliar a influéncia da infec¢do pelo HIV-1 sobre a presenca do
HPV em mulheres portadoras de NIC.

METODOS

Pacientes

Neste estudo foram avaliadas 42 mulheres com idades varian-
do entre 16 a 46 anos, apresentando diferentes graus de NIC.
Destas mulheres, 20 (47,6%) eram portadoras do HIV-1. As
pacientes foram arroladas no Setor de Moléstias Infecto-
Contagiosas em Ginecologia e Obstetricia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (HC-FMRPUSP).

Aspectos éticos

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do HC-FMRPUSP, sob o nimero 6597/2001.
Participaram apenas aquelas pacientes que concordaram em par-
ticipar do estudo apds serem informadas dos objetivos da pesqui-
sa, com a garantia de anonimato, assinando o termo de consenti-
mento livre e esclarecido.

Coleta das amostras

Os fragmentos cervicais foram obtidos a partir de bidpsias
cervicais, colposcopicamente dirigidas, de pacientes com indica-
¢do clinica deste procedimento para complementagdo diagndsti-
ca. Estas amostras foram imediatamente imersas em nitrogénio
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liquido e mantidas a -70° C até serem processadas. O DNA gend-
mico extraido foi usado para a detec¢do da infecgao e tipificagdo
do HPV!7.

Extracao de DNA

A extracdo do DNA viral das amostras cervicais foi realizada
utilizando Trizol® (Gibco, MD, Estados Unidos), de acordo com
as instrucdes do fabricante.

Tipificacio e deteccao do HPV

O DNA gendmico foi amplificado pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando 12,5 pM de cada dNTP, 25 pM de
cada iniciador, 1,5 U de DNA Taq polimerase (BioTools-Spain),
5 uL de 10X tampéo de enzima, 20 ug de DNA gendmico € H,0O
destilada deionizada até completar o volume total de 25 uL. A
mistura foi processada em termociclador (MJ Research, MA,
USA) nas seguintes condi¢des de ciclagem: 1 ciclo a 94°C por 5
min, 35 ciclos de 94°C por 1 min seguido de 55°C por 40 seg e
72°C por 40 seg, uma extensdao de 72°C por 10 min e, finalmen-
te, 4°C indefinidamente.

Foram utilizados diferentes pares de iniciadores. Os iniciado-
res GP5 e GP6!® (que amplificam pequenos fragmentos de DNA)
e os iniciadores MY09 e MY11!° (que amplificam fragmentos
maiores de DNA) foram utilizados para a amplificagcdo e detec-
¢do genérica do HPV. Sendo HPV16 e HPV18 os tipos mais fre-
qlientemente associados as NIC, a deteccdo foi baseada neles.
Assim, os iniciadores HPV16E7.667/ HPV16E7.774, especificos
para o HPV16, e os HPV18E7.696/ HPV18E7.79920, especificos
para o HPV18, também foram utilizados.

Os fragmentos de DNA amplificados foram aplicados em gel
de poliacrilamida a 10%, submetidos a eletroforese a 200 mA por
2 horas e marcados com AgNO,;?!.

Analise estatistica

Para a avaliacdo estatistica utilizou-se o teste exato de Fisher,
considerando significantes as diferencas cujo p < 0,05.

RESULTADOS

Presenca da infeccio pelo HPV

A idade das 42 mulheres participantes deste estudo variou
entre 16 e 46 anos (mediana = 27 anos). Destas mulheres, 20
eram portadoras do HIV-1. Na Tabela 1 pode ser verificada a
distribuigdo destas pacientes de acordo com a infec¢io pelo HIV-
1 e o grau de NIC. De acordo com a classificagdo do Centers for
Disease Control and Prevention??, sete das 20 pacientes portado-
ras do HIV-1 (35,0%) eram assintomaticas e 13/20 (65,0%) esta-
vam recebendo terapia anti-retroviral altamente potente no
momento do estudo. A distribuicdo do nimero de linfécitos T-
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Tabela 1 - Caracterizaciio das pacientes estratificadas de acordo com
status da infec¢iio pelo HIV-1 ejestadiamento das lesdes cervicais

Estadiamento das lesoes cervicais
Status HIV-1 NIC-I NIC-II NIC-IIT Total
n (%) n (%) n (%) n (%)
Infectadas 10 (50,0%) 2 (10,0%) 8 (40,0%) 20 (100,0%)
Nio-infectadas 12 (54,0%) 3 (14,0%) 7 (32,0%) 22 (100,0%)
Total 22 (52,4%) 5 (11,9%) 15 (35,7%) 42 (100,0%)

Tabela 2 - Caracterizacio das pacientes portadoras da infeccao pelo HIV-1 estratificadas de acordo com a
gravidade das lesoes cervicais (classificacio de Bethesda), segundo o nimero de linfocitos T-CD4+

Gravidade das lesoes cervicais segundo Bethesda
Niuimero de Lesao de baixo grau Lesao de alto grau Total
linfécitos (NIC-I) (NIC-II/IIT)
T-CD4+ n (%) n (%) n (%)
Abaixo de 300 2 (28,6%) 5 (71,4%) 7 (100,0%)
células/mL
Acima de 300 8 (61,5%) 5 (38,5%) 13 (100,0%)
células/mL
Total 10 (50,0%) 10 (50,0%) 20 (100,0%)

CD4+ e a gravidade das NIC nessas pacientes pode ser verificada
na Tabela 2.

De maneira geral, todas as pacientes, 42/42 (100%), apresen-
tavam infec¢do pelo HPV, detectada pela presenca do DNA viral
nas lesdes intra-epiteliais cervicais, sendo que 21/42 (50%) des-
sas portavam o HPV16, 7/42 (16,6%) o HPV18, 5/42 (11,9%)
ambos HPV16 e HPV18. Outros tipos de HPV foram encontra-
dos em 9/42 (21,5%) das pacientes.

Estratificadas de acordo com a infec¢do pelo HIV-1, entre as
portadoras verificou-se que 10/20 (50%) delas apresentavam
HPV16, 1/20 (5%) HPV18, 2/20 (10%) ambos HPV16 e HPV 18,
e 7/20 (35%) outros tipos de HPV. Entre as pacientes negativas
para a infeccdo pelo HIV-1, 11/22 (50%) apresentavam HPV16,
6/22 (27,3%) HPV18, 3/22 (13,6%) ambos HPV16 e HPV1S, e
2/22 (9,1%) outros tipos de HPV.

Os tipos oncogénicos do HPV (HPV16 e HPV18) foram
encontrados na maioria das lesdes cervicais (78,5%). De maneira
similar e independentemente do status HIV-1, a presenca de

infec¢do por HPV oncogénico mostrou-se aumentada em compa-
ragdo com outros tipos virais (p = 0,06), visto que 90,9% das
mulheres sem a infeccdo pelo HIV-1 e 65% das portadoras do
HIV-1, apresentaram a presenca do DNA viral dos HPV16 e/ou
HPV18. Por outro lado, foi observada a presencga reduzida da
infeccdo pelo HPV18 entre as pacientes portadoras ou ndo do
HIV-1 (p =0,09). A Tabela 3 ilustra estes resultados.

No grupo de mulheres portadoras do HIV-1, quando a presen-
ca da infeccdo por diferentes tipos de HPV e o nimero de linféci-
tos T-CD4+ foram avaliados, pacientes com menos de
300cél/mL apresentavam infec¢@o significativamente aumentada
pelo HPV16 quando comparada as pacientes com maior nimero
de linfécitos T-CD4+ (p = 0,01). Do mesmo modo, a infec¢do
por HPV oncogénicos também estava aumentada (p = 0,04). A
Tabela 4 mostra estes resultados.

Nao foram observadas diferencas significativas na presenca
da infeccdo pelos diferentes tipos de HPV quando a gravidade da
NIC foi avaliada.

Tabela 3 - Freqiiéncia dos tipos de HPV detectados em bidpsias do colo uterino de pacientes estratificadas de

acordo com status da infeccio pelo HIV-1

Status HIV-1 HPV 16 HPV 18 HPV 16/18 Outros tipos Total

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Infectadas 10 (50,0%) 1 (5,0%) 2 (10,0%) 7 (35,0%) 20 (100,0%)
Nao-infectadas 11 (50,0%) 6 (27,3%) 3 (13,6%) 2 (9,1%) 22 (100,0%)
Total 21 (50,0%) 7 (16,7%) 5(11,9%) 9 (21,4%) 42 (100,0%)

—
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Tabela 4 — Freqiiéncia dos tipos de HPV detectados em bidpsias do colo uterino de pacientes
infectadas pelo HIV-1, estratificadas de acordo com o niimero de linfocitos T-CD4+

Nimero de linfécitos T- Oncogénicos Outros tipos Total
CD4+ n (%) n (%) n (%)
Acima de 300 cél/mL 7 (53,8%) 6 (46,2%) 13 (100,0%)
Abaixo de 300 cél/mL 0 (0,0%) 7 (100,0%) 7 (100,0%)
p =0,04*
Total 7 (35,0%) 13 (65,0%) 20 (100,0%)

*Teste exato de Fisher

DISCUSSAO

Embora a infecg¢do pelo HPV possa ser detectada pela citolo-
gia genital triplice (exame preventivo do cancer do colo uterino)
e/ou pelo anatomopatoldgico (mediante bidpsia cervical colpos-
copicamente dirigida), freqiientemente, isto nido é possivel. No
entanto, a presenca do HPV pode ser confirmada com alto grau
de precisdo pela identificagdo do genoma viral nas lesdes cervi-
cais?,

Sendo a infeccdo pelo HPV um fator precursor para o desen-
volvimento do céncer cervical, a detec¢do do genoma viral pode
ser utilizada como estratégia de vigilancia para identificar mulhe-
res portadoras de tipos oncogénicos de HPV, suscetiveis a insta-
lagdo e progressdo das lesdes cervicais. Se por um lado tem sido
referido que a citologia triplice possa ser utilizada, exclusivamen-
te, com sucesso nos programas de prevencdo do cancer do colo
uterino, por outro lado, estudos recentes apontam que a detecc¢do
de infeccdo ativa e tipificacdo do HPV, juntamente com a citolo-
gia triplice, pode ser utilizada como prevencdo secunddria, ainda
que apresentando alto custo, mostrando-se como estratégia inte-
ressante para reduzir a morbimortalidade do céncer cervical?+-26
em paises ndo industrializados, que ainda apresentam limitagdes
importantes nas avaliagdes citoldgicas como resultados falso-
negativos advindos de erros na coleta, preparacdo e leitura das
amostras citolgicas?’. Limitacdes da citologia convencional, em
especial, na amostragem celular, sdo importantes, pois somente
10% a 20% das células colhidas sdo colocadas na ladmina. Além
disso, hd grande dificuldade na apropriada observagdo celular
obtida a partir de esfregacos irregulares (extensdo e distribui¢@o
do material), espessos, purulentos, com intensa cit6lise e hemor-
rdgicos. Dessa maneira, os resultados falso-negativos devem ser
considerados, apresentando taxa de ocorréncia em 5% a 30% na
rotina laboratorial, dos quais, aproximadamente, 1 a 3 laminas
sdo consideradas negativas por interpretacio incorreta, enquanto
2 a 3 laminas tiveram coleta e processamento do material celular
improprios.

Adicionalmente, estudo recente, confrontando resultados de
amostras citopatoldgicas com os obtidos através da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), mostrou a presenca do genoma do
HPV em amostras que citopatologicamente nao detectaram a
positividade para esta infec¢do, sugerindo que andlises citopato-
l6gicas podem nido ser suficientes para identificar a presenca da
infeccdo pelo HPV, visto que a infec¢do pelo HPV € um fenome-
no progressivo e, dependendo do tempo de infeccdo, sua presen-
¢a ainda nio foi capaz de causar alteracdes celulares detectdveis
pelos métodos citopatoldgicos e anatomopatoldgicos convencio-

nais23.
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Na presente casuistica, a alta freqiiéncia da infeccdo ativa por
HPV oncogénicos, encontrada intralesionalmente, corrobora
achados anteriores'! e confirma que a presenca e persisténcia/ati-
vidade desta infec¢do possam estar associadas a instalagdo das
lesdes cervicais.

Neste estudo, a distribuicdo da freqiiéncia dos HPV, sendo o
HPV16 o tipo mais freqiiente seguido pelo HPV18, confirma
dados anteriores realizados na regifio sudeste brasileira.

A infec¢do por HPV oncogénico foi detectada em 90,9% das
pacientes nao portadoras da infec¢do pelo HIV-1 e, em contra-
partida, a presenca deste tipo de HPV foi observada em 65% das
pacientes portadoras da infecgdo pelo HIV-1. Este achado difere
da maioria dos estudos avaliando a presenca da infec¢do por
HPV em mulheres infectadas pelo HIV!Z16 Sobre a interpreta-
¢do destes dados deve ser considerada a limitagdo da amostra
avaliada (erro tipo II) ou o fato de que a grande maioria dessas
pacientes estava sob terapia anti-retroviral altamente potente.

Avaliando-se a associacdo do imunocomprometimento entre
as mulheres portadoras do HIV-1 (contagem de linf6citos T-
CD4+ inferior a 300 cél/mL) com a detec¢do de genoma de HPV
oncogénicos (HPV16 e/ou HPV18), verificou-se que entre as
pacientes imunocomprometidas a presenca destes tipos virais foi
significativamente maior em compara¢ido a mulheres com mais
de 300 cél/mL. Estes achados suportam que o imunocomprometi-
mento € um fator permissivo para a infec¢do e a persisténcia da
infeccdo ativa por HPV oncogénico e instalag@o das lesdes cervi-
cais!3, mesmo em pacientes que utilizam a terapia anti-retroviral
altamente potente, como no caso da presente casuistica.

CONCLUSAO

O presente estudo conclui que o imunocomprometimento da
infeccdo HIV-1 influencia diretamente na presencga dos tipos
oncogénicos do HPV em lesdes precursoras do cancer do colo
uterino. Sugere também a alternativa de utilizar técnicas de bio-
logia molecular para a identificagdo e tipifica¢do dos tipos onco-
génicos do HPV.
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