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Resumo: 

Recentemente, os papilomavírus humanos foram implicados 
como possíveis agentes etiológicos dos cânceres genitais, desta­
cando-se alguns tipos virais (HPV 16 E 18), ditos oncogênicos A 
fim de determinar a prevalência do ADN dos papilomavírns(HPVs) 
em lesões genitais femininas, foram avaliadas 35 biópsias obtidas 
de pacientes atendidas no Hospital Luíza Gomes de Lemos ( INCa, 
Rio de Janeiro) e no Setor de Doenças Sexual mente Transmissíveis 
( UFF. Niterói). As biópsias foram submetidas ao diagnóstico 
histológico e à detecção dos HPVs pela técnica de hibridização in 

,·iw .\ hibridização foi realizada empregando-se sondas 
b1otm1lada~dosHPVstipos6, 11, 16e 18. 

Com relação à prevalência dos tipos virais. constatamos que 
J(J_-l% das biopsias apresentavam HPVI 6: 34,8% apresentavam 
HPV6 enquanto os HPVs 11 e 18 mostraram-se menos frequentes 
(6.1% e 19, 7%). O HPV 6 só foi encontrado isoladamente em le­
sões benignas (condilomas e NIC 1). Nas lesões pré-malignas e 
malignas do cervix feminino foram encontrados os HPVs 
oncogênicos: 16 e l 8. Foi observado que um alto percentual das 
lesões de baixo grau apresentavam estes tipos virais de alto risco, 
sendo este fato relevante uma vez que a detecção precoce de 
HPVs oncogêrncos em lesões iniciais poderá determinar conduta 
cltmca e terapêutica mais adequadas. a fim de prevenir a evolução 
destas lesões ao câncer. O início precoce da atividade sexual mos­
trou correlação direta com a infecção virai e a severidade da lesão: 
já a cor da pele não apresentou qualquer relação significativa, 
embora maior número de pacientes atendidas tenha sido de mu­
lheres brancas. 

Concluindo, a hibridização ín silu do ADN dos HPVs confere 
possibilidade de detecção e tipagem precoces de genomas virais 
oncogênicos em lesões potencialmente pré-malignas, sendo con­
siderada eficiente ferramente de prevenção do câncer. 

Unitermos: Papialomavirus: HPV: Hibridização. 

Summary 
In the last years. human papilomaviruses (HPVs) have been 

implicated as possible etiologic agents of anogenital cancers, 
especially HPVs types 16 and 18. recognized as oncogenic 
genomes. ln arder to determine the prevalence ofHPVs DNA in 
female genital lesions. 35 biopsies from pacients attending Hospi­
tal Luiza Gomes de Lemos (INCa) and Setor de Doenças Sexual­
mente Transmissíveis (UFF) were studied. 

The speci mens were evaluated by histopathologic cri teria and 
in situ hybridization (lSH). Procedures to ISH included the use of 
biotinylated probes specific to HPVs types 6, 11. 16 and 18. 
Regarding the prevalence of the types. we detected HPV 16 in 
39.4%oftl1ebiopsies. HPV 6 in 34.8%. HPV 18 in 19.7%and HPV 
11 in 6. 1 % of ali the biopsy specimens. HPV 6 were exclusively 
found alone in benign lesions such as condyloma or CIN 1. ln 
premalignant and malignant lesions. high risk HPVs 16 and 18 
were invariably found. It is noticeable that a high rate of low grade 
lesions presented these oncogenic viruses. Hence, the early 
detection of oncogenic HPVs in initial lesions is of great value 
since it offers the possibility ofa closer and more accurate clinicai 
and therapeutic procedure to prevent transformation of these 
lesions into cancers. 

Associated risk factors for HPV infection were studied. The 
early onset of sexual activity presented significant correlation 
with HPV infection and the severity of the lesion. Race did not 
showrelation to virai infection. although a greater number ofwhite 
women attended the Hospitais. 

Finally, HPV in situ hybrid.ization offers the possibility of early 
detection and typing, of oncogenic HPV g,enomes in potentially 
premalignant lesions, and thus is considered by usas an efficient 
too! for cancer prevetion. 

Uniterms: Papillomavirus. HPV, ín silu hybridization. 

Introdução 
As infecções genitais causadas pelos papilomavírus huma­

nos (HPVs), anteriormente consideradas um problema menor, tor­
naram-se das mais frequentes doenças sexualmente transmissíveis, 
em todo o mundo1

• Acumularam-se evidências apontando uma 
íntima associação entre os HPVs e o desenvolvimento de condi­
ções pré-malignas i1úectados2 Meisels cols. ( 1976)~ descreveram 
a frequente correlação entre as lesões clássicas induzidas pelos 
HPVs no cérvix uterino, como condilomas acuminados, planos ou 
invertidos, e as neoplasias intrapiteliais cervicais (N ICs). Estas 
neoplasias constituem três entidades patológicas distintas: NIC 1 
- correspondendo à displasia leve, N I C I 1-displasia moderada e 
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NIC III - displasia severa ou carcinoma in situ, precursora imedi­
ata do carcinoma invasivo das células escamosas (CCE). 

Como os HPVs podem replicar-se no trato genital mas não o 
fazem em cultivas celulares ou animais de laboratório, não foi 
possível desenvolver técnicas sorológicas de diagnóstico das 
infecções. O diagnóstico das lesões induzidas pelos HPYs ba­
seia-se em aspectos cito e histopatológicos característicos tais 
como: coilocitose, binucleação, atipias mitóticas, acantose e 
disceratose. O diagnóstico virólogico é feito pela demonstração 
de sequências de ADN virai nos tecidos infectados. Tais · 
sequências podem ser encontradas no núcleo celular, tanto na 
forma extracromossômica como na forma integrada. O estado 
extracromossômico tem sido identificado em lesões benignas en­
quanto a forma integrada do genoma virai tem sido exclusivamen­
te detectada em casos de neoplasias avançadas e carcinomas 
invasivos, sendo considerada pré-requisito para a progressão 
maligna Este fenômeno de integração leva ao estabelecimento de 
infecções não produtivas, isto é, sem a formação de novas partí­
culas infecciosas. Desta forma, somente a detecção do genoma 
viral permite identificar a presença do HPV e ainda fazer sua clas­
sificação em tipos, por técnicas de hibridização molecular. Diver­
sos autores descreveram que alguns tipos de HPY (HPV 16 e 18) 
são regularmente detectados em carcinomas cervicais, da vulva e 
do pênis e são portanto considerados de alto risco de progressão 
ao câncer; enquanto outros (HPVs 6 e 11) são associados ale­
sões benignas como condilomas e NIC I4• Desta forma, o diag­
nóstico virológico especifico, apontando os tipos de HPY pre­
sentes nas lesões clinicas, permite avaliar os riscos de progres­
são das lesões ao câncer. 

Objetivos 
Constaram dos objetivos do nosso estudo, identificar e ripar, 

por meio da hibridização in situ, os HPYs presentes em lesões 
compatíveis com a infecção virai. Além disso, associamos os re­
sultados fornecidos pelo diagnóstico histopatológico à 
hibridização, correlacionando o grau da lesão pesquisada ao tipo 
viral infectante ( oncogênicos e não-oncogênicos). A fim de reali­
zar estudo epidemiológico, pesquisan10s possíveis fatores de ris­
co envolvidos no estabelecimento da lesão induzida pelo HPV 
bem como na sua progressão. 

Material & Métodos 
Espécimens 
O material de estudo consistiu de biópsias obtidas de pacien­

tes atendidas no Hospital Ginecológico Luíza Gomes de Lemos e 
no Setor de Doenças Sexualmente Transmissíveis da Universida­
de Federal Fluminense. As biópsias foram processadas para aná­
lise histopatológica, sendo fixadas em formalha tamponada e em­
bebi das em parafina. Os blocos foram então cortados em 
micrótomo, de modo a fornecer cortes de 5um, os quais foram 
montados em lâminas e corados pelo método de Hematoxilina­
Eosina. 

Hibridi::ação in situ 
Os cortes histológicos obtidos para avaliação histopatológica 

foram montados em lâminas pré-tratadas com silane. O material foi 
fixado a 60ºC por 2h. Em seguida as lâminas foram desparafinizadas 
em xileno e etanol e, desproteinizadas após tratamento com 
Proteinase K. As lâminas receberam a mistura de hibridização con­
tendo as sondas virais para os tipos 6, 11, 16 e 18 (as sondas eram 
previamente marcadas com biatina l ldUfP). O material foi então 
desnaturado a 92ºC por l0min. e hibridizado a 37ºC por 2h. Após 
a hibridização, o material recebe o complexo de detecção 
estreptvidina-fosfatase alcalina., por 20min. à temperatura an1bi­
ente. Finalmente, a reação é revelada pela adição do substrato da 
fosfatase: o Bromo-Cloro-Indolil-Fosfato (BCIP) e o NitroBlue­
Tetrazolium (NBT). As leituras foram realizadas em microscópio 
ótico e os núcleos das células epiteliais apresentando coloração 
roxo-avermelhada foram considerados positivos para a infecção 
peloHPV 

Resultados e Discussão 
Trinta e cinco biópsias de pacientes suspeitas de infecção 

pelo HPY foram submetidas à análise do tipo virai pelo método de 
hibridização in situ. As lesões estudadas foram classificadas em 
condiloma (n=7, 20%), NIC(n=9, 25, 7%), NIC II (n=8, 22,8%), NIC 
ill (n=6, l 7,1%)eCCE(n=4, 11,4%). Empregou-se ainda um tecido 
histologicamente normal como controle negativo da reação. Das 
35 biópsias avaliadas, 33 (94,3%) apresentavam ADN de HPY, 
sendo que apenas 48,4% dos resultados histopatológicos indica­
vam infecção compatível com HPY. Este resultado permitiu-nos 
observar a heterogeneidade nos diagnósticos, devida sobretudo 
a ainda incipiente associação do HPV com lesões diferentes dos 
clássicos condilomas. 

A prevalência dos tipos de HPV é ilustrada na Figura I. As 
infecções mistas ocorreram em 62,8% dos casos sendo o HPY 16 
encontrado em 39,4% das lesões e o HPV 6 em 34,8%. Os tipos 
virais 18 e 11 foram detectados em taxas menores: 19, 7% e 6, 1 %, 
respectivamente. Uma biópsia diagnosticada como 
h.istologicamente normal (CIN O) apresentou HPV 6, deste modo o 
acompanhamento da paciente é de grande importância visto que, 
como descrito por Nuovo e cols5

, tecidos histologicamente nega­
tivos infectados por HPV tem risco aumentado de desenvolvi­
mento de neoplasias. 

A idade das pacientes estudadas variou de 16 a 69 anos, com 
média de 39,8 anos. A faixa etária de maior incidência das lesões 
foi acima de 30 anos, de modo similar ao descrito por outros auto­
res6 (Fig. II). 

Com relação aos diferentes fatores de risco analisados, temos 
que: 48.6% das pacientes relatou irúcio da atividade sexual anteri­
or aos 21 anos. Apenas 8.6% iniciou atividade após os 21 anos e 
o restante das pacientes (42,8%) não revelou este dado (Fig. III). 
O mício precoce da atividade sexual apresentou correlação com a 
presença de infecção pelo HPV e a severidade das lesões, concor­
dando com outros autores1

• 

Com relação à cor da pele, 11 pacienteseran1 brancas (31,4%), 
7 eram mulatas(20%) e 5 eran1 negras (11,4%). Não foram obtidos 
dados referentes a 12 pacientes (Fig. IV). Analisando-se a infec­
ção pelo HPV nestas pacientes, observamos não haver diferen-
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ças estatísticas significativas entre cor da pele e infecção pelo 
HPV, embora número maior de pacientes brancas tenham sido 
atendidas no período. Estes dados estão em acordo com aqueles 
descritos por Cavalcanti e cols. (1994)7. 

Analisando a prevalência dos tipos de HPV nas diferentes 
lesões histológicas, observamos que nos condilomas, 42,8% dos 
HPVs encontrados eram oncogênicos e 57,2% eram tipos benig­
nos. Nas NJCs I, 39% eram HPVs benignos sendo o restante cons­
tituído pelos tipos oncogênicos. O HPV 6 foi identificado isolada­
mente, somente em lesões benignas (condiloma e NIC I) (Fig. V). 
É de fundamentei imporância acompanhar estas pacientes que 
apresentam HPVs de alto risco em lesões iniciais, visto que o 
acompanhamento e o tratamento precoce destas lesões potenci­
almente pré-malignas pode prevenir o estabelecimento do câncer. 
Nas lesões pré-malignas e malignas (NIC II, NIC III e CCE), os 
tipos oncogênicos 16 e 18 foram detectados em todas as lesõs 
positivas para o HPV, sendo que os tipos benignos aí encontra­
dos mostraram-se sempre associados a tipos malignos (Fig. Ve 
VI). Estes achados corroboram o conceito de serem estes tipos 
virais, fatores etiológicos do desenvolvimento do câncer cervical. 

Nossos resultados confirmam a história natural da infecção 
pelo HPV quando observan10s a variação de idade das pacientes 
em relação ao grau das lesões histológicas: pacientes com NJC I 
apresentavam média de idade de 35,4 anos; com NIC II apresenta­
vam média de 31 ,8 anos; com NIC III a média era de 39,6 e com 
carcinoma (CCE), de 57 anos (Tabela I). Estes resultados apontam 
para a evolução das lesões iniciais induzidas pelos HPVs 
oncogênicos, ao longo do tempo; reforçando a associação de 
tipos virais com o estabelecimento de câncer. Já as infecções cau­
sadas por tipos benignos parecem regredir espontaneamente de 
· modo que raramente algum HPV de baixo risco é detectado, isola­
damente, em lesões malignas8• 

Podemos concluir que a alta prevalência de HPVs oncogênicos 
em lesões benignas constitui fator relevante. Assim, o diagnóstico 
e a tipagem dos genomas virais pela hibridiz.ação in situ, nestas 
lesões, é muito útil como medida de prevenção do câncer, permitin­
do o estabelecimento precoce de conduta clínica e terapêutica ade­
quadas. E ainda, a detecção viral em lesões pré-malignas e malignas 
não leva à interferência na conduta terapêutica, visto serem estas 
lesões comumente tratadas por excisões cirúrgicas. Deste modo, 
entendemos ser de pouca importância a realização rotineira do 
diagnósticovirológico em lesões severas mas de grande valia em 
lesões precoces mas com maior potencial de evolucão maligna. 

Tabela 1 - Média de idade das pacientes de acordo com o 

diagnóstico histológico das lesões 

Diagnóstico histológico das lesões 

NIC O Condiloma NIC I NIC II NIC m CCE 

(n=l) (n=2) (n=S) (o=6) (n=S) (n=4) 

Xidade 34,5 26 31,8 35,4 39,6 57 

HPV18 
(19,7%) 

HPV6 
(34.8%) 

HPV18· 
(3A,4%) 

HPV11 
(6,1%) 

F"19ura 1 - Prevalência dos tl os de HPV na o ulação estudada 
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Figura 5 - Prevall!nda dos tipos de HPV nas dlfererites les6es 
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