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Com a finalidade de contribuir para um melhor conhecimento do
eventual papel do Papilomavfrus humano (HPV) na etiopatogenese do cancer
cervical na regiao norte do Brasil, estudou-se a prevalencia do vfrus em 228
mulheres portadoras de les6es de cervix uterina, atendidas no Instituto Ofir
Loiola (IOL), em Belem, Para, no perfodo de man;o de 1992 a maio de 1996.
As pacientes foram submetidas a bi6psia de cola uteri no, sendo a material
coletado encaminhado para histopatologia e pesquisa de HPV par diferentes
tecnicas laboratoriais. Para fins de analise, as participantes foram distribufdas
em 3 grupos, de acordo com a diagn6stico histopatol6gico. 0 grupo A foi
constitufdo de 155 mulheres com carcinoma epiderm6ide invasor au
adenocarcinoma, a grupo B de 54 portadoras de neoplasia intraepitelial
cervical grau II au III (NIC II e NIC III) e a C, de 19 pacientes com cervicite
cr6nica. Pelas tecnicas de PCR e hibridizac;ao par dot-blot, registraram-se
prevalemcia de HPV em 70,3%, 63,0% e 36,8% das mulheres reunidas nos
grupamentos A, B e C, respectivamente. 0 tipo de HPV predominante foi a 16,
que representou 60,4% das amostras positivas do grupo A e 54,5% daquelas
do grupo B. Os HPV tipo 16, 18 e 33 representaram 71,4% dos detectados no
grupo C. Em 155 das 228 amostras testadas par PCR, realizou-se tambem a
tecnicade hibridizac;ao in situ (HIS) com sondas para detectar HPV 6/11, 16/18
e 31/33/35. A prevalencia de HPV registrada par essa tecnica foi de 17,4%,
enquanto que par PCR observou-se, nas mesmas amostras, percentual
positivo de 65,2%. No que diz respeito a outros fatores, tambem tidos como
implicados no desenvolvimento de carcinomas e les6es precursoras em cervix
uterina, verificou-se que cerca de 40% das mulheres dos grupos A e B
admitiram iniciac;ao sexual precoce (com 15 anos au menos). Entretanto, a
grande maioria referiu de 1 a 3 parceiros, nao caracterizando comportamento
sexualpromfscuo. Os dados aqui apresentados, a exemplo do que se registrou
em outros estudos conduzidos em diversas areas geograficas, sustentam a
hip6tese de que a HPV desempenha um importante papel na etiologia dos
carcinomas de cola uterino e neoplasias intraepiteliais cervicais. Contudo,
investigac;oesadicionais e mais amplas devem ser realizadas, com vistas a
umamelhor compreensao das caracterfsticas epidemiol6gicas da infecc;ao par
HPV na Regiao Amaz6nica.



Acredita-se que a infecgao viral mais freqUentemente transmitida

por via sexual seja aquela provocada pelo Papilomavirus humane (HPV)

(Becker & Stone, 1987; Jacyntho & Almeida Filho, 1994[a]), originando tambem

uma das mais prevalentes entre todas as doengas sexualmente transmissiveis

(Kiviat et al., 1992).

A importancia que assume hoje a nivel mundial 0 estudo dos HPV

advem de sua nitida correlagao com os processos neoplasicos da cervix

uterina (Shah & Howley, 1990; White & Fenner, 1994). A associagao entre

lesao maligna cervical e atividade sexual, proposta desde 1842 por Rigoni-

Stern apud Cox, (1995), ensejou a que varios pat6genos transmitidos por essa

via fossem considerados como possiveis agentes etiol6gicos (Cox, 1995).

Com 0 advento dos inumeros progressos que vem sendo

alcangados nas ultimas decadas em diversas areas do conhecimento (clinicos,

epidemiol6gicos e laboratoriais), tornou-se possivel atribuir ao HPV papel

fundamental na etiologia das les6es malignas do cola de utero (zur Hausen,

1991[b]; Koutsky et aI., 1992; Munoz et al., 1993; Schiffman et al., 1995).

As verrugas genitais, uma das mais freqUentes formas de

expressao clinica dos HPV, sac conhecidas desde a AntigUidade (Escudero,

1996); entretanto, somente em fins do seculo passado foram correlacionadas

as verrugas cutaneas. A associagao foi possivel em virtude da semelhanga



histologica encontrada entre os dois tipos, assim como pela detec<;ao de les6es

verrucosas em areas extragenitais, inoculadas com extrato de verrugas de

regiao genital. Com base nesses achados, estabeleceu-se a teoria unitaria que

atribuia as verrugas genitais e cutaneas origem (mica (Oriel, 1971).

A natureza virotica das verrugas cutaneas foi primeiramente

proposta em 1907, por Ciuffo apud Shah & Howley (1990), que inoculou em

area escarificada do dorso da propria mao extrato filtrado de material

proveniente de tecido verrucoso. Tal proposi<;ao foi confirmada em 1949 por

Strauss et a/., por meio do microscopic eletr6nico.

Quanto as verrugas genitais, apos importante observa<;ao

epidemiologica, verificou-se que as mesmas eram de transmissao sexual.

Les5es verrucosas foram detectadas em c6njuges de reservistas norte-

americanos, os quais haviam retornado do Extremo Oriente cerca de 4 a 6

semanas antes do aparecimento da sintomatologia em suas esposas. Todos os

militares admitiram relacionamento sexual com mulheres asiaticas no periodo

emque estiveram afastados de seu domicilio (Barret, Silbar, Mc Ginley, 1954).

Cerca de duas decadas apos 0 estabelecimento da natureza viral

para as verrugas cutaneas, foram identificadas ao microscopic eletr6nico,

particulas virais em material obtido de verrugas genitais (Dunn & Ogilvie, 1968;

Oriel & Almeida, 1970). Nesse periodo foram demonstradas as diverg€mcias

antigenicas entre os virus das verrugas cutaneas e genitais por meio da

imunomicroscopia eletr6nica (Almeida, Pinkus, Stannard, 1969).

Com 0 aprimoramento e emerg€mcia de novas tecnicas de

detec~aovirotica, os estudos sobre as verrugas ganharam decisivo impulso.



Para tal, os trabalhos de zur Hausen et al. (1974), sobre hibridizac;ao molecular,

tiveram fundamental importancia. A seguir, a pluralidade dos HPV foi

reconhecida (Gismann & zur Hausen, 1976).

Um maior interesse no estudo desses virus deu-se com a

descoberta dos pesquisadores Meisels & Fortin (1976) e Purola & Savia (1977).

Esses investigadores, ao examinarem esfregac;os e bi6psias de colo uterino,

correlacionaram os achados cito-histol6gicas (coilocitose) presentes em lesoes

subclfnicas, aos HPV. Tais alterac;oes, embora conhecidas desde a decada de

50, s6 entao foram identificadas como 0 resultado do efeito citopatogenico viral.

A partir dal, processos semelhantes passaram a ser investigados na genitalia

masculina e em outros sltios do trato genital feminino.

Ainda em 1976, zur Hausen cogitou a possibilidade do HPV estar

implicado na genese do cancer de localizac;ao cervical.

As pesquisas sobre os HPV, desenvolvidas nas duas ultimas

decadas, tem demonstrado singular progresso no entendimento das relac;oes

entrecertos tipos do referido virus e as neoplasias de colo uterino (Schneider,

1994).

Os HPV encontram-se bastante difundidos na populac;ao em

geral. Estima-se 0 numero de mulheres portadoras do virus em fase latente



em torno de 10 a 40% (Villa, 1995[a]), sendo os maiores percentuais

assinalados entre aquelas pertencentes a faixas etarias mais jovens (Kataja et

al., 1993; Villa, 1995[a]).

Acredita-se que somente uma parcela reduzida das mulheres

infectadas com os HPV de tipo oncoge:mico desenvolvam lesao maligna

(Schiffman et al., 1993), uma vez que grande parte dessas infec<;oes e

transit6ria, desaparecendo em poucos meses (de Villiers et al., 1987; Brisson et

al., 1996). Evidencias demonstram, entretanto, que as portadoras desses tipos

de HPV apresentam risco significativamente maior de desenvolver processo

neoplasico cervical do que aquelas sem sinais de infec<;ao por esses agentes

virais (Koutsky et al., 1992; Schiffman et al., 1993). Dados preliminares indicam

que infec<;aopelos tipos de HPV com potencial cancerigeno tendem a persistir

por um maior periodo de tempo, se comparadas com a infec<;ao por tipos de

HPV considerados de baixo risco para 0 desenvolvimento de processo

neoplasico(Franco et al., 1995).

Grubb (1986) encontrou altera<;ao cervical sugestiva de infec<;8o

por HPV em cerca de 1 a 3 % de exames citopatol6gicos com colora<;ao pelo

metodode Papanicolaou, e sugeriu em dados preliminares que e cerca de 10

vezes maior a chance de mulheres com infec<;ao cervical por HPV virem a

desenvolverneoplasia intra-epitelial cervical, quando comparadas aquelas nao

infectadaspor esse virus.

Villa (1995[a]) refere que 0 material genetico de alguns tipos de

HPV pode ser detectado em cerca de 90% dos carcinomas e lesoes

precursorasem cervix uterina.



o cancer de cola de utero, por outro lado, com uma incidencia

mundial de cerca de 500.000 casos por ana (Aleixo Neto, 1991; Fisher, 1994) e

aproximadamente 300.000 6bitos anuais (WHO, 1996), constitui-se num dos

mais serios problemas de saude, principalmente para mulheres de paises em

desenvolvimento (Aleixo Neto, 1991). Estima-se que no Brasil cerca de 40.000

casos novos surjam anualmente (Villa, 1995[a]), sendo que 0 nordeste

brasileiro, especial mente a cidade de Recife (com uma incidencia de

96,5/100.000), aparece com 0 maior indice ate 0 momenta detectado (Villa &

Franco, 1989).

Dados relativos a area metropolitana de Belem, no periodo de

janeiro de 1989 a dezembro de 1991, revelaram taxas bruta e padronizada de

cancer de cola uterino da ordem de 41,6 e 57,9 por 100.000 mulheres,

respectivamente (PARA. Secretaria ..., 1996). No Instituto Ofir Loiola (I0L), em

1992,0 cancer cervical representou 83,6% dos canceres de localizaC;8o genital

em mulheres (INSTITUTO ..., [1993?]). Registros do ana de 1994, no mesmo

local, mostraram que 54,9% dos processos neoplasicos diagnosticados no

sexofeminino, encontravam-se no aparelho genital (INSTITUTO ... ,1997).

Mesmo que consistentes evidencias venham conferindo aos HPV

o principal papel no desenvolvimento de doenc;a maligna cervical, a atuaC;8o de

outros fatores (intrinsecos e extrinsecos), parece exercer fundamental

importanciano processo (Brinton, 1992).



Das inumeras variaveis correlacionadas em estudos

epidemiol6gicos as neoplasias cervicais, 0 numero de parceiros sexuais

(Cuzick et aI., 1990; Jones et a/., 1990; Parazzini et a/., 1992) e a idade

precoce do primeiro coito (Parazzini et a/., 1992) conferem a esses processos 0

perfil de uma doen<;a sexualmente transmissivel, cujas evidemcias demonstram

ser 0 HPV 0 agente etiol6gico implicado (Young et a/.,1989; Shroyer, 1993;

Levineet a/., 1993; Eluf Neto et a/., 1994).

Acredita-se que a explica<;ao para justificar a precocidade na

iniciagao sexual como mecanisme facilitador para 0 desenvolvimento de lesao

maligna deva-se ao fato do epitelio cervical, mais precisamente aquele situado

na zona de transforma<;ao (ZT) , encontrar-se imaturo, portanto, facilmente

susceptivel as modifica<;oes causadas por agentes sexualmente transmissiveis

(Ceppleson & Reid, 1968).

Considera-se que 0 risco aumentado de neoplasia cervical em

mulheres com multiplicidade de parceiros, assim como naquelas em que 0

companheiro apresenta comportamento sexual promiscuo, seja consequemcia

desuas maiores chances de exposi<;ao ao HPV (Bosch et a/., 1992; Schiffman

et al., 1993; van Doornum et aI., 1994; Venuti et a/., 1994; Burk et a/., 1996).

Essaelevayao no risco desaparece quando ha 0 usa regular de preservativo

masculinonos relacionamentos sexuais (Kjaer et aI., 1991).

A possibilidade do desenvolvimento de doen<;a maligna do cola

uterineem mulheres com 10 ou mais parceiros foi consideravelmente maior

quenaquelas com 1 parceiro (Peters et a/., 1986; Brinton et a/., 1987).



Buckley et al. (1981) encontraram risco relativo de 7,8 para

mulheres cujo c6njuge havia tido 15 ou mais parceiras sexuais fora do

casamento.

Bosch et al. (1996) detectaram prevalencia de DNA de HPV na

ordem de 17,5% entre maridos de pacientes com carcinoma cervical, contra

3,5% naqueles cujas companheiras faziam parte do grupo controle.

Ley et aI., em 1991 encontraram DNA de HPV pela tecnica de

Rea980em Cadeia da Polimerase (PCR) em 21% de mulheres com apenas um

parceiro sexual, enquanto que naquelas com 10 ou mais 0 percentual foi de

69%.

Fatores como fumo, contraceptivos orais e numero de filhos (ou

de gesta90es) vem sendo relacionados a carcinomas e lesoes precursoras em

cervix uterina. A participa980 da dieta, assim como situa90es de

imunossupress8o e presen9a de outros agentes infecciosos de transmiss80

sexual (alem do HPV), embora em menor escala, tem merecido a aten980 dos

estudiososdo assunto.

A influencia do fumo no desenvolvimento de neoplasia de cola

uterinoe defendida pela maioria dos autores (Winkelstein, 1990; La Vecchia et

a/., 1986). A detec980 de substancias como nicotina e cotinina no muco

cervicalde fumantes com neoplasia maligna de cervix uterina (Schiffman et al.,

1987;Helberg et al., 1988), e 0 fato do cigarro ser considerado um agente que

propicia a diminui980 da fun980 das celulas de Langerhans, principais

respons8veispela resposta imunitaria local (Mc Ardle & MOiler, 1986; Barton et

a/., 1988),justificam tal associa98o.



A contribui980 de contraceptivos hormonais orais na genese de

les6es malignas de colo uterino vem sendo demonstrada por alguns autores

(Beral, Hannaford, Kay, 1988; Negrini ef a/., 1990; Bosch ef a/., 1992).

Brock ef a/. (1989) evidenciaram aumento no risco de carcinoma

cervical entre mulheres usuarias de anticoncepcional oral por mais de 6 anos.

Especula-se que a a980 hormonal levaria a altera90es no processo normal de

matura980 epitelial da cervix uterina (Cox, 1995), assim como induziria a

express80de oncoproteinas virais (Mittal ef a/., 1993).

De Britton ef a/. (1993) detectaram que 0 risco de morrer de

cancer cervical era significativamente maior entre mulheres com 6 ou mais

filhos,se comparadas aquelas com 3 ou menos. Fatores como diminui980 da

imunidade celular (Purtilo, Hallgren, Yunis, 1972) e a980 da progesterona

(Mittalef al., 1993) durante 0 periodo gestacional, propiciariam a integra980 do

DNA viral ao genoma do hospedeiro, em epitelio cervical vulneravel (zur

Hausen, 1991[a]). Tal condi980 poderia ser a chave para explicar a rela980

diretaentre 0 tamanho da prole e neoplasia cervical maligna.

E um tanto controversa a participa980 de fatores dieteticos no

desenvolvimentode cancer e lesoes precursoras em colo de utero. Verreault ef

al. (1989) encontraram diminui980 no risco em mulheres com dietas ricas em

vitaminasA, C e E, embora 0 provavel efeito protetor conferido por tais

nutrientestenha side consideravelmente enfraquecido quando ajustado para

Qutrasvariaveis associadas ao aparecimento de doen9a maligna em cervix

uterina(Slattery ef a/., 1990).



Os Papilomavirus (PV) sao c1assificados como um dos dois

generos da familia Papova viridae. 0 outro genero e constituido pelos

Polyoma virus (PY) e Simian Virus 40 (SV 40). Entretanto estudos a nivel

molecularmostram diferenya significativa entre esses virus, 0 que para alguns

autoresjustificaria que os PV, por si s6, constituissem nova familia (Tagami,

Oguchi,Ofuji, 1983; Broker, 1987).

A c1assificayao dos PV baseia-se em sua especie de origem

(humana,bovina, etc) e no grau de homologia existente entre 0 seu material

geneticoe 0 de outro da mesma especie (Pfister, 1987). Para que dois virus da

mesmaespecie sejam considerados como tipos diferentes e necessario que a

similitudede seus DNA esteja situada entre 45% a 50%. Se for maior que 50%

e menorque 100% eles sao identificados como subtipos (Coggin & zur Hausen,

1979; Almeida Filho, Passos, Lopes, 1995).

Os HPV sao virus de pequenas dimensoes, com cerca de 55nm

dediametro, nao envelopados, tem nucleocapsideos de simetria icosaedrica e

possuem72 caps6meros (0Iiveira,1994). Tem seu genoma constituido de uma

moleculade DNA circular de dupla fita, com aproximadamente 8.000 pares de

basese peso molecular de 5,2x106 daltons. Apresentam organizayao genica

similar,em que os genes virais, ou unidades de traduyao ou Open Reading

Frames (ORF), estao localizados na mesma fita de DNA. 0 genoma viral e

dividido,funcionalmente, em tres regioes: precoce (Early) com 6 ORFs (E1, E2,

E4, E5, E6, E7), tardia (Late) com 2 ORFs (L1 e L2) e uma regiao denominada



Long control region (LCR), onde nao se detecta nenhuma ORF. A regiao

precoce representa cerca de 50% do genoma viral, sendo responsavel pela

replicac;aodo DNA do HPV, pelo controle da transcric;ao e pela transformac;ao

celular.A regiao tardia (L1, L2) compreende aproximadamente 40% do genoma

do virus e codifica as proteinas estruturais (principal e secundaria) do

capsideo. Na regiao LCR, encontra-se a origem da replicac;ao viral (Shah &

Howley,1990; Villa, 1995[b]; Villa, 1997).

Atualmente estao identificados mais de 70 tipos distintos de HPV

(Longuet, Cassonet, Orth, 1996), numerados em ordem crescente na medida

desua descoberta, sendo que aproximadamente 35 infectam 0 trato genital (de

Villiers, 1994). Dentre estes, certos tipos tem um papel reconhecidamente

oncogenico,sendo que os HPV 16 e 18 sac os mais comumente implicados na

genesedas neoplasias cervicais malignas, motivo pelo qual sac considerados

de maior risco (de Villiers, 1989; Oliveira et al., 1994). Outros tipos de HPV,

comoos 31,33,35,39,45, 51, 52, 56 e 58, embora em menor proporc;ao, sac

tambem associados a oncogenese (Oliveira, 1994; Shah & Howley, 1990;

Oliveiraet al., 1994; K6nya et al., 1995; Park et al., 1996).

Para alguns autores (Liaw et al., 1995), os HPV podem ser

agrupados em: a) tipos de alto risco (16, 18, 31 e 45), tipos de risco

intermediario(26, 33, 35, 39, 51, 52, 55,56, 58 e 59) e tipos de baixo risco (6,

11,40, 42, 53, 54,57), para 0 desenvolvimento de neoplasia maligna de cola

uterino.



1.4FISIOPATOGENESE DA INFECCAo POR HPV

Acredita-se que 0 HPV penetre no organismo atraves de contato

direto epitelio-epitelio, geralmente por meio de microtraumas durante 0

intercurso sexual, alcangando, em seguida, 0 nucleo das celulas da camada

basal(Schneider & Koutsky, 1992; Pereyra, Guerra, Villa, 1996). Essas celulas,

estimuladas pela presenga do DNA viral, multiplicam-se aceleradamente e,

com isso, impedem a replicagao independente do DNA do virus, razao pela

qual sac chamadas "nao permissivas", onde 0 virus pode apenas expressar

suas proteinas precoces. Seguindo 0 processo natural de maturagao, as

celulasda camada basal chegam a regiao superficial do epitelio, onde nao

mais se multiplicam. Nesse estagio sofrem maturagao e queratinizagao,

tornando-se"permissivas" a replicagao vegetativa do DNA viral, a sintese das

proteinasdo capsid eo e a montagem das particulas virais. A proliferagao viral

s6 ocorre em celulas mais diferenciadas nas quais 0 virus exerce seu efeito

citopaticoclassico (coilocitose). Quando a celula coilocit6tica sofre processo de

descamagao,ha Iiberagao dos virions que passam a infectar celulas vizinhas,

induzindoproliferag6es epiteliais da pele ou mucosa (de Brux et al.,1983;

Garcia-Carranca& Gariglio, 1993; Villa, 1995[a]; Villa, 1995[b]).

Algumas vezes, diferentemente do que ocorre na infecgao

c1assica,em que 0 DNA viral mantem-se em sua forma epissomal, 0 DNA de

certostipos de HPV e integrado ao DNA da celula basal infectada (DOrst et al.,

1985; Lehn et al., 1988), levando a sinteses proteicas anormais, perda da

diferenciagaocelular e transformagao neoplasica. Nessas circunstancias nao



mais ocorre replica<;80 viral, pois a celula transformada torna-se "n80-

permissiva" (de Brux et aI., 1983; Linhares, 1994; Villa, 1995[a]; Villa, 1995[b]).

Trabalhos experimentais demonstraram que os genes precoces

E6 e E7 dos HPV 16 e 18 possuem a capacidade de transformar fibroblastos

de roedores (Yasumoto et al., 1986; Bedell et al., 1989). Apesar da importancia

dessesgenes na muta<;80 celular, acredita-se que a atua<;80 de um oncogene

ativadose facta necessaria no processo (Matlashewski et al., 1987; Phelps et

a/., 1988).

Estudos realizados com culturas primarias de ceratin6citos

humanosconsolidaram a ideia de que os genomas virais de HPV de "alto risco"

reservama propriedade de tornar "imortais" as celulas nas quais se tenham

integrado(Durst et al., 1987; Schelegel et al., 1988; Munger et aI., 1989[a]).

Experimentos in vitro demonstrando que a atividade de

imortaliza<;80do HPV 18 e dezenas de vezes maior que a do HPV 16

(Romanczuket al., 1991), corroboram a sUPOSi<;80de que os HPV 16 e 18

possuemdiferentes potenciais oncogenicos (Villa & Schlegel, 1991).

Possivelmente as pacientes infectadas com HPV 18 apresentam

progressaomais rapida das lesoes, 0 que explicaria a frequente associa<;80

dessetipo a neoplasias malignas em mulheres mais jovens (Arends et aI.,

1990; K6nya et al., 1995).

Pesquisas revelaram que as proteinas E6 e E7 dos HPV

oncogenicosligam-se respectivamente a p53 e a p105RB, proteinas celulares

resultantesde genes supressores de tumor (Munger et al., 1989[b]; zur



Hausen, 1991[a]; Werness, Levine, Howley, 1990). Com essa inativaC;80

ocorreria proliferaC;80 celular descontrolada (Villa, 1995[b]).

Fatores intrinsecos ao organismo do hospedeiro, assim como

fatores externos, devem funcionar como co-carcin6genos, contribuindo para

progress80 tumoral em individuos infectados com HPV de potencial

oncogenico (zur Hausen, 1991 [a]; Villa, 1995[a]; Villa, 1995[b]).

Varios autores tem correlacionado 0 envolvimento do sistema

imunol6gico a infecC;80 e ao desenvolvimento das les6es provocadas pelo

HPV, assim como no que diz respeito ao aparecimento e a prevenC;80 de

recidivas(Shah & Howley,1990).

Embora niveis elevados de anticorpos possam ser detectados, a

participaC;8oda imunidade humoral n80 se encontra ainda suficientemente

esclarecida (Kienzeler, 1985). A detecC;80 de anticorpos circulantes pode ser

realizadapelo metodo imunoenzimatico (ELISA), que utiliza como antigenos

proteinasvirais ou seus peptideos expressos por bacterias (Viscidi & Shah,

1992 apud Villa, 1995[b]), uma vez que os HPV, ate 0 presente, n80 podem ser

propagadosem meio de cultura de tecidos (Shah & Howley, 1990; Jacyntho &

AlmeidaFilho, 1994[b]; Birley, 1995).

Possivelmente ocorre com maior freqOencia, e em titulos mais

elevados,a prodUc;80 de anticorpos para as proteinas virais E6 e E7 dos HPV

de tipos 16 e 18 em mulheres com carcinoma da cervix uterina, em



comparac;aoa mulheres sadias (Jochmus-Kudielka et a/., 1989; Bleul et a/.,

1991). No entanto, estima-se que apenas 50% das mulheres com neoplasia

maligna apresentam resultados sorol6gicos positivos (van den Brule et a/.,

1993 apud Villa, 1995[a)).

A participac;ao da imunidade celular, por meio de mediadores

celulares soluveis (Iinfocinas) e celulas macr6fago-simile (celulas de

Langerhans), na patogenia dos HPV cutaneos encontra-se bem estabelecida

(Maldonado, 1994). Observac;oes c1inicas registraram maior incidencia de

verrugasem pacientes com quadros de imunossupressao, nos quais as lesoes

frequentemente eram mais numerosas e de maior tamanho, quando

comparadas as de grupos de pacientes sem comprometimento do sistema

imune (Benton et al., 1989). Por outro lado, estudos histopatol6gicos

demonstraram a presenc;a de celulas mononucleares em tecido verrucoso

(Kirchner,1986; Tagami et a/., 1974).

A resposta celular, entretanto, nao ocorre de forma tao evidente

quandoenvolve os tipos mais frequentemente associ ados a neoplasia cervical

maligna(HPV 16 e 18). Possivelmente, a explicac;ao para tal, esteja na

dificuldade que as celulas infectadas, pertencentes a tecido mucoso,

apresentemem estimular 0 sistema imune, e/ou pelo fato das celulas de

Langerhans,normal mente as apresentadoras de antigenos em mucosas,

encontrarem-seem numero reduzido na area circunjacente as lesoes (Shah &

Howley,1990; Villa, 1995[b]).



1.6 MANIFESTA<;OES CLiNICAS DA INFEC<;AO paR HPV

AS diferentes tipos de HPV podem infectar a pele e as mucosas.

Quando acometem 0 trato genital inferior podem ser detectados, apes periodo

de tempo variavel, em um dos seguintes estagios:

Apresentam-se frequentemente sob a forma de verrugas genitais

benignas, os condilomas acuminados, quase que exclusivamente associados

aos HPV de tipos 6 e 11 (Hellberg et aI., 1995). Essa forma de expressao

c1inica,no entanto, raramente e observada em area cervical uterina (Shah &

Howley,1990).

as condilomas pianos, reconhecidos ha quase duas decadas sac

considerados 0 modo mais comum de expressao viral em cervix uterina

(Meisels,Fortin, Roy, 1977; Reid et al., 1980), representando cerca de 95% das

infecr;oespor HPV nesse sitio anatomico (Pereyra, Guerra, Villa, 1996).

Recebemtambem a denomina<;ao de infec<;ao subclinica pelo HPV por serem

visualizadosapenas ao colposcepio com utiliza<;ao previa do acido acetico a

5%. Essas lesoes, quando localizadas na ZT sac colposcopicamente

indistinguiveisdas neoplasias intra-epiteliais cervicais, impondo-se a realiza<;ao



de bi6psia e histopatologia para sua diferenciagao (Shah & Howley, 1990;

Schneider & Koutsky, 1992; Linhares, 1994).

o HPV nao produz alteragoes morfol6gicas no epitt§lio sendo

detectado somente por meio de tecnicas laboratoriais de biologia molecular

como hibridizagao e PCR (Schneider & Koutsky, 1992). Entretanto, ainda sac

insuficientes os conhecimentos sobre a latencia do virus no organismo (Villa,

1995[b]).

Quando presente em epitelio com transformagao atipica pode

expressar-se como neoplasia intraepitelial ou cancer invasive (Schneider &

Koutsky,1992), sendo os HPV dos tipos 16 e 18 os mais prevalentes (Shah &

Howley,1990).

o diagn6stico laboratorial da infecgao pelo HPV pode ser

realizadopor meio de metod os indiretos, tais como: citologia, colposcopia, e

histopatologia, e diretos, dentre os quais: microscopia eletr6nica,

imunohistoquimica, HIS, hibridizagao por dot-blot e PCR.





As celulas discerat6ticas originam-se da camada superficial e/ou

intermediaria. Nao sac exclusivas das les6es produzidas por HPV, mas

aparecem caracteristicamente em epitelio infectado por esse virus.

Apresentam-se diminuidas de tamanho, com citoplasma orangeofilico e nucleo

de dimens6es normais, embora pare<;a aumentado em rela<;ao as celulas que

nao exibem altera<;6es (Almeida Filho & Jacyntho, 1994[b]; Gompel & Koss,

1997).

As anomalias nucleares caracterizam-se por: bi ou

multinuclea<;ao, aumento da rela<;ao nucleo/citoplasma, hipercromasia, as

vezesacompanhada de sinais de degenera<;ao (Linhares, 1994).

Na realiza<;ao desse exame e de suma importancia a analise da

ZT,por<;aoda cervix uterina que representa a uniao dos epitelios pavimentoso

estratificadoe cilindrico, pois e nessa regiao que as les6es neoplasicas, com

maiorfrequencia, se assestam (Maldonado, 1994).

Embora a diferencia<;ao colposc6pica entre neoplasia intraepitelial

cervical(NIC) e infec<;ao por HPV, seja considerada de extrema dificuldade, e

descritoque a primeira tende a restringir-se a ZT, enquanto que as infec<;6es

porHPV nao respeitam tais limites (Maldonado,1994; Linhares, 1994).

o exame colposc6pico e fundamental na distin<;ao entre epitelio

normale alterado, orientando a por<;ao do tecido que deve ser submetida a

bi6psia(Gompel & Koss, 1997).



A colposcopia, contando com a utilizac;ao de substancias como 0

acido acetico e 0 iodo, permite a identificac;ao das areas suspeitas para que se

proceda a bi6psia dirigida (Almeida Filho, Passos, Lopes, 1995).

Quando ap6s a aplicac;ao do acido acetico, 0 epitelio mostrar-se

acetobranco ha indicac;ao de ter havido coagulac;ao das proteinas, as quais sao

escassas no tecido normal e encontram-se aumentadas no tecido neoplasico

elou infectado pelo HPV (Maldonado, 1994).

o teste de Schiller, aplicado ap6s 0 acido acetico, consiste na

utilizac;aot6pica de iodo e possibilita a avaliac;ao do conteudo de glicogenio

epitelial que se apresenta abundante no tecido normal. Se 0 local estiver

infectado com HPV, a interac;ao e fraca e desigual. Caso haja processo

neoplasico associado 0 epitelio nao sofre colorac;ao, devido a escassa

quantidadede glicogenio local (Maldonado, 1994).

Essas caracteristicas observadas na ZT atipica nao sao,

entretanto, especificas das displasias cervicais; podendo ser observadas em

epiteliometaplasico da cervix uterina (Barrasso, 1994).

Estudo comparativo entre as tecnicas de colposcopia e citologia

evidenciou maior sensibilidade da primeira. A especificidade mostrou-se

superiorna citologia (Maldonado, 1994).

o aspecto histopatol6gico decorrente das infecc;oes cervico-

vaginaisinduzidas pelo HPV varia de acordo com 0 tipo de lesao encontrado.



Tratando-se de processo condilomatoso estao descritos varios

formatos: plano, pontiagudo, exofltico e endofltico. Entre eles, 0

predominantemente encontrado em area cervical e 0 condiloma plano. Essa

variedade apresenta-se, histopatologicamente, como lesao de limites bem

definidos, com acentuadas modifica90es nas camadas superficiais onde 0

citoplasma e mais claro e 0 epitelio acant6tico, sendo a presen9a de coil6citos

a caracteristica marcante. Ha bi ou multinuclea9ao, hipercromasia com graus

variaveis de hiper e paraqueratose (Almeida Filho & Jacyntho, 1994[a];

Linhares,1994; Maldonado, 1994).

Como os processos malignos e lesoes precursoras em cervix

uterinacervicais vem sendo firmemente considerados como manifesta90es da

infec~o por HPV (Pereyra, Guerra, Villa, 1996), as diversas c1assifica90es

histopatol6gicas utilizadas para os diferentes estagios dessas altera90es

merecemser descritas:

a) Utiliza-se 0 termo displasia (Reagan, Seidemann, Saracusa,

1953) e subdivide-se em leve, moderada e grave, de acordo com 0 grau de

comprometimento do tecido escamoso. Quando toda a espessura do epitelio

estaacometida, designa-se 0 processo patol6gico de carcinoma in situ.

b) Adota-se a nomenclatura neoplasia intra-epitelial cervical (NIC),

propostapor Richart em 1967 (com modifica90es), a qual conforme 0 grau de

estadiamentopode ser dividida em:

.NIC I (displasia leve): as altera90es acometem 1/3 do epitelio

basal,embora celulas com nucleos anormais possam migrar para superficie

epiteliale ser detectadas nos esfrega90s de Papanicolaou.



.NIC II (displasia moderada): encontram-se altera90es nos ter90s

inferiore medio do epitelio .

• NIC III (displasia acentuada/carcinoma in situ) quando os

transtornos celulares acometem todas as camadas epiteliais.

c) Faz-se uso da c1assificacao de Bethesda (Anonymous, 1989),

criteriocitol6gico adaptado, que classifica as lesoes como:

• Lesao intra-epitelial escamosa de baixo grau:

•• Condiloma plano

•• Oisplasia leve ¢:> NIC I

• Lesao intra-epitelial escamosa de alto grau:

•• Oisplasia moderada ¢:> NIC II

•• Oisplasia grave/Carcinoma in situ ¢:> NIC III

• Carcinoma invasive

o quadro a seguir reproduz de forma didatica as c1assifica90es

(citol6gicase histol6gicas) utilizadas para descrever as anomalias cervicais

(IARC, 1995).
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Breves comentarios a respeito das altera90es histopatol6gicas da

infec~o por HPV em NIC (de baixo e de alto grau):

Nas lesoes diagnosticadas como NIC de baixo grau (de

malignidade) as celulas epiteliais sac bem diferenciadas, apresentando

altera90es caracteristicas do efeito citopatogenico resultante da replica9ao

viral. Tais lesoes podem ser ocasionadas por qualquer tipo de HPV capaz de

infectar 0 trato genital. Embora nao seja possivel, por meio da microscopia,

observar-se diferen98s entre as altera90es celulares induzidas por diferentes

tipos de HPV, alguns autores supoem que as lesoes provocadas pelo tipo 16

podem apresentar um maior pleomorfismo que as decorrentes da infec9ao

pelos demais tipos (IARC, 1995).

As principais caracteristicas histol6gicas da infec~o por HPV em

NIC de baixo grau traduzem-se por: atipia nuclear, bi ou multi-nuclea~o e

cavita<;aocitoplasmatica perinuclear com espessamento do citoplasma. As

figurasde mitose encontram-se em maior numero e geralmente limitadas ao

ter90inferior do epitelio (Almeida Filho, Jacyntho, 1994[a]; IARC,1995).

A combina9ao de atipia nuclear e halo perinuclear na camada

epitelialsuperficial, representa 0 principal marcador de infec9ao produtiva pelo

HPV (Cotran, Kumar, Robbins, 1989; Almeida Filho, Jacyntho, 1994[a]; IARC,

1995).

Nas NIC de alto grau (de malignidade) observa-se aumento

nuclear,substancial pleomorfismo e perda da organiza9ao celular. Figuras de

mitoseestao presentes tambem nos ter90s medio e superior do epitelio. A

detec980de mitoses anormais constitui-se em um dos melhores parametros



para distinguir NIC de alto e baixo grau. A ausencia de coilocitose demonstra

nao estar ocorrendo replicac;ao viral. (Cotran, Kumar, Robbins, 1989; Almeida

Filho, Jacyntho, 1994[a]; IARC,1995).

Constitui-se no unico metodo que possibilita 0 estudo da

morfologia do virus, ampliando a particula viral na ordem de ate 100.000 vezes.

Apresenta, entretanto, como desvantagens, tratar-se de teste bastante

laborioso e que nao e dotado de boa especificidade, uma vez que nao

diferenciafacilmente 0 PV do PY. Alem disso, nao proporciona a identificayao

dostipos de HPV (Cavalcanti et a/., 1991; Almeida Filho, Passos, Lopes, 1995).

Podem ser realizados em esfregayos celulares (imunocitoquimica)

oucortes de tecido (imunohistoquimica). Eles possibilitam a identificayao dos

antigenos virais estruturais, permitindo a diferenciayao com os PY. A

sensibilidadee bastante variflVel, ainda nao estando bem estabelecida. Kurman

et a/., em 1984 apud Cavalcanti et a/. (1991) referiram que em estudos

imunohistoquimicos,dependendo do tipo de lesao, ocorrem niveis de detecyao

compreendidosentre 15% a 70%.



Acredita-se na possibilidade de relaC;8o inversa entre a presenc;a

das proteinas estruturais do HPV e a severidade da neoplasia cervical (Warhol

et al., 1984).

Apresenta como principais vantagens:

a) A possibilidade de ser aplicada em material coletado para

exame histopatol6gico e conservado em formol, parafina ou congelamento,

assim como em material obtido por exfoliaC;8o da vagina e cervix uterina

(Linhares,1994; Villa & Medeiros, 1995).

b) Unica tecnica a permitir a identificac;ao do tipo de HPV em

rela9ao a topografia do tecido (Cavalcanti et a/., 1991; Stoler et al., 1992;

Linhares,1994; Villa & Medeiros, 1995).

Em contrapartida, 0 procedimento e considerado laborioso e a

sensibilidaderelativamente baixa. Com efeito, para detecta-Io fazendo-se use

desanda radioativa, ha necessidade de, no minimo, 20 - 50 c6pias do genoma

viral (Schneider et al., 1991; Villa, 1995(a]). Utilizando-se sondas n80

radiaativas,a sensibilidade decresce, pois torna-se necessaria a presenc;a de,

nominima, 350 c6pias do genoma do virus para que 0 mesmo seja detectado

peloteste (Crum et al., 1988 apud de Villiers, 1992).



Trata-se de tecnica desenvolvida por Mullis em meados da

decada de 80 (Mullis, 1990), tendo como base 0 mecanisme natural de

duplica9ao do material genetico: separa980 das duas fitas de DNA,

acoplamento dos oligonucleotfdeos iniciadores (primers) e complementa9ao

dasfitas simples, tornando-as novamente duplas.

Constitui-se no metodo que oferece maior sensibilidade e

especificidade, pois permite que uma sequencia especffica do DNA seja

replicada mesmo com uma quantidade de genoma viral inferior a 0,01 por

celula(Villa, 1995[a]). Esse procedimento e capaz de fornecer 100 bilh6es de

moleculassimilares em algumas horas partindo de uma (mica molecula de

DNA (Mullis, 1990).

A possibilidade de contamina9ao dos especimes submetidos a

exame,levando a resultados falso-positivos representa, sem duvida, a maior

preocupa9aodurante a execu9ao dessa tecnica, justificando-se a ad09ao de

cuidadosexcepcionais quanta a assepsia (Bauer et a/., 1991; Etherington &

Shafi,1996). Controles negativos sac necessarios para detectar essa eventual

intercorrencia(Erlich, Gelfand, Sninsky, 1991).

as componentes da mistura de rea980 (MIX), alem do DNA

gen6mico,sac representados pelos primers especfficos, DNA polimerase

termoestavel, os quatro desoxirribonucleotfdeos (as 4 bases e seus

correspondentesa9ucares e fosfatos) e um tampao apropriado (Brasileiro Filho

&Pena,1992; Villa & Medeiros, 1995).



Para que haja separa<;80, e necessario que a temperatura seja

elevada a aproximadamente 95°C, apes 0 que a dupla fita de DNA da origem a

duas fitas simples e complementares. Chama-se a este processo de

"Desnatura<;80" (Villa & Medeiros, 1995).

Os primers nada mais S80 que pequenos fragmentos de DNA de

fita simples, cuja fun<;80 e localizar as regioes para as quais foram sintetizados

e acoplar-se as sequencias complementares nas duas fitas simples, surgindo

assim um pequeno fragmento de DNA de dupla fita (Brasileiro Filho & Pena,

1992). 0 pareamento ou annealing dos primers ocorre a temperatura situada

entre40-60°C (PRODUTOS Roche ...,s.d.).

As polimerases atuam ligando um a um os nucleotideos

correspondentes, ou seja, as bases com as moleculas de a<;ucar e radicais

fosfatos, tornando duplas as fitas de DNA simples. Essas enzimas tem a

capacidadede diferenciar as duas extremidades dos primers (3' e 5') e iniciar

semprepela extremidade 3' completando a fita simples a partir deste ponto.

Quandose utilizam polimerases termoestaveis de DNA, a polimeriza<;ao e
realizadaa cerca de 72°C de temperatura (Villa & Medeiros, 1995).

A utiliza<;80 da polimerase extrafda da bacteria Thermus

aquaticus (Taq-polimerase) em substitui<;80 aquela anteriormente utilizada,

derivadada E.coli, concorreu de forma significativa para 0 aperfei<;oamento da

tecnica.Em virtude da Taq polimerase tratar-se de enzima termoestavel,

permiteque os diversos ciclos sejam processados de maneira automatica em

urnmesmotubo, n80 havendo necessidade de interrompe-Ios para adi<;80 de



nova polimerase ativa (Saiki et al., 1988; Villa & Medeiros, 1995; Andrade,

1993).

As tres etapas que constituem 0 cicio podem ser repetidas

diversas vezes com a mesma soluc;ao. A durac;ao de cada cicio e , em media,

de 3 minutos; logo, em apenas 1 hora, cerca de um milhao de c6pias podem

serproduzidas (PRODUTOS Roche ...s.d ..; Villa & Medeiros,1995).

Caracteriza-se como metodo relativamente rapido e simples com

alta sensibilidade e especificidade (Koutsky; Galloway; Holmes, 1988; Shroyer,

1993).

Consiste, resumidamente, na determinac;ao dos diferentes tipos

deHPV por meio da hibridizac;ao em pontos, a qual utiliza os principios gerais

dehibridizac;ao com a particularidade do produto previamente amplificado por

peR ser aplicado em um ponto da membrana de nitrocelulose ou nylon.

Ha um verdadeiro paradoxa quanta a conduta terapeutica nas

infecc;oespor HPV. Existe um relativo consenso de que as les6es clinicas

devemser tratadas, mesmo sabendo-se que em ate 80% das vezes ocorre

regressaoespontanea, e que essas les6es estao frequentemente associ adas

aos HPV 6 e 11, considerados de baixo potencial oncogenico. Por outro lado,



ha uma certa concordancia entre os autores em nao tratar as lesoes

subcllnicas que, quando localizadas em cola uteri no, regridem em cerca de

40% dos casos, embora em aproximadamente 10% evoluam para processos

neoplasicos malignos (Maldonado, 1994).

A infec<;ao genital por HPV, apesar dos inumeros recursos

terapeuticos disponiveis, constitui-se muitas vezes num verdadeiro desafio,

devido a persistencia do quadro ou frequentes recidivas a que estao sujeitos

alguns pacientes. A escolha do tratamento baseia-se em criterios tais como:

aspecto cllnico, localiza<;ao, distribui<;ao e principalmente, associa<;ao ou nao a
neoplasia intra-epitelial (Almeida Filho, Jacyntho, Maldonado, 1994[a]).

o arsenal medicamentoso inclui substancias causticas como

podofilinae acido tricloroacetico e produtos quimicos como fluorouracil (5-FU) e

thiotepa. Imunoterapia utilizando BCG, idoxuridina, isoprinosine, levamisole e

interferon, podem ser tentados. Na terapeutica cirurgica pode-se utilizar

eletrocauteriza<;ao/criocauteriza<;ao, excisao com al<;a diatermica, laser ou

excisaocirurgica com bisturi (Robboy, Duggan, Kurman, 1988; Cotran, Kumar,

Robbins,1989;Almeida Filho, Jacyntho, Maldonado, 1994[a]).

A exemplo das demais infec<;oes transmitidas por via sexual, a

preven<;aodo HPV baseia-se primordialmente na educa<;ao orientada para a

praticado sexo seguro, estimulando 0 uso de preservativos e desencorajando

amultiplicidadede parceria sexual.
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Este estudo tem por objetivo geral determinar a preval€mcia de

HPV em mulheres com lesao de cervix uterina, segundo diagn6stico

histopatol6gico, em Belem, Para, utilizando dois metodos diagn6sticos: PCR e

hibridizac;ao por dot-blot.

Os objetivos espedficos compreendem:

-Detectar, pela tecnica de hibridizac;ao por dot-blot, a freqO€mcia

com que ocorrem os varios tipos de HPV.

-Estabelecer a preva!l§ncia de HPV por HIS e observar a

sensibilidade dessa tecnica em relac;ao ao PCR.

-Verificar os dados epidemiol6gicos concernentes a:

-Numero de parceiros sexuais.

-Idade do primeiro coito.

-Tabagismo.

-Numero de filhos.

-Uso de anticoncepcional hormonal.



A amostragem constituiu-se de 228 mulheres, que no periodo de

mar90de 1992 a maio de 1996 foram encaminhadas ao Servi90 de Ginecologia

do IOL, na cidade de Belem, Para, por apresentarem suspeita c1inica e/ou

laboratorial (citologia) de neoplasia maligna da cevix uterina. Ap6s avalia~o

ginecol6gica e quando necessaria, colposc6pica, as pacientes foram

submetidas a bi6psia cervical.

Somente as mulheres que nao haviam recebido tratamento

antineoplasico anteriormente, foram convidadas a fazer parte da pesquisa. A

totalidade delas concordou em participar do estudo, assinando termo de

consentimento (Anexo 1) e respondendo a questionario (Anexo 2) para analise

epidemiol6gica.

Os especimes estudados foram obtidos de colo uteri no, por meio

debi6psias e constituiram-se em:

a) Um fragmento que foi fixado em formal tamponado e

encaminhadoao Servi<;o de Patologia do 10L para diagn6stico histopatol6gico.
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As laminas foram mergulhadas em xilol por duas vezes, com 10

minutos de durac;ao cada. A seguir, processo semelhante foi realizado

utilizando-se alcool absoluto. Ap6s secarem por 10 minutos, as laminas foram

incubadas em soluc;ao de digestao a 3rC em banho-Maria por 10 minutos e,

posteriormente, lavadas em soluc;ao tampao (Buffer I) por 1 minuto, alcool a

95% (1 minuto) e alcool absoluto (1 minuto). Secaram em temperatura

ambiente por 10 minutos.

A finalidade dessa fase foi facilitar 0 acesso das sondas ao tecido.

Adicionou-se uma gota de cada sonda (controle positivo, controle

negativo, HPV 6/11, HPV 16/18 e HPV 31/33/35) sobre as laminas

correspondentes a cada paciente. De maneira resumida, os componentes:

-lamina (+) = sonda (+): controle positivo

-lamina (-) = sonda (-): controle negativo

-lamina 1 = sonda positiva pI HPV 6 e 11

-lamina 2 = sonda positiva pI HPV 16 e 18

-lamina 3 = sonda positiva pI HPV 31,33 e 35



As laminas foram mergulhadas em xilol por duas vezes, com 10

minutos de durac;ao cada. A seguir, processo semelhante foi realizado

utilizando-se alcool absoluto. Ap6s secarem por 10 minutos, as laminas foram

incubadas em soluc;ao de digestao a 3rC em banho-Maria por 10 minutos e,

posteriormente, lavadas em soluc;ao tampao (Buffer 0 por 1 minuto, alcool a

95% (1 minuto) e alcool absoluto (1 minuto). Secaram em temperatura

ambiente por 10 minutos.

A finalidade dessa fase foi facilitar 0 acesso das sondas ao tecido.

Adicionou-se uma gota de cada sonda (controle positivo, controle

negative, HPV 6/11, HPV 16/18 e HPV 31/33/35) sobre as laminas

correspendentes a cada paciente. De maneira resumida, os componentes:

-lamina (+) = sonda (+): controle positivo

-lamina (-) = sonda (-): controle negativo

-lamina 1 = sonda positiva pI HPV 6 e 11

-lamina 2 = sonda positiva pI HPV 16 e 18

-lamina 3 = sonda positiva pI HPV 31,33 e 35



Os cortes de tecido foram cuidadosamente cobertos com

laminulas de 18x18 mm, evitando-se a formac;ao de bolhas.

As laminas foram depositadas em chapa quente a 96°C por 5

minutos e, a seguir, colocadas em camara umida e incubadas em estufa a

3rC por duas horas.

As laminulas foram removidas em 200ml de soluc;ao tampao

(Buffer 11), a 3rC, e as laminas lavadas em tres banhos de soluc;ao tampao

(Buffer III), por tres minutos cada.

Em cada lamina adicionou-se uma gota do reagente de detecc;ao.

A seguir as laminas foram incubadas a 3rC por 30 minutos, lavadas em tres

banhos de soluc;ao tampao (Buffer III), por 3 minutos cada, e incubadas em

solu980de substrato a 3rC, por 1 hora. Posteriormente, foram por tres vezes

imersasem agua destilada, coradas por 1 minuto pela soluc;ao de contraste e

novamente lavadas em 3 banhos de agua destilada. Por fim foram passadas

emalcool a 95% por 1 minuto, desidratadas em alcool absoluto por 1 minuto,

c1areadasem xilol por 1 minuto, montadas em resina sintetica e analisadas ao

microsc6pio6ptico. A presenc;a de DNA do HPV foi indicada pela observac;ao

deprecipitado azul escuro nos tecidos onde a hibridizac;ao ocorreu.



Os especimes c1fnicos congelados foram rapidamente imersos em

tubo de centrffuga de vidro, tipo corex ou em plastico resistente a solventes

organicos, contendo 2 ml de tampao TE (10mM Tris HCI pH 7,4 1mM EDTA).

As amostras que tinham tamanho maior do que 0 recomendado (3 a 6 mm)

foram "trituradas" com 0 auxflio de um bisturi, objetivando facilitar a digestao

proteica. Em seguida foi adicionado 100J.!1de dodecil sulfato de s6dio (SDS) a

20% e 10J.!1de proteinase K 20mg/ml. A concentrac;ao final das duas

substancias foi de 1% e 100J.!g/ml, respectivamente. 0 material, depois de

misturado,foi submetido a banho-Maria a 50-55°C, por 2 a 3 horas, ou ate que

a maioria do tecido tivesse side digerida. Em alguns casos optou-se pela

permanenciadas amostras a 3rC durante toda a noite.

Ap6s a digestao, acrescentaram-se 2ml de fenol saturado (uma

parte do material e uma parte de fenol), homogeneizando por 5 minutos e

centrifugando por 5 minutos a 10.000 rpm. A fase aquosa (superior) foi

removidapara um novo tubo onde foram adicionados 2ml de clorof6rmi olal cool

isoamilico (diluic;ao 25:1), agitando-se por 5 minutos e centrifugando-se a

10.000 rpm por mais 5 minutos. Em seguida a fase superior foi transferida para

umnovotubo, desprezando-se apropriadamente os resfduos organicos.



Adicionou-se 0,2ml de acetato de s6dio 3M e 5ml de etanol

absoluto a fase aquosa, misturando-a por inversao. 0 material foi submetido a

precipital(ao em -70°C, por 2horas, e centrifugado por 20 minutos a 10.000

rpm,a 4°C. A seguir desprezou-se 0 etanol, mantiveram-se os tubos invertidos

parasecar 0 pellet de DNA e suspendeu-se novamente em 50 a 100lli de TE,

transferindo-se para tube de microcentrffuga de 1,5ml, tipo Eppendorf.

A tecnica baseou-se em descri~o de Manos et a/. (1989).

Em um microtubo de polipropileno preparou-se a MIX cuja

composil(aoe volume para processamento de uma amostra foi a seguinte:

Concentracao finalComponente Volume

H20 bidestilada 35,751l1

Sol. tampao( *) 5,001l1

dNTPs 5,001l1

Primer MY9 1,001l1

Primer MY11 1,001l1

G73 (globina) 0,5OIlI

G74 (globina) 0,5OIlI

Taq DNA polimerase 0,25ul

49,001l1

1x

200,01lM

0,21lM

0,21lM

0,21lM

0,21lM

1 unidade



Temperatura Tempo Efeito--
94°C 1 min Desnaturac;ao

55°C 1 min Pareamento

72°C 2min Polimerizac;ao

72°C 10 min Polimerizac;ao (final, 1 cicio)



Durante a manipulaC;80 dos especimes para extraC;80 do DNA e

preparo da tecnica de PCR, foram tomadas precauc;oes com a finalidade de

evitar-se contaminaC;80 do material. Tais cuidados incluiram: uso de luvas,

trocadas a intervalos constantes, e utilizaC;80 de ambientes fisicos diferentes

paracada etapa (isolamento do DNA, preparo da reaC;80e preparaC;80 dos geis

quedeterminam a separaC;80 eletroforetica dos produtos da PCR) do processo.

Como controle de qualidade do DNA extraido de cada especime,

utilizaram-se primers capazes de amplificar um fragmento do gene da globina

humana.Os resultados da pesquisa do HPV foram emitidos quando observou-

se 0 produto especifico desse gene, assegurando-se n80 se tratar de reac;oes

falso-negativas. Nas amostras onde n80 foi observada amplificaC;80 do gene da

globina,0 que ocorreu em um numero reduzido de casos, repetiu-se 0 ensaio,

alterando-sea concentraC;80 de DNA do especime.

Em todos os ensaios de PCR foram empregados controles

positivos(celulas He-Ia ou celulas Caski) e negativos (agua).

Com base na descriC;80 de Manos et al. (1989), com

modificac;oes, realizou-se a tecnica a seguir descrita:

Utilizaram-se oligonucleotideos especificos tornados radioativos

pela incorporaC;80de P32 em uma reaC;80 que envolveu a T4 polinucleotideo

quinase.Empregaram-se sondas especificas para os seguintes tipos de HPV:

6,11,16,18,26,31,33,35,39,40,42,45,51,52,53,54,55, 56, 57, 58, 59,



66,68,70,72,73, Pap.155, Pap.291, W13B (os tres ultimos sac tipos ainda

nao classificados) e sonda generica.

A decima parte do volume da PGR foi desnaturada em placa de

ELISA com NaOH. Pipetou-se a mistura sobre uma membrana de nylon

ajustada a uma placa de acrilico (dot-machine), ligada constantemente ao

vacuo. A membrana foi removida com vacuo ainda ligado e colocada sobre um

papel de filtro .para marcar as posi<;6es das amostras. Fixou-se 0 DNA

expondo a membrana a luz ultravioleta por 5 minutos. Golocou-se a membrana

em saco plastico com solu<;ao de hibridiza<;ao: [6 x solu<;ao citrato salina

padrao (SSG): (NaGI ~ 900mM, Na citrato ~ 90mM); 10 x Denhardt's: (0,2%

de soro de albumina, 0,2% de polyvinylpirrolidona, 0,2% ficoll); 0,5% de SDS,

100/lg/ml de esperma de salmao desnaturado] e incubou-se por 3 horas a

56°C. A seguir a sonda radioativa foi adicionada ao interior do saco plastico

juntocom a solu<;ao de hibridiza<;ao e incubada por 12-18 horas a 56°G. Ap6s a

hibridiza<;aoas membranas foram removidas do saco plastico e lavadas a

temperatura ambiente por duas vezes, por 15 minutos cada, seguindo-se duas

vezesa 56°G por 20 minutos, com uma solu<;ao de 2 X SSG e 0,1% SDS. No

finalas membranas foram expostas a filmes de raio X por period os de 12 a 24

hs.

A seguir a tipagem dos HPV foi realizada nas amostras que

amplificaramou nao 450 pares de bases da regiao L1 dos HPV.



A analise estatfstica deste estudo compreendeu:

Determinayao de medias aritmeticas, desvios pad roes e medianas

das idades das pacientes integrantes dos 3 grupos estudados.

Determinayao da media de idade ao primeiro coito, da media de

parceiros sexuais e da media de gestayoes das mulheres pertencentes aos tres

grupos.

Os dados acima descritos foram analisados com 0 recurso

software Epi-Info (versao 6.0).

Verificayao da probabilidade da detecyao de HPV na presenya de

lesaocervical neoplasica (Probabilidade condicional-Regra de Bayes).

Determinayao da diferenya entre a sensibilidade das tecnicas de

peR e HIS (Teste de Me Nemardos Pares Discordantes).

Estabeleceu-se em 0,05 (5%) 0 nivel alfa de rejeiyao da hip6tese

denulidade.



Tabela 1- Distribui~o da idade (em anos) das pacientes, segundo os grupos
estudados*, Belem, Para, 1992-1996.

Desvio
padrao



pacientes este dado nao foi conhecido. As restantes (75/228) eram solteiras,

viuvas, divorciadas ou separadas.

Quanto a profissao que exerciam, observamos que um elevado

contingente (77,6%) dedicava-se a tarefas do lar, 30,7% (70/228) em seu

proprio domicilio e 46,9% (107/228) como empregada domestica. Cerca de

10% referiram ser lavradoras. As demais, com excec;ao de duas onde a

ocupac;aonao foi determinada, dedicavam-se a diversas atividades.

A grande maioria das pacientes teve como procedencia 0 Estado

do Para (90,4%). Esse dado nao foi identificado em 5,7% (13/228) del as. As

restantes (9/228) tiveram como origem os estados do Maranhao, Amapa, Acre

e Paraiba. BelE§mfoi a cidade que contribuiu com 0 mais elevado percentual de

mulheres (28,9%).

Todas as amostras foram testadas pela tecnica de PCR, enquanto

que pela hibridizac;ao por dot-blot, devido a fatores tais como insuficiencia de

material ou especime clinico inadequado para estudo, analisaram-se 147 (de

umtotal de 150) no grupo A, 49 (das 54) no grupo Be 17 (das 19) no grupo C

(dadosnao exibidos em tabela).

Consideraram-se positivas para HPV as amostras nas quais a

presenc;ado virus foi detectada por PCR e dot-blot (136/228), aquelas positivas

por dot-blot e negativas por PCR (10/228), e as positivas por PCR e nao

testadaspar dot-blot (4/228).

A prevalencia de HPV na populayao estudada foi de 70,3%

(109/155) no grupo A, 63,0% (34/54) no B e 36,8% (7/19) no C (Tabela 2).

Verifica-se ainda, na mesma tabela, que 0 grupo A se constituiu



Tabela2- Prevah3ncia de HPV em lesoes de cervix uterina, pelas tecnicas de
PCR e hibridizac;ao por dot-blot, segundo os grupos estudados*,
Belem, Para 1992-1996

Diagnostico
Histopatologico

Adenocarcinoma
Ca epid. Invasor-

5
150

4
105

80,0
70,0

70,3

20,0
30,0

NICII
NIC III

100,0
62,7

0,0
37,3

*Ambulatorio do IOL
-Carcinoma epidermoide invasor



Tabela 3- Presen9a de HPV em les6es de cervix uterina, pelas tecnicas de
PCR e hibridiza9ao por dot-blot, segundo os grupos estudados*,
Belem, Para, 1992 -1996.

Positivas por
dot-blot e

PCR

Positivas por
dot-blot e

negativas por
PCR

Positivas por
PCRe

dot-blot nao
realizado



Tipo 16
60,4%

Generico
9,4%

Tipos 31,33,45,52,58,59,73
18,9%

Figura 1- Tipos prevalentes de HPV em 106 amostras de pacientes do
grupo A*, pela tecnica de hibridizag80 por dot-blot, Belem, Para
1992-1996.
*Ambulat6rio do IOL



Tipo 16
54,5%

Tipos 31 3358
21,3% ' ,

FIGURA 2- Tipos prevalentes de HPVem 33 amostras de pacientes do
grupo B*, pela tecnica de hibridiza<;ao por dot-blot, Belem, Para,
1992-1996.
*Ambulat6rio do IOL



TABELA 4- Prevah3ncia de HPV pelas tecnicas de peR e HIS em amostras de
pacientes com les6es de cervix uterina*, Belem, Para, 1992-1996.

Positivo
N° %

Negativo
N° %



Figura 3- Fotomicrografia de tecido de carcinoma epiderm6ide invasivo de
cervix uterina, positivo para HPV, hibridizado in situ com sonda
biotinilada correspondente aos HPV tipo 31/33/35 (Digene
Diagnosis Inc., Silver Spring, USA)
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Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos de DNA
de HPV (obtidos de bi6psia) amplificados por peR. Observa-
se na linha 1, 0 marcador de peso molecular (Phi-XlHae III);
na 2, 0 controle positivo de DNA de HPV 16; nas linhas de 3
a 10, as amostras; nas 11 e 12 os controles negativos de
DNA.



Figura 5- Autoradiograma representativo de filtros hibridizados por dot-
blot com sondas genericas marcadas radioativamente (superior)
e sondas especfficas para HPV 16 e 6+11, tambem marcadas
com is6topo radioativo (inferior). Nas posi<;6es h2 e h3
encontram-se os controles de HPV 6 e 11, respectivamente, em
h1 e h4 os de HPV 16, em h8 estao os controles negativos.
Nas posi<;6es d5 e d8 foram aplicados os produtos de peR
Derivados das amostras das pacientes 1 e 26, ambos mostram
c1aramente hibridizac;ao positiva com a sonda generica e com a
sonda especffica de HPV 16.



Tabela 5- Idade (em anos) do 1° coito, n° de parceiros e n° de gesta90es,
segundo os grupos estudados*, Belem, Para 1992-1996.



Tabela 6- Distribuigao de fatores epidemiol6gicos de risco para lesoes malignas
em cervix uterina, por grupos estudados*, Belem, Para, 1992-1996.

Variaveis
Epidemiol6gicas

Idade do 1° coito
~15 60 41,1 17 35,4 3 15,8
>15 86 58,9 31 64,6 16 84,2

N° de parceiros
1-3 121 83,4 34 73,9 13 76,5

4 ou mais 24 16,6 12 26,1 4 23,5

N° de gestagoes
<6 47 30,7 23 45,1 6 31,6
~6 106 69,3 28 54,9 13 68,4

Uso de
Anticoncepcional

hormonal
Sim 31
Nao 118

20,8
79,2

41,0
59,0

66,7
33,3

Tabagismo
Sim 68
Nao 85

43,7
56,7

51,6
48,1

36,8
63,2



Os HPV no presente estudo foram detectados em 70,3% (Tabela

2) das amostras pertencentes a mulheres com lesao carcinomatosa (Grupo A).

Tal Indice esta em concordancia com 0 referido pela literatura especializada

que situa a preva!E§ncia na faixa de 70 a 90% quando utilizadas tecnicas

laboratoriais similares, em sensibilidade, as empregadas nesta pesquisa. De

Brinton et a/. (1993) e Munoz et a/. (1993), utilizando tecnica de PCR em

especime cllnico, obtido por meio de bi6psia de cervix uterina, apresentaram

resultados que consubstanciam nossos dados. Percentuais dentro dos

mesmos nlveis foram tambem encontrados em material coletado por meio de

swabs ou scrapes de regiao cervical (Bosch et a/., 1992; Eluf Neto et a/.,

1994).

Considerando as pacientes com adenocarcinoma isoladamente,

verificamos alta prevalencia de HPV entre as mesmas. Milde-Langosch et al.

(1993) registraram, em estudo realizado na Alemanha, percentual de 64%.

o grupo B, constituldo quase que exclusivamente de mulheres

diagnosticadas como portadoras de NIC III (apenas uma possula NIC II),

apresentou 63% de amostras positivas para HPV (Tabela 2). Estabelecendo

cOmpara9aOcom 0 trabalho de Munoz et a/. (1993), verificamos que esses

autores encontraram prevalencia de 70,7% e 63,2% em pacientes com Ca in

situ estudadas na Espanha e Colombia respectivamente.

Cumpre ressaltar que as altera90es designadas como Ca in situ e

displasia severa (Reagan, Seidmann, Saracusa, 1993), em virtude do elevado



grau de dificuldade na distinC;80 histopatol6gica que por vezes apresentam,

passaram a ser mais freqOentemente agrupadas sob a denominaC;80 de NIC III

(Richart, 1967), dai a comparaC;80 estabelecida entre os resultados locais e

aqueles de Munoz et at. (1993).

E pertinente comentar, entretanto, que resultados positivos

superiores a 90% ja foram detectados. Young et al. (1989), por exemplo,

demostraram prevalencia de 100% em mulheres com diagn6stico citol6gico

anormal. Os achados de Liaw et al. (1995) em amostragem agrupando

rnulheres com NIC II, NIC III e carcinoma invasive revelaram prevalencia de

92%. Tais autores procederam a pesquisa de HPV em amostras coletadas por

esfregac;o de cervix uterina. Na Hungria, K6nya et al. (1995) registraram

presenc;a de HPV em 98% das amostras, obtidas por meio de bi6psia, de

pacientes com carcinoma cervical invasivo. Em estudo realizado com mais de

1000 especimes clinicos oriundos de mulheres com carcinoma invasivo de cola

uterino, residentes em 22 diferentes paises, encontrou-se DNA de HPV em

93% das amostras (Bosch et al., 1995), n80 sendo registrada diferenc;a

significativa entre os percentuais dos diversos paises.

A identificaC;80 de 10 amostras que, testadas por PCR n80

revelaram HPV, mas ao serem analisadas por dot-blot foram positivas (Tabela

3), pode ser explicada pelo maior poder de resoluC;80 desta ultima tecnica

quando aplicada em material previamente submetido a tecnica de PCR, ou

seja, urn metodo de hibridizaC;80 executado em material amplificado, pode ser

mais facilmente visualizado que 0 sinal demonstrado na leitura em gel de

agarose. Estima-se a possibilidade da ocorrencia deste evento em cerca de 4



a 10% dos especimes clinicos testados (Luisa Villa, comunica<;ao pessoal),

portanto de acordo com 0 indice de 6,8% aqui encontrado.

A caracteriza<;ao antigenica dos HPV, revelando nitida

predominancia do tipo 16 em lesoes neoplasicas, foi de cardinal importancia

(Figura 1 e Figura 2), pois demonstrou que os achados em nossa regiao

corresponderam aos que vem sendo registrados por diversos autores em

areas geograficas distintas (Munoz et al., 1993; Eluf Neto et al., 1994). Estudo

realizado em Barbados com 20 mulheres portadoras de carcinoma em regiao

genital (19 das quais em cervix uterina), demonstrou presen<;a de HPV 16 em

65% dos casos (Prussia, ter Schegget, Smits, 1993). A pesquisa de Bosch et

al. (1995), ja referida anteriormente, detectou que 50% das amostras testadas

foram positivas para HPV 16.

Contrariamente ao que foi observado nos resultados de Chang et

al.,1997, em Taiwan, 0 presente estudo nao registrou (com exce<;80 de um

caso positivo para HPV 6, 11 e 18) infec<;oes multiplas, ou seja, presen<;a de

mais de um tipo de HPV na mesma amostra.

Ainda em rela<;ao aos tipos de HPV, notamos que cerca de 90% e

79% dos identificados· nos grupos A e B, respectivamente, sac considerados

de risco para processos malignos e lesoes precursoras em regiao genital (Liaw

et al., 1995). Nesse contexto, nossos percentuais situam-se entre os de Eluf-

Neto et al. (1994) e Liaw et al. (1995). Os primeiros registraram que entre

mulheres com carcinoma de colo uterino e portadoras de HPV, 0 percentual de

amostras positivas para os tipos 16,18, 31, 33, foi de 78%. 0 segundo

trabalho, efetuado em grupamento de pacientes com diagn6stico de NIC II,



NIC III e carcinoma invasor, demonstrou que, aquelas positivas para HPV

estavam infectadas com tipos considerados de risco para progressao

oncogenica em 98% dos casos. Dados oriundos de estudo pilato conduzido

por Mello et al., 1992, em Be!t§m, revelaram que os tipos 16 e 18, sabidos de

nitido potencial oncogenico, estavam presentes em 20% das amostras.

Acreditamos que a utiliza<;ao de tecnica comprovadamente menos sensivel

(HIS) tenha sido fator decisivo para justificar 0 percentual encontrado.

Possivelmente a reduzida amostragem (especimes c1fnicos de 10 pacientes) e

o fato da pesquisa desses autores ter abrangido les6es neoplasicas de toda

area ano-genital, e nao somente da cervix uterina, tambem contribufram para

esse resultado.

o registro de amostras positivas apenas com a sonda generica,

que correspondeu a 9,4% e 21,2% nos grupos A e B respectivamente (Figura 1

e Figura 2), sugere 0 envolvimento de outros tipos de HPV cujas sondas

moleculares nao estao disponfveis.

Vale destacar nesta investiga<;ao, a presen<;a relativamente

elevada de HPV considerados de alto risco para 0 desenvolvimento de

processos cervicais malignos, em mulheres com diagn6stico histopatol6gico de

cervicite cronica, embora a detec<;ao de HPV em pacientes com altera<;6es

minimas e mesmo sem altera<;6es de cola uteri no, nao se constitua em um

achado extraordinario (de Villiers et al., 1987; Meyer et al., 1993; Shroyer et

a/., 1993; Cavalcanti et al., 1994 ; Liaw et al., 1995; Chang et al., 1997). Os

estudosde Venuti et al. (1994), mostraram prevalencia de 27% para os tipos

16 e 18, pela tecnica de HIS, em material proveniente de mulheres com cervix



uterina morfologicamente normal. Resultados interessantes foram publicados

por Roteli-Martins et al. (1996), em Sao Paulo. Esses autores detectaram

prevalencia de HPV com potencial oncogenico em 38% das amostras com

diagn6stico histopatol6gico de cervicite. Em nossa casuistica 0 percentual de

HPVfoi de 37% (7/19), sendo que em 26% (5/19) os tipos corresponderam aos

associados a processos carcinogenicos e em 11% (2/19) nao foi possivel

identificar-se 0 HPV presente no material examinado; logo, se levarmos em

conta apenas aqueles em que 0 HPV foi detectado (7/19), verificaremos que

em 71% (5n) deles confirmou-se tipos relacionados a processos malignos.

Aplicando-se a tecnica de HIS em 155 amostras pertencentes aos

3 grupos do presente estudo (Tabela 4), verificamos que 0 percentual de

resultados positivos (17,4%) mostrou-se inferior ao descrito pela maioria dos

autores (de Villiers et a/., 1987; Cavalcanti et a/., 1994; Cavalcanti et al., 1996).

Comparando-se os resultados obtidos pelas tecnicas de PCR e

HIS nas 155 amostras de nosso estudo, testadas pelos dois metodos (Tabela

4), verificamos divergentes prevalencias de HPV. A explica<;ao poderia, em

principio, ser encontrada no fato da HIS, ao contrario da tecnica de PCR, ter

tido a chance de detectar apenas 7 tipos de HPV, resultando no baixo

percentual de HPV registrado por essa metodologia. Cumpre esclarecer,

entretanto, que os tipos predominantes em nosso estudo (determinados pela

tecnica de hibridiza<;ao por dot-blot), foram essencialmente aqueles

identificaveis por HIS. Tal fato refor<;a a ideia de que a expressiva diferen<;a

entre os dois metodos seja decorrente, principalmente, do fator sensibilidade,

este, reconhecidamente superior com a tecnica de PCR.



Dutro fator que deve ser considerado em rela9ao ao que e

discutido no paragrafo anterior, seria a possibilidade do material submetido a
HIS ter sofrido altera90es, visto ter side fixado em parafina (Luisa Villa,

comunica9ao pessoal). Ao contrario, as amostras submetidas ao PCR, foram

armazenadas sob congelamento.

Corroborando nossos achados, no que diz respeito ao baixo

percentual registrado pela HIS, Meyer et a/., 1993, detectaram prevalE~ncia de

HPVem 19% de amostras com diagn6stico histopatol6gico de NIC II e NIC III.

Nos mesmos especimes, porem, esse percentual subiu para 69%, quando

utilizada a tecnica de Vira Pap.

Quanto ao registro de 3 amostras positivas pela HIS e negativas

por peR, a justificativa que nos parece plausivel e a de que, no fragmento

encaminhado para HIS havia HPV, enquanto naquele enviado para PCR

(provavelmente oriundo de outro sitio anatomico na cervix uterina), 0 DNA viral

estava ausente.

Alem do HPV, outros fatores sao, em diversos estudos,

associados a processos malignos de cola uterino admitindo-se que, muitas

vezes, atuem como importantes co-fatores na evolu9ao do processo.

No que diz respeito a idade de inicia9ao da atividade sexual,

chamaa aten9ao, neste estudo, 0 percentual de pacientes (dos grupos A e B)

cujo primeiro coito se deu com 15 anos ou menos (Tabela 6). Peters et a/.,

1986, Brinton et a/., 1987, Brock et a/., 1989, Parazzini et a/., 1992, Liaw et a/.,

1995, mesmo estabelecendo "niveis de cortes", para efeito de compara9ao, em



idades acima da por nos considerada (ou seja por volta dos 16 aos 19 anos),

encontraram prevalencias consideravelmente inferiores (de 11% a 21 %).

Estudos conduzidos em diversas regioes do mundo demonstram

a influencia da iniciayao sexual precoce no desenvolvimento de neoplasia

cervical maligna. Parazzini et a/. (1992) encontraram maior risco em

desenvolvimento de processo cervical oncogenico em mulheres que tiveram 0

primeiro coito antes dos 18 anos. Os estudos de Peters et a/. (1986) em Los

Angeles, U.S.A., por sua vez consubstanciaram tais observayoes. Brinton et a/.

(1987) e Brock et a/. (1989) verificaram tal associayao, em estudos similares,

embora esta se tornasse menos expressiva quando ajustada para outras

variaveis. Sao dig nos de nota, entretanto, achados divergentes dos anteriores,

que nao revelam influencia da precocidade na iniciayao sexual para 0

desenvolvimento de malignidade em cervix uterina (Jones et a/., 1990).

Ao contrario das pacientes dos grupos A e B, a maioria das

pertencentes ao grupo C, referiram ter iniciado a atividade sexual com mais de

15 anos. No entanto, a media de idade ao 10 coito ainda pode ser considerada

baixa (Tabela 5).

Embora 0 elevado numero de parceiros sexuais seja fortemente

relacionado ao surgimento de lesoes cancerigenas e suas precursoras (Jones

et a/., 1990; Parazzini et a/., 1992), verificamos que a grande maioria das

pacientes informou ter tido no maximo 3 parceiros (Tabela 6). Esse

questionamento, entretanto, por tratar-se de assunto de foro fntimo, suscita

duvidas quanta a precisao das respostas, sendo plausfvel admitir-se

subestimativa dos dados disponfveis. A media de parceiros registrada, em



relac;ao as mulheres dos grupos Bee, deve ter sido influenciada pelos valores

extremos de 50 e 30 parcerias sexuais, em uma amostragem um tanto

reduzida em relac;ao a do grupo A (Tabela 5).

Sao dignos de nota, por outro lado, dados de Liaw et a/. (1995).

Esses autores encontraram relato de monogamia em 100% das mulheres

incluidas como caso em sua pesquisa, as quais, mesmo assim, apresentaram

alta prevah~ncia de HPV (92%).

Achados como 0 acima referido levam a suspeic;ao de que 0

comportamento sexual dos parceiros dessas mulheres pode influenciar

sobremodo 0 aparecimento de neoplasias. Buckley et a/. (1981), em estudo

caso-controle, encontraram risco estatisticamente maior de doenc;a cervical

neoplasica em mulheres cujos companheiros referiam hist6ria de contato

sexual com 6 ou mais parceiras.

No que concerne a gravidez, chamamos a atenc;ao para 0 fato de

cerca de 2/3 das mulheres de nossa casuistica terem referido 6 ou mais

gestac;oes (Tabela 6), com media de 8 no grupamento A (Tabela 5). Essa

frequencia foi sobremodo mais elevada as referidas por varios autores (Brock

et a/., 1989, Jones et a/., 1990). Peters et a/. (1986), registraram indice de 39%

em mulheres latinas e nao latinas de Los Angeles.

o percentual de mulheres pertencentes ao grupo A que admitiram

haver usado anticoncepcional hormonal (oral e/ou injetavel) em alguma epoca

de suas vidas foi 0 mesmo revelado por De Brinton et a/. (1993) em pacientes

com cancer cervical no Panama, ou seja, 21%. Autores como Brinton et a/.

(1987), por sua vez, assinalaram frequencia mais elevada (43%). Observamos



ainda que as mulheres dos grupos B e C apresentaram preva!E§ncia superior as

do grupo A (Tabela 6). Acreditamos que tais resultados foram diretamente

influenciados, nao so pela diferen<;a no tamanho das amostras, mas

principalmente, pela idade das pacientes. Com efeito, as do grupo A, alem de

representarem cerca de 2/3 de toda a popula<;ao estudada, exibem idade

media superior as dos demais grupos (Tabela 1), caracterizando urn

expressive contingente de mulheres que passou pela fase reprodutiva de suas

vidas antes do advento dos anticoncepcionais hormonais.

o uso de anticoncepcionais entre as mulheres desta pesquisa,

principalmente naquelas do grupo A, parece pouco frequente se

estabelecermos compara<;oes com as taxas encontradas por outros autores.

Jones et aI., (1990), estudando portadoras de carcinoma in situ nos EUA

verificaram que 70% delas tinham historia de uso de pilulas anticoncepcionais.

A idade media dessas mulheres (38,7anos) e a area geografica justificam tal

diferen<;a.

As pacientes dos grupos A e B com historia de tabagismo

representaram 44% e 52%, respectivamente (Tabela 6). As do grupo C

contribuiram com percentual mais baixo. Os estudos de La Vecchia et a/.

(1986), realizados na Italia, demonstraram que 33% e 52% das mulheres com

carcinoma invasive e NIC respectivamente, eram ou tin ham side fumantes.

Varios pesquisadores, em estudos control ados (La Vecchia et a/., 1986 Cuzick,

et a/., 1990, Parazzini et a/., 1992), tern registrado rela<;ao direta entre

tabagismo e altera<;ao maligna cervical.
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1- Os HPV foram detectados em 70,3%, 63,0% e 36,8% das

amostras de cervix uterina, pertencentes a mulheres dos grupos A, B e C,

respectivamente.

2- 0 tipo de HPV predominante foi 0 16, representando 60,4%

daqueles encontrados em pacientes do grupo A e 54,5% dos detectados nas

mulheres do grupo B.

3- Com excec;ao do HPV 73, presente em apenas 1 amostra,

todos os outros tipos detectados por sondas especificas sac relacionados a

malignidade.

4- Em 155 amostras testadas por PCR e HIS, a preval€mcia de

HPVfoi de 65,2% e 17,4% respectivamente, demonstrando maior sensibilidade

da primeira com diferenc;a altamente significativa.

5- Observou-se iniciac;ao sexual precoce (com 15 anos ou

menos) em elevado percentual de mulheres inclufdas nos grupos A e B),

embora a grande maioria nao admita comportamento sexual promfscuo.

6- Verificou-se elevado numero de gestac;oes (6 ou mais) nas

mulheres pertencentes aos tres grupamentos estudados. A utilizac;ao de

anticoncepcionais hormonais nao pareceu ser frequente, principalmente entre

as mulheres do grupo A.

7- 0 tabagismo esteve presente em 43,7% e 51,6% das mulheres

dosgrupos A e B, respectivamente.
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ESTUDO DE PREVALENCIA DE PAPILOMAViRUS HUMANO (HPV) EM
NEOPLASIAS DE COLO DE UTERO NA REGIAO NORTE DO BRASIL.

INSTITUTO LUDWIG DE PESQUISA SOBRE 0 CANCER, sAc PAULO (SP)
INSTITUTO EVANDRO CHAGAS E INSTITUTO OFIR LOIOLA, BELEM (PA)

INFORMA<;OES GERAIS
01. Nome da paciente: _
02. Numero do RG hospitalar: _
03. Procedencia da paciente: _
04. Estado civil: _
05. Profissao: -----------------------
06. Idade do primeiro coito: _
07. Numero de parceiros sexuais: _
08. Numero de gesta9ao: _
09. Numero de filhos: --------------------10. Metodo anticoncepcional usado: _
11. Habito de fumar: _
12. Outras informa90es relevantes: _

INFORMA<;OES LABORA TORIAIS
13. Diagn6stico histopatol6gico: _
14. Localiza9ao do tumor primario: _
15. Outras informa90es relevantes: _

16. Resultado da HIS
HPV 6/11 Positivo __ Negativo
HPV 16/18 Positivo __ Negativo
HPV 31/33/35 Positivo __ Negativo
Especime nao permite a avalia9ao: _

Duvidoso
Duvidoso
Duvidoso

17. Resultado do PCR: -------------------18. Resultado do dot-blot: _
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