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Resumo

OBJETIVO: avaliar a prevaléncia dos HPV 16, 18, 31 e 45 em amosiras de raspado cervical de mulheres com
alteragdes celulares e/ou colposcopia sugestiva de lesdo de alto grau ou lesdo de baixo grau persistente submetidas
& conizacdo. METODOS: Foram incluidas 120 mulheres. A andlise histolégica dos cones cervicais revelou 7 casos
de cervicite, 22 de NICT, 31 de NIC2, 54 de NIC3 e 6 carcinomas invasores. Foram analisadas as amostras de
raspado cervical colefadas anfes da conizag@o para a presenga do DNAHPY por PCR com os primers de consenso,
PGMYO9Q/11. As amostras positivas para DNA de HPV foram testadas para presenca do HPV16, 18, 31 e 45
utilizando-se primers tipo especifico para esses HPV. RESULTADOS: O DNAHPV foi defectado em 67,5% das mulheres.
O HPV 16 (40%] foi o tipo mais prevalente na maioria das lesdes, seguido dos HPV 31 (13,3%), 45 (13,3%) e 18
(4,1%). Infecgdes miltiplas ocorreram em 15% dos casos e as infecgdes por outros tipos de HPV foram detectadas
em 14% da amosira. CONCLUSOES: as infeccdes pelos HPV 16 e 18 nem sempre ocorrem de maneira solitaria
(infecg@o Unica), estando associadas a oufros tipos de HPV em diversas ocasides.

Abstract

PURPOSE: to defermine the prevalence of HPV 16, 18, 31 and 45 in cervical screening samples of women with
cellular changes and/or colposcopy suggestive of persistent high grade or low grade lesion who were submitted to
conization. METHODS: a fotal of 120 women were included in the study. Hisfological analysis of the cervical cones
revealed 7 cases of cervicitis, 22 of CINT, 31 of CIN2, 54 of CIN3, and 6 invasive carcinomas. The cervical
screening samples were analyzed before conization for the presence of HPV-DNA by PCR using the consensus primers
PGMY09/11. HPV-DNA-positive samples were tested for the presence of HPV16, 18, 31 and 45 using type-specific
primers for these HPV. RESULTS: HPV-DNA was detected in 67.5% of the studied women. HPV 16 (40%) was the most
prevalent type in most ilesions, followed by HPV 31 (13.3%), 45 (13.3%), and 18 (4.1%). Multiple infections occurred
in 15% of the cases and infections with other HPV types were defected in 14% of the sample. CONCLUSIONS: HPV
16 and 18 infections do not always occur as a single infection, and may be associated with other HPV types on
different occasions.
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Introducao

O cancer de colo uterino € o segundo mais frequente
em mulheres no mundo, com maior prevaléncia nos
paises em desenvolvimento. Estima-se que, no Brasil,
para o ano de 2010 a taxa de incidéncia seja de aproxi-
madamente 18 casos por 100 mil mulheres' Estudos
epidemioldgicos e moleculares tém demonstrado que
a infec¢do com alguns tipos de papilomavirus humano
(HPV) seja o fator de risco mais importante para o
desenvolvimento da neoplasia intraepitelial cervical
(NIC) e cancer®*.

A relagdo do HPV com a carcinogénese depende
fundamentalmente do tipo viral (alto ou baixo risco on-
cogénico), carga viral, e de sua persisténcia e integrac¢do
com a célula hospedeira’. Embora a prevaléncia dos tipos
de alto potencial oncogénico, 16 e 18, seja semelhante
na maioria das popula¢des humanas ao redor do planeta,
os HPV 31, 33,45, 52 e 58, cujo potencial oncogénico
também € elevado, costumam ser encontrados em fre-
quéncias varidveis, a depender da populacdo estudada®?®.
Essa distribuicdo geogrifica e populacional tem relagdo
direta com a eficdcia, por exemplo, de programas de
prevencdo primadria da neoplasia do colo, pois as vaci-
nas profildticas atuais tém cobertura limitada aos tipos
16 e 18. Embora tenha sido confirmada uma eficdcia
de quase 100% com vacinas virus-like particle (VLP)
contra o epitopo L1 dos HPV 16 e 18, essas vacinas
oferecem pouca ou nenhuma prote¢do contra os outros
tipos de HPV, mesmo os filogeneticamente relacionados.
Encontrou-se apenas uma prote¢do cruzada muito boa
para HPV 45 e apenas parcial para HPV 31°. Quanto
maior for a prevaléncia de tipos ndo cobertos em uma
dada populagdo, menor serd a eficicia da vacinagdo na
prevencdo das lesdes.

Virios protocolos de estudo vém propondo o uso
de técnicas que permitem a detec¢do de infec¢do por
HPV-HR em circunstdncias que incluem o rastreamento
do cincer de colo de ttero e o seguimento de mulheres
submetidas a tratamentos de lesdes pré-invasoras. Entre
os métodos de laboratério atualmente disponiveis para
detec¢dio do HPV estd a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), que € capaz de detectar HPV de alto e baixo
risco oncogénico com primers de consenso ou primers
tipo-especifico'’. Nosso objetivo neste estudo foi avaliar
a prevaléncia dos HPV 16, 18, 31 e 45 em amostras de
mulheres submetidas a coniza¢do (CO) por resultado
alterado da colpocitologia oncoldgica, de forma a estimar,
numa populagio tratada em um centro de referéncia do
sistema publico de sadde, a propor¢do de casos que efe-
tivamente teriam sido evitados se um programa amplo
de vacinagdo, com as técnicas atualmente disponiveis,
estivesse em vigéncia.

Métodos

Selecao das mulheres

Foram incluidas 120 mulheres atendidas no ambula-
torio de Patologia Cervical do Centro de Atengao Integral
a Satde da Mulher (CAISM) da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP), encaminhadas para conizagao
por resultado da colpocitologia oncoldgica com alteragBes
celulares e/ou colposcopia sugestivas de lesdo de alto grau
ou lesdo de baixo grau persistente. Apds a anamnese, 0s
objetivos do estudo eram apresentados as mulheres, tendo
sido incluidas apenas aquelas que aceitaram participar e
que assinaram o termo de consentimento livre e esclare-
cido. Foram excluidas do estudo mulheres previamente
tratadas por patologia cervical induzida por HPV, em uso
de medicag¢do vaginal nos trés dias anteriores a consulta,
grdvidas ou puérperas com menos de 42 dias ap6s parto,
ou submetidas 2 histerectomia. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP.

Coleta de material

A coleta do material endocervical para o teste do
HPV foi realizada durante a consulta médica citada aci-
ma, apés o exame dos genitais externos e introdugdo do
espéculo, e antes da avalia¢do colposcépica da cérvice. A
coleta do material foi realizada com escova endocervical
e 0 armazenamento foi feito em tubo de coleta contendo
Universal Collection Medium (UCM, Qiagen do Brasil).
Em seguida, era dada continuidade a rotina médica, sendo
entdo realizadas colposcopia e conizagdo cervical.

Deteccao e genotipagem do HPV

Extracao do DNA
As amostras foram coletadas e armazenadas no Universal

Collection Medium (UCM/Digene do Brasil Ltda). Uma
aliquota de 200 pL foi removida e centrifugadaa 13.000x
g por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e o pellet
celular foi armazenado a -20°C. Para extracio do DNA, as
células foram suspensas novamente em 200 pL da solugdo
de digestdo (1 mM Tris, 200 pg/mL de Proteinase K,
0,5% SDS) por agitagdo e incubadas a 55°C por 2 horas e
2 95°C por 5 minutos. Apds a adigdo de 200 pL de solugio
de fenol: cloroférmio: 4lcool isoamilico (25:24:1), o tubo
foi agitado vigorosamente e centrifugado a S000x g por
10 minutos. A fase aquosa foi removida e transferida para
outro tubo ao qual foi acrescentado Na AC (Acetato de
s6dio) 3M com pH 5,2 na propor¢io 1/10. Foi adicionado
etanol 70% no volume de 2,5 vezes do contetido do tubo.
Ap6s agitagio, a solugdo foi centrifugadaa 15.000x g por
15 minutos. O sobrenadante foi removido e o pellet de




DNA, apés evaporagio total do etanol, foi ressuspendido
em 100 pL da solu¢@o de TE (1 mM Tris, 100 pM Edta,
pH 8,2). O DNA foi estocado a -20°C. Para controle da
extra¢gdo do DNA, foi amplificado um fragmento de 268
pb do gene da B-globina humana.

Deteccao do DNA-HPV

A presenca do DNA-HPV foi detectada com o uso
dos primers de consenso PGMY09/11 que produzem
um fragmento de 450 pares de base e amplifica cerca de
40 tipos virais''. A rea¢do de PCR consistiu em 45 uL
da mistura de reagentes contendo: 5 Unidades de Taq
Platinum, 0,25 mM desoxinucleotideo trifosfato (dANTPs),
10% tampido PCR, 4 mM MgCl2, e 0,1 pmol de cada
primer e 5 uL de DNA. Na fase inicial para desnaturagdo, a
temperatura foi de 95°C por 9 minutos. Foram realizados
40 ciclos de amplificagio. Cada ciclo foi composto de 1
minuto a 95°C para desnaturagdo, 1 minuto a 60°C para
ligagdo dos primers ao molde gendmico e 1 minuto a 72°C
para extensdo do amplificado. Na fase final, manteve-se a
temperatura em 72°C por 7 minutos para polimerizagdo
dos fragmentos incompletos. Os produtos amplificados
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3%
corado com brometo de etidio 1 pg/mL para andlise.

Amplificacado do DNA-HPV com primers tipo
especifico

A presenca dos HPV 16, 18, 31 e 45 nas amostras
positivas para os primers de consenso PGMY09/11 foi
determinada em rea¢des de amplificacio (PCR) em se-
parado, utilizando-se os primers especificos'? para cada
tipo de HPV (Quadro 1). Para a reagio de amplificagio
do DNA (PCR), foram elaboradas misturas de reagentes
de 45 uL contendo: 5 Unidades de Taq platinum, 0,25
mM desoxinucleotideo (ANTPs), 10% tampao, 4 mM
MgCl2, e 0,2 pmol de cada primer e 5 uL de DNA. Com
exce¢do da temperatura de “anelamento”, que variou para
cada tipo de HPV, as demais condi¢des da reacdo eram
iguais. Na fase inicial para desnaturara¢do, a temperatura
foi de 95°C por 9 minutos. Foram realizados 40 ciclos
de amplifica¢do — cada ciclo incluiu: 1 minuto a 95°C
para desnaturacdo, 1 minuto da temperatura ideal de
acordo com cada tipo de HPV para ligagdao dos primers
ao molde gendmico e 1 minuto a 72°C na extensdo do
amplificado. Na fase final, manteve-se a temperatura em
72°C por 7 minutos para polimeriza¢do dos fragmentos
incompletos. Os produtos amplificados foram separados
por eletroforese em gel de agarose a 3% e corados com
brometo de etidio 1 pg/mL.

Os controles positivos consistiam em amostras cole-
tadas de pacientes ndo incluidas neste estudo, processadas
em condicdes similares, com infec¢do por HPV com tipos
virais conhecidos @ priori (amostras testadas em estudo

Quadro 1 - Sequéncia dos primers fipo-especificos para cada tipo viral investigado

HPV Sequéncia

16 5"~ CATTTG TTG GGG TAA CCA AC- 3
5'-TAG GTCTGC AGA AM CTTTTC - 3'

18 5-TGT TTG (TG GCA TAA TCA AT-3'
5’ TAA GTC TAA AGA AMA CTT TTC- 3"

31 5-TATTTG TT6 GGG CAATCAG - 3'
5" CTA AT CT6 CAG AM ACTTTT - 3'

45 5’ TTA ATA AGC CAT ATT GGT TAC ATA AG - 3'
5'-TTA GGT CAA CAG TCC AMVACT TTA - 3

anterior). Controles negativos consistiam em dgua livre

de DNAse e RNAse.

Andlise histologica dos espécimes de conizagao

Todos os tecidos obtidos por conizagdo foram fixados
em formalina tamponada com fosfato a 10%, embebidas
em parafina e coradas com hematoxilina-eosina (HE).
Os achados histolégicos foram analisados de acordo com
os critérios da Organiza¢do Mundial da Sadde (OMS)".
A andlise histol6gica dos cones cervicais revelou 7 casos
de cervicite, 22 de NIC1, 31 de NIC2, 54 de NIC3 e 6
carcinomas invasores. A andlise histolégica foi realizada
no Departamento de Anatomia Patolégica da Faculdade
de Ciéncias Médicas da UNICAMP.

Resultados

A média de idade das mulheres foi 33,1 anos com
variagdao de 18 a 67 anos (dado ndo apresentado em tabe-
las). O DNA-HPV foi detectado em 81 das 120 mulheres
(67,5%). Dessas 81 amostras positivas para HPV, os HPV
16, 18, 31 ou 45 foram identificados em 64 casos (79%).
Portanto, 17 (21%) das mulheres nas quais o DNA-HPV
foi detectado pelo PGMY09/11 apresentam infec¢do por
outros tipos de HPV nido incluidos no estudo. O HPV 16
esteve presente em 48 (40%) das 120 amostras. O HPV
31 esteve presente em 16 casos (13,3%), o HPV 45 em
16 (13,3%), e o HPV 18 em 5 (4,1%) (Tabela 1).

Na Tabela 2, apresentamos a distribui¢ao dos HPV
segundo a gravidade da lesdo cervical. Apenas duas das
sete mulheres com cervicite e duas das 22 mulheres com
NIC1 apresentaram infeccio pelos HPV 16, 18, 31 ou
45. O HPV 16 isoladamente e/ou associado ao 31 e ao
45 foi o mais presente nas NIC2 e 3. Entre os carcinomas

Tabela 1 - Prevaléncia total de HPV detectados nos raspados da cérvice uterina (infeccio
simples ou multipla)

Tipo de HPV n %
16 48 40

18 5 41
31 16 13,3
45 16 133
Outros 17 14,1
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Tabela 2 - Tipos de HPV detectados nos raspados da cérvice uterina de acordo com o diagnéstico histoldgico na peca de conizaciio

HPV Cervidte NIC 1 NIC 2 NIC 3 Carcinoma invasor :‘:,',2')
Negativo 4 14 9 1 1 39 (32,5)
Positivo 3 8 22 43 5 81 (67,5
16 2 10 18 1 31
16+18 1 : ]
16+31 e/ou 45 5 8 1 14
16+18+31 e/ou 45 2 2

18 1 ]
18+45 ] ]
31e/ou45 1 4 6 3 14
Outros tipos 1 6 2 8 0 17
Total 7 22 31 54 6 120

Tabela 3 - Proporcdio de casos infectados pelo HPV 16 e/ou 18 e por outros tipos segundo
a gravidade da lesdo histolégica

Tipos histolégicos

Tipos de HPV NIC2 + NIG3+  Carcinoma invasor
n (%) n (%) n (%)

HPV 16 e/ou 18 31(35) 20 (34) 1(17)

HPV 16 e/ou 18 e outros 16 (17) 11(18) 1(17)

Outros HPV além de 16 ¢ 18 23 (25) 17 (28) 3 (50)

Negativos para HPV 21(3) 12 (20) 2 (26)

Total de casos 91 (100) 60 (100) 6 (100)

NIC2+: Neoplasia intraepitelial cervical grau 2 ou mais grave; NIC3+:
Neoplasia intraepitelial cervical grau 3 ou mais grave.

invasores, nenhum esteve associado ao HPV 18; 2 casos
apresentaram infec¢do pelo HPV 16 isolada ou associada
ao HPV 31 e/ou 45, e 3 casos com infec¢do pelo HPV
31 e/ou 45.

As infecgdes pelos tipos 16 e/ou 18 em associagdo
a outros tipos de HPV estdo demonstradas na Tabela 3.
Dentre os casos de leses NIC2 ou mais grave, aproxi-
madamente metade apresentava infec¢io por HPV 16
e 18, sozinhos ou combinados com outros virus de alto
potencial oncogénico. Praticamente a mesma propor¢ao
de casos de NIC3 ou pior encontrava-se nesta situagao.
Dentre os casos de cincer, apenas 2 em 6 (33%) apresen-
tavam, no momento do teste, infec¢dao pelos HPV 16 ou
18 nos raspados cervicais.

Discussao

Embora o principal fator de desenvolvimento e pro-
gressdio da NIC em mulheres infectadas pelo HPV seja o
estado de seu sistema imunolégico, alguns tipos de HPV
determinam diferentes riscos para a persisténcia e a pro-
gressdo determinada pelo virus. O HPV 16 €, claramente,
o tipo com maior poder carcinogénico, sendo responséavel
por metade dos casos de cincer cervical no mundo todo.
Os outros tipos sdo menos comuns nas populacGes de
grandes centros urbanos®. As infec¢des ndo relacionadas
ao tipo 16 mostraram um risco para desenvolvimento
de NIC3 de aproximadamente 20% em rela¢do ao risco

Rev Bras Ginecol Obstet. 2010; 32(7):315-2(

determinado pelo tipo 16'. Contudo, outros tipos menos
comuns em populagdes de mulheres de grandes centros
urbanos e em mulheres com NIC e cincer tém limitado
a precisdo das estimativas de risco.

No presente estudo, apenas 35% dos casos estavam
infectados por HPV 16 e/ou 18 exclusivo. Dos 91 casos
de NIC2 ou mais grave, 39 estavam infectados por outros
tipos de HPV ou por HPV 16 e/ou 18 associados a ou-
tros tipos de reconhecido potencial oncogénico. Pode-se
considerar que, provavelmente, apenas um ter¢o dos casos
NIC2 ou mais teriam sido efetivamente evitados pelas
vacinas atualmente disponiveis, desconsiderando que,
na supressdo populacional dos tipos 16 e 18, os demais
tipos oncogénicos possam ocupar o espaco epidemiold-
gico deixado.

Nosso estudo confirma o conceito de que limitar a
avalia¢do de risco a poucos tipos do HPV pode ndo ser
adequado diante da realidade microbiolGgica associada a
este virus. Em nossa casuistica, menos de metade dos casos
de NIC2 ou mais tinham infec¢do limitada aos HPV 16 e
18. Os casos considerados negativos para HPV pelo primer
PGMY9/11, dada a evidéncia epidemioldgica, provavelmente
desenvolveram a doenga na presenga de um dos virus, que
teria sido eliminado pelo sistema imune. Vale ressaltar,
contudo, que esta hipétese é menos plausivel justamente
para os HPV 16 e 18, que sdo reconhecidamente estédveis
na cérvice uterina por disporem de mecanismos adaptati-
vos bem desenvolvidos contra o sistema imune humano.
Outras explicagdes seriam a coleta ter sido inadequada
(i.e. amostras usadas para PCR nfo eram representativas
da lesdo) e falso-negativos da PCR, visto que o diagnéstico
da infeccdo é baseado na informacio genética do virus na
amostra celular coletada do sitio da infec¢do®.

Na meta-anilise realizada por Smith et al.?, 70% dos
casos de carcinoma cervical invasivo estavam associados
com infec¢io pelo HPV 16 (55%) ou 18 (15%), essa
propor¢ao de HPV 16/18 é geograficamente diferente,
sendo maior na Europa, América do Norte e Oceania
do que na Africa, Asia e Américas do Sul e Central. Os




outros tipos mais comuns eram HPV 31, 33, 35,45, 52
e 58, que sdo os encontrados em todos os continentes.
Por outro lado, nas lesdes intraepiteliais de alto grau, a
prevaléncia combinada do HPV 16/18 era de 52%. Os
outros tipos mais comuns nas lesdes de alto grau eram
grandemente similares aqueles encontrados no carcino-
ma cervical, exceto pela posicio do HPV 45. Apesar de
o HPV 16 ser o tipo mais comumente encontrado nos
estudos, a presenca de coinfec¢des com outros gendtipos
de alto risco sio frequentes. O HPV 18 é também um tipo
comum, a prevaléncia e incidéncia da infec¢do pelo tipo
18 varia mais entre as populagdes e outros tipos sio mais
frequentemente prevalentes'®. Nosso estudo contrasta em
parte com estes dados da literatura, porquanto a presenga
de HPV 45 em nossa amostra foi de 13%), semelhante
aquela do HPV 31.

Em nosso estudo, as infec¢des multiplas dos HPV
16 e/ou 18 associadas aos HPV 31 e/ou 45 foram ob-
servadas em 17 casos. A propor¢do estimada de doenga
cervical atribuida aos HPV tipos 16 e 18 é complicada
pela ocorréncia comum de infec¢bes com multiplos
genotipos, que pode variar dependendo da populagdo
estudada'’. A precisa rela¢do entre os multiplos tipos
de HPV da infec¢do na contribui¢dao do desenvolvi-
mento da lesao ndo estd bem elucidada. De um lado,
pode-se pensar que cada tipo individualmente tem a
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