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RESUMO

OsjeTivo. Verificar a taxa de anticorpos neutralizantes anti-HPV 16 efou 18, e a sua associagdo com os achados da citologia
oncologica do colo uterino em adolescentes e mulheres jovens.

Meropos. Foram incluidas, neste estudo transversal, 54| mulheres de 15 a 25 anos de idade, sauddveis, sexualmente ativas,
que apresentaram exame ginecoldgico normal, no periodo de setembro a novembro de 2000. Foi obtida uma amostra
cervical para citologia em meio liquido e uma amostra de sangue para identificacdo dos anticorpos anti-HPV 16 e/ou 18, por
meio do método ELISA. As amostras foram encaminhadas para um laboratério de referéncia na Bélgica.

Para andlise estatistica, foram estimadas a prevaléncia e a razdo de prevaléncia (RP), com intervalo de confianca de 95%.

ResuLtApos. Entre as mulheres incluidas, 150 (27,7%) apresentaram resultados positivos da sorologia sendo: 79 (14,6%)
por anticorpos anti-HPV 16, 35 (6,4%) anti-HPV I8 e 36 (6,6%) anti-HPV 16 e I8. Foram detectadas anormalidades
citologicas em 107 casos (20,5%), sendo 63 classificadas como atipias celulares de significado indeteminado (ASCUS), 41
casos sugestivos de leses de baixo (LSIL) e trés casos sugestivos de lesdes de alto grau (HSIL). A prevaléncia de citologias
anormais quando a sorologia foi positiva foi apenas |,75 vez a prevaléncia de citologias positivas observadas com sorologia
negativa. Nesta amostra nao houve evidéncia de associagdo entre os resultados anormais da citologia e a positividade da
sorologia.

Conctusio. O resultado deste estudo indica uma alta prevaléncia de sorologia positiva para o HPV 16 e |8 em mulheres
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INTRODUCAO

A infeccdo do papilomavirus humano de alto risco (HPV) repre-
senta atualmente o fator de risco mais importante na génese do
carcinoma de colo uterino'**. Estudos caso-controle indicam a presen-
cado HPV associado ao cancer cervical com um risco relativo que varia
ao redor de 50 a 150 para os chamados gendtipos virais de alto
risco, principalmente os mais prevalentes, |6 e 18**¢, O tipo de HPV
16, de alto risco oncoldgico, foi considerado pela IARC (Internacional
Agency for Research on Cancer) como definitivamente carcinogénico
para a raca humana’.

Com uma prevaléncia de 15% a 40 % na populagio geral, a
infec¢do cervical por HPV, atualmente, representa a doenca sexual-
mente transmissivel (DST) isolada mais frequiente no mundo®’, Apesar
da alta prevaléncia, muitas infeccdes serdo transitorias (60%), o que é
extremamente comum em jovens, apresentando duragdo média de 8
a 10 meses. Entretanto, as infeccdes persistentes sdo encontradas em
5% a 10% das mulheres com 35 anos ou mais, associando-se com
aumento do risco de progressdo neoplasica'®!",

Assim, a histéria natural do carcinoma do colo uterino pode ser
dividida em trés fases: a primeira quando esta presente a infeccdo por
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jovens sadias sem relagdo com os achados anormais da colpocitologia.

UnierMos: Sorologia. Anticorpos anti-HPV. Colpocitologia. Neoplasia.

HPV, sem outras manifestacdes detectdveis; a segunda quando ja estdo
presentes alteracdes morfoldgicas das células do epitélio do colo
uterino, que caracterizam as lesdes intra-epiteliais; e a terceira com
a presenca de lesdo atravessando a membrana basal do epitélio,
caracterizando o carcinoma invasor, fase esta irreversivel e que se nao
tratada levard ao 6bito'?.

A introdugdio do Papanicolaou como teste de rastreamento ha
cerca de 50 anos resultou em espetacular reducdo dos indices de
mortalidade por cancer cervical, ao redor de 50% a 70%"*'. Entre-
tanto, as taxas de mortalidade por cancer cervical permaneceram
estaveis e até aumentaram em paises com poucos recursos para
implantagao de programas de rastreamento organizados .

Os métodos diagndsticos das lesées induzidas por HPV sdo
morfoldgicos e incluem o exame clinico, a colposcopia, a citologia
oncoldgica e a histologia. Ja a identificagio da infec¢do por HPV
propriamente dita inclui os métodos bioldgicos, como as hibridizagdes
moleculares de dcidos nucléicos, tipo Southern Blot, captura de hibri-
dos, hibridizagao in situ e reacdo em cadeia de polimerase (PCR)'.

Anticorpos neutralizantes tém sido demonstrados no soro de
mulheres infectadas por HPV. A maioria dos estudos tem examinado a
prevaléncia destes anticorpos e os comparado com a presenca de
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DNA viral por PCR, com neoplasia cervical ou com a presenca de
verrugas genitais. A interpretacdo dos resultados apresenta dificuldades
porque ainda pouco se sabe sobre o desenvolvimento, a detecgdo e
persisténcia dos anticorpos em relacdo a deteccdo do DNA-HPV".
Mais recentemente, o uso da deteccdo dos titulos sorologicos de
anticorpos anti-HPV estdo sendo estudados como indicadores de
producdo de anticorpos neutralizantes, nos ensaios clinicos que visam
o desenvolvimento de vacinas profilaticas'®.

Com relacdo ao uso da sorologia como possivel marcador de
infeccao por HPV no colo uterino, existem dificuldades devido as
reacdes cruzadas entre os diferentes tipos de HPV, que podem infectar
diversas partes do organismo, assim como a fraca resposta das células
imunocompetentes das camadas superficiais do epitélio, onde se da a
expressao viral do HPV'®.

Varios esforcos tém sido utilizados para desenvolver provas
soroldgicas mais sensiveis e especificas. Os primeiros testes basea-
vam-se em antigenos protéicos do virion denaturado, mais recen-
temente desenvolveram-se testes baseados em particulas virus like
(VLP). Estas particulas derivam da expressao da maior proteina do
capsideo viral em células eucaridticas, podendo ser usadas para
detectar anticorpos no soro de pacientes infectados'.

Um estudo de coorte acompanhou, por trés anos, niveis de
anticorpos para o capsideo do HPV |6 em relacdo a deteccao do HPV
por PCR, colhido em colo e vagina de mulheres jovens. A média de
tempo entre a primeira deteccdo do DNA do HPV e da soroconversao
foi de 8,3 meses. Houve soroconversao de 93,7% ja na primeira visita
e de 67,1% dos casos com infeccdo incidente nas mulheres onde o
DNAHPV 16 foi detectado; enquanto que apenas 9,5% das mulheres
com DNA HPV 16 negativas soroconverteram. A persisténcia do DNA
HPV aumenta a probabilidade de persisténcia dos anticorpos e houve
uma relacdo estatisticamente significativa da soropositividade com
aumento do niimero de parceiros'”,

A soropositividade do HPV |6 é fortemente associada com a
deteccao repetida do DNA HPV 16 na cérvix, sugerindo ser um
marcador de infecao prolongada, associada com o desenvolvimento e
persisténcia de lesdes intra-epiteliais®.

A deteccao de anticorpos séricos dos tipos de HPV de alto risco
poderia ser um marcador das mulheres de risco para desenvolvimento
da neoplasia cervical. Um ensaio soroldgico seguro poderia se tornar
um adjunto ao teste de Papanicolaou. Mas varios fatores devem ser
levados em conta antes de considerarmos os testes sorolégicos para o
HPV como adjuvantes aos métodos correntes de controle de cancer do
colo uterino'’. Sabemos que a resposta humoral isoladamente nao é
suficiente para erradicar a infeccdo viral que depende também de uma
resposta celular efetiva. A aquisicio, a persisténcia e a progressao da
infeccdo por HPV sdo determinadas pelo potencial viral (alto ou baixo
risco), pelos mecanismos de controle intracelulares e também pela
vigilancia imune antiviral'®,

Assim, nos propusemos a estudar esta amostra de mulheres jovens,
saudaveis, sem histéria de infeccdo por HPV, de baixo risco para as
doengas sexualmente transmissiveis e com exame ginecolégico normal,
fazendo parte de um estudo epidemioldgico prévio para um ensaio
clinico com aplicaio de vacinas profildticas anti-HPV 16 e 18.
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Foram avaliadas 541 mulheres, de 15 a 25 anos, com vida sexual-
mente ativa, que espontaneamente procuraram o Servico de Gineco-
logia do Hospital Leonor Mendes de Barros ou o Ambulatério de
Ginecologia do Centro de Atencdo Integral da Saide da Mulher
(CAISM) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) para
exame de Papanicolaou. O termo de consentimento livre e esclarecido
foi assinado pela mulher ou por seu responsavel legal, no caso de
menores. A seguir foi obtida uma amostra de sangue para sorologia, e
foram submetidas a um exame ginecolégico e colhida citologia
oncoldgica em meio liquido.

Por ser parte de em estudo para recrutamento de voluntdrias para
um projeto de imunizacdo de vacina candidata, profilética anti-HPV, os
critérios de inclusdo e exclusdo visavam obter mulheres jovens, sauda-
veis, com baixo risco para doengas sexualmente transmissfveis. Foram
incluidas mulheres sem problemas de satde evidentes, pela histéria
clinica e pelo exame fisico direto, com ndo mais que quatro parceiros
sexuais em todo o perfodo de vida antes da participagdo no estudo,
Utero intacto e colo uterino de aspecto normal ao exame ginecoldgico.

Foram excluidas mulheres gravidas ou que estavam amamentando,
as portadoras de corrimento vaginal anormal no momento de entrada
no estudo, as que estavam sob tratamento ou esperando tratamento
para condilomas externos e internos, as com lesdes herpéticas cervicais
ou vulvares extensas, as com histéria de citologia cervical anormal, as
com tratamento de doenca cervical por ablacéo (crioterapia ou ablacao
por laser) ou excisdo (bidpsia em cone com laser ou cirurgia de alta
freqUiéncia) e as com qualquer condicdo confirmada ou suspeita de
imunossupressao ou imunodeficiéncia.

Uma amostra cervical foi colhida para citologia com escova cervical
e espatula plastica. Ambas foram agitadas em um frasco de coleta em
meio liquido de preservacdo/transporte (preserv Cyt) de modo a
recuperar as células esfoliadas. O Thin Prep 2000 Processorfoi utilizado
para transferir e fixar as células em ldminas de vidro. As ldminas foram
classificadas de acordo com o sistema Bethesda®'.

Foi coletada amostra de |0 ml de sangue e a partir dela preparadas
duas aliquotas de soro. Uma delas enviada para processamento em um
laboratdrio na Bélgica (SBBio Lab ) e a outra armazenada em freezer
a-20°C, para o caso de perda da outra amostra no transporte.

O teste utilizado foi desenvolvido e estandartizado pela Méd
Immune sendo similar ao do National Cancer Institute. Utilizou-se um
antigeno altamente purificado HPV L virus like particles (tipos 16 e 18)
produzido em células de insetos, com mais de 95% de pureza, e
controles positivos e negativos para cada ensaio.,

A quantificacdo de anticorpos anti-HPV 16 e HPV 18 VLPs (anti-VLP
|6 e anti-VLP 18) foi realizada pelo método ELISA usando VLPs
especificos como antigenos de cobertura. Os tftulos ELISA sdo calcu-
lados e expressos em EU/mkI. O cut-offfoi estabelecido com painel de
soros de adolescentes virgens, com técnica descrita por Evans e
colaboradores'”.

Todos os resultados foram para andlise estatistica, sendo estimadas
a prevaléncia e a razdo de prevaléncia (RP), com intervalo de confianca
de 95%. )

Este trabalho foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do
Hospital Leonor Mendes de Barros e da Universidade Estadual de
Campinas.
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Tabela | - Distribuicao dos resultados soroldgicos anti-HPV 6 e 18

Positivo para anti-HPV 16 Positivo para anti-HPV 18 Positivo para anti-HPV 16 e I8 Negativo Total
79(14,60%) 35(6,46%) 36(6,65) 391(72,27%) 541
Tabela 2 - Distribuicao do anti-HPV 16 e anti-HPV 18 em relacao aos resultados da citologia
Citologia Anti-HPV 16 (%) Anti-HPV 18 (%) anti-HPV [6 e 18 (%) Negativo (%) Total (%)
Inadequada* 0(0) 2(5.7) 000 18(4.6) 20(3.7)
Normal/inflamatoria 59(74.7) 29(82.9) 24(66.7) 302(77.2) 414(76.5)
ASCUS 12(15.2) 4(11.4) 7(19.4) 40(10.2) 63(11.6)
LGSIL 7(8.9) 0(0) 5(13.9) 29(7.4) 41(7.6)
HGSIL [(1.3) 0(0) 0(0) 2(0.5) 3(05)
Totaln 79 35 36 391 541
*Auséncia de células endocervicais
Tabela 3 - Prevaléncia dos achados de sorologia em relacao aos resultados anormais da citologia
Citologia
ASCUS/LSIL/HSIL
Total n % RP (IC95%)
Negativo 373 71 19,0 referéncia
Anti-HPV 16 79 20 253 1,33(0,86-2,05)
Anti-HPV 18 3 4 12,1 0,64(0,24-1,63)
Ambos 36 12 33 [,75(1,05-2,91)
ResuLTADOS

Das 541 mulheres examinadas, 150 (27,72%) apresentaram
sorologia positiva para anticorpos anti-HPV 16 ou HPV 18 ou ambos.
Com a seguinte distribuicio: 79 (14,60%) anticorpos anti-HPV 16, 35
(6,46%) anticorpos anti-HPV 18 e 36 (6,65%) das mulheres apresen-
taram-se positivas para ambos (Tabela 1).

Com relagao a distribuicdo dos anticorpos e sua relagdo com os
resultados dos esfregacos citoldgicos, verificamos que 25,3% das
mulheres que eram positivas para anti-HPV |6 apresentavam citologia
alterada. Esta porcentagem aumenta para 33,3% quando encontramos
positividade soroldgica para os tipos de HPV 16 e 18 com uma RP de
[,75 (Tabela 3 e Grdfico I). Para andlise estatistica dos resultados da
citologia, foram excluidas 20 amostras com resultado inadequado por
auséncia de células endocervicais.

Discussio

Neste estudo, avaliou-se a sorologia especffica anti-HPV 16/18 e o
resultado do Papanicolaou em mulheres jovens, participantes de um
projeto de recrutamento, visando futura administracdo de vacina
profilética contra HPV 16/18.

As mulheres deste estudo obedeceram a critérios de inclusdo que
ndo permitiam histéria prévia de infeccdo por HPV, assim como
estabeleciam limites para o nUmero de parceiros sexuais, que sao
fatores sabidamente relacionados ao aumento do risco da infeccao'",
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Grafico | - Freqiiéncias relativas de achados da citologia com diagndsticos
ASCUS/LSIL/HSIL e normal, segundo anti-HPV 16, anti-HPV 18 e ambos
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Em nosso estudo, detectamos 27,7% de resultados positivos para
HPVI16/18, isolados ou associados. Esta alta prevaléncia de
positividade, mesmo sendo em mulheres muito jovens e com baixo
risco para doencas sexualmente transmissiveis, pode ser interpretada
como resposta sorologica recente, uma vez que sao mulheres que
estdo iniciando sua atividade sexual.

Ainfeccdo genital por HPV se inicia com o virus penetrando
na superficie do colo uterino através de lesbes na zona de
transformacdo do epitélio escamoso, induzindo uma resposta
celular local e sistémica. A resposta celular local vai refletir a
capacidade de producdo de anticorpos pelas células de
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Langerhans, como primeira linha de defesa. J& a resposta
soroldgica pode significar apenas a presenca do virus como
infeccdo transitéria ou recém-adquirida'®.

Assim, detectamos anormalidades citoldgicas em aproximada-
mente 20% das 451 citologias colhidas, sendo mais da metade (59%)
classificadas como atipias celulares de significado indeterminado
(ASCUS) e 41% com lesdes de baixo (LSIL) ou alto grau (HSIL).

Em relagdo a associacdo das alteracdes citologicas com a
positividade da sorologia, verificamos que aproximadamente 70%
das sorologias positivas apresentavam citologia normal. Isto pode ser
explicado pela aquisicio de uma infecgdo recente que ainda ndo se
integrou ao genoma do hospedeiro, ou ainda por infec¢des em outras
localizagbes que ndo a drea genital (reacdes cruzadas).

As citologias anormais com sorologia positiva para o HPVI6
mostraram uma positividade em 25,3% dos casos, e essa positividade
aumenta para 33,3% quando achados ambos HPV. A prevaléncia de
citologias positivas é 1,75 vez em relagdo a prevaléncia de citologias
positivas observadas quando a sorologia é negativa. Estes resultados séo
concordantes com achados em outros trabalhos que relacionaram a
deteccdo de anticorpos com a gravidade da lesao cervical na presenca
de anticorpos anti-HPV 1672,

Embora a prevaléncia da infec¢do por HPV seja maior em mulheres
jovens quando comparada com mulheres com mais de 30 anos, muitas
destas infec¢des irdo regredir espontaneamente dentro de um periodo
de 24 meses, sendo consideradas infeccdes transitdrias sem lesoes
intra-epiteliais devido ao desenvolvimento de anticorpos neutra-
lizantes'”'®. Assim, a alta taxa de deteccdo de anticorpos em mulheres
com baixo risco para doencas sexualmente transmissiveis sugere uma
exposicdo as proteinas do HPV de alto risco para neoplasias cervicais,
no inicio de sua atividade sexual.

Apesar do teste ser viavel sob o ponto de vista econdmico e
ser considerado o Unico marcador soroldgico confiavel, ainda ndo
consegue ser utilizado para diagndstico devido a assincronia com a
infeccdo e a sua regressdo'®.

Os resultados na literatura sugerem que a deteccdo dos anticorpos
€ associada com a persisténcia da replicacdo viral e que os tftulos caem
e desaparecem rapidamente nas infeccdes consideradas transitrias®.
Entretanto, tem sido utilizada para monitorizacdo de participantes
voluntarias e em protocolos de imunizagdo profilética ou terapéutica.

Verificamos que a sorologia ndo conseguiu detectar todas as
alteracdes celulares demonstradas pela citologia nesta amostra. Sdo
necessarios estudos de acompanhamento dos casos positivos,
tanto para anticorpos quanto para alteracdes celulares, visando uma
melhor compreensao do papel da sorologia na historia natural da
neoplasia cervical.

CoNcLusAo

O resultado deste estudo indica uma alta prevaléncia de sorologia
positiva para o HPV 16 e 18 em mulheres jovens sadias sem relacdo
com os achados anormais da colpocitologia e podera contribuir para
avaliacdo do comportamento da infecco por HPV, especialmente em
mulheres candidatas a vacina profildtica para prevencao de lesdes do
colo uterino induzidas por HPV.
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SUMMARY

SEROLOGICAL DETECTION OF ANTI HPv 16/18 AND ITs
ASSOCIATION WITH PAP SMEAR IN ADOLESCENTS AND YOUNG WOMEN

Ogjective. Verify the relation between HPV 16/18 antibodies and
the association with cervical cytology findings in adolescents and
youngwomen.

MetHoDS. A cross sectional study with 54| healthy and sexually
active women from 5 to 25 years of age was carried on from
September to November 2000. At gynecological examination, a
cervical sample on liquid-base for cytology-testing and a bblood
sample for ELISA identification of HPV |6 and |8 antibodies were
collected and sent to a reference laboratory in Belgium. Statistical
analysis estimated the prevalence and prevalence ratio witha 95%
confidence interval.

Resuts. Ofthese young women, 150(27.7%) were seropositive: 79
(14.6%) to HPV 16 antibody; 35 (6.4%) to HPV 18 antibody and 36
(6.6%)to both HPV 16/18 antibodies.

Cytological abnormalities were detected in 107 cases (20.5%):
63 presented with atypical squamous cells of undetermined
significance (ASCUS), 41 were suggestive of low grade squamous
intra-epithelial lesion (LGSIL) and 3 of high grade squamous intra-
epithelial lesion (HGSIL). Prevalence of abnormal cytology with a
positive serology was only |.75times that of prevalence ofabnormal
cytology with a negative serology. Detection of abnormal cytology
was not correlated with positive serology.

Conctusion. Results of this study indicate a high prevalence of
HPV 16 and 18 in young healthy women which showed no relation
to the abnormal findings of cytology smears. [Rev Assoc Med Bras
2006; 52(1): 43-7]

Kev woros: Serology. Antibodies anti HPV. Colpocitology. Neoplasia.
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