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Papilomavirus humano associado a lesGes de cérvice uterina
Human papillomavirus associated to uterine cervix lesions
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Resumo Estudou-se a prevaléncia do papilomavirus humano (HPV) em 228 mulheres
portadoras de lesdes em cérvice uterina, atendidas no Instituto Ofir Loiola, em Belém, Para, no
periodo de marco de 1992 a maio de 1996. As pacientes foram submetidas a biépsia de colo
uterino, sendo o material encaminhado para histopatologia e pesquisa de HPV por PCR e
hibridizac&o por dot-blot. Distribuiram-se as participantes em trés grupos, conforme
diagndstico histopatolégico. O grupo A constituiu-se de 155 mulheres com carcinoma
epidermdide invasor ou com adenocarcinoma, o grupo B de 54 portadoras de neoplasia intra-
epitelial cervical grau Il ou lll, e o grupo C de 19 pacientes com cervicite crénica. Observaram-
se prevaléncias de HPV em 70,3%, 63,0% e 36,8% das mulheres dos grupamentos A, B e C,
respectivamente, sendo o HPV 16 registrado em 60,4% das amostras positivas do grupo A e
54,5% daquelas do grupo B. Os tipos 16, 18 e 33 representaram 71,4% dos detectados no
grupo C.

Palavras-chaves: Papilomavirus humano. HPV. Cérvice uterina. Carcinoma cervical. Neoplasia
inraepitelial cervical

Abstract It was studied the prevalence of human papillomavirus (HPV) among 228 women with
lesions of uterine cervix attending the Ofir Loiola Institute, in Belem, Para, from March 1992 to
May 1996. Histopathological examination was performed with all cervical biopsy samples
obtained from these patients. In addition, specimens were analysed by both polimerase chain
reaction and dot-blot hybridization to detect HPV DNA. The patients were assigned to three
groups, according to the diagnosis made by histopathology, as follows: A, including 155
women suffering from invasive epidermoid carcinoma or adenocarcinoma; B, 54 patients
having either cervical intraepithelial neoplasia grade 1l or Ill; and C, involving 19 women with
chronic cervicitis. The prevalence rates of HPV in groups A, B and C were 70.3%, 63% and
36.8% respectively. HPV 16 accounted for 60.4% and 54.5% of types identified in groups A and
B, respectively. Altogether HPV types 16, 18 and 33 were detected in 71.4% of positive patients
belonging to group C.

Key-words: Papillomavirus. HPV. Uterine cervix. Cervical carcinoma. Cervical intraepithelial
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Acredita-se que a infec¢do viral mais
freqUentemente transmitida por via sexual seja
aquela provocada pelo HPV2 12 originando
também uma das mais prevalentes entre todas
as doencas sexualmente transmissiveis.

Aimportancia gue assume hoje a nivel mundial
o estudo dos HPV vem de sua nitida correlacédo
com os processos malignos e lesdes precursoras
em cérvice uterina.

Os papilomavirus (PV) sdo um dos dois
géneros da familia Papovaviridae. Classificam-
se de acordo com sua espécie de origem
(humana, bovina, etc) e conforme a homologia
existente entre o material genético de virus da
mesma espécie. Atualmente, estao identificados
mais de 70 tipos distintos de HPV16, sendo que
cerca de 35 infectam o trato genital8.

O cancer cervical, com uma incidéncia
mundial de cerca de 500.000 casos por anol 11,

constitui-se em um dos mais graves problemas
de saude publica, especialmente para os paises
em desenvolvimentol, dentre os quais o Brasil,
onde se estima que cerca de 40.000 casos novos
surjam anualmente26,

Evidéncias demonstram que as mulheres
portadoras de certos tipos de HPV,
especialmente o 16 e o 18, apresentam risco
significativamente maior de desenvolver processo
maligno em cérvice uterina quando comparadas
aquelas sem sinais de infecgdo por esses
agentes viraisl4 24,

Com base no exposto, tornou-se premente a
realizac&o deste estudo cujo objetivo foi
determinar a prevaléncia e identificar os tipos de
HPV mais freqiientes em mulheres com lesfes
de cérvice uterina, agrupadas segundo
diagnostico histopatoldgico, em Belém, Para.

MATERIAL E METODOS

Foram testadas 228 amostras de cérvice
uterina provenientes de bidpsias de mulheres
atendidas no Instituto Ofir Loiola (IOL), em Belém
(Para), no periodo de margo/1992 a maio/1996,
com suspeita clinica e/ou laboratorial (citologia)
de processo maligno em regido cervical e sem
historia de terapéutica antineoplasica. As
coletas ocorreram ap6és assinatura de termo de
consentimento por parte das pacientes.

Os espécimes coletados foram armazenados
em formol tamponado para posterior diagnostico
histopatolégico no IOL, e em baixas temperaturas,
inicialmente em nitrogénio liquido e a seguir em
freezer, objetivando diagnostico pela técnica de
PCR no Instituto Evandro Chagas (IEC), Belém
(Pard), e hibridizagdo por dot-blot no Instituto
Ludwig de Pesquisas sobre o Cancer, Sao
Paulo (S&o Paulo).

As pacientes foram distribuidas em 3 grupos
(A, B e C), conforme diagnéstico histopatolégico.
Do grupo A (155/228) fizeram parte aquelas
com adenocarcinoma (5/155) ou com carcinoma
epidermaide invasor (150/155). As com neoplasia
intra-epitelial grau 11 (1/54) ou Il (53/54) (NIC I
ou NIC [ll) foram incluidas no grupo B (54/228),
e as com cervicite cronica constituiram o grupo
C (19/228). A idade das mulheres variou de 16
a 86 anos, com médias de 51,5 (grupo A), 43,6
(grupo B) e 44,3 (grupo C).

A técnica de PCR utilizada baseou-se na
descricdo de Manos et all7, utilizando-se
primers genéricos MY09 e MY11, que detectam
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ampla faixa dos diferentes tipos de HPV em
uma area bem delimitada de seus genomas
(regido L1). Como controle de qualidade
utilizaram-se primers capazes de amplificar um
fragmento do gene de globina humana. Em
todos os ensaios foram empregados controles
positivos (células He-La ou células Caski) e
negativos (agua).

A reacdo foi efetuada acrescentando-se a
1pl de cada amostra do DNAa ser testado, 49pl
de uma mistura (MIX) cuja composicédo era:
5,00ul de cada um dos 4 trifosfatos de
desoxinucleotideo, 1,00ul de cada primer para
HPV (MY09 e MY11), 0,50p! de cada primer de
globina G73 e G74, 0,25ul de Taqg DNA
polimerase, 5,00pl de solugdo tampé&o [100mM
Tris-Hcl (pH:9), 500mM KCI, 30mM MgCI2] e
35,75ul de 4gua bidestilada, completando assim
um volume total de 50pul. As misturas foram, em
seguida, submetidas a 33 ciclos de amplificacéo
em aparelho ciclador de temperatura (94°C por
1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 2 min, seguidos
ao final por 10 min a 72°C).

Apos eletroforese em gel de agarose a 2%,
os produtos da PCR foram corados em solugéo
de brometo de etidio e visualizados a luz
ultravioleta.

A técnica de hibridizagdo por dot-blot
baseou-se na descricdo de Manos et all7, com
modificagBes. Utilizaram-se oligonucleotideos
especificos tornados radioativos pela
incorporacdo de P32, em uma reacgdo que
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envolveu a T4 polinucleotideoquinase.
Empregaram-se sondas especificas para os
seguintes tipos de HPV: 5, 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 trés ultimos s&o tipos ainda né&o
classificados) e sonda genérica.

A décima parte do volume da reacéo de PCR
foi desnaturada em placa de ELISA com
hidréxido de sédio. A mistura foi pipetada sobre
uma membrana de nailon ajustada a uma placa
de acrilico (dot-machine), ligada constantemente
ao vacuo. A membrana foi removida e colocada
sobre um papel de filtro para marcar as posicoes
das amostras. Fixou-se o DNA expondo a
membrana a luz ultravioleta por 5 minutos. A
membrana foi colocada em saco plastico com a
seguinte solucdo de hibridizacdo: [6x solucéo

citrato salina padrdo (SSC): (NaCl ® 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, 100ug/ml de
esperma de salmdo desnaturado] e incubou-se
por 3h a 56°C. A seguir a sonda radioativa foi
acondicionada no interior do saco plastico junto
com a solucdo de hibridizacdo e incubada por
12-18 horas a 56°C, apds o que as membranas
foram removidas do saco plastico e lavadas a
temperatura ambiente por duas vezes, por 15
minutos cada, seguindo-se duas vezes a 56°C
por 20 minutos, com uma solucéo de 2 x SSC e
0,1 SDS. No final as membranas foram expostas
a filmes de raio X por periodos de 12 a 24h.

A tipagem dos HPV foi realizada nas
amostras que amplificaram ou nao 450 pares de
bases da regido L1 dos HPV.

RESULTADOS

Todas as amostras foram testadas por PCR,
enquanto que pela hibridizacdo por dot-blot
analisaram-se 147 (de um total de 150) no
grupo A, 49 (das 54) no grupo B e 17 (das 19)
no grupo C.

Consideraram-se positivas para HPV as
amostras nas quais a presenca do virus foi

detectada por ambas as técnicas (136/150),
aquelas positivas por dot-blot e negativas por
PCR (10/150), e as positivas por PCR e nédo
testadas por dot-blot (4/150), conforme pode
ser observado na Tabela 1.

Aprevaléncia de HPV foi de 70,3% (109/155)
no grupo A, 63,0% (34/54) no B e 36,8% (7/19)

Tabela 1 - Presenca de papilomavirus humano em lesdes de cérvice uterina, pelas técnicas de PCR e hibridizagdo por
dot- blot, segundo os grupos estudados*, Belém, Para (1992-1996).

Grupos Positivas por Positivas por Positivas por PCR e Total
dot-blot e PCR dot-blot e negativas por PCR dot-blot n&o realizado

A 100 6 3 109

B 30 3 1 34

C 6 1 - 7

Total 136 10 4 150

* Ambulatério do Instituto Ofir Loiola.

no C (Tabela 2). Verifica-se ainda, na mesma
tabela, que o grupo A se constituiu
predominantemente de mulheres com diagndstico
histopatolégico de carcinoma epidermdéide
invasor (150/155), enquanto que o grupamento
B foi representado quase que exclusivamente
por pacientes com NIC Ill (53/54).

A Figura 1 demonstra que nas 106 amostras
pertencentes a mulheres do grupo A em que o
HPV foi detectado por dot-blot, encontrou-se
nitido predominio do tipo 16 com 60,4% do total
(64/106); o HPV 18 contribuiu com 11,3%
(12/106), incluindo-se neste grupo um espécime
que foi simultaneamente positivo para HPV 6,

11 e 18. Os HPV 31, 33, 45, 52, 58, 59, 73
representaram, em conjunto, 18,9% (20/106),
sendo que o HPV 73 contribuiu com apenas
0,9% (1/106) e, em 9,4% (10/106) houve reagéo
positiva na sonda genérica, significando,
provavelmente, a presenca de outros tipos de
HPV para os quais sondas moleculares
especificas ndo estdo disponiveis.

Nas 33 amostras do grupo B em que a
hibridizag&o por dot-blot demonstrou a presenca
do virus, observa-se (Figura 2) que o HPV 16
representou 54,5% (18/33), o HPV 18 apenas
3% (1/33); os tipos 31,33 e 58 concorreram com
21,2% (7/33); e, em 21,2% (7/33) a presenca de
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Tabela 2 - Prevaléncia de papilomavirus humano em lesdes de cérvice uterina pelas técnicas de PCR e hibridizagédo
por dot-blot, segundo os grupos estudados*, Belém, Para (1992-1996).

Grupos Diagnéstico n° Presenca de HPV Auséncia de HPV
histopatolégico n° % n° %
A Adenocarcinoma 5 4 80,0 1 20,0
Carcinoma epidermoide invasor 150 105 70,0 45 30,0
subtotal 155 109 70,3 46 29,7
B NIC I 1 1 100,0 0 0,0
NIC 1l 53 33 62,7 20 37,3
subtotal 54 34 63,0 20 37,0
C Cervicite cronica 19 7 36,8 12 63,2
Total 228 150 65,8 78 34,2
*Ambulatério do Instituto Ofir Loiola.
T 1

CariEnca
H 4%

T 18

i Tipos 31,33 45.52 58 50,73
11, 3% 18 9%

T 18
3,0%

Tas 34 33 5@
21 3%

Figura 1 - Tipos prevalentes de HPV em 106 amostras de
cérvice uterina, de pacientes _do_élrupq A (Ambulatério
do IOL), pela técnica de hibridizagdo por dot-blot,
Belém, Para (1992-1996).

HPV foi detectada somente pela sonda
genérica.

No grupo C, das 7 amostras positivas
por dot-blot, 5 (71,4%) pertenciam aos

Figura 2 - Tipos prevalentes de HPV em 33 amostras de
cérvice uterina, de pacientes .dolgrupq B (Ambulatério
do ,IOLE’, pela técnica de hibridizagéo por dot-blot,
Belém, Parg, (1992-1996).

seguintes tipos: 16, 18 ou 33, enquanto
a sonda genérica mostrou-se positiva
em 2 casos (dados nao exibidos em
figura).

DISCUSSAO

O percentual de HPV detectado em
amostras de mulheres com carcinoma de colo
uterino no presente estudo esta em
concordancia com o referido pela literatura
especializada que situa a prevaléncia na faixa
de 70 a 90% quando utilizadas técnicas
laboratoriais similares, em sensibilidade, as
empregadas neste estudo. De Brinton et al7 e
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Mufioz et all9, por meio da metodologia de
PCR, em espécime clinico obtido por meio de
biopsia de cérvice uterina, apresentaram
resultados que consubstanciam nossos dados.
Percentuais dentro dos mesmos niveis foram
também encontrados em material coletado por
meio de esfregacos ou raspagens de regido
cervical uterina4 10,
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O grupo B, constituido quase que
exclusivamente de mulheres diagnosticadas
como portadoras de NIC Il (apenas uma
possuia NIC Il), apresentou 63% de amostras
positivas para HPV (Tabela 2). Estabelecendo
comparagdo com o trabalho de Mufioz et all9,
verificamos que esses autores encontraram
prevaléncias de 70,7% e 63,2% em pacientes
com carcinoma in situ estudadas na Espanha e
Colémbia, respectivamente.

Cumpre ressaltar que as alteracdes
designadas como carcinoma in situ e displasia
severaz2l, em virtude do elevado grau de
dificuldade na distingdo histolégica que por
vezes apresentam, passaram a ser mais
freqiientemente agrupadas sob a denominacao
de NIC 1122, dai a comparagdo estabelecida
entre os resultados locais e aqueles de Mufioz
et al19.

E pertinente comentar que resultados
positivos superiores a 90% ja foram detectados.
Liaw et al15, em amostragem agrupando
mulheres com NIC Il, NIC Ill e carcinoma invasivo
revelaram prevaléncia de 92%, utilizando
amostras coletadas por raspagens de cérvice
uterina. Na Hungria, Kénya et al13 registraram
presenca de HPV em 98% das amostras,
obtidas por meio de bidpsia, de pacientes com
carcinoma cervical invasivo. Em estudo3 realizado
com mais de 1.000 espécimes clinicos oriundos
de mulheres com carcinoma invasivo de colo
uterino, residentes em 22 paises, encontrou-se
DNAde HPV em 93% das amostras, ndo sendo
registrada diferenca significativa entre os
resultados positivos dos diversos paisess.

A caracterizacao antigénica dos HPV,
revelando nitida predominancia do tipo 16 em
lesBes neoplésicas, foi de cardinal importancia
(Figura 1 e Figura 2), pois demonstrou que 0s
achados em nossa regido corresponderam aos
que vém sendo registrados por diversos autores
em areas geograficas distintas1019, Estudo
realizado em Barbados20 com 20 mulheres
portadoras de carcinoma em regido cervical (19
das quais em cérvix uterina), demonstrou
presenca de HPV 16 em 65% dos casos. A
pesquisa de Bosch et al3, ja referida anteriormente,
detectou que 50% das amostras testadas foram
positivas para HPV 16.

Ainda em relag&o aos tipos de HPV, notamos
gue cerca de 90% e 79% dos identificados nos
grupos Ae B, respectivamente, sdo considerados
de risco para processos malignos e lesfes
precursoras em regido cervicalls. Nesse contexto,
NOssos percentuais situam-se entre os de Eluf-
Neto et al10 e Liaw et al15. Os primeiros
registraram que entre mulheres com carcinoma
cervical uterino e portadoras de HPV, o percentual
de amostras positivas para os tipos 16, 18, 31,
33, foi de 78%. O segundo trabalho, efetuado
em grupamento de pacientes com diagndéstico
de NIC II, NIC Il e carcinoma invasor,
demonstrou que aquelas positivas para HPV
estavam infectadas com tipos considerados de
risco para progressdo oncogénica em 98% dos
casos.

O registro de amostras positivas com a sonda
genérica, que correspondeu a 9,4% e 21,2%
nos grupos A e B, respectivamente (Figuras 1 e
2), sugere o envolvimento de outros tipos de HPV
cujas sondas moleculares néo estao disponiveis.

Vale destacar nesta investigacdo a presenca
relativamente elevada de HPV considerados de
alto risco (para o desenvolvimento de lesdo
maligna em colo de Gtero), em mulheres com
diagndstico histopatoldgico de cervicite cronica,
embora a detec¢do de HPV em pacientes com
alteragBes minimas e mesmo sem altera¢des
de colo uterino, ndo se constitua em um achado
extraordin&rio5 6 9 15 18 25, Roteli-Martins et al23
detectaram prevaléncia de HPV com potencial
oncogénico em 38% das amostras com
diagndstico histopatolégico de cervicite. Em
nossa casuistica o percentual de HPV foi de
37% (7/19), sendo que em 26% (5/19) os tipos
corresponderam aos associados a processos
carcinogénicos e em 11% (2/19) nao foi possivel
identificar-se o HPV presente no material
examinado, logo se levarmos em conta apenas
aqueles em que o HPV foi detectado (7/19),
verificaremos que em 71% (5/7) deles
confirmou-se tipos relacionados a processos
malignos.

Acreditamos que os resultados aqui discutidos
reforcam a correlagdo entre certos tipos de
HPV, especialmente o 16, no desenvolvimento
de lesdo maligna de cérvice uterina.
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