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RESUMO

Objetivo: comparar a prevaléncia da presenca do DNA do papilomavirus humano (HPV) pela
técnica de PCR em amostras de tecido endometrial normal e com carcinoma endometrial de
mulheres submetidas a tratamento cirurgico (histerectomia) ou carcinoma endometrial e doenca
benigna.

Métodos: trata-se de um estudo observacional do tipo caso-controle onde foram avaliadas
100 mulheres (50 com endométrio normal e 50 com carcinoma endometrial) quanto a presenca
do DNA do HPV em amostra tecidual conservada em blocos de parafina, pelo método de PCR.
Foram excluidos os casos de carcinoma endometrial cujo sitio primario da lesdo era duvidoso
ou com historia prévia ou atual de lesbes pré-neoplasicas ou carcinoma do trato genital inferior.
Variaveis como idade, tabagismo, trofismo endometrial, diferenciacdo escamosa e grau de
diferenciacao tumoral foram também avaliadas.

Resultados: o risco relativo estimado da presenca do HPV foi o mesmo nas mulheres com e sem
carcinoma endometrial. O HPV foi detectado em 8% dos casos de carcinoma e 10% no
endométrio normal. Apesar de o HPV ter sido detectado 3,5 vezes mais em mulheres fumantes
no grupo sem carcinoma, ndo houve diferenca estatistica. A presenca do HPV também néao
esteve correlacionada com a idade das mulheres, trofismo endometrial, diferenciacdo escamosa
e grau de diferenciacéo tumoral. Os HPV 16 e 18 (5 dos casos com o tipo 16 e 4 com o tipo 18)
foram os virus mais frequentemente encontrados, tanto no tecido endometrial normal, quanto
no carcinomatoso. Nenhum virus de baixo risco oncogénico foi detectado nas amostras.
Concluséo: o HPV esta presente no tecido endometrial de mulheres com carcinoma
endometrial na mesma propor¢do que nas com tecido endometrial normal, ndo se
demonstrando a possivel associacao deste virus no desenvolvimento do carcinoma endometrial.

PALAVRAS-CHAVE: Papilomavirus humano. HPV. Oncogénese. Carcinoma endometrial.
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Introducéo

O carcinoma de endométrio é uma das
afeccGes malignas de origem ginecolégica mais
comuns no mundo ocidental. Em muitos paises,
como nos EUA, é considerado o cancer ginecologico
mais frequente. S&o diagnosticados aproximada-
mente 150 mil novos casos por ano no mundo. As
mais altas taxas anuais de incidéncia (acima de
15/100 mil mulheres) sao encontradas na Améri-
ca do Norte, Europa e Nova Zelandia. Esta doenca é
menos comum (menos de 5/100 mil mulheres por
ano) em partes da Asia e Oriente Médio. No Brasil
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ocupa a quinta posicéo (2,7%) entre todas as
neoplasias diagnosticadas na mulher e a terceira
de causa ginecoldgica (apés o colo uterino e mama).
A maior incidéncia anual € observada em Sao Paulo,
com 14/100 mil mulheres/ano?.

O adenocarcinoma de endométrio é doenca
de mulheres de faixa etaria mais alta, ocorrendo
75% dos casos nas pés-menopausadas. Entretan-
to, aproximadamente 25% dos casos sdo diaghos-
ticados antes da menopausa e de 2 a 14% antes
dos 45 anos. Os fatores de risco para esta neoplasia
nao sao tao evidentes para estas mulheres mais
jovens.

Silverberg et al.?2, em 1972, constataram
aumento na incidéncia do carcinoma adenoesca-
mMoso com maior agressividade, falta de resposta
a radioterapia e menor sobrevida em cinco anos.
Estudos sistematicos realizados na década de 80
demonstraram diferentes caracteristicas epidemi-
oldgicas, clinicopatolégicas e moleculares nas mu-
Iheres portadoras do carcinoma endometrial, as-
sociadas a idade, tipo histologico e agressividade
que, possivelmente, estéo relacionadas a diferen-
tes etiologias.

O carcinoma de endométrio compreende va-
rios subtipos, cada qual com seu préprio padrao de
comportamento e evolucdo. O adenocarcinoma
endometridide, também designado apenas adeno-
carcinoma, é o tipo mais comum (60-70% dos ca-
so0s)®. O adenoacantoma (10-20%) e o carcinoma
adenoescamoso (10%) apresentam células escamo-
sas associadas ao componente glandular. Nos ade-
noacantomas ou adenocarcinomas com metaplasia
escamosa, 0 elemento escamoso parece
citologicamente benigno e costuma ocorrer em tu-
mores bem diferenciados. Por outro lado, os adeno-
carcinomas cujo elemento escamoso parece
citologicamente maligno séo designados como car-
cinomas adenoescamosos ou carcinomas mistos.

A incidéncia desta neoplasia ¢ influenciada
por muitos fatores de risco, particularmente por
variaveis hormonais e reprodutivas. Obesidade,
distdrbios do metabolismo dos carboidratos,
menarca precoce, nuliparidade, infertilidade, ci-
clos anovulatérios, menopausa tardia, hiperten-
sao e estrogenioterapia isolada sdo considerados
fatores de risco. Em contrapartida, o uso de anti-
concepcionais orais combinados ou componentes
hormonais contendo progesterona tendem a dimi-
nuir estes riscos.

Curiosamente, um fator de diminuicédo do
risco do carcinoma endometrial que merece des-
taque é o tabagismo. Lesko et al.%, em 1985, rela-
taram, em mulheres na pds-menopausa, diminui-
¢ao em 50% no risco deste cancer em fumantes de
mais de 25 cigarros por dia. A nicotina exerce esti-
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mulo nas enzimas microssémicas oxidativas he-
paticas, alterando a ligacdo do estrogénio aos re-
ceptores, além de inibir a conversao periférica de
androgénios a estrogénios. A importancia disso re-
side em que, nos casos de cancer do endomeétrio
em fumantes, provavelmente haja menor depen-
déncia hormonal e consequientemente pior prog-
ndéstico, como ocorre com 0s carcinomas endome-
triais ndao horménio-dependentes.

Com base neste perfil epidemioldgico de as-
sociagdo a um componente hormonal, ganhou
aceitacdo a hipotese de que a génese da doenca
seria desencadeada pela acédo proliferativa endo-
metrial dos estrégenos sem o balan¢o promovido
pela progesterona. Especificamente, os estudos
sugerem que o tipo histolégico mais comum (o
adenocarcinoma endometridide) evolui de um
endométrio hiperplasico por acédo estrogénica ex-
cessiva e geralmente apresenta evolucéo clinica
lenta. Entretanto, este perfil de risco nao explica
todos os casos desta doenca.

Em contraste, a minoria dos carcinomas en-
dometriais, melhor representados pelos tipos serosos,
n&o estdo associados aos fatores hormonais citados
anteriormente. Desenvolvem-se principalmente em
endomeétrio inativo ou atréfico, com evolugéo clini-
ca mais agressiva, em mulheres idosas ou em mu-
lheres mais jovens sem os distdrbios hormonais
anteriores. Baseados nisso, diversos autores tém
proposto que ha dois tipos de carcinoma endometri-
al: o tipo 1 (estr6geno-dependente) é geralmente re-
presentado pelo adenocarcinoma endometridide, as-
sociado ao hiperestrogenismo e hiperplasia endo-
metrial. Ocorre com maior freqUéncia em mulhe-
res mais jovens, nuliparas, obesas e hipertensas; é
de baixo grau histolégico, bem diferenciado, rico em
receptores de estrogénio e progesterona, invade su-
perficialmente o miométrio e apresenta metastases
ganglionares infrequentes, baixa mortalidade e bai-
X0 risco, sendo, portanto, de melhor prognostico. A
outra variante, conhecida como tipo 2 (nao
estrégeno-dependente), é principalmente represen-
tada pelo adenocarcinoma seroso, nao estando as-
sociado com hiperestrogenismo ou hiperplasia.
Ocorre geralmente em mulheres idosas, magras,
multiparas e normotensas. E de alto grau
histolégico, geralmente indiferenciado, pobre em
receptores hormonais, invade profundamente o
miomeétrio, apresenta metastases ganglionares
mais freqUentemente, e, portanto, é de pior prog-
noéstico. O carcinoma tipo 1 esta associado a uma
mutagado nos genes supressores tumorais PTEN e
dos oncogenes ras, ao passo que o tipo 2 esta asso-
ciado & mutacgéo de p53.

Diferente do carcinoma do endométrio, ja
est4d bem estabelecida a relacdo do carcinoma
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epidermdide do colo uterino com a infeccdo pelo
papilomavirus humano (HPV), presente em prati-
camente todos os casos. Evidéncias clinicas, epi-
demiolégicas, morfolégicas e de biologia molecular
demonstram correlacdo importante entre o HPV e
o desenvolvimento de les8es intra-epiteliais e in-
vasoras do colo uterino.

Estudando seu mecanismo oncogénico, ob-
serva-se que as proteinas E6 e E7, produzidas pe-
los HPV de alto risco, sdo as responsaveis pela
transformacé&o maligna devido a sua habilidade em
ligar-se e inativar as proteinas supressoras
tumorais p53 e pRb do hospedeiro, respectivamen-
te. Na minoria dos canceres cervicais que nao sao
infectados com o HPV (ou néo sdo detectados por
serem desconhecidos), o gene p53 € inativado pro-
vavelmente por uma mutagao.

Inicialmente relacionado as lesdes escamo-
sas, recentemente o HPV 18 foi associado ao ade-
nocarcinoma endocervical®®. O adenocarcinoma
do colo uterino atualmente representa cerca de
20% dos casos. Usando métodos de amplificacéo
do DNA, como a reacdo em cadeia da polimerase
(polymerase chain reaction — PCR), diversos auto-
res encontraram tanto nos adenocarcinomas in
situ como nos invasores, positividade variavel (até
64%), sendo alta a propor¢ao do HPV do tipo 18 e
menos frequente dos tipos 16 e 33. Iwasawa et al.®
encontraram o DNA do HPV em 75% dos casos de
adenocarcinoma (17% HPV 16 e 56% HPV 18) do
colo uterino.

Muitas caracteristicas biolégicas das pa-
cientes com adenocarcinoma de colo uterino sdo
também encontradas em pacientes com adeno-
carcinoma de endométrio. Milsom e Friberg® en-
contraram numero significativamente maior de
casos de diabetes e nuligestacao (conhecidos fa-
tores de risco para o carcinoma endometrial) em
pacientes com adenocarcinoma de colo uterino,
quando comparadas ao grupo de carcinoma
epidermaide.

Por outro lado, varios estudos evidenciam a
presenca do HPV em lesbes malignas extragenitais
como boca, laringe, es6fago, intestino, pulmao,
rim, conjuntiva, saco lacrimal, etc., demonstran-
do a capacidade deste virus de infectar outros te-
cidos além do trato genital inferior. Outros auto-
res identificaram o HPV também na cavidade en-
dometrial normal®*i.

Todas estas informacgfes sugerem que é pos-
sivel a presenca do HPV em lesbes endometriais,
principalmente se levarmos em consideragédo o
HPV 18, que apresenta capacidade infectante com-
provada também para o epitélio glandular endo-
cervical®. A presenca de sequéncias de DNA do HPV
no trato genital superior é ainda desconhecida,
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ou pelo menos muito pouco estudada. Poucos tra-
balhos avaliaram sua presenca nos casos de
adenocarcinomas ou adenoacantomas de
endomeétrio?*3,

A idade também pode ser fator marcante na
possivel correlagcdo entre HPV e carcinoma endo-
metrial, uma vez que, atualmente, tém-se encon-
trado casos de adenocarcinoma endometrial em
pacientes mais jovens, sem que o fator hormonal
seja identificado como risco importante.
Correlacionando com o colo uterino, Uchiyama et
al.” observaram que pacientes com adenocarcino-
ma de colo uterino e HPV (+) eram significativa-
mente mais jovens que aquelas HPV (-).

Se avaliarmos as caracteristicas bioldgicas
e epidemioldgicas do adenocarcinoma de colo
uterino e endométrio, que sdo semelhantes, e o
conhecimento atual de que as lesbes cervicais
glandulares estao associadas a infec¢éo pelo HPV
16, 33 e principalmente o 18, podemos pensar na
possibilidade de alguns casos de carcinoma endo-
metrial também estarem relacionados a infeccéo
por estes virus. Recentemente, alguns estudos tém
pesquisado esta relag&do®81214,

Utilizando a técnica de PCR, varios autores
tém encontrado o HPV no tecido endometrial com
cancer, variando de 7%?*° até 37,5%°. Outros auto-
res?16  entretanto, ndo encontraram estes virus
nestes tecidos.

Concluindo, existem varios fatores clinicos,
biologicos, epidemiolégicos e genéticos que nos
induzem a pensar na possibilidade de o HPV tam-
bém estar relacionado com algumas lesdes pré-
invasivas e invasivas do endométrio, entretanto
esta ainda é uma questédo que esta longe de ser
respondida.

Com a finalidade de contribuir para a com-
preensao da possivel relagdo entre o HPV e o can-
cer de endométrio, este estudo comparou 2 gru-
pos de mulheres (50 com carcinoma de endométrio
e 50 sem carcinoma) quanto a presenca do HPV
em tecido endometrial, estudada pelo método de
PCR em blocos fixados e conservados em parafina.

A avaliacdo da presenca do HPV em mulhe-
res com e sem carcinoma de endométrio podera
contribuir para esclarecer se este virus esta rela-
cionado a etiologia desta doenca e, portanto, se
sera preciso adotar novas estratégias de diagnos-
tico, prevencdo e tratamento destas neoplasias.

Pacientes e Métodos

Trata-se de estudo observacional do tipo
caso-controle, no qual o tamanho da amostra foi
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avaliado levando em consideracao que, segundo a
literatura, a prevaléncia do HPV no carcinoma de
endométrio é cerca de 25% e no tecido endome-
trial normal inferior a 3% (Lininger et al.3, 1998;
O’Leary et al.’*, 1998). Assumindo a razédo de 1:1
no tamanho dos 2 grupos e aplicados ao calculo
padrao da amostra (Epi-Info 6,04), os resultados
mostraram que uma amostra de 92 mulheres (46
com carcinoma e 46 sem carcinoma) seria ade-
guada para uma avaliacdo com poder estatistico
de 80% e intervalo de confianca de 95% (p<0,05).
Para tanto, analisamos 50 amostras de tecido en-
dometrial com carcinoma e 50 de tecido endome-
trial normal.

Foram avaliadas 50 mulheres submetidas a
histerectomia pelo Servigo de Ginecologia e Obs-
tetricia do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Santa Catarina, Hospital das Clinicas
da Universidade Federal do Parana e clinica pri-
vada, portadoras de carcinoma endometrial (gru-
po de casos) e 50 mulheres, também submetidas
a histerectomia, portadoras de outras doencas (n&o
malignas), com endométrio normal a histopatolo-
gia (grupo controle). O grupo de casos foi consituido
de mulheres submetidas a tratamento cirdrgico
por carcinoma endometrial, comprovado
histologicamente. No grupo controle foram avalia-
das mulheres submetidas a tratamento cirdrgico
(histerectomia) por outras doencas, cuja avalia-
¢ao pelo patologista demonstrou a presenca de te-
cido endometrial normal.

Foram excluidos do grupo de casos as mu-
Iheres com diagndstico de carcinoma endometri-
al cujo sitio primario da lesdo era duvidoso, com a
possibilidade de tratar-se de carcinoma de colo
uterino ou 6rgédo contiguo (bexiga, reto) com inva-
sao endometrial, e as mulheres com historia pré-
via ou atual de lesBes pré-neoplasicas ou de car-
cinoma do trato genital inferior tratados ou nao.
Do grupo controle foram excluidos todos os casos
em gue havia a presenca de leséo pré-neoplasica
endometrial (hiperplasias endometriais) e do tra-
to genital inferior e as mulheres que foram sub-
metidas no passado a algum tratamento antineo-
plasico (radioterapia ou quimioterapia) para qual-
quer tipo de neoplasia.

Variaveis de controle como idade e tabagis-
mo também foram avaliadas. Quanto a idade, as
mulheres foram estratificadas em duas categori-
as: mulheres com idade <50 anos (definido como
as mulheres com idade inferior ou igual a 50 anos
e 364 dias no dia da cirurgia) e mulheres com mais
de 50 anos (definido como mulheres com idade
superior ou igual a 51 anos no dia da cirurgia).
Quanto ao habito do tabagismo, as mulheres fo-
ram divididas em duas categorias: nao fumantes
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(definidas como as mulheres que nunca fumaram
ou que fumaram por um periodo inferior a 6 me-
ses) e fumantes (definidas como as pacientes que
fumam pelo menos 1 cigarro/dia ou que ja fuma-
ram por periodo superior a 6 meses).

Foram selecionados os 100 blocos de parafi-
na mais representativos de tecido endometrial pelo
mesmo patologista do Servigo de Anatomia Patolo-
gica do Hospital Universitario da Universidade Fe-
deral de Santa Catarina. Os dados referentes a idade
das pacientes e tabagismo foram pesquisados nos
prontuarios do Servigo de Arquivo Médico dos refe-
ridos Hospitais e da clinica privada. A revisdo dos
casos quanto ao tipo histolégico, diferenciacéo
escamosa e grau de diferenciacdo tumoral foi de
acordo com as normas da Sociedade Brasileira de
Patologia®. Os tipos histolégicos foram classifica-
dos em endometridide, adenoescamoso, pouco di-
ferenciado, seroso, de células claras e misto. A di-
ferenciagcdo escamosa foi considerada quando al-
gum componente escamoso (benigno ou maligno)
esteve presente nos carcinomas. O grau de dife-
renciacdo tumoral (bem diferenciado, moderada-
mente diferenciado ou pouco diferenciado) foi ava-
liado tanto para o grau histolégico (ou arquitetural)
quanto para o grau citolégico (ou nuclear).

Os blocos mais representativos foram ana-
lisados para a pesquisa do HPV, sem conhecimen-
to do resultado histopatoldgico dos espécimes, pelo
método de PCR no Instituto Ludwig de Pesquisa
sobre o Cancer, em Sé&o Paulo'’. O principio das
reacdes de PCR se baseou na repeticdo de ciclos
de 3 etapas: 1) desnaturacao do DNA: obtida medi-
ante a brusca elevacéo da temperatura da amos-
tra analisada para 95°C, por um minuto. Neste
momento ocorre a separacao da “cadeia dupla” de
DNA; 2) anelamento ou hibridizacao: ocorre entre
a cadeia original de DNA (agora ja desnaturada
em “cadeia simples”) e a seqUéncia de
oligonucleotideos que se liga a regiao inicial do
DNA a ser amplificado, aumentando o namero de
copias. Estes oligonucleotideos sdo denominados
“iniciadores” ou primers. A temperatura 6tima para
esta hibridizacao inicial varia de 37 a 70°C, de-
pendendo primariamente do comprimento dos
primers e de sua sequéncia de oligonucleotideos;
3) extensao: a extensao da sequéncia de nucleoti-
deos em continuidade com a cadeia “iniciadora”
mediada pela DNA-polimerase termoestavel ocor-
re a 72°C, por 1 a 2 minutos. Esta reagcédo dé ori-
gem a cépias de nucleotideos da matriz do DNA da
amostra inicial, sendo ampliada a regido limitada
pelos dois extremos de liga¢do dos primers com a
“matriz de DNA”.

Este ciclo foi repetido 30 a 40 vezes, dando
origem a um aumento do produto de amplificagéo
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conhecido como amplicon. Assim, ao final de n
ciclos, a reagcdo teve um ndamero tedrico maximo
de 2" moléculas de DNA dupla fita, que séo copias
exatas da regiao especifica do DNA molde que foi
codificado pelos iniciadores.

Este método permite detectar todos os tipos
de HPV, em torno de 40, no casos dos espécimes
provenientes da mucosa genital. Para identifica-
¢do genérica da infeccdo utilizaram-se primers
gue levam a amplificacdo de sequéncias génicas
comuns ao maior continente de tipos de HPV (“ini-
ciadores genéricos” ou general primers), relacio-
nadas as proteinas estruturais do capsideo viral.
Seguindo-se a amplificacdo das copias de DNA
viral, as particulas virais foram detectadas e
identificadas (tipagem viral) pela técnica de
hibridizacdo dot blot, utilizando-se sondas es-
pecificas de HPV, marcadas pelo fésforo radioa-
tivo (32P).

Apés todas as pecas serem testadas com
primers genéricos, seguidos de hibridizacéo, e
primers especificos, foram considerados HPV posi-
tivos 0s casos em que apareceu sinal indiscutivel
observado na hibridizacao dot blot a partir de pro-
dutos de amplificac@o por primers genéricos.

Os dados relevantes, obtidos pela analise dos
prontuérios dos Servigos de Arquivo Médico e Es-
tatistica (SAME) dos hospitais envolvidos na pes-
quisa, os relatérios revisados do patologista e os
resultados do PCR do Instituto Ludwig de Séao Pau-
lo foram incluidos no Instrumento para Coleta de
Dados. Em seguida foi preparado um programa de
entrada de dados, para permitir a digitagédo e ar-
quivo dos mesmos em banco de dados em compu-
tador. Os dados do banco foram submetidos a tes-
tes de consisténcia utilizando programa especifi-
co antes de serem processados. Para processa-
mento destes dados foi utilizado o programa esta-
tistico Epi-Info 6 (Statcalc), e o teste estatistico foi
realizado por meio do calculo de risco relativo es-
timado (odds ratio) da presenca do HPV nas amos-
tras, pelo teste exato de Fisher com intervalo de
confianca de 95%.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Eti-
ca em Pesquisa com Seres Humanos da Univer-
sidade Federal de Santa Catarina. Como se tra-
ta de estudo de peca histolégica, o consentimento
livre e esclarecido foi dispensado, conforme a Re-
solucado 196 que orienta a ética em pesquisa em
seres humanos. O cuidado ético fundamental
neste caso foi manter em sigilo o nome das mu-
Iheres envolvidas na pesquisa. Para tanto, cada
caso foi identificado no instrumento de coleta
de dados apenas pelo namero do prontuario, ini-
ciais do nome e namero do caso da pesquisa.

Papilomavirus no endométrio

Resultados

O odds ratio (OR) para presenca do HPV neste
estudo, nas amostras de tecido endometrial, foi o
mesmo nas mulheres portadoras de carcinoma en-
dometrial, comparadas as amostras histolégicas de
mulheres sem cancer (OR=0,78, IC 95%, 0,16-3,66).
Identificamos o0 HPV em 10% dos casos de tecido
endometrial normal e em 8% dos casos de carcino-
ma (Tabela 1). N&do houve diferenca estatisticamen-
te significativa quanto a presenca do HPV em teci-
do endometrial de mulheres com ou sem carcino-
ma de endométrio (8 e 5%, respectivamente) com
idade igual ou inferior a 50 anos (OR=1,58, IC 95%
0,6-5,41). Estudando as mulheres com mais de 50
anos, observamos que o risco relativo estimado da
presenca do HPV foi menor nas portadoras de car-
cinoma de endométrio que nas normais (8 e 13%,
respectivamente), porém nao resultando em dife-
renca estatisticamente significativa (OR=0,57, IC
959% 0,09-3,42). Considerando apenas as mulheres
com carcinoma de endométrio verificou-se que a
presenca do HPV na amostra histoldgica foi a mes-
ma entre as mulheres com idade <50 anos e as
com idade superior a 50 anos (8%). Nas mulheres
sem carcinoma, a presenca do HPV foi 2,5 vezes
maior nas mulheres com idade superior a 50 anos
(5 vs 13%), porém, esta diferenca nédo foi significa-
tiva (p=0,325).

Tabela 1 - Risco relativo estimado (odds ratio) da presenga do papilomavirus humano
(HPV), segundo o diagndstico histolégico do endométrio.

HPV Histologia endometrial OR IC 95% p*
Carcinoma Normal
n % n %

Negativo 46 92 45 90 1,0
Positivo 4 8 5 10 0,78

Total 50 100 50 100

*Teste exato de Fisher (p=0,500).
NS= n&o significante

0,16-3,66 NS

O risco relativo estimado (OR) para presenca
do HPV foi 5 vezes menor nas amostras de endométrio
das mulheres com céncer que entre as sem can-
cer, considerando apenas as mulheres fumantes
(OR=0,21, IC 95% 0,01-4,06). Esse menor risco, en-
tretanto, ndo chegou a atingir significagéo estatis-
tica (Tabela 2). No caso das mulheres ndo fuman-
tes, o risco relativo estimado para presenga do HPV
foi praticamente o mesmo nas amostras de tecido
das mulheres com carcinoma endometrial e nas
amostras de tecido sem céncer (OR=1,22, IC 95%
0,18-8,28) (Tabela 3). Analisando apenas o grupo
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das portadoras de carcinoma endometrial, obser-
vamos que a presenca do HPV foi muito semelhan-
te nas mulheres fumantes (7%) e nas nao fuman-
tes (9%). No grupo das mulheres sem carcinoma,
apesar de a presenca do HPV ter sido 3,5 vezes maior
nas fumantes (7 vs 25%), esta diferenca néo foi es-
tatisticamente significativa (p=0,175).

Tabela 2 - Risco relativo estimado (odds ratio) da presenca do papilomavirus humano
(HPV) nas mulheres fumantes, segundo o diagndstico histolégico endometrial.

HPV Histologia endometrial  OR IC 95% p*
Carcinoma Normal
n % n %
Negativo 14 93 6 75 1,0
Positivo 1 7 2 25 021 0,01-406 NS
Total 15 100 8 100

* Teste exato de Fisher (p=0,268).
NS= néo significante

Tabela 3 - Risco relativo estimado (odds ratio) da presenca do papilomavirus humano
(HPV) nas mulheres nao fumantes, segundo o diagnéstico histolégico endometrial.

HPV Histologia endometrial OR IC 95% p*
Carcinoma Normal
n % n %

Negativo 32 91 39 93 1,0

Positivo 3 9 3 7 122 0,18-828 NS

Total 35 100 42 100

*Teste exato de Fisher (p=0,571).
NS= n&o significante

A porcentagem de amostras de tecido endo-
metrial com HPV nos casos de carcinoma endo-
metrial foi praticamente a mesma na presenca e
auséncia de diferenciagdo escamosa (11 e 10%,
respectivamente).

N&o observamos diferenca quanto a freqtién-
cia de deteccdo do HPV quando avaliamos o grau
de diferenciacdo nuclear ou arquitetural nas mu-
Iheres com carcinoma endometrial. Os casos de
carcinoma endometrial grau nuclear | e grau nu-
clear I1/111 tiveram ambos a presenca do HPV em
8%. Avaliando o grau de diferenciacéo arquitetural,
observamos a presenca do HPV em 7% dos casos
grau | e 12% dos casos grau 117111 (p=0,513).

Nas mulheres sem carcinoma endometrial
em que o HPV foi identificado, n&o observamos di-
ferenca estatistica quando comparamos o trofismo
endometrial, apesar de ter sido o dobro nos casos
de endométrio troficos (6 vs 12%) (p=0,440).

Analisando o tipo de HPV identificado nas
amostras, observamos que o 16 foi 0 mais encon-
trado (10%). Entretanto, o tipo 18 isolado foi en-

Papilomavirus no endométrio

contrado apenas em tecido endometrial normal
(6%), ao passo que sua associacdo com o HPV 31
foi encontrada em um caso de endomeétrio com car-
cinoma (Tabela 4).

Tabela 4 - Risco relativo estimado (odds ratio) da presenga do papilomavirus humano
(HPV) em tecido endometrial, segundo o diagndstico histoldgico e tipo viral.

HPV  Histologia endometrial OR IC 95% p*

Carcinoma Normal

n % n %

Nenhum 46 92 45 90 1,0
16 3 6 2 4 147 0,19-13,29 NS (p=0,519)
18 0 0 3 6 NS (p=0,129)
31+18 1 2 0 0 NS (p=0,510)
Total 50 100 50 100

*Teste exato de Fisher.
NS= néo significante

Discussao

O papel dos HPV de alto risco, principalmen-
te 0 16 e 18, no carcinoma do colo uterino tem
sido bem documentado, mas sua contribui¢c&o na
carcinogénese de outras neoplasias ainda foi pouco
estudada e é controversa. Os resultados deste es-
tudo mostraram que o HPV estéa presente no teci-
do endometrial de mulheres com carcinoma de
endométrio em percentual muito semelhante ao
encontrado em tecido endometrial normal. O ris-
co relativo estimado da presenca do HPV no tecido
endometrial de mulheres com carcinoma foi de
0,78. Nesta casuistica, 8% dos casos de carcino-
ma endometrial apresentaram DNA do HPV. Estes
resultados sdo semelhantes aos encontrados por
Fujita et al.’®> que, apesar de terem avaliado nua-
mero pequeno de casos, encontraram percentual
de 7%. Outros trabalhos, no entanto, encontraram
indices bem maiores de positividade, com
percentuais variando de 24 a 409%°%11.13.14.18.19,

A maioria dos estudos, no entanto, néo de-
monstrou a presenca do HPV nos carcinomas en-
dometriais!?1%. Resumo do percentual da presen-
¢a do HPV em tecido endometrial normal e com
carcinoma pode ser visto na Tabela 5.

A identificagdo do DNA do HPV no trato
genital superior (em alteracdes benignas e ma-
lignas) ndo é incomum e seu significado ainda €
incerto®11.20,

A especificidade tecidual de infecgdo dos
HPV, aparentemente exclusiva para o epitélio
pavimentoso da pele e das mucosas, tem sido con-
testada nos ultimos anos, pois varios trabalhos
mostram a capacidade do HPV de infectar locais
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diferentes. Tseng et al.?2*! demonstraram a presen-
¢a do HPV no liquido amniético de mulheres gra-
vidas e Hermonat et al.?? no sinciciotrofoblasto de
abortos espontaneos. Estes achados evidenciam a
capacidade do virus de infectar a cavidade uterina
também, pelo que ndo deve surpreender o achado
do virus no endométrio.

Tabela 5 - Prevaléncia do DNA do papilomavitus humano (HPV) pela técnica de PCR em
tecido endometrial normal e com carcinoma, de acordo com varios autores.

Autor Ano HPV no endométrio (%)
Normal Cancer
Milde-Langosch® 1993 NA 37,5
Laietal® 1992 70 37,5
Wongetal.! 1993 45 NA
Fujitaetal.” 1995 13 NA
Fujitaetal.’ 1996 NA
Hachisuga et al.'® 1996 NA
Zimna etal.”® 1997 NA 30
Hording et al.” 1997 NA 0
Lininger et al.”® 1998 NA 25
O’Leary et al.™ 1998 0 35
Semczuk et al.® 2000 NA 24
Fedrizzi et al.
(presente estudo) 2004 10 8
Total 19,5 20,4

NA = ndo avaliada.

Nesta amostra encontramos DNA do HPV
em 10% das mulheres com endométrio normal,
sendo 2 vezes mais freqiente nos endométrios
tréficos (12%) que atréficos (6%). A grande maio-
ria dos autores, entretanto, ndo encontraram o
DNA viral nestes casos!®. Excecéo é o trabalho de
Lai et al.®, que encontraram DNA do HPV em 70%
dos casos de endométrio normal ou com alguma
doenca benigna.

O conceito de que 0 processo oncogénico do
HPV esteja limitado ao trato genital inferior ja nao
tem mais sustentacdo, pois também pode estar
relacionado a tumores em localizacdes diferentes
do trato genital e fora dele. Na década de 80 tive-
mos um relato de que os gens HPV E6 e E7 apre-
sentavam habilidade para transformar células
epiteliais superficiais do ovario humano, sugerindo
que o HPV seja capaz de induzir neoplasia no trato
genital feminino alto. Além disso, varios estudos
tem monstrado a associacdo deste virus com
neoplasias malignas extragenitais como a boca,
laringe, es6fago, intestino, pulmao, rim, conjuntiva
e saco lacrimal, entre outros.

Papilomavirus no endométrio

O adenocarcinoma de endomeétrio é tipica-
mente doenca da mulher na pds-menopausa e
aproximadamente 85% das pacientes tém mais
de 50 anos de idade. Apesar de a incidéncia do
adenocarcinoma de endométrio ter aumentado
nos ultimos anos, esta doenca continua incomum
nas pacientes na pré-menopausa?. Em mulheres
jovens é geralmente associada a estadio inicial,
bem diferenciado e de bom progndstico. Se mu-
Iheres jovens com risco aumentado para o desen-
volvimento do carcinoma endometrial pudessem
ser identificadas e acompanhadas ou tratadas pre-
cocemente, teriamos uma modificacéo no prognos-
tico e incidéncia desta doenca. Porém, os fatores
de risco classicos para o carcinoma endometrial
nao sado encontrados nestas mulheres?*2?4. Paslov
et al.?3, analisando 237 mulheres com carcinoma
endometrial e 538 controles, observaram que ape-
nas o fator predisposi¢céo familiar foi significativo,
com OR=2,1 (IC 95% 1,1-3,8). Jeffery et al.?* ob-
servaram que 32% das mulheres com carcinoma
endometrial abaixo de 45 anos apresentavam
endométrio normal e funcionante. Dai a impor-
tancia de se verificar se a infec¢éo pelo HPV pode-
ria ser um fator de risco neste grupo etario. Caso
o0 HPV realmente esteja associado com esta
neoplasia, a imunizacao pela vacina, atualmente
em fase de testes, diminuiria significativamente
0 numero de carcinoma endometrial nos préximos
anos nestas pacientes.

N&o encontramos diferenca na presenca do
DNA do HPV de acordo com a idade das mulheres
avaliadas. O percentual de positividade foi de 8%
tanto no grupo com idade igual ou inferior a 50
anos, quanto no de idade superior a 50.
Estratificamos a amostra nestas 2 faixas para
melhor avaliar os riscos da neoplasia endometri-
al em mulheres na pré e pés-menopausa, uma vez
que a média de idade da menopausa das mulhe-
res brasileiras € de 50 anos?®. A selecao de qual-
quer idade especifica como ponto de corte para a
menopausa € arbitraria, pois ela ndao ocorre na
mesma época em todas as mulheres, mas um pe-
riodo semelhante para a maioria das mulheres é
uma alternativa. Um fator importante a ser con-
siderado ¢é a diferenca na faixa etaria dos grupos,
pois no grupo controle tivemos quase o dobro de
mulheres com idade inferior ou igual a 50 anos
(42 vs 24%), podendo isto ter interferido nos resul-
tados. Apesar de que nas mulheres sem carcino-
ma o HPV foi 2,5 vezes mais encontrado na faixa
etaria superior aos 50 anos, este achado, entre-
tanto, ndo foi estatisticamente significativo.

O fumo tem sido considerado fator importan-
te para o desenvolvimento da infec¢éo pelo HPV e
a evolucado das lesbes pré-cancerosas no colo
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uterino. Também tem sido associado com aumento
no risco de cancer em varios locais e, em espe-
cial, para a mulher, nos 6rgaos genitais (vulva,
vagina e colo). A nicotina e a cotinina, além de
outros metabdlitos do fumo, levariam a uma dimi-
nuicdo do numero das células de Langerhans no
trato genital inferior, resultando em diminuicéo
da resposta imunoldgica, principalmente em face
das infec¢des virais, como o HPV. Entretanto, tem-
se discutido um possivel efeito protetor do taba-
gismo no desenvolvimento do cancer endometri-
al. A nicotina diminui o nivel de estr6geno por uma
inibicdo enziméatica (aromatase) e o habito de fu-
mar parece reduzir a idade da menopausa em al-
gumas mulheres. Varios estudos sugerem risco
diminuido de cancer endometrial em mulheres
tabagistas®.

Procuramos identificar alguma relacéo en-
tre a presenca do DNA do HPV no tecido endome-
trial e o habito de fumar. Avaliando apenas as fu-
mantes, apesar de encontrarmos um risco relati-
vo estimado da presenca do HPV no endométrio
com cancer cinco vezes menor do que nas mulhe-
res com endométrio normal, esta diferenca nao
foi significativa. A aparente dificuldade do HPV de
se instalar em endométrio neoplasico em mulhe-
res fumantes desaparece quando comparamos a
presenca do virus em mulheres com cancer endo-
metrial fumantes e ndao fumantes (7 e 9%, res-
pectivamente). E interessante porém, encontrar-
mos 3,5 vezes mais o DNA do HPV em tecido endo-
metrial normal em mulheres tabagistas, apesar
de esta diferenca nao ter sido significativa.

Stockwell e Lyman?® observaram que, quan-
do as mulheres com carcinoma endometrial fo-
ram subdivididas por idade, houve uma diferenca
no fator protecdo. Mulheres com idade inferior a
50 anos nao apresentaram evidéncia da associa-
¢do do fumo e risco de cancer, ao passo que as
com idade maior tiveram clara evidéncia da dimi-
nuicéo do risco com o aumento do namero de ci-
garros fumados por dia (mais de 40 cigarros/dia
reduziu em 60% a chance de ter cancer endome-
trial, quando comparadas as ndo fumantes). O mes-
mo resultado foi obtido por Smith et al.?’, que mos-
traram que o tabagismo aumentava o0 risco em
mulheres na pré-menopausa e diminuia na pés-
menopausa em relacdo a incidéncia do carcino-
ma endometrial.

O papel do HPV na patogénese de lesdes pré-
invasivas e invasivas do colo uterino tem sido
extensivamente investigado e seu papel como
agente etiolégico esta bem estabelecido. Varios
tipos de HPV, especialmente 0 16 e 0 18 tém sido
associados ao carcinoma epidermoide invasor do
colo uterino. Recentemente o DNA do HPV tem
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também sido demonstrado nos adenocarcinomas
cervicais?®?8, A positividade do HPV nos adeno-
carcinomas endocervicais varia de 15 a 85%, com
média de 57%°. O HPV 16 é o tipo predominante
nos casos de carcinoma epidermoide ou adeno-
€scamoso, ao passo que o HPV 18 prevalece no
adenocarcinoma cervical®. Todos os tipos de HPV
isolados nos estudos que avaliaram a presenca
do virus no carcinoma de endométrio e neste es-
tudo foram os de risco oncogénico (principalmen-
te 0 16 e 0 18). Encontramos mais freqiientemente
0 HPV 16 nos casos de carcinoma (75%) e o HPV
18 nos endométrios normais (60%). O HPV 31
esteve associado ao 18 em apenas um caso de
cancer. Entretanto, Czerwenka et al.?° detecta-
ram alguns casos de HPV de baixo risco (6 e 11)
em seu estudo.

Os adenocarcinomas endometriais fre-
guentemente apresentam focos de diferenciacéo
escamosa benigna (adenoacantomas) ou malig-
na (carcinomas adenoescamosos). A origem des-
te epitélio ainda é desconhecida, mas O’Leary et
al.** acreditam que o HPV possa estar envolvido
na génese destes tecidos. Os autores encontra-
ram aparente associacdo dos HPV de baixo risco
(6 e 11) e metaplasia escamosa endometrial, en-
contrando HPV 6 em 22% dos casos de adenoa-
cantomas e questionam a possivel interacdo do
HPV na patogenia da metaplasia escamosa
extracervical. Em nosso estudo avaliamos esta
possivel associagdo mas ndo encontramos dife-
renca, pois o HPV esteve presente em 11% dos
casos com diferenciagcdo escamosa e em 10% nos
sem diferenciacao, e todos os HPV isolados foram
os de alto risco oncogénico. E possivel que alguns
casos de diferenciacdo escamosa nao tenham
sido identificados neste trabalho pela dificulda-
de de se avaliar o tumor em toda a sua extensao,
uma vez que apenas alguns cortes de tecido
neoplasico sdo estudados.

A diferenca de percentual da presenca do HPV
no carcinoma endometrial encontrado nos diver-
sos trabalhos pode ser devida a metodologia utiliza-
da ou mesmo ao processamento do espécime para
estudo. A amostra da maioria dos estudos foi com
poucos casos e muitas vezes compararam adeno-
carcinoma de colo e endométrio com critérios mal
definidos na sua diferenciacédo. As populacgtes fo-
ram bastante distintas, com prevaléncias distin-
tas também da infeccao pelo HPV. Devemos consi-
derar a possibilidade de varios pesquisadores nao
terem detectado a presenca do HPV talvez por utili-
zarem técnicas menos sensiveis, como a
hibridizacéo dot blot ou Southern blot.

A PCR é a técnica mais sensivel para a
deteccéo do DNA do HPV. Porém, o DNA extraido de
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tecido embebido em parafina é geralmente frag-
mentado ou danificado, impedindo, muitas vezes,
sua correta identificagdo?®. Também devemos con-
siderar que pode haver resultados falso-positivos,
principalmente em fun¢éo de contaminacgéo, o que
nao é raro pela técnica de PCR. Talvez isto possa
ter ocorrido com Lai et al.®, que encontraram
percentual bastante elevado da presenca do HPV
tanto em tecido endometrial normal como no te-
cido com carcinoma.

Varios fatores podem ter interferido nos di-
ferentes indices de positividade do HPV nos estu-
dos anteriores, como a escolha do método de
deteccdo, diferentes fatores de risco ndo avalia-
dos (fumo, nimero de parceiros sexuais, baixo ni-
vel socioecondmico, interacdo com outras DST) e
0 proéprio delineamento do estudo.

Apo6s a revisdo da literatura, acreditamos
que este seja o primeiro estudo do tipo caso-con-
trole que inclui um numero de pacientes com po-
der estatistico suficiente para analise. O tama-
nho da amostra necessaria para um poder esta-
tistico de 80% com intervalo de confianca de 95%
levando em consideracdo a positividade do HPV
para o grupo de casos de 25% e para 0 grupo con-
trole de 3% calculado demonstrou a necessidade
de 92 casos (46 doentes e 46 sadios), satisfazendo
as necessidades para analise. Até 0 momento en-
contramos apenas um trabalho na literatura que
compara a presenc¢a do HPV em tecido endometri-
al normal com carcinoma, porém com um grupo
controle muito pequeno de 10 casos, todos HPV ne-
gativos'*. Varias limitacdes metodoldgicas dificul-
tam a avaliagdo de um numero maior de casos,
tanto pela doenc¢a néo ser téo frequente, quanto
pelas dificuldades em selecionar mulheres com
caracteristicas semelhantes e o alto custo do exa-
me de PCR. Esperavamos encontrar niumero mai-
or de casos positivos para o HPV no endométrio de
mulheres portadoras de carcinoma, mas provavel-
mente fatores como uma avaliacdo de grupos
muito heterogéneos (diversos tipos histolégicos,
mulheres com distintas faixas etarias, peso e al-
teracdes hormonais) possam ter interferido nos
resultados. E possivel que tenhamos algum resul-
tado diferente se avaliarmos grupos de mulheres
com caracteristicas semelhantes, como por exem-
plo, amostras de um so tipo de neoplasia, determi-
nadas populacdes, ou, como ocorre no cancer de
colo uterino, mulheres com alguns co-fatores es-
pecificos.

Definitivamente o HPV esta presente no te-
cido endometrial e a maioria dos estudos demons-
tram que os tipos de alto risco oncogénico séo os
mais prevalentes. Qual o seu verdadeiro papel
neste local ainda desconhecemos. Caso novos tra-
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balhos demonstrem uma estreita correlagcdo do
HPV com o carcinoma endometrial, teremos mo-
dificagdes importantes no acompanhamento das
mulheres portadoras desta infec¢ao, assim como
uma mudanca na forma de triagem desta
neoplasia. O advento atual de novas e eficazes dro-
gas antivirais como o interferon recombinante e
a vacina anti-HPV poderia modificar substancial-
mente o tratamento e numero de casos de carci-
noma endometrial no futuro.

Até o momento todos os trabalhos a respeito
de carcinoma de endométrio se referem ao
desequilibrio hormonal feminino, com predominio
da acao estrogénica, como sendo responsavel pela
oncogénese. Entretanto, esta hipdtese nao expli-
ca todos os casos, principalmente os que ocorrem
em pacientes mais jovens, sem os fatores de ris-
co conhecidos. Nem mesmo as novas teorias iso-
ladas das alteragcbes nos genes PTEN, ras e p53
explicam todos os casos. Estas alteragcfes nos
genes supressores tumorais estao associadas a
outros fatores que desconhecemos até o momen-
to e em que talvez o HPV possa ser um dos envol-
vidos. A relagéo causal entre o HPV e o carcinoma
endometrial necessita mais estudos, incluindo um
que satisfaca o “postulado de Koch,” no qual um
agente etioldgico isolado e desenvolvido em cultu-
ra seja capaz de reproduzir a doenca se inoculado
em cobaias experimentais, e os “critérios de
Bradford-Hill” para inferéncia causal®°.

Concluindo, nossos resultados mostram que
a hipotese de o HPV estar envolvido na génese de
alguns casos de carcinoma endometrial ndo se
confirmou. Existem, porém, varios fatores clini-
cos, bioldgicos, epidemiolégicos e genéticos que
nos levam a pensar na possibilidade de o HPV tam-
bém estar relacionado com as les8es pré-
invasivas e invasivas do endométrio, ou seja: 0s
fatores de risco do adenocarcinoma do colo
uterino, em que os HPV 16 e 18 sao freqlente-
mente isolados, sdo semelhantes ao do
endométrio, os adenocarcinomas endometriais
freqlentemente apresentam padrdo escamoso
associado (metaplasia escamosa ou carcinoma
epidermoide), e é sabido o tropismo do HPV 16 para
este tipo de epitélio. A presenca do HPV (16, 18,
33) esta atualmente bem definida também nas
lesGes glandulares do colo uterino (adenocarci-
noma in situ e invasor). A presenca do HPV no
liquido amniodtico de pacientes gravidas, fora do
trabalho de parto, comprovando a capacidade do
HPV de se localizar também na cavidade uterina.
Ocorréncia do HPV em outras neoplasias, distan-
tes da area genital, como orofaringe, traquéia,
pulmao, eséfago, intestino, rins, conjuntiva e
saco lacrimal, consenso que existem dois tipos
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de carcinoma endometrial, um horménio-depen-
dente (estrégeno) e outro ndo horménio-depen-
dente, cujo mecanismo oncogénico ainda é pou-
co conhecido e estd associado a alteracdes nos
genes supressores tumorais. Os genes E6e E7
dos HPV de alto risco atuam sobre os genes
supressores tumorais p53 e pRb no colo uterino.
A expresséo exagerada e a mutacado de p53 séo
freqlentemente encontradas no carcinoma en-
dometrial. O carcinoma de vulva também apre-
senta dois tipos distintos de tumores, o relacio-
nado a infeccdo pelo HPV e mais frequente em
mulheres jovens (tipo bowendide) e o nao relaci-
onado a infeccao pelo HPV e acometendo mais
mulheres idosas (tipo basaléide), podendo esta
associacado também estar presente no carcino-
ma endometrial. Ha trabalhos recentes na lite-
ratura demonstrando casos de carcinoma endo-
metrial associados a presenca do HPV. Acredita-
mos, portanto, que o papilomavirus humano pos-
sa ser o responsavel pelo menos por alguma fase
da carcinogénese de alguns tipos de carcinoma
endometrial que nado estdo associados ao perfil
hiperestrogénico. Esperamos que novos estudos
sejam realizados neste sentido, conhecendo me-
Ihor a historia natural do carcinoma endometri-
al, esclarecendo o real papel do HPV no
endométrio, permitindo melhorar nossa capaci-
dade diagnodstica e manejar de forma mais ade-
guada estas mulheres.

ABSTRACT

Objective: to compare the prevalence of DNA of human
papillomavirus (HPV), in samples of normal endometrial
tissue, and tissue with endometrial carcinoma of women
submitted to surgical treatment (hysterectomy), or between
endometrial carcinoma and benign disease, through the PCR
technique.

Methods: this is an observational control-case study where
100 women (50 with endometrial carcinoma and 50 with
normal endometrial tissue) were analyzed for the detection
of HPV DNA in samples of endometrial tissue kept in paraffin
blocks by the PCR technique. The cases of endometrial
carcinoma with uncertain primary site of the lesion as well
as the cases with previous or current history of pre-neoplasic
lesions or carcinoma of the lower genital tract were excluded.
Variables as age, smoking habit, endometrial trophism,
squamous differentiation and degree of tumor differentiation
were also evaluated.

Results: the estimated relative risk of the presence of HPV in
the endometrial carcinoma and in the normal endometrial
tissue was the same. HPV was detected in 8% of the cases of
carcinoma and 10% in the normal endometrial tissue. In
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spite of HPV having been 3.5 times more detected in women
with smoking habit in the group without carcinoma, there
was no statistical difference. The presence of HPV was also
not correlated with the women’s age, endometrial trophism,
squamous differentiation and degree of tumor differentiation.
The HPV types 16 (5 cases) and 18 (4 cases) were the viruses
most frequently found both in the normal endometrial tissue
or in the tissue with carcinoma. No oncogenic low risk virus
was detected in the samples.

Conclusion: The same proportion of HPV is present in the
endometrial tissue of women with endometrial cancer and
with normal endometrium. It could not be demonstrated a
possible correlation of DNA of HPV with the development of
endometrial carcinoma.

KEYWORDS: Human papillomavirus. HPV. Carcinogenesis.
Endometrial carcinoma.
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