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Resumo

OBJETIVO: investigar a micronucleagdo (MN) em células esfoliadas do colo uterino  de mulheres HIV+ observando
as condicdes de imunidade aferidas pelos niveis de linfécitos CD4+ e da carga viral para o HIV (CV). METODOS:
foram obtidas colefas citolégicas da jungdo escamocolunar de 23 pacientes HIV+ de Ambulatério de DST/AIDS. O
grupo confrole foi composto por mulheres assinfomaticas do Ambulatério de Prevencéo de Cancer Ginecolégico do
mesmo servico. O material foi submefido a processamento citolégico para leitura em microscopia de luz, com objetiva
de imersdo em 2.000 células por paciente. Para avaliagdo da condigdo imunitéria das pacientes HIV+ investigamos
os niveis de linfocitos CD4+ e CV. A andlise estatistica dos resultados se fez com os testes do ? e Kolmogorov-
Smirnov. RESULTADOS: vinte e frés pacientes compuseram o grupo de mulheres HIV+ e 19 formaram o grupo controle.
Em todas as pacientes HIV+ e em 84,2% do grupo controle detectamos MN. Dezessete pacientes HIV+ (/3,9%)
fiveram mais de 7 MN. No grupo confrole fivemos apenas 1 caso (5,2%) com mais de 7 MN. Houve tendéncia na
associagdo de maiores quantidades de MIN em mulheres com baixos niveis de linfécitos CD4+ e maiores niveis de
CV. sem caracterizar correlacdo estatistica. CONCLUSOES: pacientes HIV+ em fase de AIDS tém maior ocorréncia
de MN que o grupo confrole e, fambém, a frequéncia com que séo defectados MIN parece estar associada a piores
condicdes clinicas da imunossupressdo.

Abstract

PURPOSE: fo investigate the micronucleation (MN] of exfoliated cells from the uterine cervix of HIV+ women according
fo immunocompetence sfatus. We investigated the clinical conditions of immunocompetence by analyzing the levels of
CD4+ lymphocytes and viral count for HIV (VC). METHODS: biological material was collected from 23 HIV+ patients
whose cervical oncologic cytology results were negative. They were patients from the STD/AIDSFCMS-PUCSP who
underwent a cytobrush collection in the squamous columnar junction. Similar material was obtained from 19 healthy
control women. The material, about 2000 cells per patient, was processed for cytology using light microscopy and an
immersion objective. To analyze the immunological status of HIV+ patients we used CD4+ count and VC. Statistical
analysis was performed using the %? and Kolmorogov-Smirnov tests. RESULTS: twenty-+three pacients composed the group
of HIV+ women and 19 composed the control group. We found micronuclei [MN) in all HIV+ patients and in 84.2%
of the confrol group. In 17 73.9% of the HIV+ patients and in 5.2% of the control group we found more than 7 MN
cells. MN tended to occur more among women with poorer immunological status in the HIV+ group. CONCLUSIONS:
HIV+ patients in the AIDS phase have a higher prevalence of micronucleated cells, as opposed to a control group.
Also, the frequency of MN was associated with worse conditions of immunosuppression.
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Introducao

O colo uterino é o segundo local mais frequente de
comprometimento neopldsico entre mulheres em todo o
mundo, e é a principal causa de morte por cincer entre
mulheres nos locais mais pobres'. Alguns tipos de papilo-
mavirus humanos (HPV) sao denominados de “alto risco”
neopldsico, pois sdo detectados em lesGes cervicais de alto
grau e no cancer de colo uterino’. Aparentemente, as mo-
dificagdes pré-neopldsicas e neopldsicas acontecem por sua
a¢do direta nas células basais do epitélio pluriestratificado,
interferindo na atividade celular, promovendo alteragdes
numéricas e estruturais dos cromossomos®.

A instabilidade cromossdmica, na aneuploidia seria um
dos principais eventos associados ao processo carcinogenético’.
A possivel acdo genotdxica do HPV e a incapacidade em
depurar de maneira satisfatéria o virus podem ser caracteri-
zadas clinicamente pela maior prevaléncia de alguns tipos
especificos de tumores na populacdo com comprometimento
imunitdrio’”. Estudos propdem que a lesdo do genoma de
individuos soropositivos para o virus da imunodeficiéncia
humana adquirida (HIV) poderia estar associada ao gene Vpr,
um gene acessorio do HIV-1 e HIV-2, com capacidade de
induzir anormalidades no ciclo celular durante o periodo G2,
promovendo, assim, instabilidade gendmica®'°. Nicol et al.*
demonstraram de maneira elegante que existem altera¢es
significantes na expressdo de fatores associados ao desenvol-
vimento neopldsico em mulheres HIV +, tais como o fator
de crescimento endotelial vascular e proteinas inibidoras da
CPK, ambos associados na regulagdo e no ciclo celular. No
estudo desses autores, houve associagdo significativa desses
marcadores no epitélio do colo uterino entre mulheres simul-
taneamente coinfectadas pelo HIV e pelo HPV em relagio
aquelas HIV-/HPV +*. Virios achados clinicos relativos 2
infec¢io pelo HPV entre pacientes HIV + demonstram que
a imunossupressdo determina maior prevaléncia do HPV,
maior possibilidade de contdgio, maior agressividade das
lesdes induzidas pelo virus, genotoxicidade, dificuldade do
controle clinico e prolongada persisténcia do virus HPV
nos tecidos''.

A relagao entre o HIV e a ocorréncia de neoplasia de
colo uterino é conhecida hd alguns anos'?. Assim, a partir
de 1988, para as mulheres HIV + sem evidéncias clinicas da
doenca, o fato de serem portadoras de leses intraepiteliais
cervicais uterinas de alto grau jd as categorizavam para ser
incluidas na categoria B (infec¢io por HIV sintomdtica
precoce), passando o cancer de colo uterino a ser incluido
entre uma das condicdes definidoras de AIDS''. A efetiva
associagdo entre o cincer de colo uterino com a contaminagéo
e persisténcia de alguns tipos do HPV justifica mudangas
na abordagem clinica para individuos HIV+ e pacientes
com AIDS. Habitualmente, essas pacientes sdo orientadas a
submeter-se a condutas mais intervencionistas e, também,

revestem-se de maiores cuidados no seguimento de pre-
vengdo e mesmo no tratamento das lesdes de baixo e alto
grau do colo uterino'"*. Os cuidados que cercam outras
DST também deverdo ser adotados nessa populagdo, com
possiveis repercussdes, inclusive na indicagdao de vacina
contra tipos do HPV de alto risco neoplésico.

A contagem de células CD4+ € usada clinicamente
como marcador geral de competéncia do sistema imune, e
sua deplecio indica deficiéncia grave na imunidade celu-
lar®. Baixa carga viral para HIV, por sua vez, é considerada
bom marcador preditivo do progndstico da doenga viral e/
ou de sobrevida'®. Por isso mesmo o acompanhamento de
individuos soropositivos para o HIV se faz com o controle
periédico desses marcadores laboratoriais.

Além do tipo de virus, do tempo de depurac¢do ou
persisténcia de particulas virais e das condi¢des imunitdrias
das pacientes, buscam-se outros marcadores preditivos da
evolugdo da relagdo HPV e hospedeiro para subsidiar a
conduta clinica, tendo em vista a oncogénese do cincer
de colo uterino.

Microntcleos sdo corpusculos contendo DNA, geralmente
formados por fragmentos cromossdmicos ou cromossomos
inteiros, nao incluidos no nicleo celular e sem nenhuma cone-
xdo estrutural com este. Podem ser considerados marcadores
morfolégicos de lesdo celular com potencial genotdxico de
desenvolvimento neopldsico’ . Estes danos cromossdmicos
costumam ser causados pela exposi¢ao das células a diferentes
agentes genotdxicos, como radia¢des ionizantes'’, materiais
quimicos'® ou substancias biolégicas'”.

O teste do microntcleo (MN) é aceito atualmente
como um indicativo citogenético de possiveis alteragdes
cromossdmicas e pode registrar tanto numérica quanto
estruturalmente esses achados, sendo que o MN pode ser
facilmente avaliado em lesdes epiteliais'®!". A atividade
carcinogenética epitelial no colo uterino poderia ser ca-
racterizada mediante o aumento da presenca de células
micronucleadas em esfregacos da mucosa do colo uterino'®.
E possivel que a andlise da frequéncia do MN em células
esfoliadas do colo uterino seja um critério adicional para o
estabelecimento do risco de genotoxicidade, contribuindo
para incrementar a sensibilidade e especificidade da citologia
oncética cervical; repercutindo no diagnéstico precoce e
prevencdo secunddria do cincer de colo de ttero.

O objetivo deste estudo foi buscar conhecer a fre-
quéncia de micronuclea¢io em células esfoliadas da
mucosa do colo uterino entre mulheres HIV+ segundo
suas condi¢des de imunidade, aferida através dos niveis
de CD4+ e carga viral do HIV.

Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Médicas e da Satide de Sorocaba da
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Pontificia Universidade Catdlica de Sdo Paulo, e as pacientes
envolvidas convidadas a participar do estudo assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Neste estudo de
caso-controle foram avaliadas 23 pacientes HIV +, atendidas
no ambulatério de DST da Faculdade de Ciéncias Médicas e
da Sadde da Pontificia Universidade Cat6lica de Sdo Paulo
no perfodo de julho a dezembro de 2009. Elas estavam sem
lesGes colposcopicamente evidenciadas no colo uterino e a
colpocitologia era negativa para neoplasia. Foram critérios
de exclusdo a ndo aceitagdo em participar do estudo, estar
gravida, ter apresentado anteriormente lesdo intraepitelial
de alto grau ou cincer do colo uterino. Para compor o grupo
controle, convidamos pacientes que buscaram o setor de
prevencdo de cancer ginecolégico do mesmo servigo, ndo
gestantes, que eram assintomaticas e cujos resultados de
colpocitologia oncética foram negativos.

As amostras da mucosa cervical uterina foram obtidas
diretamente através da escovagdo da jung¢do escamo-colunar
(JEC), durante o exame ginecoldgico. Na preparagdo ci-
toldgica seguimos o preconizado por Gattds et al.*’. Apds
fixagdo em dcido acético/ metanol 3:1, foram centrifugadas
a 1.500 rpm durante 10 minutos, por 3 vezes, seguida da
remogio do sobrenadante. O sedimento foi hidrolisado em
HCI 5N por 30 minutos em temperatura ambiente. Por
ultimo, foram coradas pela reagdo de Feulgen durante 1
hora e 30 minutos, lavadas e secas. A leitura foi feita em
microscopia de luz com objetiva de imersdo em 2.000 células
por paciente. As imagens foram capturadas (microscépio
Nikon® E800), com auxilio do programa Image PRO-
LITE®. Considerados critérios para diagnéstico de MN o
tamanho da estrutura com menos do que 1/3 do tamanho
do ntcleo, ocupando o mesmo local onde se pode focar o
nucleo, com padrio de estrutura e colora¢do da cromatina
idénticos ao nicleo e, simultaneamente, nenhuma ligacdo
com o nicleo, a leitura do material foi feita por um obser-
vador treinado na interpretagdo do MN.

A avaliac¢do das condi¢des de imunidade das pacientes
HIV + foi efetuada através da quantificacdo de carga viral de
HIV-1 com a técnica b-DNA, com kit HIV 3.0 RNA eda
contagem de linfécitos T CD4+/CD8+ mediante citometria
de fluxo/ FACSCalibur — Tritest, efetuados pelo Laboratério
Adolfo Lutz de Sorocaba em amostras de sangue venoso peri-
férico colhidas com intervalo de até 3 meses antes ou depois
da inclusdo no estudo. O resultado do CD4 + € expresso pelo
ntmero de linfécitos CD4+ por pL de sangue venoso e da
carga viral com o nimero de cpias por mL de plasma.

Para a andlise estatistica da significincia dos resultados
foi utilizado o teste do (? para comparac¢io da ocorréncia de
MN entre mulheres HIV + e grupo controle. Para andlise
da correlacio entre marcadores de imunidade (linf6citos
CD4+ e carga viral) e ocorréncia de MN usamos o teste
do %’ e Kolmogorov-Smirnov, sendo considerados signi-
ficantes resultados de p<0,05 (5%).

Resultados

Em todas as pacientes HIV + e na maior parte (84,2%)
das componentes do grupo controle foi possivel caracte-
rizar a presenca de células micronucleadas (MN). Em 17
pacientes HIV+ (73,9%) encontramos mais de 7 MN em
2.000 células analisadas, no grupo controle tivemos apenas
1 (5,2%) paciente com mais de 7 MN em 2.000 células
analisadas (Tabela 1). Houve significincia estatistica da
maior ocorréncia de MN entre mulheres HIV +.

A avaliagdo da imunossupressao em pacientes com
AIDS foi caracterizada através dos niveis séricos de car-
ga viral para o HIV e a contagem dos linfécitos CD4 +.
Encontramos 14 pacientes com carga viral abaixo dos
limites de detec¢do (50 copias/pL) e 14 pacientes com
mais de 500 células CD4+. Apenas 4 pacientes tiveram
simultaneamente carga viral positiva e menos de 500
linf6citos CD4+. A correlagdo entre a condi¢dao imu-
nitdria dos pacientes com AIDS e a ocorréncia de MN
estd apresentada na Tabela 2. Em ambos os critérios de
condi¢do imunolégica (carga viral e CD4+) os resultados
revelaram uma tendéncia em associar maior ocorréncia
de MN entre mulheres com baixos niveis de linfécitos
CD4+ e maiores niveis de carga viral, contudo ndo houve
correlagdo estatistica em nenhum dos métodos estatisticos
utilizados.

Tabela 1. Frequéncia de célulos micronucleadas em esfregaco cervical uterino de mulheres
HIV+ e do grupo controle

Frequéncia de células micronucleadas em Grupo HIV+ Grupo controle
2.000 células observadas N % N %
0a2 2 8,7 5 26,3
3a6 4 17,4 13 68,4
7al10 13 56,5 1 53
11 ou mais 4 174 0 0
TOTAL 23 100 19 100

X?=20,1 (p=0,0002).

Tabela 2. Relacio entre o némero de células micronucleadas em 2.000 células analisadas
(MN) e a condicdio clinica da infecciio pelo HIV, avaliada pela contagem do (D4+ por pL
de plasma e pela Carga Viral para o HIV/mL de plasma

Contagem de D4+ Carga Viral

Contagem de MN <500/pL 2500/pL  Indetectivel*  Positiva

n % n % n % n %
0a2 0 0 2 M3 7 133 1 12,5
3ab 2 n?2 3 N4 3 00 0 0
7al0 6 667 7 500 8 533 5 625
11 ou mais 1 mr 2 143 3 200 1 125
TOTAL 9 100 14 100 15 100 8 100

X?=0,4 (p=0,8) Tesfe de Kolmorogov-Smirnov.
X?=1,7 (p=0,06) Teste de x?.

*Considerando-se o limite de deteccdo de 50 copias/ml.
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Discussao

O céncer cervical é precedido por uma série de
modificagbes no epitélio original que constituem as
lesdes pré-neopldsicas'’. A longa histéria natural des-
se processo aliada as técnicas de citologia esfoliativa,
colposcopia, anatomopatologia e, mais recentemente,
da deteccio do tipo de papilomavirus envolvido, per-
mitiram a redug@o expressiva da doenca em suas fases
avancadas na maior parte do mundo''. Sabemos hoje que
o tempo de persisténcia do HPV no epitélio associa-se
diretamente ao risco do desenvolvimento dos efeitos
citopéticos virais®’.

O conhecimento {ntimo do processo metabdlico celular
poderia auxiliar na andlise das situagdes em que houve a
incorporagdo do genoma viral ao genoma da hospedeira
e, assim, contribuir para a defini¢do de quais pacientes
seriam efetivamente aquelas que deveriam receber trata-
mento mais agressivo e quais poderiam simplesmente ser
observadas, aguardando-se o desaparecimento do virus ou
a involug¢do do processo.

O aumento das células micronucleadas é usado
como um “dosimetro endégeno” em tecidos que sdo
alvos de agentes genotéxicos e ou citotéxicos, pois
detecta precocemente ac¢Oes citogenéticas nos epitélios
onde surgirdo as neoplasias'®?". E fato clinico conhecido
que a severidade do processo pré-neopldsico (frequéncia
maior de lesdo intraepitelial de alto grau) e do cincer
em pacientes imunossuprimidas é evidente em mulheres
submetidas a transplantes de 6rgdos que recebem drogas
para induzir a imunossupressdo e entre pacientes com
AIDS"!''. Ademais, alguns estudos permitem afirmar
que a coexisténcia de NIC, infec¢do pelo HPV e apoptose
sdo 5 vezes mais comuns em HIV+ do que na populacdo
comum’. Podemos justificar esses achados através do gene
Vpr, que é um gene acessério do virus HIV induzindo a
formagdo de microntcleos e aneuploidia nas células por
ele contaminadas’.

Em nosso estudo analisamos a frequéncia das células
micronucleadas no epitélio do colo uterino de mulhe-
res soropositivas para o HIV, com quadros varidveis
de imunossupressio. Comparando-se os resultados de
ocorréncia de MN com o grupo controle, constatamos
que a prevaléncia de MN no epitélio de colo uterino
entre mulheres HIV + € superior a do grupo controle,
situagdo que refor¢a o achado de estudo anteriormente
desenvolvido na mesma populagdo. Esse resultado po-
deria refletir uma possivel coinfec¢do pelo virus HPV,
ja que a prevaléncia de HPV entre mulheres HIV + é
superior aquela detectada na populagdo gerall''. Ndo
efetuamos a busca do HPV em nosso estudo, contudo os
comportamentos de risco que expuseram estas mulheres
ao virus HIV sdo os mesmos que as expdem ao virus

HPV. Talvez, a caracteriza¢dao de quais tipos de virus
estejam associados a maior ocorréncia de MN pudesse
ser uma sequéncia adequada para apurar o entendimento
de nossos achados.

A tendéncia entre maiores quantidades de MN e a
condic¢@o de imunossupressdo sugere que quanto piores
as condi¢bes de imunidade da paciente, mais elevada
serd a ocorréncia de MN, podendo também estar rela-
cionada aos elevados indices de persisténcia do HPV
nessas pacientes. Essa tendéncia ndo se confirmou com
a aplicagdo de testes estatisticos, possivelmente porque
héd reduzido contingente de individuos participantes
da amostra. Por outro lado, Zimmermmann et al.” ndo
encontraram associacdo entre os niveis de CD4+ e a
ocorréncia de neoplasia intraepitelial de baixo ou alto
grau; os autores sugerem que isso pode ter ocorrido
porque a resposta imunolégica é muito complexa, e ndo
deve ser avaliada apenas pela contagem de linfécitos
CD4 +. Ao analisar seus resultados, os autores relata-
ram que o uso do tratamento antirretroviral poderia
ter papel de interferéncia na evolugdo da expressio do
HPYV, contribuindo para seus achados. Em nosso estu-
do, ndo diferenciamos as pacientes segundo o tipo de
terapéutica antirretroviral que recebiam; dessa forma
é possivel que, também, em nossa série, tivéssemos a
interferéncia desta varidvel, dificultando a caracterizacio
efetiva dessa associac@o.

O treinamento para reconhecimento de MN ¢ de
facil obten¢do, bem como o material envolvido é dis-
ponivel em qualquer laboratério de citologia. Portanto,
por ser o MN exame de ficil execugdo, baixo custo,
excelente reprodutibilidade e interpretacdo simples,
permitindo a informagdo do comportamento biolégico
da lesdo, concordamos com os autores que, a partir de
estudos semelhantes, afirmaram que o MN poderd ser
uma opgao a ser considerada na abordagem do paciente
com lesdo de colo®®?'.

Em face de nossos resultados, em que pese ao pequeno
namero de pacientes analisados, pudemos concluir que as
pacientes HIV+ em fase de AIDS tém maior ocorréncia
de células micronucleadas do que a populagdo controle
e, também, a frequéncia com que sio detectadas células
micronucleadas parece se associar a piores condi¢des clini-
cas da imunossupressdo. Esses achados apoiam o proposto
por Samanta et al.', que consideram o MN importante
biomarcador para identificar condi¢des pré-neopldsicas
muito antes do estabelecimento de seus primeiros sinais
clinicos. O acompanhamento em longo prazo das pacientes
envolvidas no estudo, bem como a interpreta¢do de outras
varidveis, tais como o uso de terapéutica antirretroviral,
permitird analisar se efetivamente aquelas com maior
ndmero de MN evoluirdo para lesdes cervicais mais fre-
quentes e graves.
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