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Associacdo entre a carga viral e os linfocitos T CD4* com as lesdes
Intra-epiteliais do colo uterino em mulheres infectadas pelo virus
da imunodeficiéncia humana

Association between viral load and CD4* T lymphocyte count and cervical
intraepithelial lesions in HIV-infected women
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RESUMO

Objetivos: verificar se a contagem de linfocitos T CD4* e a carga viral do HIV tém influéncia na presenga de lesdes intra-
epiteliais cervicais (SIL). Métodos: estudo transversal, no qual foram selecionadas 134 mulheres HIV-positivas, todas
submetidas a bidpsia do colo uterino, quantificacdo da carga viral do HIV e contagem de linfocitos T CD4*. Os valores
laboratoriais da quantificacdo da carga viral e da contagem de linfécitos T CD4* foram obtidos antes da realizagéo da
bidpsia, tendo sido estabelecidos cortes para o estudo da carga viral (<400 copias/mL; 401 a 50.000 c6pias/mL; >50.000
copias/mL) e contagem de linfdcitos T CD4* (<200 células/mm?; 200 a 350 células/mm?; >350 células/mm?). Foram realizados
os testes x?2, x? de tendéncia linear, x? de Mantel-Haenszel e andlise de variancia. Estabeleceu-se significancia estatistica
para p<0,05 e intervalo de confianca a 95%. Resultados: ndo houve tendéncia de risco para as mulheres HIV-positivas
apresentarem SIL com o aumento da carga viral ou diminuicéo dos linfécitos T CD4*. Comparando-se a carga viral com a
presenca ou auséncia de SIL, estratificada pelo tempo em que foi quantificada, houve diferenga significante para valores
acima de 400 copias/mL (OR: 3,17; IC 95%: 1,02-9,93; p=0,048). Nenhuma associagao foi encontrada para a contagem de
linfocitos T CD4* com a presenga da SIL. Concluséo: as pacientes com carga viral do HIV maior que 400 cdpias/mL,
quantificada antes da bidpsia do colo uterino, apresentaram chance 3,17 vezes maior de desencadear SIL. A contagem de
linfécitos T CD4* ndo influenciou no aparecimento da SIL.

PALAVRAS-CHAVE: Colo uterino/ patologia; Neoplasia intra-epitelial cervical; HIV, Sindrome da imunodeficiéncia adquirida;
Carga viral; Linfdcitos T

ABSTRACT

Purpose: to evaluate CD4* T lymphocyte cell count and HIV viral load influence on the presence of cervical squamous
intraepithelial lesions (SIL). Methods: cross-sectional study of 134 HIV-infected women submitted to uterine cervical biopsy,
HIV viral load quantification and CD4* T lymphocyte cell count. Viral load and CD4* T lymphocyte cell count were performed
before biopsy timing. Three different levels of viral load (<400 copies/mL; 401 to 50,000 copies/mL;>50,000 copies/mL) and
CD4* T lymphocyte count (<200 cells/mm?; 200 to 350 cells/mm?; >350 cells/mm?) were defined. Data were statistically
analyzed by the X2 test, linear tendency X2 test, Mantel-Haenszel test, and analysis of variance, with level of significance set
at p<0.05 and 95% confidence interval. Results: there was no risk tendency for HIV-infected women to show SIL with viral
load level increase or CD4* T lymphocyte reduction. Comparing viral load with the presence or absence of SIL, stratified by
quantification timing, there was a significant difference for values over 400 copies/mL (p=0.048; OR: 3.17; 95% ClI: 1,02-9.93).
No association was found between CD4* T lymphocyte cell count and SIL. Conclusion: patients with HIV viral load higher
than 400 copies/mL, performed before uterine cervical biopsy, showed a 3.17 times greater chance to develop SIL. CD4* T
lymphocyte count had no influence on the development of SIL.

KEYWORDS: Cervix utery/ pathologgy; Cervical intraepithelial neoplasia; HIV. Acquired immunodeficiency syndrome;
Viral load; Lymphocytes
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[ntrodugao

A relacéo entre o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e a neoplasia do colo uterino foi sus-
peitada pela primeira vez em 1988!. Esta associa-
cao readquiriu importancia no estudo da infeccao
pelo HIV quando o Centro de Prevencéo e Controle
de Doencgas (CDC)? considerou o carcinoma
cervical invasivo como condicao indicadora de
AIDS, independente do valor da contagem dos
linfécitos T CD4*. Mulheres infectadas pelo HIV
podem ter prevaléncia dez vezes maior de lesdo
intra-epitelial escamosa cervical (SIL), quando
comparadas a pacientes soronegativas para o HIV®.
Isto é relevante em vista do fato de que a infec-
cao por certos tipos do papilomavirus humano
(HPV) ter sido vinculada ao desenvolvimento de
neoplasia cervical*®, associacdo ja claramente
estabelecida®®.

Por outro lado, foi demonstrado que a infec-
cado por genoétipos especificos do HPV se associa
etiologicamente com SIL e carcinoma cervical in-
vasivo, e a imunossupressdo secundaria a infec-
cao pelo HIV esta associada com a alta prevaléncia
de SIL e alta taxa de persisténcia destas lesoes’.

Acredita-se que a prevaléncia da infeccao
pelo HPV aumenta a medida que ocorre progres-
sdo do dano imunolégico associado a infeccao pelo
HIV, e que a persisténcia da infeccao pelo HPV é
inversamente proporcional a contagem de
linfécitos T CD4" e diretamente proporcional a
carga viral do HIV'C,

Com as modernas técnicas de biologia
molecular, aplicadas em amostras cervicais, tém
sido encontrados multiplos genétipos do HPV em
mulheres imunocomprometidas, ndao sendo obser-
vada associacdo desses com a classificacao
citolégica ou com os marcadores da infeccao pelo
HIV, como a carga viral e a contagem de linf6citos
T CD4*. Também o nimero médio de tipos de HPV
nao aumenta com o agravamento da classificacao
citolégica, ou a diminuicdo da contagem de
linfocitos T CD4* 112, A carga viral do HIV é
marcador Util para a predicdo da progressao da
doenca e monitorizacdo da eficacia do tratamento
anti-retroviral!®!3, Tem sido sugerido que a
infectividade do HIV é funcao da concentracao do
virus'®. Ainda néo estd bem claro o mecanismo
pelo qual as pacientes com alta carga viral do HIV
tém maior comprometimento imunologico. Supoe-
se que a grande quantidade de virus circulante
leve a maior replicacao viral e, conseqlientemen-
te, mais destruicao dos linfécitos T CD4* 15,

A terapia anti-retroviral de alta poténcia
(HAART) pode influenciar a relacdo entre o HIV e

os precursores do cancer cervical de duas manei-
ras diferentes. Primeiro, por prolongar a vida, pode
aumentar a duracao da exposicao ao HPV, desse
modo permitindo a acumulacdo de mutacdes ge-
néticas somaticas que aumentam a probabilida-
de de doenca cervical. Inversamente, a HAART
pode diminuir a carga viral do HIV e restaurar
parcialmente a competéncia imune, atenuando o
efeito do HIV no curso da doenca pelo HPV!S,

Tem sido demonstrada a associacdo entre a
carga viral do HIV e o grau de SIL no exame
citopatolégico, com tendéncia a maior grau de SIL
nas pacientes com maior carga viral do HIV. Por
outro lado, ainda nao esta estabelecida a associa-
cao entre o diagnéstico histopatologico dos dife-
rentes graus de SIL e a contagem de linfocitos T
CD4*. Da mesma forma, nao ha evidéncia de as-
sociacao entre o laudo histopatolégico e a carga
viral do HIV'7.

O objetivo deste estudo foi avaliar se a carga
viral do HIV e a contagem de linfocitos T CD4* tém
influéncia na presenca das lesoes intra-epiteliais
cervicais diagnosticadas pelo exame histopatolo-
gico em grupo de mulheres infectadas pelo HIV,
acompanhadas em ambulatério de referéncia para
doencas infecciosas.

Pacientes e Métodos

Estudo transversal, retrospectivo, envolven-
do pacientes atendidas no periodo de abril de 1997
a maio de 2003 no Ambulatério de Ginecologia do
Centro de Treinamento e Referéncias em Doen-
cas Infecciosas e Parasitarias Orestes Diniz (CTR-
DIP) da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte, em
convénio com a Faculdade de Medicina e o Hospi-
tal das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (HC-UFMG).

Foram selecionadas 134 pacientes HIV-posi-
tivas submetidas a biépsia do colo uterino devido a
alteracao ao exame colposcopico. Todas deveriam
estar em uso de anti-retrovirais na data da biopsia
e ter pelo menos uma quantificacdo da carga viral
do HIV ou uma contagem de linfécitos T CD4*, ou
ambas, até a data da realizacdo da bidpsia do colo
uterino. Se a paciente apresentasse mais de uma
quantificacdo da carga viral do HIV ou contagem de
linfécitos T CD4", utilizar-se-iam, para a presente
analise, os valores mais antigos.

Para aquelas que tinham mais de uma
biopsia do colo uterino, realizada em momentos
diferentes, foi selecionada aquela com resultado
mais grave. Caso houvesse resultados iguais, se-
ria selecionado o mais recente. Foi considerada
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portadora da doenca em estudo a paciente com
laudo histopatologico positivo para displasia
cervical/SIL de qualquer grau (LSIL ou HSIL). As
que apresentaram bidépsias do colo uterino sem
alteracodes, cervicite de qualquer grau e/ou posi-
tivas para HPV, desde que negativas para displasia
cervical/SIL de qualquer grau, foram considera-
das nao portadoras do evento em estudo.

Todas as pacientes foram submetidas a cole-
ta de material para citologia oncética cervical com
espatula de Ayre, escova endocervical e biépsia do
colo uterino das areas com colposcopia alterada. Foi
utilizado o colposcopio marca Leisegang, com um
aumento, e pinca de biopsia Gaylor-Medina. O ma-
terial biopsiado foi revisado por uma tnica patolo-
gista. As laminas foram coradas com hematoxili-
na-eosina, examinadas em microscopio binocular,
marca Leica, modelo DMLB, de trés cabecas. A ana-
lise e a descricdo histopatolégica seguiram as ori-
entacoes de Wright et al.'®, baseadas na classifica-
cao proposta por Richart!®.

A carga viral foi quantificada pelos testes
Nuclisens HIV-1 RNA QT, tecnologia NASBA, téc-
nica que amplifica os acidos nucléicos baseada em
sequiiéncia (Organon Teknika, Turnhout, Belgium)
e Quantiplex HIV RNA 3.0, tecnologia bDNA, téc-
nica que utiliza moléculas de DNA ramificadas
(Bayer System 340 bDNA Analyser, New York,
USA). A contagem de linfécitos T CD4* foi realiza-
da pela citometria de fluxo, técnica que utiliza
anticorpos monoclonais e fornece a contagem ab-
soluta pela emissado de luz (Becton Dickinson,
Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA).

A carga viral foi estudada em trés cortes: <400
copias/mL; de 401 a 50.000 copias/mL e >50.000
copias/mL. Esta escolha baseou-se na observacao
do valor que representa o limite inferior de deteccao
dos testes disponiveis para a quantificacdo da car-
ga viral e o valor que supostamente, sem levar em
consideracao outros fatores, pode-se considerar
progressao da doenca causada pelo HIV. Os cortes
estabelecidos para as categorias da contagem de
linfécitos T CD4* foram baseados nas recomenda-
coes do Ministério da Satide para o uso da terapia
anti-retroviral em adultos e adolescentes infectados
pelo HIV: <200 células/mm?, de 200 a 350 células/
mm?® e >350 células/mm?®. Para os dois exames
estratificou-se pela data de realizacdo dos mesmos
em <6 meses e >6 meses.

Foi utilizado o teste y? de tendéncia linear
para avaliar se havia tendéncia de risco para SIL
a medida que a carga viral aumentasse ou a con-
tagem de linfécitos T CD4* diminuisse?®. A asso-
ciacao entre carga viral do HIV e presenca de SIL,
controlada pelo tempo da realizacdo do exame, foi
avaliada pelo método de Mantel-Haenszel. O risco
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foi estimado pelo odds ratio com intervalo de con-
fianca a 95%. O mesmo procedimento foi utilizado
para esta analise com a contagem de linfécitos T
CD4* 2!, Foi utilizada a analise de variancia one-
way (ANOVA) para comparar se o valor médio da
carga viral e linfécitos T CD4* era afetado pela clas-
sificacao dos grupos (presenca ou auséncia de SIL).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Minas
Gerais, juntamente com o termo de consentimento
livre e esclarecido, assinado pelas pacientes e
pesquisadores.

Resultados

Foram estudadas 134 pacientes portadoras
do HIV, em uso de uma ou mais drogas anti-
retrovirais, independente do tempo de uso, até a
data da biépsia do colo uterino. Destas, 69 (51,5%)
apresentaram algum grau de SIL no diagnéstico
histopatoléogico e 65 (48,5%) foram negativas para
SIL. A idade do grupo variou de 17 a 64 anos, com
mediana de 32 anos e média de 32,4+7,8 anos.

Para avaliar se havia maior tendéncia de
aparecimento da SIL, a medida que aumentava a
carga viral ou a contagem de linfécitos T CD4* era
reduzida, foi utilizado o y? de tendéncia linear?°.
Para a carga viral o resultado do teste nao foi sig-
nificante (p=0,059) mas, indicando que pode ha-
ver maior tendéncia de aparecimento da SIL a me-
dida que aumenta a carga viral. Para a contagem
de linfécitos T CD4* ndo houve diferenca signifi-
cante (p=0,8).

Na Tabela 1, sao apresentados os resulta-
dos das comparacdes entre o diagnéstico histo-
patologico e a carga viral do HIV, estratificados
pelo momento da quantificacdo da carga viral, em
relacao a data da realizacdo da biépsia do colo
uterino. Nao houve associacdo significante en-
tre a presenca da SIL e a quantificacao da carga
viral nos seis meses mais proximos da data da
biopsia (OR: 4,17; IC 95% : 0,61-35,55), ou quan-
do essa quantificacao foi realizada anteriormen-
te a esses seis meses (OR: 2,67; IC 95% : 0,62-
11,75). Quando nao foi considerado o momento
de quantificacdo da carga viral em relacao a
biopsia, foi encontrado resultado significante (OR:
3,13; IC95%: 1,05-9,53; p=0,02). Também foi ob-
servada associacdo significante quando se reali-
zou o ajustamento pelo momento em que foi
quantificada a carga viral no valor maior que 400
copias/mL para a presenca de SIL. Essa associa-
cao foi verificada pelo odds ratio de Mantel
Haenszel (OR: 3,17; IC 95% : 1,02-9,93).
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Tabela 1 - Relagéo entre o resultado histopatologico das bidpsias de colo uterino e a quantificagdo da carga viral do HIV, obtida antes da realizagdo da bidpsia. Comparagdo entre

quantificagdes com menos ou mais de 6 meses.

Tempo Carga viral SIL Nao-SIL OR OR,, y
(meses) (copias/mL) n (%) (IC 95%) (IC 95%) (valor - p)
<6 >400 10 (45,5) 12 (54,5) 4,17
<400 2 (16,7) 10 (83,3) (0,61-35,55)
3,17 3,91
>6 >400 22 (66,7) 11 (33,3) 2,67 (1,02-9,93) (0,048)
<400 6 (42,9) 8 (57,1) (0,62-11,75)

SIL - les&o intra-epitelial cervical

IC - intervalo de confianca

OR - odds ratio

OR,,, - odds ratio de Mantel-Haenszel
X — % de Mantel-Haenszel

Comparacao semelhante foi realizada entre
a presenca da SIL e a contagem de linfécitos T
CD4*, nao tendo sido encontrada associacao sig-

nificante entre essas variaveis, verificada pelo
odds ratio de Mantel-Haenszel (OR: 1,19; IC 95% :
0,54-2,64) (Tabela 2).

Tabela 2 - Relagéo entre o resultado histopatoldgico das bidpsias de colo uterino com a contagem de linfocitos T CD4* obtida antes da realizagéo da biépsia. Comparagdo entre

quantificagdes com menos ou mais de 6 meses.

Tempo Linfocitos T CD4* SIL Nao-SIL OR OR,, v
(meses) (células/imm?) n (%) n (%) (IC 95%) (IC 95%) (valor - p)
<6 <200 15 (60,0) 10 (40,0) 2,50
>200 6 (37,5) 10 (62,5) (0,58-11,21)
1,19 0,08
>6 <200 13 (48,1) 14 (51,9) 0,82 (0,54-2,64) (0,779)
>200 35 (53,0) 31 (47,0) (0,31-2,21)

SIL - les&o intra-epitelial cervical

IC - intervalo de confianga

OR - odds ratio

OR,,, - odds ratio de Mantel-Haenszel
%% — % de Mantel-Haenszel

Realizou-se a analise de variancia para a
carga viral do HIV e a contagem de linfécitos T
CD4*. Comparando-se o valor médio da contagem
dos linfécitos T CD4* e a presenca ou auséncia da
SIL, nao foram encontradas diferencas
significantes (p=0,7042). Comparando-se a media-
na da carga viral do HIV e a presenca ou auséncia
de SIL também né&o foram encontradas diferencas
significantes (p=0,1174).

Discussao

A literatura é controversa quanto aos fato-
res que podem influenciar a evolucao da lesdo
intra-epitelial cervical em mulheres soropositivas
para o HIV. Entre os fatores destacam-se a pre-
senca do HPV, o uso de anti-retrovirais, principal-
mente a HAART, e os marcadores de progressao

da infeccéo pelo HIV. Embora o HPV néo tenha sido
motivo deste estudo, ha relatos que a sua alta pre-
valéncia e, até mesmo, sua persisténcia na
cérvice uterina em mulheres HIV-positivas, pode
interferir ou ndo na presenca, gravidade, progres-
sdo ou regressado das lesdes cervicais em mulhe-
res usando anti-retrovirais???®, Observamos que
a maioria dos estudos utiliza, para realizar suas
comparagoes, resultados de citologia!”??25 embo-
ra alguns mencionem que a biépsia foi realizada.
Ha um estudo que nao informa se utilizou resul-
tados do exame citolégico ou histopatologico?’.
Embora os cortes analisados neste estudo
para a contagem de linfécitos T CD4* tenham sido
diferentes dos realizados por Coelho et al.!” (basea-
ram-se na classificacdo da infeccao pelo HIV, se-
gundo as recomendag¢des do CDC), em ambos os
estudos nao foram encontradas evidéncias de as-
sociacao entre a baixa contagem de linfocitos T
CD4* e a presenca da SIL. Esses achados contra-
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riam os de Palefsky et al.>* e Delmas et al.*® Em-
bora esses estudos tenham avaliado a incidéncia
de SIL em mulheres HIV-positivas, os resultados
indicaram ser maior o risco de infeccdo pelo HPV
e SIL (na citologia), em pacientes com contagem
de linfécitos T CD4* inferior a 200 células/mm?.
Os resultados de um dos estudos sugerem que pode
haver efeito protetor da terapia anti-retroviral para
a ocorréncia de SIL em mulheres infectadas pelo
HIV, embora o uso regular da medicacao nao te-
nha sido avaliado?. Entretanto, observa-se que
ainda ndo ha entendimento suficiente sobre os
mecanismos pelos quais a imunodeficiéncia de-
corrente da infeccao pelo HIV aumenta o risco de
aparecimento da SIL.

O achado quase significante (p=0,06) de au-
mento do risco para SIL com a elevacdo da carga
viral, quantificada antes da realizacao da biopsia,
sugere provavel deficiéncia no tamanho da amos-
tra. Nossa hipotese é que poderemos encontrar
associacdo significante aumentando o numero de
pacientes.

Quando avaliamos os dois diferentes tem-
pos em que foi quantificada a carga viral do HIV,
antes da realizacao da biépsia do colo uterino, nao
encontramos associacdo significante. Entretanto,
houve associacao significante entre carga viral e
SIL, quando desconsideramos esse tempo (OR:
3,13; IC95%: 1,05-9,53; p=0,02) e, ao ajustarmos
essas variaveis, também verificamos associacao
significante (OR: 3,17; IC 95% : 1,02-9,93; p=0,048).
Esses achados indicam que o tempo da realizacao
da quantificacdo da carga viral nao pode ser con-
siderado fator de confusao, nem de interacao nes-
te estudo, porque néo interfere na associacéo en-
tre carga viral e SIL. No entanto, observamos maior
risco de ocorréncia da SIL entre as pacientes que
apresentaram carga viral maior de 400 copias/
mL. Embora o enfoque tenha sido diferente, esse
achado é semelhante ao de Davis et al.’. Estes
autores encontraram, na analise univariada, as-
sociacdo entre a alta carga viral do HIV com a pre-
senca da SIL na biépsia, mas este achado nao foi
confirmado pela regressao logistica, o que indica
que a diferenca encontrada na analise univariada
pode se dever a fator de confuséo entre as varia-
veis.

Observamos que o valor mediano da carga
viral do HIV e o valor médio da contagem de
linfocitos T CD4" nao influenciaram na presenca
da SIL. Sopracordevole et al.?” também néo encon-
traram associacao entre o valor médio da conta-
gem de linfocitos T CD4" e a presenca da SIL. No
entanto, os achados de Cardillo et al.?® contrari-
am os mostrados neste estudo. Analisando a me-
diana da carga viral do HIV em pacientes com e
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sem anormalidades citologicas, concluiram que as
pacientes com SIL tinham carga viral significan-
temente mais alta em relacdo aquelas com
citologia normal (109.316 copias/mL versus 41.602
copias/mL; p=0,006).

Pode-se observar, portanto, que o tema ain-
da é controverso, sendo necessarios estudos com
maior numero de pacientes para podermos esta-
belecer qual a verdadeira associacao existente
entre a contagem dos linfocitos T CD4* e a
quantificacdo da carga viral do HIV na origem e
progressao das SIL em mulheres soropositivas para
o HIV. Concluimos que as pacientes com
quantificacdo da carga viral do HIV maior que 400
copias/mL, antes da realizacao da biopsia do colo
uterino, apresentaram chance 3,17 vezes maior
de apresentar SIL. Por sua vez, a contagem dos
linfocitos T CD4"* ndo influencia o surgimento des-
tas lesoes.
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