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RESUMO

~ Infec~ao pelo papiloma virus humano e responsavel por uma grande

yanedade de les6es prol1ferativas em animais e tambem em seres humanos A

mesma POSSUI uma intIma assocla~ao com as neoplaslas do trato genital Inferior

Pouco se sabe sobre a sua transmissibllldade princlpalmente no que

corresponde ao binomio mae-feto Por ISSO nos proQusemos a estudar 28 colos

utennos de fetos e ou natlmortos, analisando atraves de metodos de hlbridlza~ao

molecular, como a rea~ao em cadeia da polImerase e a hibndlza~ao In SItu,- ----- -
somadas a estudo histoRato!6gi~ a p"re...~~.ns~au naa de seguenc!as virais ou

efeltos citopaticos da infec~ao pelo HPV
~ - ---- -

Estes colos foram obtldos de material de arqulvo num estudo retrospectlvo

onde 13 deles tmham suas maes portadoras do virus em sua forma clinica ou

latente, enquanto 15 mulheres nao apresentaram 0 virus Todas as Raclentes foram

analisadas atraves da colpocltologla oncotlca e tambem pela rea~ao em cadeia da~---~- - -- ---------
pol1merase

a nosso estudo sugere que a infec~ao do colo uterino pelo HPV nao ocone- ----------------------------
durante 0 Reriodo gestaclOn.e1
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ABSTRACT

The papillomavlrus Infection IS responsible for a wide varIety of

prolIferative lesions In many anImals IncludIng humans This infectIon has a close

assocIation with the neoplasias of the inferior genital tract

There is a lack of informatIOn about the mode of transmIssIon principally

between mother and fetus Then our purpose was to study 28 cervIx uterI of

fetuses and still-born analysIng through in situ hlbrIdlsation, polImerase chain

reactIOn and histology the presence or not of the papil!omavlrus nucleIc acid and

viral cytophatlc effect

These cervIx were obtained from archival material, where 13 mothers had

clinical lesions or latent infections, while 15 women dId not present any clInical

lesIon or latent one All patients were analysed by polimerase chain reaction and

Pap smears

We conclude that is ImpossIble the transmissIon during pregnancy of the

HPV InfectIOn to the cervix uterI of the fetus
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1 INTRODUCA.O E REVISA.O DA LITERATURA

A infecyao do trato genital inferior pelo papiloma virus humano (HPV) e

considerada atualmente uma das doenyas de transmissao sexual mais frequente

em todo 0 mundo Todavia, apesar de ser conhecida desde a Antiguidade,

so mente na decada de oitenta e que ela passou a ter uma maior atenyao,

partlcularmente por sua intima relayao com as neoplaslas genitais malignas e

seus precursores (zur HAUSEN, 1976)

Dependendo do metodo utilizado e do tipo de tecido examinado, cerca de

10% da populayao geral apresenta 0 DNA viral no Interior do nucleo de celulas

cervlcals

EXlstem algumas evidencias apontando para uma maJOr incidencla da

Infecyao genital pelo papiloma virus humano entre as mulheres gravidas

(SCHNEIDER, 1987) Enquanto isso 0 comportamento da infecyao viral e ainda

Incerto em meio a populayao de gestantes e 0 modo de transmissao desta no

blnomJO mae-feto e quase desconhecldo A maneira mais plausivel de explicar

este evento seria a inoculayao durante a passagem do feto pelo canal de parto

Por outro lado, relatos de papilomatose laringea juvenil (KASHIMA,

1987), de condiloma acuminado congenito (TANG, 1978), de presenya do DNA

do HPV em prepucio de recem-nato (ROMAN, 1986), na cavidade oral e

tambem em liquido amnIotlco (SEDLACEK, 1989) de neonatos clinicamente

normals nascldos de cesariana sugerem uma via de transmissao intra-utenna

atraves da placenta ja antes do nasclmento
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I 1 0 COLO UTERINO FET AL

Em terrnos gerais pouca atenyao foi dada ao estudo do colo uterino fetal

Sabernos que ha urn predorninio do colo em relayao ao corpo do utero

dando urn aspecto de uma cervlce tremendamente hipertrofiada tanto em

sentI do longitudInal quanto transversal

I I 1 Anatomia

As rnedidas realizadas em uteros nrr'\("p~pntp",pi "-'_......__ •.".....u de diversas semanas de

gestayao comprovam que as dlferenyas de tamanho entre corpo e colo vao

diminuIndo paulatinamente a medida que a gestayao aumenta, conquanto 0

comprimento total tenha uma acelerayao de seu crescimento a partir da 32a

semana de gestayao

As observayoes feitas por BONILLA em 1959 confirmarn 0 indice de

MEAKER (1934), que nos permite obter detalhes mais precisos acerca da

relayao entre as dirnensoes do corpo e do colo uteri nos ao longo do periodo

gestacional Ate 24 semanas 0 indice e de 0,13 Este aumenta gradatlvamente

ate urn valor medlO de 0,38 ao termino da gravidez, 0 que Indica que, nesta

epoca, cola e corpo tendem a igualar-se, sendo que existem uteros cUJos

cervIces contInuam malores em comprimento que 0 respectivo corpo A

Involuyao da cervice utenna val realizar-se em sua malOria na vIda extra-

utenna

o onficio cervical externo apresenta-se em fenda transversa com urn

relevo Irregular do portIo utenno que vem a contrastar com a superficie hsa da

cervlce da nulipara Este achado se deve ao canal cervical que ainda nao esta

total mente formado

A forma do canal cervIcal e bastante variavel, ele pode apresentar-se sob

a forma cIiindnca, conica, fuslforme, ovoide e copa Invertida
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Predomina com eVldencia a forma cilindrica, vindo depols a conica, a

fusiforme e as outras menclOnadas anteriormente Estas diversas formas tern

rela~ao com a idade gestacional e sac consequencia dos estreitamentos que

darao lugar aos orificios cervicais interno e externo Quando nao ocorre a

estenose, 0 canal cervical toma uma forma cilindrica 0 estreitamento ao nivel

do orificlO cervical interno proporciona urn formato conico e, quando comer;a a

estenosar-se, a parte inferior adquire a forma fusiforme

Apesar de ser dificil de se identificar, 0 istmo uterino po de ser

reconhecido a partIr de 20 semanas (SONG, 1964)

Muitas vezes a cavidade cervical nao se apresenta total mente

desenvolvida ao final do periodo gestacional, em alguns casos persiste a forma

cilindrica Isto traz uma consequencia clinica chamada incompetencia cervical

congenita (BONILLA, 1961), a qual existe em 33% dos tHeros fetais dos quais

alguns evoluiram ate formar-se 0 orificio cervical interno (BONILLA, 1963),

enquanto em outros casos a anomalia persistlra e dara lugar it sindrome da

Incompetencia istmo-cervical

1 1 2 Histologia

Ao redor da 243 semana, 0 epltelio pavimentoso esta perfeitamente

dlferenciado, podendo-se con tar 15 a 20 camadas celulares As camadas

superficlais sac aplanadas e as camadas intermediarias tern urn aspecto claro

mUlto nitldo A camada basal e formada por 2 a 4 camadas de celulas cubicas,

pequenas com urn nucleo grande e pouca quantldade de cltoplasma

Nos uteros das recem-nascidas de termo, 0 epitelio tern uma espessura

maior com 30 a 40 camadas de celulas que em sua maioria correspondem it

camada intermediaria A rear;ao de PAS, sem a ar;ao da diastase, e fortemente
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posltlva A camada basal continua exibindo as caracteristicas citadas

anteriormente, embora seus nucleos mostrem uma certa verticalidade

As celulas parabasais podem ser reconhecldas por sua forma octogonal e

seu cltoplasma relativamente denso, mas fica mUlto claro que nao eXIste

proliferayao das celulas basals

o eplteiIo cIiindrico que recobre 0 canal cervical e formado por uma

camada de celulas cubicas Elas vaG se tornando mais cilindricas a partir da 20'

seman a (WITS CHI, 1970), a secreyao e intensa como tambem 0 e a sua

colorayao pelo PAS Caracterlstlcas identicas tern 0 epitelio glandular com as

gHindulas repletas de secreyao em seu interior

N a cervice do utero fetal nao se detecta a reayao decidual da mesma

1 1 3 Fisiologia

o colo uterino fetal secreta enorme quantidade de muco, pOlS e flCO em

glandulas A secreyao e tao grande que chega a fazer uma repleyao completa

das cavldades tanto endocervical quanto corporal e ainda mesmo a vagInal A

consistencla do muco e mUlto firme e a sua aderencia e consldenlvel A

cristalizayao do muco e sempre negativa (AMUNDARAIN, 1962) 0 seu

comportamento e identico ao muco do colo gravidico

A comparayao Inevltavel do cola fetal com 0 cola gravidico vem do fato

de 0 pflmelro ter urn tamanho consideravel, consequencia de urn processo

hlperplaslco que se manlfesta hlstologlcamente atraves da proliferayao do

epItelio pavimentoso e tambem do glandular com uma consequente secreyao

Intensa de muco por parte deste ultImo

Ambos estiio submetidos a influencla dos ester6ides sexuals Estudos

Indlcam que a concentrayao de estrogenios no sangue fetal e 70% maJOr que a
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encontrada no plasma materno (SKLOW, 1942) 0 feto esta inundado por

hormonIos durante seu desenvolvimento intra-uterino De todos os esteroides,

o mals pronunclado e 0 estnol, por ser 0 metabolIto que predomina durante a

gestayao Como e de se esperar, a hormonologia muda radical mente apos 0

nascimento, pOlS 0 feto nao con segue secretar os hormonios no mesmo ritmo,

sendo que the faltam os precursores que eram fornecldos anteriormente atraves

da mae Tal depnvayao tern uma repercussao de forma ostenslva no aparelho

genital

Clmicamente se tern observado que os genitais externos da recem-nasclda

sac edemaciados e congestionados Durante a primeira semana de vida extra-

utenna, observa-se a apanyao de urn £luxo claro e viscoso que inicialmente se

torna amarelo e mais espesso posteriormente Pouco a pouco 0 edema, a

congestao e a descarga leucorreica vao desaparecendo As vezes 0 £luxo tern

caracteristlcas sanguinolentas A hemorragia aparece entre 0 tercelro e 0 sexto

dla do periodo pos-natal e tern uma frequencia estimada em 3% dos casos

Estes dados caracterizam 0 que chamamos de crise genital da recem-nascida

A explicayao deste quadro e facil se recordarmos a ayao morfogenetlca

do estnol, que sobre os genitais externos provoca urn edema (BACHMAN,

1935) e tern uma ayao mals efetlva na abertura do introito vaginal do que a

estrona ou 0 estradIOl Seu efelto sobre a cornd'icayao vaginal e dez vezes mals

Intenso do que 0 causado por outros estrogenlOs Dlferenyas mals acentuadas

existem no tocante ao efeito morfogenetico sobre 0 utero Enquanto 0 estradiol

provoca uma proliferayao intensa do endometno e do miometrio, 0 estriol

desencadela uma hlpertrofia do canal cervical acompanhada de dilatayao e

acentuayao do pregueamento da sua mucosa (PUCK, 1956), estimulando

Intensamente a secreyao de muco Como nao tern ayao sobre 0 endometrio, nao

causa hemorragla de depnvayao hormonal (SCHILLER, 1945)

No utero fetal a mucosa do corpo e mUlto simples, formada por uma

camada unIca de celulas cilindricas baixas ou cuboldes com pequenas
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mvagmayoes que indicam 0 lugar das futuras glandulas (FLUHMANN, 1961)

Enquanto as celulas do cola sac P AS-positlva, as celulas do corpo sac P AS-

negatlva Isto slgnlfica que estas ultlmas nao respondem aos estimulos

hormonals

Todas as mvestlgayOeS feltas em cervIces fetals vem a comprovar que

eXIste uma extensa descamayao celular durante os prImelros dlas de vida, a qual

val cedendo paulatlnamente atraves do desaparecimento das celulas superficiais

e apareclmento slmultaneo de celulas dos estratos profundos Ao termmo de

tres semanas se observa uma atrofia intensa

Quanto it interpretayao dos achados citol6gicos, elas sac dispares

Alguns autores os conslderam estrogenicos (ALEXIU, 1938 e MONTALVO,

1952) enquanto FRAENKEL e PAPANICOLAOU em 1938 os compararam com

o esfregayo pre-ovulat6rio da mulher adulta 0 escasso numero de nucleos

plcn6tlcos fez A YRE em 1951 suspeltar ser 0 estimulo estrogenico insuficiente

Para SMOLKA em 1954, 0 quadro citol6gico se assemelha a uma gravidez,

enquanto BECK em 1956 acredita que eles traduzem tanto ayao estrogemca

quanto androgemca

Podemos resumn estas observayoes dizendo que, nos prImelros dlas de

vIda da recem-nascida, pode-se comprovar descamayao intensa de urn epltellO

prolIferatlvo, que e prontamente substituida por urn quadro citol6glco de

atrofia

Certamente tanto 0 colo uterI no fetal como a cervice da mulher gravIda

esUio submetldos a estimulos hormonals semelhantes, mas a conduta de ambos

como 6rgaos efetores nao e a mesma, posto que no colo fetal nao se observa

hlperplasla da camada basal do epltelio pavimentoso, nem vascularIzayao tao

intensa que transforme 0 colo em urn 6rgao cavernoso Evidentemente existe

hipertrofia conslderavel dos elementos glandulares e secreyao abundante de

muco que se comporta fislco-quimlcamente como 0 muco cervIcal da gravida
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Mas, desapareclda a influencia hormonal gravidlca, apenas se descamam as

celulas cervicais, de manelra que 0 colo fetal nao contribui praticamente na

CrIse genItal da recem-nascida

I 2 0 PAPILOMA VIRUS HUMANO

o papiloma virus humano pertence a familia papovav/ndae, que e uma

familIa de virus de DNA constltuida por dOls generos

a) genero A- papiloma,

b) genero B- polioma e

SV-40 (SImIan Vacuolating Virus)

Uma das principais diferenyas entre os dois generos e que 0 papiloma

virus nao pode ser cultivado e e especifico de certos hospedeiros e de certos

h6spedes, nao causando assim Infecyao em outras especies 0 virus do polioma

pode ser cultivado e nao afeta 0 homem

No genero papiloma estao compreendidos outros virus, como 0 papiloma

virus bovlno e 0 papiloma virus de Shope

o papiloma virus humano e pequeno com cerca de 50!lm de diametro

Seu genoma e constituido por 8 000 pares de bases com peso molecular de

5,2x 106daltons 0 capsidlo vIral e composto por 72 caps6meros organIzados em

uma estrutura icosaedrica (PFISTER, 1987)

As particulas vlrals se dlferenciam entre Sl pela sequencia dos

nucleotideos do DNA

Ate 0 momenta foram identlficados 60 tlpOS de HPV pela hibrIdizayao

molecular Urn HPV e conslderado urn novo tlpO quando seu DNA tern menos

que 50% de homologla com 0 genoma de urn outro tipo Ja definido (DE

VILLERS, 1988 e Howley, 1986)
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A organlzac;;ao genomlca de todos os papilomas virus parece ser similar

o genoma pode ser dividido em 2 regloes codificadoras separadas por urn

segmento nao codlficado

- a regiao codlficadora E (early. precoce), que representa cerca de 45%

do genoma viral, contem os genes E 1-E8, que sac necessarios para a

replicac;;ao viral e para a transformac;;ao celular Os genes E6-E7 estao

Implicados como genes de transformac;;ao oncogenIca do HPV 16-18,

- a reglao codlficadora L (late: tardla), que representa ao redor de 40%

do genom a viral, contem os genes LIe L2, que codificam as proteinas

estruturals do capsideo viral

A regiao nao codificadora esta locahzada entre 0 termmo da regiao Leo

comec;;o da regiao E Denominada cornu mente por LCR (long control region),

representa cerca de 15% do genoma viral, e Intervem no controle da expressao

dos genes vlrals (SOUSA, 1990)

Cad a tipo de HPY esta assocI ado a uma entidade clinIco-patol6gica

diferente, se bem que outros tipOS possam tambem associar-se com a mesma

entidade

A especificidade tissular dos HPV e aparentemente exclusiva para 0

epltelio pavimentoso e para as mucosas

Do ponto de vista de suas propnedades blO16gicas, os virus se dlvidem

em 3 grupos

a) virus cutaneotr6plcos em Indlviduos Imunologicamente normalS,

b) virus cutaneotr6plcos em mdlviduos imunodeficlentes,

c) virus mucosotr6picos que infectam as mucosas genitais, bucal e

respirat6ria

Dos 60 tipos Ja Identlficados, 23 atuam na esfera genital



9

o pnmeIro virus impl1cado na on co genese e estudado Junto a cofatores

quimlcos aceleradores da transformac;:ao maligna fOI 0 papiloma de Shope na

decada de 30 (SHOPE, 1933 e RAUS, 1944)

Os papilomas virus mantiveram-se alienados dos estudos da oncogenese

vIral durante 40 anos devido a Impossibil1dade de serem cultlvados In vItro e de

s6 se repl1carem em celulas dlferenciadas Na metade da decada de 70, com 0

aperfelc;:oamento das tecnicas de blOlogia molecular, muitos progressos

aconteceram e foi entao descoberto a heterogenicidade dos papilomas ViruS- S6

recentemente, porem, fOI dada a devlda Importancia ao papel do virus na

carcinogenese Hoje em dla, ha uma abundante literatura implicando 0 HPV na

genese do carcinoma do trato genital Inferior, dos carCInomas cutaneos

associados com epidermodisplasia verruciforme e tambem de outros tumores

A Infecc;:ao genital pelo HPV e uma doenc;:a de transmissao principalmente

sexual Sua maior incidencla e na faixa etaria correspondente aos 20-30 anos,

mals frequentemente entre os indlviduos promiscuos

A relac;:ao causal entre condiloma e HPV, sugerida por particulas VlralS

(DELLA TORRE, 1978) e por evidencias mediante metodos

Imunohlstoquimicos (DELLA TORRE, 1983, FERENCZY, 1981, MORIN, 1981,

WOODRUFF, 1980), foi confirmada recentemente pelos estudos de KREIDER

et alii em 1985, que satlsfizeram 0 30 postulado de KOCH, segundo 0 qual urn

agente etlO16gico isolado e cultlvado reproduz a doenc;:a uma vez inoculado em

urn animal de laboratorio

Estes auto res reproduZiram urn condiloma inoculando debalxo da capsula

renal de urn rata atimlco urn fragmento de mucosa da zona de transformac;:ao de

urn utero obtido durante uma hlsterectomla, prevlamente Infectado com HPV

11 Uma vez sacnficado 0 animal, 0 exame do rim extraido e fixado em formol

demonstrou a presenc;:a, no lugar da Inoculac;:ao, de uma lesao com as
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caracteristlcas morfologlcas do condiioma e que mostrou-se posltlva na

tnVestlgayao imunohistoquimica e nos estudos moleculares, com positividade na

reayao com sonda para 0 HPV 11

1 2 1 Formas de Infecyao

A Infecyao do trato genital Inferior pelo HPV se divide em clinica, sub-

clintca e latente

1 2 1 1 Infecyao Clinica

A forma clintca e aquela que se evidencia clinicamente, ou seja, medIante

a observayao it vIsta desarmada

o diagnostlco das formas clinicas de infecyao pelo HPV nao apresenta

dlficuldades Os condilomas acuminados dos genitais externos saD bem

conhecldos dos ginecologlstas, urologlstas e dermatologistas e tiveram suas

primeiras descnyoes feitas pelos gregos antlgos

Durante muitos anos, pensava-se que as verrugas cutaneas e os

condilomas genitals eram uma so afecyao com dlferentes expressoes clinicas,

devldas a sua dlferente localizayao anatomica A etiologia viral das verrugas

cutaneas foi posta em eVldencia por CIUFFO em 1907 e estabelecida de modo

definttivo no final da decada de 40 com a demonstrayao de particulas vlrals

medIante a mlcroscopia eletronica

A

etlOlogla vIral dos condilomas fOI demonstrada depols por DUNN e OLGIVIE

em 1968 e ORIEL e ALMEIDA em 1970, utilizando-se do mesmo metodo

o aspecto macroscoplco dos condilomas exofitlcos (acumlnados) e 0 de

pequenas formayoes sessels, papilares, multi pi as, em formas de pequenos CIStOS

cobertos por epltelIo ceratotlco Estes condiiomas 10calIzam-se em regloes

umldas, especlalmente aquelas expostas it fncyao durante 0 ato sexual Desta
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manelra, os lugares mals frequentes na mulher SaD a parte posterior do introito

vaginal, os bibios menores e 0 vestibulo, a zona anal e perianal As lesoes

aumentam de tamanho com 0 passar do tempo Com frequencla, SaD confluentes

com urn cresclmento em forma de "couve-flor" (lesoes papilomatosas) e podem

ocupar tambem grande area da vulva e perinea A grande maioria das lesoes

exofitlcas esta relaclOnada com 0 HPV 6 e 11 Segundo COUPEZ em 1974, a

Infec~ao clinica e rara no colo do utero

A infec~ao clinica pode apresentar-se de 3 formas

a) papiloma ceratinizado,

b) aspecto ceratoslforme,

c) papilomatose

1 2 1 2 Infec~ao Sub-Clinica

Somente em anos mals recentes e que os chamados condilomas pIanos ou

formas sub-clinicas da infec~ao pelo HPV foram identificados

Na decada de 70 (MEISELS e FORTIN, 1976 e PUROLA e SA VIA,

1977), fOI demonstrado que algumas lesoes cltologicas, ate entao c1assificadas

como neoplasIa Intra-epltehal cervIcal grau I (CIN I), eram atnbuidas a urn

efelto cltopatlco vIral

A Infec~ao sub-clinlca e a forma mais frequente de Infec~ao pelo HPV no

colo uterino 0 diagnostlco e mUlto dificil e so e possivel medIante 0 emprego

da colposcopla apos a aplica~ao de aCldo acetico a 2%
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1 2 1 3 Infec'Yao Latente

Uma celula infectada pelo HPY po de nao mostrar stnalS de tnfec'Yao do

ponto de vista de altera'Yoes na sua morfologia Mesmo assim, esta mesma

celula se replicani e amadurecera como se 0 genoma viral estivesse tnatlvo ou

latente Conquanto 0 genoma vIral persista, isto resultara numa infec'Yao sem

altera'Yao do fen6tlpo escamoso normal, determtnando asslm 0 que chamamos

de infec'Yao latente EVldencla disto vem da habilidade em detectar-se

sequenclas do DNA do HPY obtidos de raspados da zona de transforma'Yao

cervical apesar de nao haver altera'Yoes citol6gicas evidentes (LORINCZ,

1986)

o genoma viral pode persistir em cultura de celulas 111 vItro sem

altera'Yoes na morfologla celular ou nas caracteristlcas de cresclmento da

mesma (LANCASTER, 1975 e LA PORTE, 1982)

Epitelios histologicamente normalS, adjacentes a condilomas, ou

neoplasias tntra-epiteliais frequentemente contem sequencias de DNA viral

(FERENCZY, 1985) 0 mecanismo que controla esta latencia nao e conhecldo,

mas, durante a gesta'Yao, uma lesao causada pelo HPY frequentemente se

desenvolvera na cervlce para involuir somente ap6s a gravidez (KISTNER,

1955)

E possivel que, durante a tnfec'Yao latente, 0 sistema Imune, ou algum

fator controlado pelo sistema Imune, seJa capaz de manter a expressao genica

do HPY num estado no qual a morfologia celular nao se modIfique Uma vez

que 0 sIstema Imune seja perturbado, como durante a gesta'Yao, 0 hospedeiro

perde 0 controle sobre a expressao genica viral, a qual resulta na ativa'Yao do

genom a viral e na tnducao das altera'Yoes celulares Esta hip6tese sugere a

eXlstencla de urn fator humoral produzido pelo sistema Imune, 0 qual pode

repnmir a expressao gemca vIral
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A vigilancia Imunol6gica e urn mecanIsmo atratlvo para explicar a

laU~ncia, entretanto alguns mecanismos alternativos tambem podenam ter 0 seu

papel

Fatores afetando a replicayao celular e a diferenciayao podem controlar a

expressao genIca do HPV A sintese dos polipeptideos estruturais do virus na

neoplasia intra-epitelial cervical grau I (CIN I) e neoplasia intra-epitelial

cervical grau II (CIN II) parece ser modulada, quando a neoplasia intra-

epitelial cervical grau III (CIN III) esta tambem presente (KURMAN, 1983)

Normalmente os antigenos VlralS nao sac detectados nas lesoes

correspondentes a CIN III por causa da perda da permissivldade das celulas

dlferencladas para a produyao viral Por outro lado, cerca de 43% das lesoes

correspondentes a CIN I contem antigenos vlrais, entretanto, quando uma area

de CIN I esta presente na mesma bi6psia de CIN III, a frequencia de detecyao

de antigenos na area de CIN I e reduzida Este efelto de campo pode ser devido

a fatores liberados pelas celulas neoplasicas, que interrompem a expressao

genIca tardla em celulas Infectadas permlsslvas Outro mecanIsmo pode ser a

supressao da expressao genica viral ao nivel do controle transcripcional

1 2 2 Histopatologla da Infecyao Clinica e Sub-ClinIca

Do ponto de vista hlstopatol6gico tanto a IOfecyao clinica como a sub-

clinIca caracterizam-se por alterayoes epiteliais que superpoem-se por

completo Estas alterayoes podem resumIr-se em

a) hiperplasla da camada basal,

b) acantose,

c)alterayoes cltopatlcas caracteristlcas, como presenya de halo

coilocit6tico, plcnose, distribulyao irregular da cromatina, nucleos

duplos ou multlplos, alterayao da relayao nucleo-citoplasmatlca com
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formayao de pequenas celulas com cltoplasma maduro ceratlnIzado e

nucleos plcn6tlcos definIdos como disceratm6citos

A infecyao do trato genItal baixo pelo HPV pode estar associada a CIN

Neste caso podem ser encontradas 3 sltuay6es do ponto de vIsta

hlstopatol6glco

a) presenya de uma CIN com eVldencla de mfecyao por HPV superposta,

b) presenya slmultanea, em areas separadas mas adjacentes, de ClN e de

infecyao pelo HPV,

c) presenya simultanea, em areas contiguas, de CIN com mfecyao pelo

HPV superposta e de mfecyao pelo HPV

Estas dlferentes manifestay6es e associay6es histopatol6gicas possivels

expiIcam as dificuldades que se fazem presentes no dlagn6stico colposc6pico

1 2 3 Prevalencia

A Infecyao pelo HPV e uma das mals comuns atualmente 0 aumento da

prevalencia desta infecyao em sua forma clinica nas duas ultlmas decadas e

impressionante (ORIEL, 1986)

a aumento da frequencia da mfecyao sub-clinica e inequivoco, se bem

que este po de ser em parte devldo a uma remterpretayao dos aspectos

cltopatol6gicos, colposc6plcos e hlstopatol6glcos, antes classlficados como

CIN I Sem duvlda em alguns paises 0 aumento da promiscuidade sexual, 0

Inicio precoce da atlvldade sexual e a abolivao do uso do preservativo em favor

da antlconCepyao hormonal aumentaram a frequencia da Infecyao sub-clinIca

pelo virus

A prevalencla dos efeItos CItOpatlcos do HPV nos exames cltol6gicos dos

esfregayos cervlco-vaglnals esta compreendlda entre 0,5 a 4, 1% na populayao

geral e, em pacientes de clinIca pflvada, pode chegar a 16% (zur HAUZEN,

1985)
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1 2 4 Transmissao

o metodo de transmissao aceito pela maIOrIa dos autores e 0 contato

sexual Na Antiguldade as verrugas gemtais nao eram consideradas uma doen~a

venerea verdadeira, pOlS pensava-se que esta fosse transmltlda somente atraves

do contato homossexual masculino (BAFVERSTEDT, 1967)

Em 1954, BARRET e colaboradores foram os primeiros a demonstrar

climcamente a possibil1dade da transmissao sexual desta doen~a Eles

estudaram 24 mulheres casad as com soldados amencanos que havlam

participado da Guerra da Coreia, sendo que as mesmas eram portadoras de

verrugas genitais ExamInando seus maridos, foi verificado que os mesmos

eram portadores da forma exofitica do condIioma ou referiam a presen~a desta,

anterIormente, no periodo em que se encontravam servindo no OrIente

Venficou-se tambem que os mesmos relataram contato sexual prevlo na Corela

com mulheres que apresentavam verrugas na genitalia Estes mesmos auto res

demonstraram uma baixa incidencia da doen~a entre militares que nao haviam

servldo no Oriente Sugeriram entao 0 contato sexual como 0 meio de

transmlssao desta doenya

Em 1967, DANOS sugenu que uma grande quantidade de virus poderia

propagar-se em meIO a popula~ao de uma manelra nao detectavel Os

mecanlsmos de transmlssao poderiam ser horizontais ou verticais, com 0 virus

sendo transmitido Intra-utero e em seguida contldo por mecanismo imumtario

competente

Em 1971, ORIEL encontrou les5es tlpO verruga vulgar em maos e

genitals de urn pequeno grupo de pessoas e sugenu a auto-inoculayao como urn

meIO de transmlssao
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A transmlssao hematogenlca foi proposta por TANG em 1978, quando da

observayao de lesoes condilomatosas exofiticas na regiao perianal de urn feto

prematuro do sexo masculino por ocasiao de seu nascimento

Em 1986, McCANCE e colaboradores levantaram a hlpotese de

transmlssao latrogenica da doenya atraves de material de uso medico, tals como

especulos Observaram que, em melO a mostras de 24 especulos examinados, 4

apresentavam-se positlvas para 0 HPY 16 at raves de metodos de biologla

molecular Celulas contamlnadas com 0 referido virus podem ser encontradas

em meio a luvas e material de endoscopia (GROSS, 1989)

Urn modo de transmissao nao coital sena a auto-lOoculayao ou a

Inoculayao aCldental atraves dos pais em crianyas de tenra idade (BARUAH,

1984)

Entre nos, ARMBRUSTER-MORAES e colaboradores (1994) detectaram,

atraves da reayao em cadeia da polimerase, a presenya de DNA viral em 24 de

37 amostras de liquldo ammotico

1 2 5 Patogema

o papiloma virus humano penetra nas celulas da camada basal do eplteiIo

que frequentemente estao expostas a mlcrotraumatismos as virions perdem seu

Involucro proteico e 0 genoma viral penetra no nucleo da celula onde

permanece em forma episomal

1 2 5 1 Incubayao

o virus replica-se nos nucleos das celulas basais, donde outras areas do

epiteiIo podem ser Infectadas 0 periodo para 0 aparecimento dos SlOtomas ou

alterayoes morfologlcas epiteiIals van a de 2 a 8 meses (LANCASTER, 1981)
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1 2 5 2 Fase Ativa

A colonizac;ao pode manter-se na fase latente ou dar lugar a uma fase

ativa de expressao viral Isto pode ocorrer devido a presenc;a de fatores

predisponentes relacionados com 0 hospedeiro, com 0 tipo de HPV e com a

presenc;a de cofatores Esta fase manifesta-se atraves de proiIferac;ao epiteiIal e

de cresclmento estromal com Intensa vascularizac;ao, que mostra urn amplo

espectro de expressao, que val desde a Infecc;ao sub-clinlca ate a Infecc;ao

climca, as quaIs se dlferenciam somente pelas caracteristlcas macrosc6plcas,

porque uma vem a ser a contlnuac;ao da outra

I 2 5 3 Resposta do Hospedeiro

Quando 0 hospedelro nao pode controlar a expressao genica viral, a

infecc;ao produtiva comec;a, resultando numa produc;ao de polipeptideos virals

Estes, por sua vez, Induzem a maturac;ao anormal de lesoes nao displasicas e,

nos casos de neoplasia Intra-epltelial, dao lugar a alterac;oes prohferatlvas

anormals

Alguns polipeptideos VlfalS foram identificados na membrana

cltoplasmatica das celulas transformadas pelo HPV e em iInhagens celulares de

carcinomas cervlcais (SMOTKIN, 1986 e ANDROPHY, 1985)

Poderiamos antecipar que 0 sIstema Imune do hospedelro reaglna

vigorosamente contra estes antigenos, apesar das lesoes neoplaslcas intra-

eplteiIals perslstlfem durante meses antes de regredlrem 0 que quer que

estlmule 0 sIstema imune para responder, 0 fenomeno de regressao parece ser

mediado por imunidade celular

Remlssao espontanea das verrugas planas da pele sac caracterizadas por

Infiltrado celular composto princIpal mente por linf6citos T e fag6citos

(BERMAN, 1977eIWATSUGI, 1986)
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A presenya de Imf6cltos e fag6citos poslcionados Imediatamente

adJacentes aos ceratinocltos damficados e sugestlva de destruiyao medlada por

celula

Estudos In vitro com verrugas planas tern demonstrado que os

ceratm6citos proliferatlvos de verrugas sac destruidos pela mlgrayao dos

IInf6citos T provenientes destes estratos (T AGOMI, 1985)

Individuos com mfecyao latente entretanto ter uma resposta anormal it

infecyao viral Elimlnando as celulas Infectadas, 0 sistema imune po de modular

a expressao genico-vlfal Em consequencia, nenhum gene vIral e expressado na

superficle celular

Estudos feitos, examinando a expressao genica vIral nos papilomas

laringeos, mostraram que genes de papiloma virus sac modulados de alguma

manelra as antigenos estruturals do HPV foram detectados em cerca de 48%

das pacientes nas quaIs uma umca bi6psla foi realizada Por outro lado, quando

pelo menos 4 bl6pslas foram feitas na mesma paciente, pelo menos uma

contmha antigenos virals (LOCK, 1980) Isto parece entao ser urn cIcIo

peri6dico de expressao genico-vlral, 0 qual pode ser controlada por fatores do

hospedelro

Recentemente urn estudo com homens homossexuais portadores de

carcmoma anorretal revelou sintese de proteina do capsideo vIral em 5 de 8

lesoes (GaL, 1987)

a sistema Imunol6g1co tern urn papel significante na remissao das lesoes

produZldas pelo HPV Estudos antJgos com 0 papiloma de SHOPE

demonstraram que a rejelyao e diretamente contra antigenos celulares, desde

que papllomas possam ser mduzldos atraves da inJeyao de DNA vIral (EVANS,
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1966) Por outro lado, anticorpos de protevao estao diretamente contra os

componentes estruturais do virus (EVANS, 1963)

Indlviduos, cUJas verrugas de pele regrediram, sac presumivelmente

resistentes a reinfecvao devido aos anticorpos circulantes Parece 16gico que 0

mesmo tlpO de protevao ocorra depois da regressao de uma lesao cervical

Induzida pelo HPV Isto nao fOI demonstrado, entretanto, porque nao ha urn

teste disponivel para detectar antlcorpos no soro para antigenos estruturals de

HPV anogenitals Parece que a resposta imune para estes antigenos sac fracas

desde que as lesoes de mucosa conU~m menor quantidades de antigenos do que

os papilomas cuUineos

A persistencia, tanto das verrugas vulgares como das plantares, tern sido

mUlto bem documentada e provavelmente reflete uma resposta Imune

incompleta Uma razao para a persistencia de eIN poderia ser alguma

dificu1dade na parte do sistema imune em reconhecer os antigenos HPV

especificos que sac necessanos para uma resposta Imune A exposivao continua

destas lesoes perslstentes a outros fatores, como por exemplo os carcin6genos

encontrados nos produtos do tabaco, ou talvez infecvao pelo herpes virus

genital, ou outra infecvao concomitante com urn outro tipo de HPV, podena

estimular a proliferavao das celulas basais dentro de uma lesao benigna Estas

mudanvas celulares podenam surgn de alteravoes dos genes celulares, como a

ativavao de oncogenes ou mutavao, ou transativavao do genoma do HPV,

resultando numa progressao para a neoplasia

Se 0 sistema Imune responde aos antigenos do papiloma virus como

outros antigenos celulares assoclados, enta~ os linf6cltos T citot6xicos e

auxiliadores reconheceriam os antigenos de HPV somente em associavao com as

glicoproteinas da superficie celular codlficadas pelo complexo de

hlstocompatlbihdade (ZINKERNAGEL, 1979)

Portanto, uma sene complexa de Interavoes entre uma variedade de

celulas pode ser necessaria para uma resposta Imunol6glca efetiva para a
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lnfecyao pelo HPY Falta de resposta pode ser atribuida a defeltos que ocorrem

no processamento dos antigenos de HPY ou na apresentayao dos antigenos ao

sistema lmune

o sucesso de algumas vaClnas autogenas para 0 tratamento do condiloma

(POWELL, 1970) podena refletir urn desvio no processamento normal do

antigeno, com uma eXpOSlyaO mals eficiente do antigeno vIral para 0 sIstema

imune Alternatlvamente medladores soluvels poderiam modular a resposta do

sistema imune para antigenos seleclOnados

Outra possibiltdade e a perda de genes apropriados codificadores de

moleculas de proteinas necessarias para 0 reconhecimento dos antigenos Se urn

defelto Imunologico pudesse ser definido, seria possivel 0 "screenzng" de

populayoes para a infecyao pelo HPY, para identificar os individuos de rtSCO

por causa de uma inabilidade para armar uma resposta imune para estes virus

o desenvolvimento de uma lesao induzida pelo paptloma virus e

relatlvamente lento, desde que a produyao viral seJa dependente da

diferenclayao de uma celula basal infectada a urn ceratmocito maduro Na

ordem da infecyao completar 0 seu curso, 0 papiloma virus deve ter

desenvolvido urn mecanIsmo proprIo que faya com que as celulas infectadas nao

seJam reconhecidas pelo sIstema imune

Se os HPY tlverem que modular a quantidade de antigenos classe I

dlsponiveis na superficie celular, IStO podera ser responsavel pela perda da

resposta Imune das lesoes de alguns Indlviduos
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1 2 6 PapIloma Virus Humano e a mtera<;:ao com 0 genoma do hospedelro

Se 0 hospedeiro e incapaz de dar uma resposta contrana as celulas

Infectadas, a lesao perslstira Dentro da lesao, as celulas das camadas

parabasals nao amadurecem apropriadamente e, permanecendo neste estaglO de

imatundade celular, elas poderao ficar mals susceptiveis aos eventos

prol1feratlvos Induzldos atraves de fatores secundarios Desde que estas celulas

nao alcancem as outras camadas do epltel10 oportunamente, elas terao uma

media de vida malOr que as suas companheiras normais e terao urn potencial de

cresclmento malOr e tambem algumas propriedades das celulas imortal1zadas E
possivel que 0 genoma do HPV cod1f'ique uma fun<;:ao que podera atuar como 0

adenovirus E 1a ou 0 c-myc

Nenhum gene sozinho pode transformar celulas primarias, mas podera

Imortalizar as celulas sem mudar a sua morfologia (HOUWELING, 1980 e LEE,

1985) Alguns papilomas virus possuem uma a<;:ao similar

A transforma<;:ao celular 111 VIVO ou em cultura pelo papiloma virus bovino

e do cervo e caracterizada pela manuten<;:ao do fen6tipo transformado por causa

da perda de integra<;:ao das sequencias vlrals com 0 genoma da celula

hospedeiro (LANCASTER, 1981 e GRAFF, 1983) Este fenomeno tambem foi

observado nos papIlomas induzidos em coelhos (WETTS, 1982) Sequenclas

vlrals nos carcmomas que foram mduzldos a partlf de papIlomas benignos sac

porem frequentemente Integrados (MCVAY, 1982)

Igualmente, les5es Induzldas pelo HPV, como condIloma e neoplasia

Intra-epitel1al, tambem contem sequenclas de DNA eplsomals, enquanto nos

ca.nceres as sequenclas virals sac mtegradas (GISSMANN, 1986 e DURST,

1985)

Uma questao perturbadora se coloca a integra<;:ao das sequenclas do

HPV resulta em transforma<;:ao mal1gna ou ela e resultado desta?
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E desconhecido 0 quanto sena comum a integra~ao das sequencias do

HPV nas lesoes pre-malignas iniciais, embora seja possivel que 0 genoma viral

se integre mais frequentemente do que se pensava anteriormente

A integra~ao podena aglr como urn mutante talvez ativando urn proto-

oncogene Sitlos de integra~ao dos genomas HPV -16 e HPV -18 foram

localtzados nos cromossomos das Itnhagens celulares de carcinomas cervlcais

(DURST, 1987 e COPESCU, 1987)

As sequenclas vlrals estao mtegradas a urn determinado numero de

lugares e parecem nao ser especificas para urn dado cromossomo

Apesar da integra~ao nao ser adjacente a oncogenes conhecidos, e

possivel que oncogenes nao identificados possam ser ativados pel a integra~ao

do DNA viral A amplifica~ao dos oncogenes c-myc, Ha-ras, ou de ambos, foi

encontrada numa proporyao significativa de ca.nceres cervicais em estado

avanyado Uma pequena propor~ao mostrou uma transcriyao acentuada na

ausencla de ampltficayao (RIOU, 1985) Embora em canceres Itmitados a

cervice urn nivel baixo de amplificayao foi detectado numa pequena propor~ao

de tumores

Urn novo subtipo de HPV-6 (HPV-6vc) foi isolado de urn carcinoma

vulvar verrucoso raro que desenvolveu-se a partir de urn condiloma (RANDO,

1986)

Analtses feitas com 0 DNA viral mostraram urn genoma Itgelfamente

malOr que 0 prototlpo de genoma HPV-6b a aumento no tamanho fOI

localtzado na regiao nao codlficada do virus que contem as sequencias

regulatonas transcripclOnais Vma compara~ao nas sequencias de DNA nesta

reglao entre 0 HPV -6b e HPV -6vc revelou numeros diferentes, mcluindo 3

lnser~oes de 75, 19 e 15 nucleotideos, bem como mudanyas no nucleotideo 11
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As sequencias do genoma do HPY -6vc nao demonstraram uma frequencia

similar de mudanryas dos nucleotideos na regiao codificadora de proteinas

(RANDO, 1986) Por razoes desconhecldas, a regiao nao codlficadora do

HPY-6vc parece ter sofndo modificaryoes conslderavels, outro subtlpo novo do

HPY -6 (HPY -6d) foi Isolado de urn condiloma gigante de BUSHKE-

LOWENSTEIN (BOSHART, 1986)

Este DNA viral tern uma grande dupiIcaryao dentro da reglao nao

codlficadora A funyao desta dupiIcayao nao e clara, mas e possivel que nos

dois virus as mudanyas na reglao nao codificada resultem num aumento da

transcriryao dos genes virais Uma compararyao entre a ativldade transcnpclOnal

do HPY -6b e HPY -6vc mostrou-se a nivel transcripcional 3 vezes maior para 0

HPY -6vc Se a atividade de transcriyao aumentada do HPY -6vc sobre aquela do

HPY -6b resulta em uma alta concentraryao dos polipeptideos da regiao E, entao

o efeito oncogemco do HPY -6vc pode ser analogo a tumorigenicidade que

ocorre atraves da expressao aumentada dos oncogenes celulares (BISHOP,

1983)

1 2 7 Suscetibilidade Genetica

As afecryoes maiIgnas associadas ao HPY provavelmente tern uma base

genetlca, aSSlm como 0 cancer de colon e 0 de mama 0 exemplo mals

contundente e a epldermodlsplasia verruciforme na qual ha uma grande

suscetlbilidade genetlca para urn grande numero de tipos de HPY (LUTZNER,

1978) Pacientes com esta doenrya desenvolvem lesoes planas e maculares

generaiIzadas antes da adolescencla Muitas paclentes portadoras desta doenrya

tern res posta imune celular dlscreta ou moderada Esta doenrya e caracterizada

tambem pelo desenvolvlmento de carcinoma, no lugar das lesoes vlrais,

usual mente na pele exposta a luz solar Ha alguma duvlda se esta doenrya e ou

nao causada pelo HPY pelas segulntes razoes

a) foram documentados vanos casos de auto-inocularyao com can ceres

desenvolvendo-se dentro das lesoes secundanas,



24

b) urn tipo de HPV associ ado com a epldermodlsplasia verruciforme fOI

encontrado no cancer,

c) urn tumor primario e sua met<istase, no mesmo paclente, contInham 0

mesmo tipo de sequenclas do HPV

Os tlpOS de HPV pr6prios da epidermodisplasla verruciforme tern uma

dlstnbulc;;ao mundlal, mas urn reservat6no aInda nao foi encontrado na

populac;;ao geral Por enquanto, ao menos urn tipo de HPV 5 fOI encontrado em

pacientes submetidos a transplantes renais, sugerindo que a imunossupressao

pode ser necessaria para produzir a Infecc;;ao vIral (LUTZEN, 1980) Entao a

epldermodlsplasia vem a ser uma doenc;;a genetlca que resulta em aumento da

suscetibilidade para uma pequena populac;;ao de HPV

Urn estudo recente mostrou que 0 cancer cervical e encontrado com

maJOr frequencla em maes e Irmas de mulheres portadoras desta doenc;;a do que

na populac;;ao geral (FURGGIK, 1986) Esta tendencia familiar sugere que

alguns canceres cervlcals devem ter urn componente genetlco primario, como na

epidermodlsplasia verruclforme, onde uma suscetibilidade Individual progride

para a doenc;;a InvaSlva e pode depender do tipo do HPV Infectante

Alternatlvamente este fator famIliar pode refletlr urn defeito genetico no

sIstema imune, resultando numa Incapacidade para reconhecer os antigenos do

HPV ou para ter uma resposta pronta contra eles Entao as les5es cervlcals

InduZldas pelo HPV persistiriam nesta populac;;ao e estariam expostas a fatores

secundanos por urn longo periodo de tempo

Aproxlmadamente 14 000 casos de carcInoma invasivo e 45 000 casos de

carcInoma In Situ ocorrem anualmente nos E U A Nem todos surgem devldo a

urn screening Inadequado pela teCnICa de Papanicolaou

Ha evidenclas sugerindo que alguns casos de cancer cervical nao se

comportam de manelra tradlcional, IStO e, levando urn Intervalo de tempo de 5 a

7 anos para a evoluc;;ao das formas Intra-eplteliais ate as invasivas Programas

de screening citol6glcos repetitivos revelaram que alguns casos de cancer
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cervIcal podem desenvolver-se rapldamente, pOlS alguns deles foram observados

em meio a mulheres que eram portadoras de exames cltol6gicos que nao

continham atipias (FIGGE, 1970) A frequencia de casos que se desenvolvem

rapidamente esta em torno de 25 a 33% (DUNN, 1981 e DUNN, 1984) 0

Intervalo medlO entre a ultima cltologia negativa ate 0 diagn6stlco de

carCInoma In STtU ou invasivo foi de aproximadamente 2 anos Nao foi possivel

observar alguma caracteristlca que Identlficasse a mulher de f1SCO para 0

desenvolvlmento rapido Em urn estudo feito com mulheres de nivel s6cio-

economlco alto, foram Identificados casos de crescimento rapido apesar destas

pacientes serem conslderadas de baixo risco para 0 cancer cervical

Nenhum estudo epidemiol6gico fOI feito para a caracterizayao do grupo

de f1SCO para 0 crescimento rapldo do carcinoma cervical uterino

1 2 8 Metodos para 0 diagn6stlco do PapIioma Virus Humano

Os metodos utIiizados para a identificayao do papiloma virus humano

sao

a) colposcopia,

b) mlcroscopia 6tica,

c) microscopla eletronlca,

d) demonstrayao do antigeno do HPV pela imunohistoquimlca,

e) biologla molecular

I 2 8 I Colposcopla

o exame colposc6pico desempenha urn importante papel tanto no

dlagnostlco como no manejo da infecyao pelo HPV A elevada acuracidade na

prediyao do diagn6stlco hlstopatol6glco, dentro do espectro que vai desde as

formas sub-climcas da Infecyao pelo HPV ate as modificayoes correspondentes

as CIN, pode ser obtlda atraves de urn sistema de graduayao dos aspectos

colposcopicos
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o pnmelro sIstema de graduavao foi proposto por COPPLESON em

1976 A graduavao era felta da seguinte manelra

a) Grau 1= Inslgnificante, nao suspeito Presenva de eplteiIo branco

plano, usual mente semi-transparente, com padr5es bem definidos e

ausencia de vasos atiplcos, disUincla intercapilar pequena,

b) Grau II= sigmficante, suspelto Presenva de epiteiIo branco com grau

de opacidade maJOr, acompanhado por bordas bem deiImltadas,

ausencla de vasos atiplcos,

c) Grau III= altamente significante, muito suspeito Presenya de eplteiIo

branco muito opaco, acinzentado, com superficie irregular, presenya de

epiteiIo mlcroexofitlco

Em 1984, REID e colaboradores propuseram urn novo esquema menos

subJetivo, especial mente no que diz respeito as les5es menores, 0 qual foi

elaborado a partir de urn esquema de pontuayao Geralmente quanto mais

verrucosa era a aparencla da lesao, menor era a pontuavao

Mais recentemente em 1985, REID e SCALZI propuseram uma nova

graduavao, desta vez levando em conta tambem 0 contorno das margens

perifericas das les5es Este indice de pontuayao tern uma acuracldade de 97%

em predlzer os achados histopatol6glcos

1 2 8 2 Microscopia Otica

Segundo N AIB (1983 ), os fenomenos degeneratlvos que se fazem

presentes tanto ao nivel de nucleo como de cltoplasma sac comuns a todas as

Infecv5es VlralS 0 citoplasma exibe alteravao na colorayao e a vacuoiIzavao,

que no inicio e penfenca e pequena, progride chegando mais tardiamente a
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balonIzac;ao, a qual mdlca grave dano celular, podendo-se observar tambem

corpos de inclusao citoplasmatlcos

Ao nivel de nucleo, as mudanc;as podem ser mals chamativas 0 edema e

a tumefac;ao, com aumento InIclal do nucleolo, que posteriormente entra em urn

processo degenerativo Juntamente com 0 aparecimento de espac;os

mtranucleares, cromatma amorfa, espessamento da membrana nuclear, fizeram

com que durante mUlto tempo estes achados fossem denominados erroneamente

como CIN nos laudos de cltologla

Outros achados que podem sugerIr etlOlogia viral saD presenc;a de corpos

de inclusao com halo, cariorrexls, vacuohzac;ao nuclear, bl ou multinucleac;ao,

deposic;ao Irregular da cromatina e fenomenos de hiper ou paraceratose Amda

que estas alterac;oes possam estar presentes em outras infecc;oes, a ausencia de

urn agente causal no esfregac;o, acompanhada de alterac;oes mencionadas acima

permitlrIam sugerir infecc;ao vIral

Segundo autores como BIBBO e WElD em 1973, FERNANDEZ-CID et

aliI em 1976 e MEISELS em 1976, os achados citologlcos compativels com

mfecc;ao viral seriam os seguintes

a) os esfregac;os parecem mal corados com uma eosinofilia mals para 0

vermelho do que para 0 laranja Os fenomenos mais pronunciados saD

a presenc;a de dlsceratose e de escamas anucleadas 0 componente

Inflamatorio nao e chamatlvo,

b) em termos de nucleo, e observada a multmucleac;ao princlpalmente nas

celulas das camadas Intermedlarias e profunda A cromatma e

Irregular, os nucleolos saD evidentes e ocasionalmente saD visuahzados

grupos de celulas profundas com nucleos hipercromaticos,

c) dentre as caracteristicas cltoplasmatlcas, ha duas que se repetem com

frequencla a presenc;a de formac;ao vacuolar mals ou menos grande,

unica ou multI pIa, conheclda como coIlocitose manifestada como halo

claro perInuclear e a eXlstencla de picnose como consequencia da
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tendencla degenerativa do nucleo A metacromasia e frequente nestes

esfregayos

o estudo citopatologico com colorayao de Papanicolaou tern falhas no

dlagnostlco de infecyao pelo virus do papiloma, a taxa de especlficldade e boa

enquanto a cifra de senslbtlidade e baixa Apesar disto os resultados pOSltlVOS

determlnam por Sl so urn grupo de risco na populayao geral para as neoplasias

mtra-eplteltals cervlcais (ZANINI-KOSLINSKI, 1992)

As alteray6es cltologlcas dependem da localizayao anatomica da lesao

Em todas as les6es, os efeitos citopaticos estao usual mente presentes em

algumas celulas epiteltais E possivel que algumas celulas possam ser

mfectadas numa maneira nao permlsslva ou possam nao ser infectadas ao todo

As inclus6es citoplasmatlcas patognomonicas das les6es causadas pelo HPV 1

sao devidas ao acumulo do produto genetico E4 E interessante notar que, nas

les6es da epidermodisplasia verruciforme com potencial maligno, achados

morfologlcos distintos podem ser observados Em les6es benignas assocladas

ao HPV 3 e HPV 10, 0 grau de hiperceratose e papilomatose e muito dlferente

quando comparado com les6es capazes de progredir para carcmoma e

associadas com HPV 5 e HPV 8 (CROISSANT et alii, 1985)

Analtses de esfregayos cervlco-vagmais tern mostrado que tlpOS

especificos de celulas com COtlOCltOS e dlsceratocitos sao patognomonicas de

mfecyao pelo HPV

o chamado condtloma atiplco se dlferencla citologlcamente do condtloma

comum e das CIN pela presenya de celulas escamosas com marcantes atlpias

nucleares (MEISELS et altl, 1981)

Ha eVldenclas, baseadas nos achados citologicos, de que les6es

associadas com 0 HPV 6-11 sao dlferentes das produzldas pelo HPV 16 Os
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HPY 6-11 estao assocladas com 0 condiloma acuminado comum enquanto 0

HPY 16 e encontrado nos condilomas atipicos (MEISELS e MORIN, 1981)

Analises feitas em les5es produzidas por tlpOS conhecidos de HPY

revelaram que condilomas pianos com atipia nuclear confinados as celulas

superficials estavam infectadas pelos HPY 6 e II Nas atipias nucleares

encontradas em todas as camadas celulares do epitel1o, 0 tipo de virus

visualtzado foi 0 HPY 16, detectado em 15 de 18 bi6psias realizadas por

CRUM et alii em 1985

Estes achados contrastam com outro estudo no qual nenhuma predile«;:ao

pelos tipos de HPY foi demon strada (KADISH et alii, 1986) Nos cortes

histol6glcos de les5es anogenitals, 0 condiloma acuminado causado pelos HPY

tipo 6 e 11 mostrou uma combina«;:ao distinta de paptlomatose, acantose,

coilocltose e hiper ou paraceratose

A papulose bowen6ide do penis e da vulva aparecem como neoplasIa

Intra-epltelial vulvar e peniana grau III e esta associada ao HPY 16 em mals de

90% dos casos A atipia nuclear envolve toda a espessura epitelial A

coilocitose esta ausente na doen«;:a de BOWEN

Em melO as les5es do canal anal que apresentavam hiperplasia epltelial

focal, celulas consideradas patognom6nicas da infec«;:ao viral foram

encontradas Estas mostraram degenera«;:ao nuclear do tipo baloniza«;:ao

(PRAETORIUS-CLAUSEN ,1969) Este efelto citopatico pode ser especifico

para 0 HPY 13 que e 0 mais comumente encontrado na hlperplasla epltelial

focal
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1 2 8 3 Mlcroscopia Eletronica

As particulas do papiloma virus humano foram primeiramente

encontradas em suspensao de celulas de verrugas vulgares por STRAUSS,

1949, e atraves da microscopia eletronlca de transmissao de sec~6es tissulares

em 1962 por ALMEIDA e colaboradores

a virus e caracterizado por particulas icosaedricas que consistem em 72

capsomeros e medem aproxlmadamente 55 ~m de diametro as virions esta:o

arranjados como CrIstals e dispersos pelo nucleo Depois da ruptura da

membrana nuclear, os virIons podem tambem fazer-se presentes no citoplasma

A concentrayao das particulas virais variam consideravelmente nos varios tipos

de verrugas, as plantares e as vulgares mostram 0 maior numero de particulas

vlrais, seguidas pelas verrugas planas, enquanto as verrugas comuns contem

baixa concentrayao de virus (LaURENT et alii, 1975) Ocasionalmente neste

ultimo grupo de verrugas, particulas virais podem ser encontradas

A concentrayao de particulas tambem esta relacionada com a idade da

lesao Verrugas com 6 a 12 meses de evoluyao contem 0 numero mais alto de

particulas virais, mas tambem podem ser observadas dlferenyas na concentrayao

das mesmas em les6es com a mesma Idade (BARRERA-ORA et aliI, 1962)

Em comparayao com as les6es cutaneas, urn numero baixo de particulas

foi encontrado nas verrugas pemanas e nas vulvares (DUNN e OLGIVIE,

1968)

De acordo com ORIEL e ALMEIDA em 1970, particulas vlrals foram

encontradas em cerca de 50% dos condllomas acummados da gemtalia extern a

femlmna

Cortes de tecldo e esfregayos cltol6gicos obtldos de condilomas cervlcals

foram exammados mals recentemente por varios investigadores Particulas
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vlrals foram identlficadas em metade dos casos principalmente no nucleo das

celulas coilocitoticas e ocasionalmente tambem nas celulas disceratotlcas,

enquanto as CIN III e os carCInomas cervlcals InvaSIVOs foram negatlvos em

todos os estudos Isto tambem ocorreu no trato genital externo onde, em 4 de 9

casos de neoplasia intra-epltelial vulvar grau III (VIN III), so mente areas

adJacentes que nao mostravam displasia continham particulas vlrais (PILOTTI

et aliI, 1984)

Recentemente particulas de HPV foram demonstradas no epltelio cervical

que nao apresentava efelto cltopatlco do HPV tanto histologicamente quanto

colposcoplcamente (SYRJANEN et alII, 1983) particulas vlrals foram

demonstradas repetldamente em les6es de cavldade oral como condiloma,

papIioma escamoso e hlperplasla epltelial focal

Em cerca de 10% dos papilomas da laringe, particulas de HPV foram

encontradas por varios investigadores Ha urn unico caso reportado de

particulas vlrals presentes num papiloma de palpebra (ANGEVINE et alii,

1981)

1 2 8 4 Demonstrar;ao do Antigeno HPV pela Imunohistoquimica

A dlsponibIiidade de antl-soros que reagem contra tlpOS especificos de

papiloma VIruS humano e IImltada (PFISTER e zur HAUSEN, 1978)

Desde que os papilomas virus nao podem crescer em cultura tIssular, a

unIca Fonte de particulas vlrais que podem ser utilizadas como antigenos

encontra-se em melO a materIal clinico Ha entretanto uma VarIar;aO

conslderavel na proporr;ao de replIcar;ao para os diferentes tlpOS de HPV 111

VIVO

Quantldades suficlentes de particulas vlrals podem ser colhldas somente

no caso do HPV 1, 2, 3, 4 e na epldermodlsplasla verruclforme Atraves destas,
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anti-soros tlpo-especificos foram preparados (OR TH et alii, 1980 e

JABLONSKA et alii, 1982)

Antl-soros nao tlpo-especificos tern sldo preparados da seguinte manelra

a) urn grupo de tecidos orIundos de dlferentes les5es produzidas por

HPV e preparado e anticorpos contra os antigenos externos dos

virIons sac gerados (PYRHONEN e PENTTINEN, 1972),

b) tecldos homogenelzados obtldos de turn ores causados pelo mesmo tlpO

de HPV sac usados como antigeno Antlcorpos dlretamente contra

antigenos estruturais vlrals e antigenos de superficie das celulas

epidermicas transformadas pelos virus foram produzidos,

c) complementarmente, anticorpos comuns grupo-especificos podem ser

preparados usando particulas de HPV 1, CRPV cottontail rabbit ou

paplloma virus bOVInO, BPV, que sac quebradas pelo tratamento com

urn detergente, antigenos internos ou externos sac expostos como

alvos para a produyao de anticorpos (JENSON et alii, 1980)

Utll1zando-se antl-soro contra estes antlgenos comuns ou tipo-

especificos, tecldos fixados rotineiramente ou atraves da congelayao podem ser

analisados Se 0 anti-soro primario e produzido no coelho, ele reage com uma

imunoglobulina anticoelho como urn anticorpo secundario

Para visualizar uma reayao posltiva, urn complexo pode ser formado com

a peroxidase-anti peroxidase (P AP), avidIna biotlna (ABC) ou imunoflorescencla

Indireta (STERNBERGER, 1974 e GUPTA et alii, 1983)

Os papllomas cuUineos de dlferentes areas sac pOSltlVOS pela

Imunohlstoquimlca em mals de 50% (BRAUN, 1983) e verrugas comuns sac

positivas em quase 90% dos casos (MEHREGAN e NADJIN, 1984) util1zando-

se a tecnIca da PAS Ao contrario, les5es pre-malignas, como doenya de

Bowen, sac negativas para 0 antigeno do HPV em 8 e em 5 casos

respectlvamente (BRAUN, 1983 e GROSS, 1984)
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Observar;5es identicas foram feitas nas les5es da epidermodisplasla

verruciforme, onde os antigenos de HPV podem so mente ser demonstrados em

les5es benIgnas (LUTZNER et alIi, 1984)

as condilomas cerVlcalS mostraram uma rear;ao positiva para 0 antigeno

de HPV em 50% dos casos (FERENCZY, 1981)

Exames nas amostras com CIN demonstraram a proporr;ao Inversa de

achados em relar;ao a gravidade da lesao A presenr;a do antigeno do HPV em

carCInomas InVaSIVOs da cervlce e excepclOnal A mesma correlar;ao fOI

observada nas les5es genitals externas Entre 50 a 77% dos condtlomas

acuminados sao positivos para 0 antigeno do HPV, comparando com nao malS

que 10% das VIN (CRUM, 1982b e PILOTTI, 1984)

Entre 18 a 48% dos papilomas laringeos examinados por vanos

Investigadores foram posltivos para 0 antigeno do HPV Les5es da cavidade

oral foram estudadas por vanos Investlgadores Entre 40 a 60% das les5es da

cavidade oral como condtlomas e papilomas de celulas escamosas foram

positlvas para 0 antigeno do HPV (OR TH, 1979)

A hlperplasla epltelIal focal e positlva para 0 antigeno do HPV em 80%

dos casos Ha uma alta prevalencia de tecldos adJacentes a carCinomas de

celulas escamosas que vem a ser posltivos para 0 antigeno do HPV em 50% dos

casos, e urn estudo mostrou a presenr;a do antigeno do HPV em 4 de 6

carCInomas (LaNING, 1985)

Nos paptlomas de celulas escamosas do es6fago, malS de 31 % dos casos

sao pOSltlVOS para 0 antigeno do HPV Ha casos relatados na lIteratura de

detecr;ao dos antigenos do HPV nos paptlomas de celulas escamosas do seio

paranasal (SYRJANEN et aliI, 1983) e da conJuntlva (VOLCKER e HOLBOCH,

1985)
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Quanto a distribuiyao dos antigenos e a sensibilidade da tecnica, van as

observayoes foram feltas como

a) todos os tecidos mostraram reayoes posltlvas principalmente nas

camadas epitelials supenores e especlficamente no nucleo dos

coil6cltos e dlscerat6citos,

b) celulas adjacentes com caracteristlcas morfol6gicas identlcas sac

frequentemente negatlvas Esta observayaO sugere que as chances de

detectar nucleos pOSltivOS aumenta com 0 numero de bi6pslas 0

indice de colorayao posltiva foi de 55% com uma bi6psia e de 100%

com 4 ou mais bi6pslas (LACK, 1980),

c) quando as bi6pslas que sac positivas para 0 antigeno do HPV sac

analtsadas ultra-estruturalmente, particulas de HPV sac usual mente

Identlficadas (JENSON, 1980 e ENG, 1985)

A baixa sensitividade e a falha na detecyaO de tipos especificos de

papiloma virus com a teclllca do antlcorpo comum nao grupo especifico

necessitaria de outros reagentes tipo especificos 0 usa de antlcorpos

monoclonais dnetamente contra vinons deslntegrados vem a ser uma

possibilidade que ja se encontra disponivel para 0 grupo de papiloma virus

bovlno (GONA, 1985)

Como urn numero de genomas de HPV Ja foi sequenciado, uma outra

manena sena a produyao 111 vitro das proteinas e peptideos do HPV usando

vetores de expressao adequados (REMAUT, 1983)

Os antlcorpos monoclonals contra estes antigenos produzidos In vitro

podem ser preparados como mostrado recentemente pela expressao da proteina

E 6 da reglao nao codificada
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I 2 8 5 Demonstra~ao do HPY atraves dos metodos de BlOlogla Molecular

Os metodos de biologla molecular para detec~ao do DNA sac os

segUintes

1) Southern blot,

2) Northern blot,

3) Dot spot,

4) Hlbridlza~ao In Situ pelo filtro (FISH),

5) Hlbridlza~ao In SI tu "

6) Rea~ao em cadeia da pohmerase

1) Southern blot

Esta tecnIca fOI descrita por SOUTHERN em 1975 e e uma das mals

usadas para a Identificayao do DNA viral nas celulas ou tecidos 0 material a

ser analisado pode permanecer congelado por vanos anos

o DNA da celula e extraido apes a digestao das proteinas e do RNA 0

DNA e segmentado usando-se dlferentes endonucleases de restri~ao e separado

pela eletroforese em gel de agarose 0 DNA e entao transferido (blotted) sobre

uma membrana de hlbridlzayao 0 DNA viral c1onado e classificado como

tendo componentes radlOatlvos ou nao e hibridlzado para 0 DNA celular no

filtro em diferentes temperaturas abalxo da temperatura de fusao

Atraves das varia~5es na concentrayao de formamlda e NaCI, na

temperatura e tambem no tamanho da sonda de DNA, diferentes nivels de

adstnngencla podem ser aphcados de acordo com 0 propesito do expenmento

A condl~ao de baixa adstnngencla pode ser aphcada para a Identlfica~ao de

DNA viral identico (temperatura media 18Co
) Apes 2 a 4 dlas de

hlbndlza~ao a membrana e lavada, secada ao ar e exposta para autorradlOgrafia

durante vanos dlas Marcadores nao radioatlvos sac visualizados atraves de
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uma reac;;ao apropriada De 0,1 a 0,01 genomas de HPV equlvalentes por celula

podem ser detectados

A modificac;;ao deste metodo (hlbndlzac;;ao revers a) pode ser usada

quando fragmentos tissulares procedentes de biopsias tern que ser investigados

para a prevalencia dos diferentes DNA vlrals em urn experimento de

hlbndlzac;;ao Depois da digestao, 0 DNA celular e caracterizado e hibridizado

para os DNA virais clonados, os quaIs tmham sldo previamente desnaturados e

transfendos sobre a membrana (GISSMANN, 1985 e DE VILLIERS, 1986)

Isto permite a detecc;;ao de cerca de 10 genomas virais equivalentes por celula,

e tlpOS conhecldos de HPV podem ser distinguidos atraves de sinais de

hlbridlzac;;ao fracos ou fortes

2) Northern blot

Esta tecnica e usada para a detecc;;ao do RN A e difere da descrita aClma

nos seguintes pontos segundo THOMAS em 1980 e SEED em 1982 0 RNA

celular e extraido e separado em urn gel desnaturante que contem formaldeido

ou hidroxldo de metil-mercurio Entao, estruturas secundarias do RN A sao

desnaturadas e moleculas lineares sao obtidas Para a hibndlzac;;ao, tanto 0

RN A como 0 DNA caracterizados podem ser usados, e altas concentrac;;5es de

adstnngencla tern de ser apltcadas porque as moleculas realtnhadas de RNA sao

mals estavels que os hibridos DNA/DNA (COX et alii 1984)

U sando este metodo, 0 RN A do HPV e identificado em tecldos e

linhagens celulares de carcinoma cervical (SCW AR TZ et aliI, 1985 e YEE et

alII, 1985)

3) Dot spot
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Em contraste com a analise pelo Southern blot, 0 DNA celular totalmente

extraido pelo fenol/cloroformlO nao e dlgerido com endonuclease de restnyao

Ele pode ser

a) colocado em urn gel desnaturado e transferido sobre uma membrana

(CUNNINGHAM, 1983),

b) desnaturado pelo aqueclmento e tratamento alcalino e transferido

dlfetamente sobre uma membrana (KAF ATOS, 1979)

Como 0 diametro destas manchas pode ser pequeno, tendo poucos

milimetros, e possivel testar mUltos especlmes em urn so filtro 0 screening

cltologlco de mulheres que sao negatlvas mostraram 1 3 a 11 % de especlmes

positlvos para 0 HPV (WICKENDEN, 1985 e PRA TILl, 1986)

A senslbilidade e especificidade destes metodos sob condlyoes de

adstringencia dao resultados satisfatorios, enquanto a hibndizayao sob

condiyoes de baixa adstringencla pode resultar em achados falso-posltivos,

devldo a hibndizayao cruzada com outras sequencias celulares Isto vem a ser

provavelmente 0 responsavel pela alta concentrayao de DNA celular nao

digerido numa pequena area do filtro

4) Hlbridlzayao lf1 sltu pelo filtro (FISH)

Este metodo de Investigayao permlte 0 exame de varias amostras em urn

so experimento (WAGNER, 1984)

Celulas sao filtradas sobre membranas, lisadas e desnaturadas pelo

tratamento alcalino Depois da neutralizayao e cozimento, elas podem ser

estocadas por vanos meses A hlbndlzayao e felta sob condiyoes de alta

adstnngencla com HPV 11 (0 qual tambem detecta 0 HPV 6 com uma eficlencla

urn pouco menor) e uma mistura de HPV 16 e HPV 18 Outros DNA virals

podem ser usados neste sistema de hlbridlzayao Depols de lavar, a

autorradiografia e felta e 0 resultado pode ser lido apos a 5 dlas
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Procedlmentos feitos com esfregayos cervico-vaglnalS POSltlVOS permltem uma

detecyao do HPV num indlce de 60 a 70% (SCHNEIDER, 1987)

Mals de 10 000 mulheres citologicamente negativas foram estudadas por

este metodo em urn trabalho, e 12% mostraram-se posltivas em proporyoes

19uals para 0 HPV 6/11 e HPV 16/18 (SOUSA, 1990)

5) Hlbndlzayao /l1 Situ

A tecnIca da hibndlzayao /l1 Situ permlte a detecyao de sequencias de

DNA ou RNA em preparayoes citol6gicas ou cortes de tecldos Tanto 0

material obtido por congelamento como aquele fixado pode ser usado, e

durante 0 procedimento a morfologla do tecldo pode ser preservada

o DNA ou RNA complementar,

radiologicamente, sao usados como sondas

Iiimlnas umidas

caracterizados quimica ou

Os cortes sao colocados em

Durante 0 pre-tratamento, 0 DNA e 0 RNA celular sao expostos e

desnaturados, uma certa quantidade de DNA ou RNA caractenzados sao

aplIcados e a hibridlzayao e reallzada durante 12 a 48 horas dependendo da

ativldade especifica e da concentrayao das sondas De acordo com a

adeslvldade requerida pela reayao, as condiyoes de lavagem sao seleclOnadas e

as laminas sao processadas para a autorradiografia (GALL, 1971)

A hlbndizayao In Situ para a detecyao do papiloma virus fOI usada

lnlclalmente no papiloma de SHOPE em cortes obtidos por congelamento,

usando sondas de RN A tntlada e analIsadas atraves da mlcroscopia 6tlca e

eletronlca (OR TH, 1971)
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Estudos realizados em matenal humano revelaram que em les5es benignas

a replicac;ao do DNA viral precede a produc;ao de proteinas do capsideo e e

pnmelramente detectada na camada parabasal (OR TH, 1980)

A hibndlzac;ao In S1tU tambem demonstra que 0 inicio da replicac;ao viral

do DNA coincide com 0 surgimento dos efeitos citopaticos, mostrando uma

interferencia da replicac;ao do DNA vlfal com a expressao dos produtos

fisiolagicos da ceratInizac;ao (CROISSANT, 1985)

Usando sondas de DNA biotIniladas, em 40% de 42 carCInomas

anogenItals foram encontrados os DNA dos HPV 16 e 18 (BECKMANN, 1985)

e, em meio as neoplasias intra-epiteliais cervicais, 10 das 16 les5es foram

positivas para 0 HPV 16 (CRUM, 1986) Este metodo tern a vantagem de

evitar a radioatividade, mas uma baixa sensibilidade foi encontrada pois ha

necessidade da presenc;a de 800 capias virais para dar positlvidade Uma

sensibilidade maior e obtida quando sondas assimetricas de RNA sao utilizadas

as quaIs tern uma grande atividade especifica e prevInem os auto-

rearranjamentos das sondas (COX, 1984) Atraves deste procedimento

podemos fazer a diferenciavao entre DN A e RN A viral durante a detecvao

6) Reac;ao em cadeia da polimerase

Esta tecnica permlte amplIficar enzimaticamente quantidades minimas de

DNA viral, portanto vem a ser uma tecnIca dotada de alta sensibilIdade, mas

que requer tecnologla mUlto complicada

Uma segunda vantagem deste metodo e que ele pode ser usado em

matenal ja incluido na parafina, porem ela podera tambem gerar resultados

falso-posltivos por contaminac;ao durante a sua realizac;ao
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I 2 8 6 Indicavoes para 0 usa dos diferentes metodos de Hlbridlzavao

- Southern blot

a) Caracterizavao do ON A viral

Este metodo mostra a mals alta sensibilidade (0,01-0,1 c6pias por

celula) e especlficidade Como ele permlte urn padrao tiplco de restnvao

dependendo do numero de cortes no genoma viral, diferentes tipos de HPY

podem ser Identlficados

b) Caractenzavao do ON A celular

A reavao de Southern blotting reversa tern uma sensibilidade acurada e e

capaz de detectar cerca de 10 c6pias por celula Ele vem a ser 0 metodo Ideal

de screening para a analise do material, que e passivel de conter uma grande

variedade de diferentes tipOS de HPV Ja definidos atualmente A detecvao do

DNA viral pode ser feita em urn unico expenmento

- Oot (spot) blot

Este metodo tern a capacidade de alcanvar uma c6pia por celula e urn

grande numero de especimes pode ser estudado em urn curto intervalo de

tempo A hibridlzavao e felta somente sob condivoes de alta adstringencia,

desta maneira uma aliquota de cada especime tern que ser hibridizada para cada

tlpO de HPY separadamente Este metodo e Indicado quando 0 material val

sofrer Investigavao para urn limitado numero de tipOS de HPY
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- Hibridizayao /11 SItu pelo filtro

Em COmparayaO com 0 dot blot eXlste somente uma diferenya em termos

de sensibilidade com esta tecnIca As indicayoes e a especificidade sac Iguals

Cerca de 105 moleculas de DNA viral podem ser detectadas em urn especime se

ele estlver concentrado em uma celula ou em urn grupo de celulas, resultando

numa mancha negra no autorradiograma Num swab cervical contendo 2x 105

celulas e somente uma celula infectada com 104 capIas de DNA viral, tanto a

Southern quanto a Dot blot nao serIam sensiveis 0 bastante para a sua

detecyao Por outro lado, a hibridizayao /11 SItu pelo filtro nao pode detectar

celulas contendo urn baIxo numero de moleculas de DNA vIral, apesar do fato

de todas as celulas poderem ser infectadas (1 em cada 2x 105 celulas)

- Hibridlzayao 111 SItu

Dependendo do metodo usado, a senslbihdade varia entre 20 a 100 capias

por celula (caracterizayao radioativa) e entre 200 a 800 capias por celula

(caracterizayao pela blOtina) Os dois metodos ainda nao sac aplicados em

grande escala, mas eles sac a unica escolha quando caracteristicas morfolaglcas

assocladas a dlferentes tlpOS de HPV t{~m que ser Identificados Vma vantagem

adiclOnal do metodo e que pode ser aplicado em materIal de arquivo
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2 MATERIAL E METODOS

2 1 SELE<;Ao DOS CASOS

Foram anal1sados, retrospectlvamente, 28 colos utennos de fetos e/ou

natimortos submetidos it necropSla no HospItal Lyndon B Johnson, Houston,

Texas, no periodo compreendldo entre janelfo de 1992 a dezembro de 1993

De acordo com a presenya ou nao de Infecyao pelo HPV nas maes destes

fetos e/ou natlmortos detectada por estudos de hibridlzayao molecular, estes 28

casos foram subdivididos em dois grupos

a) grupo 1- maes portadoras de DNA HPY,

b) grupo 2- maes nao portadoras de DN A HPV

Retrospectivamente, atraves da analise dos prontuarios, foram retiradas

mformayoes a respelto dos estudos cltopatol6gIcos dos esfregayos cervI co-

vaginais (PapanIcolaou, 1943), dos estudos colposc6picos e das bi6psias

colpodingldas, quando se fizeram necessarias e cujos fragmentos para estudo

histol6gico foram feitos segundo os criterios estabelecidos pelo Departamento

de Patologia do Hospital Lyndon B Johnson Tambem fOI obtida informayao

quanto it mtegndade ou nao da bolsa amni6tlca

Todas as pacientes faziam acompanhamento no Setor de Pre-natal do

Servlyo de Obstetricla do Hospital Lyndon B Johnson
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2 2 ESTUDO DOS COLaS UTERINOS FET AIS

2 2 1 Histopatologla

As necropslas dos fetos e natimortos segulram protocolo estabelecldo no

Departamento de Patologia do Hospital Lyndon B Johnson

Ap6s a remoyao dos 6rgaos, 0 colo utenno e isolado e fixado em

formalma nao tamponada Correspondendo aos pontelros de urn rel6gio , 12

secyoes radials de todo 0 colo sac realIzadas, processadas e emblocadas em

parafina Para cada bloco, secyoes de Smm de espessura foram colhidas e

coradas em hematoxilina e eosina as achados histol6gicos foram classlficados

como

a) normals ou metaplasia escamosa,

b) sugestlvo de infecyao por HPV, condiloma acummado ou

neoplasia intra-epltelial grau I,

c) neoplasia intra-epitelial grau II / III

2 2 2 Hibridlzayao lf1 Situ

A hibridizayao lf1 Situ segulU a tecnica conforme preconlzada por

WAGNER em 1984

Resumldamente, cortes de Smm das amostras emblocadas em parafina

foram colhidas em Himmas de vldro tratadas com 3-aminopiltnethoxlsilane

(Life Technologies, Inc, Gaithersberg, M D) e desparafinizados em xileno antes

do processamento da hibndizayao In Situ Secyoes de tecidos duplicadas, tendo

cerca de 9mm de espessura (urn a tres por bloco), foram colocadas dentro de

tubos fechados de centrifuga e preparados para a realizayao da PCR em

procedlmentos de rotlna

Secyoes de tecldos foram corados pela hematoxllIna-eosma e enviados

para estudo hiStol6gico Os achados foram classificados como



44

a) normal Imetaplasia escamosa,

b) sugestlvo de HPV I condiloma/neoplasla mtra-epitelial

grau I (CIN I),

c) neoplasIa intra-epitelJal cervIcal grau II (CIN II)/neoplasia

mtra-epitelial grau III (CIN III)

A hibndlzayao 111 Situ do DNA do papilomavirus humano fOI realizada

nos cortes de tecldo, segumdo os protocolos fornecldos pelo fabncante,

utilizando 3 coqueteis de sondas de DNA marcadas com blOtma com capacldade

para reconhecer os tipos de HPV 6/11, 16/18, 31/33/3 5 (Vira Type In Situ, Life

TechnologIes) Cada procedlmento da hibndlzayao inclulu uma sonda de

controle positlvo para 0 genoma do DNA humano e uma sonda de controle

negatlvo para sequencias de DNA desconhecldas As duas sondas ja estavam

inseridas no kit do fabncante Secyoes de tecldos positivos para tlpOS de HPV

conhecidos foram incluidas em cada procedimento

o processo da hibndizayao 111 situ incluiu incubayao do tecido

desparafimzado num reagente de dlgestao a 37Co durante 15 minutos,

desnaturayao do DNA alvo a lOOCo durante 5 minutos, e hibridizayao com

reagentes com sondas de biotina a 37Co durante 2 horas Apos a hibridizayao as

secyoes fo.ram postas em reayao com 0 antlcorpo antiblOtma conJugado com

fosfatase alcalma e esta desenvolveu-se usando-se 5-bromo-4-cloro-3-mdol

fosfato e tetrazol mtroblue

2 2 3 Reayao em cadela da polimerase

Para a reayao em cadela da polJmerase, secyoes de cerca de 9mm de

espessura (uma a tres por bloco) foram colocadas dentro de tubos de ensalO

fechados e preparados para os procedlmentos de rotina conforme Wright

precomzou em ] 990
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Aliquotas (I Oml) das amostras preparadas foram amplificadas cerca de 40

ciclos, usando-se sequencias de primers de consenso do HPV L 1 (MY II e MY

09, oltgomero sintetizado por Synthecell Corp, Rockville, MO) Plasmidlos

recomb mantes, contendo ON Ados HPV 6, II, 16 e 18 (Oeutsches

Krebsforschungszentrum, HeIdelberg, Germany), e seq:5es obtidas de

conhecldos condilomas cervicals HPV -POSltlvO foram usadas como controles

pOSltivOS

Pnmers de b-globma (PC04 e GH20, Perkm-Elmer Cetus, Norwalk, CT)

ou primers de b-actina (500 pares de base, Clontech Laboratones, Inc, Palo

Alto, CA) foram incluidos em cada cicio de amplificayao como urn controle de

ampltficayao Os controles foram examinados para a verificayao de uma

possivel contammayao

Apcs a amplificayao, as amostras foram avaliadas atraves da eletroforese

em gel de agarose (I8-mL de produto de reayao), coradas pelo brometo de

etidlO, e foram vIsualizadas atraves da luz ultravlOleta

As amostras foram processadas subsequentemente pela hibridizayao a

Southern blot, usando-se oligomeros genericos de HPV (MY 18, MY46, MY57

e WO 147 Os oltgomeros foram smtetizados por Synthecell Corp, que sac

capazes de detectar urn amplo espectro de tipos de HPV Mais tarde, as

amostras foram testadas atraves da hibndlzayao com filtro com sondas

especlficas para os tipos de HPV 6/1 I, 16, 18 e 3 1/33/3 5 Para a realizayao da

analtse da hibndlzayao as sondas foram marcadas usando-se trifosfat05-[g-P32]

de adenosma(Amersham LIfe SCIences, Arltngton HeIghts, IL) ou trifosfato-

deoxlUndme-blOtina As sondas marcadas com 0 P32 foram detectadas pela

autorradlOgrafia e as sondas blotintladas foram detectadas usando-se 0 sIstema

de lummescencia quimica ECL (Amersham Life Sciences)
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Os procedlmentos de hibridiza~ao molecular foram realIzados no

Departamento de Virologla do M D Anderson Cancer Center na cidade de

Houston, Texas

2 3 ESTUDOS REALIZADOS NAS MA.ES

2 3 1 Estudo cltopatol6glco

o diagn6stlco citopatol6glco fOI realIzado atraves de analise critenosa

das altera~oes morfol6gicas nucleares e citoplasmatlcas das celulas colhidas no

ectocervice e canal cervIcal Os esfrega~os foram dlSpOStos em duas HimInas,

fixados em solu~ao de alcool a 95% e corados pela tecnica de Papanicolaou,

1943, conforme a rotIna do Departamento de Patologla do HospItal Lyndon B

Jonhnson Os resultados foram dados conforme a classifica~ao de Richart,

1969

A analise da presenya ou nao de sequencias do DNA viral foram

realizadas utilizando-se 0 metodo da reayao em cadeia da polimerase como foi

exposto acima

2 3 2 Estudo colposc6pico

Para a realIzayao da colposcopia, foi utilizado urn colposc6pio bInocular

com conjunto 6ptico, munido de aumentos que variavam de 6x , ] 2x e 40x e de

urn filtro verde, que facIllta a apreclayao das atiplas vasculares

A bateria de soluyoes utIlizadas na colposcopia alargada foi a seguInte

a) soro fislO16gico a 0,9%, destlnado it limpeza do colo uterino e das

paredes vaglnals, 0 que facilita 0 estudo detalhado de sua

vasculanzayao,



47

b) solU(r~ao de aCldo acetico a 2%, que e vasoconstritor, coagula as

proteinas e real9a 0 contraste entre os diferentes epitelios,

c) solu9ao iodo-iodurada de Schiller, que, aplicada na fase final do

exame colposc6pico, identifica as zonas iodo-negativas que

denunciam uma dimInul9aO da concentra9ao do glicogcmo celular,

caracteristlca comum as celulas neoplasicas e as do epltellO cIlindnco

glandular do endocervlce

As Imagens colposc6plcas, registradas de manelra descntlva, foram

classlficadas neste estudo de acordo com a nomenclatura internacional

instltuida no II Congresso Mundlal de Patologia Cervical e Colposcopia, em

Graz, na Austria, em 1975

2 3 3 Estudo hlstopatol6gico

As bi6psias foram realizadas sob a mIra colposc6pica em regime

ambulatorial, com a utiliza9ao da pin9a de Kevorkian, dlspensando-se qualquer

tlpO de anestesia Com finalidade hemostatlca, procedeu-se ao tamponamento

vagInal cerrado, em todos os casos, mantendo-se a mecha de gaze por periodo

de tempo variavel entre 12 e 24 horas

Os fragmentos de colo uterino, obtldos atraves de bi6psia, foram imersos

numa solu9ao de formol a 10%, Incluidos em parafina, submetidos a cortes de 5

micra, estendldos sobre a lamina, para que fosse processada a colora9ao atraves

da hematoxiIIna-eosIna, e enta~ examInados de acordo com as normas

estabelecidas pelo Departamento de Patologla do Hospital Lyndon B Johnson

2 3 4 Rea9ao em cadela da polimerase

Os esfrega90s cervlco-vagInals foram processados de acordo com

cntenos especlficados por Ghirardlnl em 1989 Resumidamente, ap6s a

remo9ao do esfrega90 atraves da Imersao no xilol durante cerca de 24 horas,
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ele foi posterIormente tratado com a proteinase K a 0, 05% (Sigma, St LouIs,

MissourI, USA) numa soluyao tampao de fosfato salina num pH de 7 2 a 37Co

durante 5 mInutos

A reayao em cadeia da polimerase foi processada como descrita acima

Todos os fragmentos tIssulares foram analisados quanto a presenya do

ON A HPY pela reayao em cadela da polimerase como 0 procedlmento descrIto

anterIormente

Quanto a metodologia estatistica empregada, utilizou-se a analise

descrItiva dos dados, atraves de tabelas e quadros

A analise estatistica foi aplicada na comparayao dos grupos de mulheres

com hibridlzayao molecular do DNA HPY das celulas cervlcais positiva (13

pacientes) e com a hlbrIdlzayao molecular do DNA HPY negativa (15

paclentes), e na comparayao dos tipos de exames realizados, onde foram

utilizados os testes parametricos t de Student para amostras independentes e os

testes nao-parametrico Qui-Quadrado e Fisher para amostras independentes

a nivel de slgnifidincla (ou probabilidade de slgnifidincia) minImo

adotado foi de 5,0% a teste de Fisher fornece a probabilidade exata da

ocorrenCia
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3 RESULTADOS

as resultados da anilllse dos 28 casos foram distribuidos em 12 tabelas e

3 quadros

TABELA I - DlSTRIBUH;AO DA IDADE FETAL NAS MULHERES COM TESTE DA

HIBRTDlZACAO MOLECULAR

IDADE FETAL POSITIY A
(Semanas) Numero Percentual

32
33
3-+
35
36
37
38

NEGA TIY A
Numero Percentual

01 6,7
01
04
02
05
01

7,7
30,8
15.4
38,5
7,6

02
06
05
01

13.3
40.0
33,3
6.7

TOTAL
Numero Percentual

01 3,6
01 3,6
04 14,3
04 14,3
11 39.3
06 21,4
01 3,5

TOTAL 13 100.0 15 100,0 28 100,0
NOT A Nao fOl constatado alterac;ao nos resultados do exame lustopatol6glco (normal) reahzado
nos cones dos fetos, nos testes de hlbndlzac;ao In Situ (negatlva) e PCR (negauva) tanto nas
mulheres PCR posltlva, como naquelas com PCR negatIVa, para a presenc;a de DNA HPY

Na tabela estao relacionados a idade fetal e a presen~a ou nao do DNA

HPY nas celulas cervlcais das respectlvas maes Cerca de 40% dos fetos

tlnham 36 seman as enquanto 3,5% estavam na 38a semana



TABELA 2 -DISTRIBUICAO DA FAIXA ETARIA DAS MULHERES COM TESTE DA PCR

FAIXAETARIA NEGATIVA TOTAL
(Anos) Nurnero Percentual Numero Percentual

Menos de 20 09 01 6,6 10 35,7
20 a 29 04 10 66,7 14 50,0
30 e rnals 04 26,7 04 14,3

TOTAL 13 100,0 15 100,0 28 100,0

Na tabela 2 podemos observar a distribu)(;ao da faixa etaria quanto a
presenya ou nao do ON A HPY nas celulas cerVlcaIS maternas De urn total de

28 pacientes, 13 eram positivas para 0 DN A vIral, enquanto 15 tiveram seus

resultados negativos na PCR Cerca de 70% das pacientes positivas tinham

menos de 20 anos, enquanto a malOria das paclentes sem 0 DNA vIral estava

na faIxa etaria compreendida entre 20 a 29 anos
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TABELA 3 - DISTRIBUI<;Ao QUANTO AO NUMERO DE PARCEIROS SEXUAIS NAS

MULHERES COM TESTE DA PCR

NUMERO DE POSITIV A
PARCEIROS Numero Percentual

1 a 3 04 30.8
4 a 6 06 46.1
7 e mals 03 23,1

NEGA TIV A
Numero PerccntuaI

12 80.0
01 6,7
02 13,3

TOTAL
Numero Percentual

16 57,1
07 25,0
05 17.9
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TOTAL 13 100,0 15 100.0 28 100.0

Na tabela 3 observamos a correlalYao entre 0 numero de parcelros e os

resultados da PCR nas maes Da malOrIa das pacientes pOSltIvas para 0 DNA

vIral, 47% referiam 4 a 6 parcelros, enquanto 80% das pacientes negatlvas

relatavam 1 a 3 parceiros



TOTAL

TABELA 4 - DlSTRIBUIc;AO QUANTO AO INICIO DA ATIVIDADE SEXUAL (FAIXA

ETAIuA) NAS MULHERES COM TESTE DA PCR

ATIVIDADE POSITIVA NEGATIVA
SEXUAL Numero PercentuaI Numero PercentuaI

Menos de 15 09 69.2 01 6,7
15 a 19 04 30,8 03 20.0
20 e malS 11 73,3

TOTAL 13 100.0 15 100,0

Numero
10
07
11

28

Percentual
35,7
25.0
39,3

100,0
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Na tabela 4 pode-se observar a correlac;ao entre a falxa etciria das

mulheres no Inicio da atlvldade sexual e a presenc;a ou ausencia do DNA

vIral Cerca de 70% das pacientes positlvas tiveram a coitarca com menos de

15 anos, enquanto no grupo de mulheres negativas a mesma deu-se com 20

anos ou malS



TABELA 5 - DISTRIBUICAO QUANTO AO TABAGISMO NAS MULHERES COM TESTE DA

PCR

TABAGISMO
eN" de Cl arros)

Nao fuma
1 a 10
11 a 20

POSITIV A
Numero Percentual

04 30,8
08 61.5
01 7,7

NEGATIVA
Numero Percentual

09 60,0
06 40.0

TOTAL
Numero Percentual

13 46.4
14 50,0
01 3.6
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TOTAL 13 100,0 15 100,0 28 100,0

Na tabela 5 observamos a correlayao entre 0 tabaglsmo e a presenya ou

nao do DNA vIral nas maes Nao venficamos diferenya sigmficatlva entre as

mulheres tabagistas e a presenya do virus em relac;ao as nao tabagistas e a

presenc;a do mesmo



TABELA 6 - DISTRIBUlCAO QUANTO A PARIDADE NAS MULHERES COM TESTE DA

PCR

PARIDADE

Pnmlgestas
Multiparas

POSITIVA
Numero Percentual

04 30,8
09 69.2

NEGATIVA
Numero Percentual

02 13,3
13 86.7

TOTAL
Nllincro Percentual

06 21 ,4
22 78.6
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TOTAL 13 100,0 15 100.0 28 100.0

N a tabela 6 pode-se observar a correlayao entre a paridade e a presenya

ou nao do DNA viral nas maes Nao existe diferenya significativa entre

primlgestas ou multiparas e a presenya do virus



TABELA 7 - DISTRlBUI<;:AO DA PRESEN<;:A E AUSENCIA DAS LESOES CLINICAS DO

HPV NAS MULHERES COM EFEITO CITOpATICO VIRAL E TESTE PCR

LESAO EFEITO CITOpATICO VIRAL (ECV)
CLiNICA (HPV) PosJtJvo I NegatlvoI I

Numero I Percentual I Numero I Percentua] I
06 60,0 0] 5,6
04 40.0 17 94.4

Presente
Ausente

Total
Numero I Perccntual

07 25.0
21 75,0

55

TOTAL 10 100.0 100.0 28 100,0

LESAO
CLINICA (HPV) Posltlva Total

Numero Percentual NUmero Percentual
Prescntc 07 53.8 07 25,0
Ausente 06 46,2 ]5 100.0 21 75,0

TOTAL 13 100,0 ]5 100,0 28 100,0

N a tabela 7 observamos que, dentre as pacientes com lesoes

condilomatosas clinicas, apenas uma nao apresentou os efeitos cltopaticos

vlrals em seu esfregac;o cervI co-vaginal, enquanto, por ocasiao da realizac;ao

do teste da PCR, todas as mulheres com lesao climca apresentaram-se

posltivas Das 2] pacientes com ausencia de lesao clinica, ] 7 nao

apresentaram 0 efeito citopatlco viral Quanto ao teste da PCR, em meio as
2] pacientes sem lesao clinica, cerca de 15 delas foram negativas



TABELA 8 - DISTRIBUlCAO DO RESULT ADO DA PCR QUANTO AO TIPO DE BOLSA

AMNIOTICA

BOLSA HPV POSITIV A HPV NEGA TIV A TOTAL
Numero Percentual Numero Percentual Numero Percentual

integra 06 46.2 09 60,0 15 53,6
Rota 07 53,8 06 40,0 13 46,4

• 6 horas 05 38.5 02 13.4 07 25.0
• 12 horas 01 7.7 02 13.3 03 10,7

• 24 horas 01 7.6 02 13.3 03 10,7

TOTAL 13 100,0 15 100,0 28 100,0

Na tabela 8 observamos que, nas 13 mulheres posttivas, 54% tmham a

bolsa rota por ocasiao do parto, enquanto 47% tinham-na integra Nas 15

mulheres negativas, 40% referiam bolsa rota por ocasiao do parto, enquanto

em 60% das pacientes a mesma estava integra Portanto nao houve

signifidincia quanto ao estado da bolsa e a presen~a ou nao do DNA HPV na

PCR
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TABELA 9 - DISTRIBUl<;Ao DOS ACHADOS DE COLPOCITOLOG1A EM RELA<;Ao AOS ACHADOS DE

HI STOP ATOLOGIA

GRAU DA NORMAL
ANATOMIA

(BID sla)
Normal
Alterado

• CIN I
• CIN II
• CIN III

TOTAL

TOTAL

Numero
04
02
01
01

06

Percentual
66,7
33,3
16,7
16,6

100.0

04
02
02

04

ALTERADO

100.0
50.0
50,0

100,0

03

03

03

100.0

100,0

100.0

Numero
04
09
03
03
03

13

Percentual
30.8
69.2
23.1
23.1
23,0

100.0

N a tabela 9 observamos que, entre 6 mulheres com citologia onc6tica

normal, 67% delas tiveram exame hlstopatol6gico tambem normal Das 4

paclentes com citologia eIN I, 100%apresentaram histopatologia eIN I Nas

3 mulheres com citologia eIN II, 100% delas tiveram resultados de exame

hlstopatol6g1co eIN II



TABELA 10 - DISTRIBUI<;:Ao DOS ACHADOS COLPOSCOPICOS EM RELA<;:Ao AOS

ACHADOS DE HISTOP ATOLOGIA

HI STOP ATO- NORMAL ALTERADA TOTAL
LOGIA

(ZIT) (ZTA)
(BloPsla) Numero I PercentuaJ Numero I PercentuaJ Numero I Percentual

Normal 04 30,8 04 30,8
AIterado 09 69.2 09 69.2

• CINI 03 23.1 03 23.1

• CIN II 03 23.1 03 23,1

• CIN III 03 23.0 03 23.0

TOTAL 13 100,0 13 100,0

Na tabela 10 observamos que, das 13 paclentes com ZT A, 70% tinham

achados de histopatologla alterados
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TABELA II - DISTRIBUI<;Ao DOS ACHADOS DE COLPOCITOLOGIA EM RELA<;Ao AO TIPO DE viRus
ENCONTRADO NA PCR

HPV DNA NORMAL ALTERADO TOTAL
(TlpO de virus) CINr I CIN II

Numero I Percentual Numero I Percentual I Numero I Percentual Numero I Percentual
Negatlvo IS 68.2 15 53.6
POSltJVO 07 31.8 03 100.0 03 100.0 13 46,-l

• Tlpo6 01 4,5 OJ 3.5

• TlpO II O-l 18.2 OJ 33,3 05 17.9
• TlpO 16 02 9.1 02 66,7 03 100,0 07 25,0

TOTAL 22 JOO,O 03 100.0 03 100,0 28 100,0

Na tabela 11 observamos a relayao entre os achados de citologla

oncotlca e os tipos de HPV, donde nas 22 paclentes com cltologia

normal,18% acusavam a presenya do HPV 11 Dentre as pacientes com

cltologla alterada, 0 tipo de HPV mais encontrado foi 0 HPV 16



TABELA 12 - DISTRIBUl~AO DOS ACHADOS IDSTOPA TOLOGICOS EM RELA~AO AOS TIPOS DE HPV

60

TIPOSDE NORMAL ALTERADa TOTAL
DNA HPV CINI I CIN II I CINm

Nwnero I Percentual Nlimero I Percentual I Nwnero I Percentual I Nwnero I Percentual Nwnero I Percentu
Negauvo
POSItlVO

• Tlpo 6
• Tlpo II
• Tlpo 16

TOTAL

02 100,0 02 15,
05 100,0 03 100,0 03 100,0 II 84,
01 20,0 01 7,
03 60,0 03 23,
01 20,0 03 100,0 03 100,0 07 53,

05 100,0 03 100,0 02 100,0 03 100,0 13 100,

Na tabela 12 podemos observar a correla~iio entre os achados

histopatol6gicos e os tipos de HPV Entre 5 mulheres com histopatologia

alterada, 0 HPV 11 foi presente em 60% dos casos, enquanto 0 HPV 16 foi

encontrado em 100% dos achados de histopatologia alterados



QUADRO I - DISTRIBUICAO DA IDADE DOS FETOS, DAS MULHERES E DO INiCIO

DA ATIVIDADE SEXUAL EM RELACAo A ESTATISTICA

DESCRITIYA NA PCR

IDADE
I

POSITIY A
I

NEGA TIY A I
TOTAL

(n = 13) (n = 15) (n = 28)
Idade fetal (semanas)
• M&ha :t deSVlo padrao 35,1 ::l:: 1.2 36.1 ::l:: 1,4 35,6 ::l:: 1,4
• Miruma e maxIma 33 e 37 32 e 38 32 e 38

Idade das mulheres (anos)
• M&ha :t deSVlo padrao 19,0 ::l:: 3,3 27,8 ::l:: 4,7 23,7 ::l:: 6,0
• Mimma e m,b.lma 15 e 28 19 e 36 15 e 36

lniClO da atIV1dade sexual (anos)
• M&ha :t deSVlo padrao 14,0 ::l:: 2,0 19,9 ::l:: 2,5 17,I ::l:: 3,7
• Mimma e mmma 12 e 18 14 e 26 12 e 26
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QUADRO 2 - RESULT ADO DO TESTE APLICADO NA COMP ARA<;:Ao DAS MULHERES

PCR POSITIV A EM RELA<;:Ao As MULHERES PCR NEGA TIV A

VARIA VEIS RESULT ADO TESTE VALOR SIGNIFICANCIA
DO TESTE APLICADO TABELADO

Idade fetal (semanas) - 2,034 t de Student 2,06 (0,05) NS

62

Idade das mulheres (anos) - 5,780 t de Student 2,78 (0,005)

Numero de parcelros se,,:uals 0.0107 FIsher
• la3x4a6 0,011-l FIsher

IniclO da al1vldade sexual (anos) - 6,843 t de Student 2,78 (0,005)

Tabagtsmo 2.40 QUI-Quadrado 3,84 (0,05)
• I a 10 x II a 20 0.0956 FIsher

Pandade 0,1993 FIsher

S

S
S

S

NS
NS

NS
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QUADRO 3 - RESULTADO DO TESTE APLICADO NA COMPARA(:AO DOS TIPOS DE EXAMES

REALIZADOS

VARIA VEIS RESULTADO TESTE VALOR SIGNIFICANCIA
DO TESTE APLICADO TABEL ADO

Lesiio Cliruca (HPY)
• Efelto cltopatIco VIral (ECY) 0,0032 FIsher S

• DNA HPV 0,0014 FIsher S

PCR x Tlpo de Bolsa 0,229.J FIsher NS

• integra 0.60 QUl-Quadrado 3,84 (0,05) NS
• Rota 0,08 QUl-Quadrado 3,84 (0,05) NS

Achados de Cltopatologla 0.08 QUl-Quadrado 3.84 (0,05) NS

Achados de Hlstopatologla 1,92 QUl-Quadrado 3.84 (0,05) NS

PCR x achados de CItopatologla 0,0046 FIsher S

PCR x achados de HlstO atolo la 0.3590 FIsher NS
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4 DISCUssAo

Estudos recentes feltos com 0 papiloma virus humano sugerem uma

intima associaryao de certos tipos deste com a presenrya da neoplasia Intra-

epiteiIal cervIcal e com 0 carCInoma francamente Invasor (FRANCESCHI, 1983

e CRAWFORD, 1984)

As eVldenclas surglram com base em estudos histol6gicos e moleculares

que mostravam uma assoclaryao frequente do HPV com as neoplaslas cervicals

(FU et aliI, 1983 e zur HAUSEN, 1977), e atraves de estudos epldemiol6glcos,

os quais revelavam fatores de risco comuns para a infecryao pelo HPV e para 0

cancer cervIcal, ambos atualmente rotulados como doenryas sexualmente

transmissiveis (SADEGHI, 1984)

o HPV pode contribuir para 0 desenvolvimento da neoplasia diretamente

atraves das oncoproteinas virais, as quais interagiriam com as proteinas da

celula, e Indiretamente, agindo no sistema imunol6glco ou no genoma celular

Os papilomas virus sac eplteliotr6picos Existem cerca de 71 tlpOS

diferentes isolados, sendo que pelo menos 27 destes tern assegurado urn

potencial oncogenico e podem ser agrupados em tres diferentes categonas de

risco baIxo, IntermedHlno e alto

Alguns estudos tern demonstrado incidencia maJOr da infecyao pelo HPV

entre a popularyao de gestantes, juntamente com uma evoluryao mais rapida das

neoplaslas intra-epiteliais cervicais em direryao as formas Invasoras do cancer

(P ASTNER, 1990)

A transmlssao do virus para 0 feto durante a sua passagem pelo canal do

parto foi sugerida por SMITH em 1991 Entretanto, relatos de outros auto res

demonstram que cnanryas nascidas atraves de cesanana tambem exibem a

presenrya do HPV, sugenndo ocorrer a transmissao viral intra-utero e que 0
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parto abdominal nao e totalmente efetlvo na proteyao do concepto contra 0

referido virus (TSENG, 1992 e JACYNTHO, 1994)

A confirmayao da transmlssao do HPV antes do nasclmento e do periodo da

gestayao em que ela ocorre e fundamental A analise criteriosa de material

fetal nas diferentes fases do periodo gestaclOnal poderia provar esta hlp6tese

o possivel contagio das celulas embrionanas com 0 HPV fana delas produtoras

VlfalS e poderia dar Inicio a transformayao neoplasica das mesmas

Em nosso estudo, os colos uterinos dos fetos e natimortos de 32 a 38

semanas, cUJas maes apresentavam, nas amostras de celulas e tecldos cerVlcalS,

sequencias do HPV detectadas pela reayao em cadeia da polimerase, nao foi

possivel a demonstrayao da presenya do DNA viral atraves da hibndizayao "in

SitU" 0 mesmo ocorreu com 0 estudo realizado pela reayao em cadeia da

poiImerase

Adicionalmente, com 0 estudo histol6gico destes colos uterinos, nao

foram observadas alterayoes sugestivas da presenya do HPV, como tambem

nao foram evidenciadas alterayoes condizentes com a presenya de neoplasia

intra-eplteiIal cervical

A hibridlzayao "In situ" permite-nos a correlayao entre a dlstribuiyao do

DNA viral e 0 tlpO de celula Infectada, e e a tecnica mals Indlcada em estudos

retrospectivos (THOMPSON, 1992) Entretanto, trata-se de tecnica que

apresenta senslbilidade Infenor, quando comparada com outras pro vas de

hlbridlzayao molecular, e pnncipalmente quando sondas blOtmiladas sac usadas

(DEPALO, 1991)

Devldo a estes aspectos tecnIcos, fOI reaiIzada tambem a reayao em

cadela da polimerase com controles positivo e negativo seguida pela tecnica de

Southern blot que e atualmente considerada a mals sensivel das provas de

hibndizayao molecular (PRA TILl, 1986), e os resultados foram comcidentes
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Em 1986 BENDER reportou que a frequencia de verrugas genitais em

cnanyas, desde recem-nascidos ate adolescentes, havia crescI do mUlto, fato

corroborado por ROCK e colaboradores tambem em 1986

Em 1980 STUMPF, estudando lesoes verrucosas penneals em cnanyas,

sugenu que a transmlssao do HPY poderia ocorrer durante a gestayao atraves

da via hematogellica ou ascendente, durante 0 nasclmento ou logo apos 0

parto

Em ] 993 ARMBRUSTER-MORAES sugenu a presenya de Viremia e

descreveu alguns sintomas os quais poderiam ser os prodomos da infecyao pelo

HPY Se eXlste viremia, entao a lllfecc;;ao por via hematogenica pod era dar-se

com 0 virus atravessando a barreira placentana, infectando os conceptos e

podendo, atraves da sua inclusao nas celulas embnonarias, causar alterac;;oes na

morfologia fetal (BARCELLOS, 1990)

Em nosso estudo nao constatamos a presenya do HPV nas celulas do

colo uteri no fetal, sugerindo que a transmissao intra-uterina nao ocorre, ou

que, se presente, a Infecyao pelo mesmo esteja numa fase ainda muito iniclal,

nao dando alterayoes celulares que pudessem ser detectadas, seJa atraves da

microscopia otica ou atraves da hlbndlzac;;ao molecular Salientamos que, pela

propria dificuldade de amostragem, 0 numero de casos e limitado, e que 0

estudo deve ser contlnuado com uma ampliayao da amostra de manelra

prospectiva e com pesqUisa do DNA HPV no sangue materno, no liquldo

amlllotico e na placenta

As Infecc;;oes pelo HPV saD partlcularmente frequentes entre ] 5 a 40

anos, correspondendo ao periodo de atlvidade sexual maxima, utilizac;;oes de

antlconcepclOnals hormonals, gestayoes e riscos maiores de lllfecyoes gellitais

(J ACYNTHO, 1994) Em nossa amostra, observamos que a media de Idade das

pacientes com celulas cervlcais, apresentando DNA viral, era de ] 9 anos, fato
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concordante com a literatura (ORIEL, 1971), enquanto a media de idade das

pacientes PCR negativas foi de 28 anos

De acordo com estudos realizados por FUJIMOTO em 1985, as mulheres

que apresentavam les5es condilomatosas tinham em sua hlst6ria urn numero

malOr de parceiros em relayao a populayao geral Fato comprovado em nossa

amostragem, onde 46 % das paclentes que tmham DNA HPV em suas celulas

refenam 4 a 6 parceiros sexuais contra 1 a 3 parcelros em 80% das gestantes

DNA HPV negativas

o iniclO precoce da atividade sexual delxana a mulher mals vulneravel ao

apareclmento das doenyas sexual mente transmissiveis (ALVES, 1984), 0 que fOI

comprovado em nosso grupo de estudo, onde 70% das pacientes DNA HPV

positlvas imciaram sua vida sexual com menos de 15 anos, contrapondo-se ao

grupo DNA HPV negativas, onde 74% tiveram a sua primeira relayao sexual

com mais de 20 anos

Autores como BURGER em 1993 e FEARON em 1992, concluiram que 0

tabagismo esta associ ado com 0 decrescimo do antigeno apresentador das

celulas de LANGERHANS no epltelio cervical normal, produzindo urn defeito

Imunol6gico local, 0 qual facilitaria a Infecyao e a perslstencia do papiloma

virus humano Este fenomeno sena dlretamente proporclOnal ao numero de

cigarros consumldos dlanamente Em nossa amostra nao encontramos

slgmfidincla estatistica entre 0 uso do tabaco e a presenya do DNA viral

Quanto a relayao entre pandade e presenya do virus na celula, nao fOI

sigmficativa em nossa amostra, fato concord ante com os achados de IIteratura

(P ATSNER, 1987)

o dlagn6stico citol6gico de Infecyao pelo HPV caracteriza-se pela

presenya de coIiocltose, dlsceratose e anomalias nucleares (MEISELS e

MORIN, 1982) Os esfregayos da mfecyao pelo HPV apresentam-se llmpos,
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com pouco ou nenhum Infiltrado inflamatorio e com predominancia de celulas

disceratoticas e poucos coilocitos ou, ao contrario, predominancia de coilocitos

e escassez de celulas dlsceratotlcas(DEXEUS, 1989) Autores sugeriram que

as altera<;:oes citoplasmatlcas observadas nos coilocitos provavelmente eram

produzidas pelo HPV (A YRE, 1949 e DEGIROLAMI, 1967)

Em 1981, CASAS-CORDERO observou que as celulas coilocitoticas

estavam sempre presentes dentro do epitellO, em todos os casos de condlloma

nos quais as particulas virais foram encontradas Porem, a presen<;:a dos

coilocitos nao Implicaria necessanamente a presen<;:a do virus

As caracteristlcas cltopatologlcas nao distinguem as varias formas

clinicas, colposcopicas e histopatologlcas da infec<;:ao, (ALMEIDA FILHO,

1994) Em nossa amostra, de urn total de 7 pacientes com lesoes clinicas

decorrentes do HPV, 6 tinham dlagnostlco cltologico positivo para a presen<;:a

do virus, enquanto uma gestante nao apresentou os criterios para a infec<;:ao em

seu esfrega<;:o Este fato pode ser exphcado pelos achados de CASAS-

CORDERO em 1981, onde 0 autor conclul ser a coilocltose 0 result ado de

modifica<;:oes citoplasmaticas progressivas causadas pelo efelto citopatogenico

do HPV

As provas de hibndlza<;:ao molecular dos aCldos nucleicos saD os UnICOS

metodos capazes de determinar a presen<;:a do HPV com alta sensibilidade e

especificldade (DE VILLIERS, 1992)

Sua pnnclpal finalldade e a Identlfica<;:ao dos tlpos OU sub-tlpos do virus

presentes na infec<;:ao Atraves deste metodo tambem e possivel a detec<;:ao de

sequenclas de HPV em tecido onde nao eXlste expressao clinica, ou seJa, a

Infec<;:ao est a em estado latente

Em nosso grupo, observamos que, dentre 7 mulheres com lesao clinlca

condllomatosa, todas elas apresentaram resultados positivos na prova de
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hlbndlZayaO, enquanto nas 21 paclentes com ausencla da doenya climca, 6

delas foram positlvas na PCR e 15 tlveram seus resultados negativos

Na correlayao que fizemos entre 0 resultado da PCR nas gestantes e 0

estado da bolsa ammotlca, se Integra ou rota, venficamos que, dentre 13

mulheres com sequencias vIrais posltlvas, 53,8% tinham a bolsa rota, enquanto

46,2% apresentavam a mesma integra Nas 15 mulheres DNA HPV negativas,

40% tinham a bolsa rota, enquanto 60% apresentavam a mesma com

Integndade Este achado, portanto, nao foi slgnificatlvo

Relatos de literatura sugerem uma intima associayao entre 0 HPV e 0

carCinoma do colo uteri no (DORES, 1994) Em nossa amostra, verificamos a

presenya de 7 exames cltologicos alterados dentre as 13 mulheres com DNA

HPV positivo, donde 3 casos correspondiam a CIN II e, quando biopsiados,

tiveram CIN III como resultado Dos 4 casos correspondentes a CIN I na

cltologia, 2 deles tiveram 0 seu resultado confirmado pela hlstopatologla,

enquanto os outros 2 apresentaram 0 equivalente a CIN II na biopsla

Autores publicaram vanos trabalhos sobre 0 numero de falsos-negatlvos

na citologla oncotlca (COPPLESON, 1974)e (KOSS, 1989) Em nos so grupo,

observamos 6 paclentes com cltologlas negativas que foram biopsiadas devido

a alterayoes na colposcopla Verificamos 2 casos de neoplasia intra-epitellal

cervical, grau I e grau 11 respectlvamente

o uso da colposcopla como metodo diagnostlco das CIN provou ser

altamente sensivel (ZANINI-KOSLINSKI, 1992) Em nossa amostra, num total

de 13 pacientes, 100% delas apresentaram exame colposcoplco com alterayoes

e, quando biopsiadas, 70% tlveram a presenya de CIN na histopatologia

EXlstem Inumeros relatos associando os vanos tipos de HPV com lesoes

condilomatosas bemgnas e malignas (MALDONADO, 1994) Em 1985, zur

HAUSEN, analisando vanos casos de lesoes pre-neoplaslcas do colo utenno,
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venficou que as altera~5es menos graves estavam assocladas ao tipos de HPY

6/11, enquanto as les5es mais graves denunciavam a presen~a dos HPY 16/18

Corroboramos este fato em nosso estudo, onde venficamos que, dentre 13

pacientes DNA HPY positlvas, 54% tinham suas les5es associadas ao HPY 16 e

que 0 mesmo fazla-se presente em 100% dos casos de CIN III, enquanto os

HPY 6 e 11 estavam presentes nas les5es com menor grau de atipia

Em nosso grupo de estudo, ficou patente a importancla da avalta~ao

cntenosa das pacientes portadoras de les5es condilomatosas vlrals, devldo

serem as mesmas mals propensas a apresentarem altera~5es nos achados

cltol6gicos e histopatol6glcos

Apesar de nossa amostra ser pequena, nao nos foi possivel caracterizar a

presen~a do HPY nos colos utennos fetals, mas vIslumbramos uma nova ltnha

de pesquIsa, utiltzando-se uma amostra maior e tambem fazendo analise atraves

da PCR do liquido amini6tico e placenta
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5 CONCLUSOES

Ap6s a eXpOSlyaO dos dados conclui-se que

a) nao foi constatada a presenya do DNA HPV nas celulas cervlcals de

fetos e natimorto de mulheres que comprovadamente tInham

sequenclas virais em suas celulas cervlco-vaginais, sugenndo desta

maneira ausencla de transmissao Intra-utero,

b) nao fOI demonstrada alterayao nos estudos de histopatologla dos

cervices utennos fetais e ou natimorto de pacientes que

comprovadamente tinham a presenya do DNA HPV em suas celulas

onundas do colo e paredes vaginais,

c) 0 tipo do papiloma virus humano mals frequentemente encontrado nas

les5es de alto grau foi 0 HPV 16, enquanto 0 HPV II foi mais

frequente nas les5es cervicals de baixo grau

d) 0 perfil da mulher DNA HPV posltiva vem de encontro com aquela

mulher pertencente ao grupo etario mais jovem, com Inicio precoce

de vida sexual e promiscua

Em razao da amostra estudada em ambos os grupos ser pequena,

aconselha-se a contInuldade desse trabalho para venficar se as conclus5es

aClma terao ou nao confirmayao
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