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RESUMO

A infec¢do pelo papiloma virus humano € responsavel por uma grande

variedade de lesdes proliferativas em animais e também em seres humanos. A

mesma possul uma intima associagdo com as neoplasias do trato genital inferior.

Pouco se sabe sobre a sua transmissibilidade principalmente no que

uterinos de fetos e ou natimortos, analisando através de métodos de hibridizagao

molecular, como a reagdo em cadeia da polimerase e a hibridizacdo in situ,
somadas a estudo histopatologico, a presenga ou ndo de segiiéncias virais ou

efeitos citopaticos da infecgdo pelo HPV.

Estes colos foram obtidos de material de arquivo num estudo retrospectivo
onde 13 deles tinham suas maes portadoras do virus em sua forma clinica ou
latente, enquanto 15 mulheres ndo apresentaram o virus. Todas as pacientes foram
analisadas através da colpocitologia oncotica e também pela reagdo em cadeia da

polimerase.

O nosso estudo sugere que a infecgdo do colo uterino pelo HPV ndo ocorre

~durante o periodo gestacional.



ABSTRACT

The papillomavirus infection is responsible for a wide wvariety 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 hibridisation, polimerase chain
reaction and histology the presence or not of the papillomavirus nucleic acid and

viral cytophatic 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.



1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

A infecgdo do trato genital inferior pelo papiloma virus humano (HPV) €
considerada atualmente uma das doengas de transmissdo sexual mais freqiente
em todo o mundo. Todavia, apesar de ser conhecida desde a Antiguidade,
somente na década de oitenta € que ela passou a ter uma maior atengao,
particularmente por sua intima relagdo com as neoplasias genitais malignas e

seus precursores (zur HAUSEN, 1976).

Dependendo do método utilizado e do tipo de tecido examinado, cerca de
10% da populagdo geral apresenta o DNA viral no interior do nucleo de células

cervicais.

Existem algumas evidéncias apontando para uma maior incidéncia da
infeccdao genital pelo papiloma virus humano entre as mulheres gravidas
(SCHNEIDER, 1987). Enquanto isso o comportamento da infecgdo viral ¢ ainda
incerto em meio a populagio de gestantes e o modo de transmissdo desta no
bindmio mie-feto ¢ quase desconhecido. A maneira mais plausivel de explicar

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

Por outro lado, relatos de papilomatose laringea juvenil (KASHIMA,
1987), de condiloma acuminado congénito (TANG, 1978), de presenga do DNA
do HPV em prepucio de recém-nato (ROMAN, 1986), na cavidade oral e
também em liquido amnidtico (SEDLACEK, 1989) de neonatos clinicamente
normais nascidos de cesariana sugerem uma via de transmissdo intra-uterina

através da placenta ja antes do nascimento.
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1.1 O COLO UTERINO FETAL

Em termos gerais pouca atengdo foi dada ao estudo do colo uterino fetal.

Sabemos que ha um predominio do colo em relagdo ao corpo do utero
dando um aspecto de uma cérvice tremendamente hipertrofiada tanto em

sentido longitudinal quanto transversal.

1.1.1 Anatomia

As medidas realizadas em utercs procedentes de diversas semanas de
gestagdo comprovam que as diferengas de tamanho entre corpo e colo viao
diminuindo paulatinamente a medida que a gestagdo aumenta, conquanto o
comprimento total tenha uma aceleragdo de seu crescimento a partir da 32a.

semana de gestagdo.

As observagdes feitas por BONILLA em 1959 confirmam o indice de
MEAKER (1934), que nos permite obter detalhes mais precisos acerca da
relagdo entre as dimensdes do corpo e do colo uterinos ao longo do periodo
gestacional. Até 24 semanas o indice ¢ de 0,13, Este aumenta gradativamente
até um valor médio de 0,38 ao término da gravidez, o que indica que, nesta
época, colo e corpo tendem a igualar-se, sendo que existem uteros cujos
cérvices continuam maiores em comprimento que O respectivo corpo. A
involugao da cérvice uterina vai realizar-se em sua maioria na vida extra-

uterina.

O orificio cervical externo apresenta-se em fenda transversa com um
relevo irregular do portio uterino que vem a contrastar com a superficie lisa da
cérvice da nulipara. Este achado se deve ao canal cervical que ainda n3ao esta
totalmente formado.

A forma do canal cervical ¢ bastante variavel, ele pode apresentar-se sob

a forma cilindrica, conica, fusiforme, ovoide e copa invertida.



Predomina com evidéncia a forma cilindrica, vindo depois a cdnica, a
fusiforme e as outras mencionadas anteriormente. Estas diversas formas tém
relagdo com a idade gestacional e sio conseqiiéncia dos estreitamentos que
dardo lugar aos orificios cervicais interno e externo. Quando ndo ocorre a
estenose, o canal cervical toma uma forma cilindrica. O estreitamento ao nivel
do orificio cervical interno proporciona um formato cénico e, quando comega a

estenosar-se, a parte inferior adquire a forma fusiforme.

Apesar de ser dificil de se identificar, o istmo uterino pode ser
reconhecido a partir de 20 semanas (SONG, 1964).

Muitas vezes a cavidade cervical ndo se apresenta totalmente
desenvolvida ao final do periodo gestacional; em alguns casos persiste a forma
cilindrica. Isto traz uma consequéncia clinica chamada incompeténcia cervical
congénita (BONILLA, 1961), a qual existe em 33% dos uteros fetais dos quais
alguns evoluiram até formar-se o orificio cervical interno (BONILLA, 1963),
enquanto em outros casos a anomalia persistira e dara lugar a sindrome da

incompeténcia istmo-cervical.

1.1.2 Histologia

Ao redor da 24" semana, o epitélio pavimentoso esta perfeitamente
diferenciado, podendo-se contar 15 a 20 camadas celulares. As camadas
superficiais sdo aplanadas e as camadas intermediarias tém um aspecto claro
muito nitido. A camada basal é formada por 2 a 4 camadas de células cubicas,

pequenas com um nicleo grande e pouca quantidade de citoplasma.

Nos uteros das recém-nascidas de termo, o epitélio tem uma espessura
maior com 30 a 40 camadas de células que em sua maioria correspondem a

camada intermediaria. A reacdo de PAS, sem a agdo da diastase, é fortemente



positiva. A camada basal continua exibindo as caracteristicas citadas

anteriormente, embora seus nicleos mostrem uma certa verticalidade.

As células parabasais podem ser reconhecidas por sua forma octogonal e
seu citoplasma relativamente denso, mas fica muito claro que nao existe

proliferagdo das células basais.

O epitélio cilindrico que recobre o canal cervical é formado por uma
camada de células cubicas. Elas vdo se tornando mais cilindricas a partir da 20°
semana (WITSCHI, 1970), a secregdo € intensa como também o € a sua
coloragdo pelo PAS. Caracteristicas idénticas tem o epitélio glandular com as

glandulas repletas de secregdo em seu interior.

Na cérvice do utero fetal ndo se detecta a reagdo decidual da mesma.

1.1.3 Fisiologia

O colo uterino fetal secreta enorme quantidade de muco, pois € rico em
glandulas. A secregdo € tdo grande que chega a fazer uma replegdo completa
das cavidades tanto endocervical quanto corporal e ainda mesmo a vaginal. A
consisténcia do muco € muito firme e a sua aderéncia é consideravel. A
cristalizagdao do muco € sempre negativa (AMUNDARAIN, 1962). O seu

comportamento € idéntico ao muco do colo gravidico.

A comparagdo inevitavel do colo fetal com o colo gravidico vem do fato
de o primeiro ter um tamanho consideravel, consequéncia de um processo
hiperplasico que se manifesta histologicamente através da proliferagdo do
epitélio pavimentoso e também do glandular com uma conseqliente secregao

intensa de muco por parte deste ultimo.

Ambos estdio submetidos a influéncia dos esteroides sexuais. Estudos

indicam que a concentragdo de estrogénios no sangue fetal é 70% maior que a



encontrada no plasma materno (SKLOW, 1942). O feto esta inundado por
hormoénios durante seu desenvolvimento intra-uterino. De todos os esteroides,
0 mais pronunciado € o estriol, por ser o metabolito que predomina durante a
gestagdo. Como ¢ de se esperar, a hormonologia muda radicalmente apos o
nascimento, pois o feto nao consegue secretar os hormdnios no mesmo ritmo,
sendo que lhe faltam os precursores que eram fornecidos anteriormente atraveés
da mie. Tal deprivagdo tem uma repercussao de forma ostensiva no aparelho

genital.

Clinicamente se tem observado que os genitais externos da recém-nascida
sdo edemaciados e congestionados. Durante a primeira semana de vida extra-
uterina, observa-se a apari¢do de um fluxo claro e viscoso que inicialmente se
torna amarelo e mais espesso posteriormente. Pouco a pouco o edema, a
congestdo e a descarga leucorréica vio desaparecendo. As vezes o fluxo tem
caracteristicas sanguinolentas. A hemorragia aparece entre o terceiro e o sexto
dia do periodo pos-natal e tem uma frequiéncia estimada em 3% dos casos.

Estes dados caracterizam o que chamamos de crise genital da recém-nascida.

A explicagdo deste quadro é facil se recordarmos a agio morfogenética
do estriol, que sobre os genitais externos provoca um edema (BACHMAN,
1935) e tem uma ag¢do mais efetiva na abertura do introito vaginal do que a
estrona ou o estradiol. Seu efeito sobre a cornificagdo vaginal é dez vezes mais
intenso do que o causado por outros estrogénios. Diferengas mais acentuadas
existem no tocante ao efeito morfogenético sobre o utero. Enquanto o estradiol
provoca uma proliferagdo intensa do endométrio e do miométrio, o estriol
desencadeia uma hipertrofia do canal cervical acompanhada de dilatagdo e
acentuagdo do pregueamento da sua mucosa (PUCK, 1956), estimulando
intensamente a secre¢do de muco. Como ndo tem ag¢do sobre o endométrio, ndo

causa hemorragia de deprivagdo hormonal (SCHILLER, 1945).

No utero fetal a mucosa do corpo € muito simples, formada por uma

camada unica de células cilindricas baixas ou cubodides com pequenas



invaginagdes que indicam o lugar das futuras glandulas (FLUHMANN, 1961).
Enquanto as células do colo s@ao PAS-positiva, as células do corpo siao PAS-
negativa. Isto significa que estas ultimas n3o respondem aos estimulos

hormonais.

Todas as investigagdes feitas em cérvices fetais vém a comprovar que
existe uma extensa descamagdo celular durante os primeiros dias de vida, a qual
vai cedendo paulatinamente através do desaparecimento das células superficiais
e aparecimento simultaneo de células dos estratos profundos. Ao término de

trés semanas se observa uma atrofia intensa.

Quanto a interpretagdo dos achados citologicos, elas sdo dispares.
Alguns autores os consideram estrogénicos (ALEXIU, 1938 e MONTALVO,
1952) enquanto FRAENKEL e PAPANICOLAOU em 1938 os compararam com
o esfregago pré-ovulatorio da mulher adulta. O escasso numero de nucleos
picnoticos fez AYRE em 1951 suspeitar ser o estimulo estrogénico insuficiente.
Para SMOLKA em 1954, o quadro citologico se assemelha a uma gravidez,
enquanto BECK em 1956 acredita que eles traduzem tanto ag¢do estrogénica

quanto androgénica.

Podemos resumir estas observagdes dizendo que, nos primeiros dias de
vida da recém-nascida, pode-se comprovar descamag¢do intensa de um epitélio
proliferativo, que € prontamente substituida por um quadro citologico de

atrofia.

Certamente tanto o colo uterino fetal como a cérvice da mulher gravida
estio submetidos a estimulos hormonais semelhantes, mas a conduta de ambos
como orgdos efetores nao € a mesma, posto que no colo fetal nao se observa
hiperplasia da camada basal do epitélio pavimentoso, nem vascularizagdo tao
intensa que transforme o colo em um orgdo cavernoso. Evidentemente existe
hipertrofia consideravel dos elementos glandulares e secregdo abundante de

muco que se comporta fisico-quimicamente como o muco cervical da gravida.



Mas, desaparecida a influéncia hormonal gravidica, apenas se descamam as
células cervicais, de maneira que o colo fetal ndo contribui praticamente na

crise genital da recém-nascida.

1.2 O PAPILOMA VIRUS HUMANO

O papiloma virus humano pertence a familia papovaviridae, que ¢ uma
familia de virus de DNA constituida por dois géneros:

a) género A- papiloma;

b) género B- polioma e

SV-40 (Simian Vacuolating Virus).

Uma das principais diferengas entre os dois géneros € que o papiloma
virus ndo pode ser cultivado e ¢ especifico de certos hospedeiros e de certos
hospedes, ndo causando assim infecgdo em outras espécies. O virus do polioma

pode ser cultivado e ndo afeta o homem.

No género papiloma estdo compreendidos outros virus, como o papiloma

virus bovino e o papiloma virus de Shope.

O papiloma virus humano ¢ pequeno com cerca de 50um de diametro.
Seu genoma € constituido por 8.000 pares de bases com peso molecular de
5,2x10°daltons. O capsidio viral é composto por 72 capsdomeros organizados em
uma estrutura icosaédrica (PFISTER, 1987).

As particulas virais se diferenciam entre si pela sequéncia dos
nucleotideos do DNA.

Até o momento foram identificados 60 tipos de HPV pela hibridizagdo
molecular., Um HPV ¢é considerado um novo tipo quando seu DNA tem menos
que 50% de homologia com o genoma de um outro tipo ja definido (DE
VILLERS, 1988 e Howley, 1986).



A organizagdo gendmica de todos os papilomas virus parece ser similar.

O genoma pode ser dividido em 2 regides codificadoras separadas por um
segmento ndo codificado:

- a regido codificadora E (early: precoce), que representa cerca de 45%
do genoma viral, contém os genes E1-E8, que sdo necessarios para a
replicagdo viral e para a transformagdao celular. Os genes E6-E7 estdo
implicados como genes de transformag¢do oncogénica do HPV 16-18;

- a regido codificadora L (/ate: tardia), que representa ao redor de 40%
do genoma viral, contém os genes L1 e L2, que codificam as proteinas

estruturais do capsideo viral.

A regidao nao codificadora esta localizada entre o término da regido L e o
comego da regido E. Denominada comumente por LCR (long control region),
representa cerca de 15% do genoma viral, e intervém no controle da expressdo

dos genes virais (SOUSA, 1990).

Cada tipo de HPV esta associado a uma entidade clinico-patologica
diferente, se bem que outros tipos possam também associar-se com a mesma

entidade.

A especificidade tissular dos HPV € aparentemente exclusiva para o

epitélio pavimentoso e para as mucosas.

Do ponto de vista de suas propriedades biologicas, os virus se dividem
em 3 grupos:

a) virus cutaneotropicos em individuos imunologicamente normais,

b) virus cutdneotropicos em individuos imunodeficientes;

¢) virus mucosotropicos que infectam as mucosas genitais, bucal e

respiratoria.

Dos 60 tipos ja identificados, 23 atuam na esfera genital.
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O primeiro virus implicado na oncogénese e estudado junto a cofatores
quimicos aceleradores da transformagido maligna foi o papiloma de Shope na

década de 30 (SHOPE, 1933 e RAUS, 1944).

Os papilomas virus mantiveram-se alienados dos estudos da oncogénese
viral durante 40 anos devido a impossibilidade de serem cultivados in vifro e de
sO se replicarem em células diferenciadas. Na metade da década de 70, com o
aperfeicoamento das técnicas de biologia molecular, muitos progressos
aconteceram e foi entdo descoberto a heterogenicidade dos papilomas virus. So
recentemente, porém, foi dada a devida importincia ao papel do virus na
carcinogénese. Hoje em dia, ha uma abundante literatura implicando o HPV na
génese do carcinoma do trato genital inferior, dos carcinomas cutaneos

associados com epidermodisplasia verruciforme e também de outros tumores.

A infecgdo genital pelo HPV é uma doenga de transmissdo principalmente
sexual. Sua maior incidéncia € na faixa etaria correspondente aos 20-30 anos,

mais frequentemente entre os individuos promiscuos.

A relagdo causal entre condiloma e HPV, sugerida por particulas virais
(DELLA TORRE, 1978) ¢ por evidéncias mediante métodos
imunohistoquimicos (DELLA TORRE, 1983, FERENCZY, 1981, MORIN, 1981,
WOODRUFF, 1980), foi confirmada recentemente pelos estudos de KREIDER
et alii em 1985, que satisfizeram o 3° postulado de KOCH, segundo o qual um
agente etiologico isolado e cultivado reproduz a doenga uma vez inoculado em

um animal de laboratorio.

Estes autores reproduziram um condiloma inoculando debaixo da capsula
renal de um rato atimico um fragmento de mucosa da zona de transformacgdo de
um utero obtido durante uma histerectomia, previamente infectado com HPV
11. Uma vez sacrificado o animal, o exame do rim extraido e fixado em formol

demonstrou a presenga, no lugar da inoculagdo, de uma lesio com as
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caracteristicas morfologicas do condiloma e que mostrou-se positiva na
investigagdo imunohistoquimica e nos estudos moleculares, com positividade na

reagao com sonda para o HPV 11.

1.2.1 Formas de Infecgdo

A infecgdo do trato genital inferior pelo HPV se divide em clinica, sub-

clinica e latente.

1.2.1.1 Infecgdo Clinica

A forma clinica é aquela que se evidencia clinicamente, ou seja, mediante
a observagdo a vista desarmada.

O diagnostico das formas clinicas de infecgdo pelo HPV ndo apresenta
dificuldades. Os condilomas acuminados dos genitais externos s3do bem
conhecidos dos ginecologistas, urologistas e dermatologistas e tiveram suas

primeiras descrigdes feitas pelos gregos antigos.

Durante muitos anos, pensava-se que as verrugas cutdneas e O0sS
condilomas genitais eram uma so0 afec¢do com diferentes expressdes clinicas,
devidas a sua diferente localizagdo anatdmica. A etiologia viral das verrugas
cutaneas foi posta em evidéncia por CIUFFO em 1907 e estabelecida de modo
definitivo no final da década de 40 com a demonstragdo de particulas virais
mediante a microscopia eletrdnica.

A
etiologia viral dos condilomas foi demonstrada depois por DUNN e OLGIVIE
em 1968 e ORIEL e ALMEIDA em 1970, utilizando-se do mesmo método.

O aspecto macroscopico dos condilomas exofiticos (acuminados) é o de
pequenas formagdes sésseis, papilares, multiplas, em formas de pequenos cistos
cobertos por epitélio ceratotico. Estes condilomas localizam-se em regides

umidas, especialmente aquelas expostas a fricgdo durante o ato sexual. Desta
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maneira, os lugares mais freqientes na mulher sdo a parte posterior do introito
vaginal, os labios menores e o vestibulo, a zona anal e perianal. As lesdes
aumentam de tamanho com o passar do tempo. Com freqiéncia, sio confluentes
com um crescimento em forma de “couve-flor” (lesdes papilomatosas) e podem
ocupar também grande area da vulva e perineo. A grande maioria das lesdes
exofiticas esta relacionada com o HPV 6 e 11. Segundo COUPEZ em 1974, a

infecg¢do clinica é rara no colo do utero.

A infecgdo clinica pode apresentar-se de 3 formas:
a) papiloma ceratinizado;
b) aspecto ceratosiforme;

¢) papilomatose.

1.2.1.2 Infecgdao Sub-Clinica

Somente em anos mais recentes € que os chamados condilomas planos ou

formas sub-clinicas da infec¢do pelo HPV foram identificados.

Na década de 70 (MEISELS e FORTIN, 1976 e PUROLA e SAVIA,
1977), foi demonstrado que algumas lesdes citologicas, até entdo classificadas
como neoplasia intra-epitelial cervical grau I (CIN I), eram atribuidas a um

efeito citopatico viral.

A infecgdo sub-clinica € a forma mais frequente de infecgio pelo HPV no
colo uterino. O diagnostico € muito dificil e sO € possivel mediante o emprego

da colposcopia apos a aplicagdao de acido acético a 2%.
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1.2.1.3 Infecgdo Latente

Uma célula infectada pelo HPV pode niao mostrar sinais de infec¢do do
ponto de vista de alteragdes na sua morfologia. Mesmo assim, esta mesma
célula se replicara e amadurecera como se o genoma viral estivesse inativo ou
latente. Conquanto o genoma viral persista, isto resultara numa infecgdo sem
alteragdo do fenotipo escamoso normal, determinando assim o que chamamos
de infecgdo latente. Evidéncia disto vem da habilidade em detectar-se
sequéncias do DNA do HPV obtidos de raspados da zona de transformagio
cervical apesar de n3o haver alteragdes citologicas evidentes (LORINCZ,
1986).

O genoma viral pode persistir em cultura de células in vitro sem
alteragdes na morfologia celular ou nas caracteristicas de crescimento da

mesma (LANCASTER, 1975 e LA PORTE, 1982).

Epitélios histologicamente normais, adjacentes a condilomas, ou
neoplasias intra-epiteliais freqiientemente contém seqiiéncias de DNA wviral
(FERENCZY, 1985). O mecanismo que controla esta laténcia ndao € conhecido,
mas, durante a gestagdo, uma lesdo causada pelo HPV freqientemente se
desenvolvera na cérvice para involuir somente apos a gravidez (KISTNER,

1955).

E possivel que, durante a infec¢do latente, o sistema imune, ou algum
fator controlado pelo sistema imune, seja capaz de manter a expressdo génica
do HPV num estado no qual a morfologia celular ndo se modifique. Uma vez
que o sistema imune seja perturbado, como durante a gestagdo, o hospedeiro
perde o controle sobre a expressdo génica viral, a qual resulta na ativagdo do
genoma viral e na indugdo das alteragdes celulares. Esta hipotese sugere a
existéncia de um fator humoral produzido pelo sistema imune, o qual pode

reprimir a expressdo génica viral.
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A vigilincia imunoldgica é um mecanismo atrativo para explicar a

laténcia, entretanto alguns mecanismos alternativos também poderiam ter o seu

papel.

Fatores afetando a replicagdo celular e a diferenciagdao podem controlar a
expressdao génica do HPV. A sintese dos polipeptideos estruturais do virus na
neoplasia intra-epitelial cervical grau I (CIN I) e neoplasia intra-epitelial
cervical grau Il (CIN II) parece ser modulada, quando a neoplasia intra-

epitelial cervical grau Il (CIN III) esta também presente (KURMAN, 1983).

Normalmente os antigenos virais ndo sdo detectados nas lesdes
correspondentes a CIN IIl por causa da perda da permissividade das celulas
diferenciadas para a produgdo viral. Por outro lado, cerca de 43% das lesdes
correspondentes a CIN I contém antigenos virais, entretanto, quando uma area
de CIN I esta presente na mesma biopsia de CIN III, a freqiiéncia de detecgdo
de antigenos na area de CIN 1 é reduzida. Este efeito de campo pode ser devido
a fatores liberados pelas células neoplasicas, que interrompem a expressao
génica tardia em células infectadas permissivas. Outro mecanismo pode ser a

supressao da expressao génica viral ao nivel do controle transcripcional.

1.2.2 Histopatologia da Infecgdao Clinica e Sub-Clinica

Do ponto de vista histopatologico tanto a infec¢do clinica como a sub-
clinica caracterizam-se por alteragdes epiteliais que superpdem-se por
completo. Estas alteragdes podem resumir-se em:

a) hiperplasia da camada basal,

b) acantose;

c)alteragdes citopaticas caracteristicas, como presenga de halo

coilocitotico, picnose, distribuigdo irregular da cromatina, nucleos

duplos ou multiplos, alteragdo da relagdao nucleo-citoplasmatica com
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formagdao de pequenas células com citoplasma maduro ceratinizado e

nicleos picndticos definidos como disceratinocitos.

A infecgdo do trato genital baixo pelo HPV pode estar associada a CIN.
Neste caso podem ser encontradas 3 situagdes do ponto de vista
histopatologico:

a) presenga de uma CIN com evidéncia de infecgdo por HPV superposta;

b) presenga simultanea, em areas separadas mas adjacentes, de CIN e de

infecgdo pelo HPV;,

c) presenga simultdnea, em areas contiguas, de CIN com infecgdo pelo

HPV superposta e de infecgdo pelo HPV.

Estas diferentes manifestagdes e associagdes histopatologicas possiveis

explicam as dificuldades que se fazem presentes no diagndstico colposcopico.

1.2.3 Prevaléncia

A infecgao pelo HPV € uma das mais comuns atualmente. O aumento da
prevaléncia desta infec¢do em sua forma clinica nas duas ultimas décadas ¢é
impressionante (ORIEL, 1986).

O aumento da freqiéncia da infecgdo sub-clinica € inequivoco, se bem
que este pode ser em parte devido a uma reinterpretagdio dos aspectos
citopatologicos, colposcopicos e histopatologicos, antes classificados como
CIN I. Sem davida em alguns paises o aumento da promiscuidade sexual, o
inicio precoce da atividade sexual e a aboligdo do uso do preservativo em favor
da anticoncepg¢do hormonal aumentaram a frequéncia da infecgdo sub-clinica

pelo virus.

A prevaléncia dos efeitos citopaticos do HPV nos exames citologicos dos
esfregagos cérvico-vaginais esta compreendida entre 0,5 a 4,1% na populagdo
geral e, em pacientes de clinica privada, pode chegar a 16% (zur HAUZEN,
1985).



1.2.4 Transmissdo

O método de transmissdo aceito pela maioria dos autores € o contato
sexual. Na Antiguidade as verrugas genitais ndo eram consideradas uma doenga
venérea verdadeira, pois pensava-se que esta fosse transmitida somente atraves
do contato homossexual masculino (BAFVERSTEDT, 1967).

Em 1954, BARRET e colaboradores foram os primeiros a demonstrar
clinicamente a possibilidade da transmissio sexual desta doenga. Eles
estudaram 24 mulheres casadas com soldados americanos que haviam
participado da Guerra da Coréia, sendo que as mesmas eram portadoras de
verrugas genitais. Examinando seus maridos, foi verificado que os mesmos
eram portadores da forma exofitica do condiloma ou referiam a presenga desta,
anteriormente, no periodo em que se encontravam servindo no Oriente.
Verificou-se também que os mesmos relataram contato sexual prévio na Cor¢ia
com mulheres que apresentavam verrugas na genitalia. Estes mesmos autores
demonstraram uma baixa incidéncia da doenga entre militares que ndo haviam
servido no Oriente. Sugeriram entdo o contato sexual como o meio de

transmissdo desta doenga .

Em 1967, DANOS sugeriu que uma grande quantidade de virus poderia
propagar-se em meio a populagdio de uma maneira ndo detectavel. Os
mecanismos de transmissdo poderiam ser horizontais ou verticais, com 0 virus
sendo transmitido intra-utero e em seguida contido por mecanismo imunitario

competente.

Em 1971, ORIEL encontrou lesdes tipo verruga vulgar em maos e
genitais de um pequeno grupo de pessoas e sugeriu a auto-inoculagdo como um

meio de transmissio
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A transmissdo hematogénica foi proposta por TANG em 1978, quando da
observagdo de lesdes condilomatosas exofiticas na regido perianal de um feto

prematuro do sexo masculino por ocasido de seu nascimento.

Em 1986, McCANCE e colaboradores levantaram a hipotese de
transmissdo iatrogénica da doenga através de material de uso médico, tais como
espéculos. Observaram que, em meio a mostras de 24 espéculos examinados, 4
apresentavam-se positivas para o HPV 16 através de métodos de biologia
molecular. Células contaminadas com o referido virus podem ser encontradas

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

Um modo de transmissdao ndo coital seria a auto-inoculagdo ou a
inoculagdo acidental através dos pais em criangas de tenra idade (BARUAH,

1984).

Entre nos, ARMBRUSTER-MORAES e colaboradores (1994) detectaram,
através da reagao em cadeia da polimerase, a presenga de DNA viral em 24 de

37 amostras de liquido amniotico.

1.2.5 Patogenia

O papiloma virus humano penetra nas células da camada basal do epitélio
que freqientemente estdo expostas a microtraumatismos. Os virions perdem seu
involucro protéico e o genoma viral penetra no nucleo da célula onde

permanece em forma episomal.
1.2.5.1 Incubacgio
O virus replica-se nos nucleos das células basais, donde outras areas do

epitélio podem ser infectadas. O periodo para o aparecimento dos sintomas ou

alteragdes morfologicas epiteliais varia de 2 a 8 meses (LANCASTER, 1981).
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1.2.5.2 Fase Ativa

A colonizagdo pode manter-se na fase latente ou dar lugar a uma fase
ativa de expressdao viral. Isto pode ocorrer devido a presenga de fatores
predisponentes relacionados com o hospedeiro, com o tipo de HPV e com a
presencga de cofatores. Esta fase manifesta-se através de proliferagdo epitelial e
de crescimento estromal com intensa vascularizagdo, que mostra um amplo
espectro de expressdao, que vai desde a infecgdo sub-clinica até a infecgdo
clinica, as quais se diferenciam somente pelas caracteristicas macroscopicas,

porque uma vem a ser a continuagiao da outra.

1.2.5.3 Resposta do Hospedeiro

Quando o hospedeiro niao pode controlar a expressao génica viral, a
infecgdo produtiva comeca, resultando numa produgdo de polipeptideos virais.
Estes, por sua vez, induzem a maturagdo anormal de lesdes nao displasicas e,
nos casos de neoplasia intra-epitelial, ddao lugar a alteragdes proliferativas

anormais.

Alguns polipeptideos virais foram identificados na membrana
citoplasmatica das células transformadas pelo HPV e em linhagens celulares de

carcinomas cervicais (SMOTKIN, 1986 e ANDROPHY, 1985).

Poderiamos antecipar que o sistema imune do hospedeiro reagiria
vigorosamente contra estes antigenos, apesar das lesdes neoplasicas intra-
epiteliais persistirem durante meses antes de regredirem. O que quer que
estimule o sistema imune para responder, o fenOmeno de regressdao parece ser

mediado por imunidade célular.

Remissdo espontanea das verrugas planas da pele sdo caracterizadas por
infiltrado celular composto principalmente por linfocitos T e fagocitos

(BERMAN, 1977 e IWATSUGI, 1986).
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A presenga de linfocitos e fagodcitos posicionados imediatamente
adjacentes aos ceratinocitos danificados € sugestiva de destruigdao mediada por

célula.

Estudos in vitro com verrugas planas tém demonstrado que os
ceratinocitos proliferativos de verrugas s3o destruidos pela migragdo dos

linfocitos T provenientes destes estratos (TAGOMI, 1985).

Individuos com infecgdao latente entretanto ter uma resposta anormal a
infecgdo viral. Eliminando as células infectadas, o sistema imune pode modular
a expressdao génico-viral. Em consequéncia, nenhum gene viral é expressado na

superficie celular.

Estudos feitos, examinando a expressio génica viral nos papilomas
laringeos, mostraram que genes de papiloma virus sio modulados de alguma
maneira. Os antigenos estruturais do HPV foram detectados em cerca de 48%
das pacientes nas quais uma unica biopsia foi realizada. Por outro lado, quando
pelo menos 4 biopsias foram feitas na mesma paciente, pelo menos uma
continha antigenos virais (LOCK, 1980). Isto parece entio ser um ciclo
periodico de expressdo génico-viral, o qual pode ser controlada por fatores do

hospedeiro.

Recentemente um estudo com homens homossexuais portadores de
carcinoma anorretal revelou sintese de proteina do capsideo viral em 5 de 8

lesdes (GOL, 1987).

O sistema imunoldgico tem um papel significante na remissdo das lesdes
produzidas pelo HPV. Estudos antigos com o papiloma de SHOPE
demonstraram que a rejeigdo € diretamente contra antigenos celulares, desde

que papilomas possam ser induzidos através da inje¢do de DNA viral (EVANS,



1966). Por outro lado, anticorpos de protegdo estdao diretamente contra os

componentes estruturais do virus (EVANS, 1963).

Individuos, cujas verrugas de pele regrediram, sdo presumivelmente
resistentes a reinfecgdo devido aos anticorpos circulantes. Parece logico que o
mesmo tipo de protegdo ocorra depois da regressdo de uma lesdao cervical
induzida pelo HPV. Isto ndo foi demonstrado, entretanto, porque ndo ha um
teste disponivel para detectar anticorpos no soro para antigenos estruturais de
HPV anogenitais. Parece que a resposta imune para estes antigenos sdo fracas
desde que as lesdes de mucosa contém menor quantidades de antigenos do que

os papilomas cutdneos.

A persisténcia, tanto das verrugas vulgares como das plantares, tem sido
muito bem documentada e provavelmente reflete uma resposta imune
incompleta. Uma razdo para a persisténcia de CIN poderia ser alguma
dificuldade na parte do sistema imune em reconhecer os antigenos HPV
especificos que sd3o necessarios para uma resposta imune. A exposi¢gao continua
destas lesdes persistentes a outros fatores, como por exemplo os carcinogenos
encontrados nos produtos do tabaco, ou talvez infecgdo pelo herpes virus
genital, ou outra infec¢do concomitante com um outro tipo de HPV, poderia
estimular a proliferagdo das células basais dentro de uma lesio benigna. Estas
mudangas celulares poderiam surgir de alteragdes dos genes celulares, como a
ativagdo de oncogenes ou mutagdo, ou transativagdo do genoma do HPV,

resultando numa progressdo para a neoplasia.

Se o sistema imune responde aos antigenos do papiloma virus como
outros antigenos celulares associados, entdo os linfocitos T citotoxicos e
auxiliadores reconheceriam os antigenos de HPV somente em associagdo com as
glicoproteinas da superficie celular codificadas pelo complexo de
histocompatibilidade (ZINKERNAGEL, 1979).

Portanto, uma série complexa de interagdes entre uma variedade de

células pode ser necessaria para uma resposta imunologica efetiva para a
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infecgao pelo HPV. Falta de resposta pode ser atribuida a defeitos que ocorrem
no processamento dos antigenos de HPV ou na apresentagdo dos antigenos ao

sistema imune.

O sucesso de algumas vacinas autogenas para o tratamento do condiloma
(POWELL, 1970) poderia refletir um desvio no processamento normal do
antigeno, com uma exposigdo mais eficiente do antigeno viral para o sistema
imune. Alternativamente mediadores soluveis poderiam modular a resposta do

sistema imune para antigenos selecionados.

Outra possibilidade é a perda de genes apropriados codificadores de
moléculas de proteinas necessarias para o reconhecimento dos antigenos. Se um
defeito imunologico pudesse ser definido, seria possivel o "screening" de
populagdes para a infecgdo pelo HPV, para identificar os individuos de risco

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

O desenvolvimento de uma lesdo induzida pelo papiloma virus €
relativamente lento, desde que a produgdo viral seja dependente da
diferenciagdo de uma célula basal infectada a um ceratinocito maduro. Na
ordem da infecgdo completar o seu curso, o papiloma virus deve ter
desenvolvido um mecanismo proprio que faga com que as células infectadas nao

sejam reconhecidas pelo sistema imune.

Se os HPV tiverem que modular a quantidade de antigenos classe 1
disponiveis na superficie celular, isto podera ser responsavel pela perda da

resposta imune das lesdes de alguns individuos.



21

1.2.6 Papiloma Virus Humano e a interagdao com o genoma do hospedeiro

Se o hospedeiro é incapaz de dar uma resposta contraria as células
infectadas, a lesdo persistira. Dentro da lesio, as células das camadas
parabasais ndo amadurecem apropriadamente e, permanecendo neste estagio de
imaturidade celular, elas poderdio ficar mais susceptiveis aos eventos
proliferativos induzidos através de fatores secundarios. Desde que estas células
nao alcancem as outras camadas do epitélio oportunamente, elas terdo uma
média de vida maior que as suas companheiras normais e terdo um potencial de
crescimento maior e também algumas propriedades das células imortalizadas. E
possivel que o genoma do HPV codifique uma fungdo que podera atuar como o

adenovirus Ela ou o ¢c-myc.

Nenhum gene sozinho pode transformar células primarias, mas podera
imortalizar as células sem mudar a sua morfologia (HOUWELING, 1980 e LEE,

1985). Alguns papilomas virus possuem uma agdo similar.

A transformagdo celular in vivo ou em cultura pelo papiloma virus bovino
e do cervo € caracterizada pela manutengao do fenotipo transformado por causa
da perda de integragdo das seqiéncias virais com o genoma da célula
hospedeiro (LANCASTER, 1981 e GRAFF, 1983). Este fendmeno também foi
observado nos papilomas induzidos em coelhos (WETTS, 1982). Sequéncias
virais nos carcinomas que foram induzidos a partir de papilomas benignos sdo

porém frequentemente integrados (MCVAY, 1982).

Igualmente, lesdes induzidas pelo HPV, como condiloma e neoplasia
intra-epitelial, também contém sequéncias de DNA episomais, enquanto nos
canceres as sequéncias virais sdo integradas (GISSMANN, 1986 e DURST,
1985).

Uma questdo perturbadora se coloca: a integragdo das sequéncias do

HPV resulta em transformag¢do maligna ou ela é resultado desta?
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E desconhecido o quanto seria comum a integragdo das seqiiéncias do
HPV nas lesdes pré-malignas iniciais, embora seja possivel que o genoma viral

se integre mais freqiientemente do que se pensava anteriormente.

A integra¢do poderia agir como um mutante talvez ativando um proto-
oncogene. Sitios de integragio dos genomas HPV-16 e HPV-18 foram
localizados nos cromossomos das linhagens celulares de carcinomas cervicais

(DURST, 1987 e COPESCU, 1987).

As sequéncias virais estdo integradas a um determinado numero de

lugares e parecem nédo ser especificas para um dado cromossomo.

Apesar da integragdo ndo ser adjacente a oncogenes conhecidos, ¢
possivel que oncogenes nado identificados possam ser ativados pela integragdo
do DNA viral. A amplificagdao dos oncogenes c-myc, Ha-ras, ou de ambos, foi
encontrada numa proporgao significativa de canceres cervicais em estado
avangado. Uma pequena proporgdo mostrou uma transcrigio acentuada na
auséncia de amplificagdao (RIOU, 1985). Embora em canceres limitados a
cérvice um nivel baixo de amplificagdo foi detectado numa pequena proporgao

de tumores.

Um novo subtipo de HPV-6 (HPV-6vc) foi isolado de um carcinoma
vulvar verrucoso raro que desenvolveu-se a partir de um condiloma (RANDO,

1986).

Analises feitas com o DNA viral mostraram um genoma ligeiramente
maior que o prototipo de genoma HPV-6b. O aumento no tamanho foi
localizado na regido ndo codificada do virus que contém as sequéncias
regulatorias transcripcionais. Uma comparagdao nas sequéncias de DNA nesta
regido entre o HPV-6b e HPV-6vc revelou numeros diferentes, incluindo 3

insergdes de 75, 19 e 15 nucleotideos, bem como mudangas no nucleotideo 11.
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As sequéncias do genoma do HPV-6vc ndo demonstraram uma freqiéncia
similar de mudan¢as dos nucleotideos na regido codificadora de proteinas
(RANDO, 1986). Por razdes desconhecidas, a regido n3do codificadora do
HPV-6vc parece ter sofrido modificagdes consideraveis; outro subtipo novo do
HPV-6 (HPV-6d) foi isolado de um condiloma gigante de BUSHKE-
LOWENSTEIN (BOSHART, 1986).

Este DNA viral tem uma grande duplicagio dentro da regido ndo
codificadora. A fungdo desta duplicagdo ndo ¢ clara, mas € possivel que nos
dois virus as mudangas na regiao ndo codificada resultem num aumento da
transcrigdo dos genes virais. Uma comparag¢io entre a atividade transcripcional
do HPV-6b e HPV-6vc mostrou-se a nivel transcripcional 3 vezes maior para o
HPV-6vc. Se a atividade de transcrigdo aumentada do HPV-6vc sobre aquela do
HPV-6b resulta em uma alta concentragdo dos polipeptideos da regido E, entdo
o efeito oncogénico do HPV-6vc pode ser analogo a tumorigenicidade que
ocorre através da expressao aumentada dos oncogenes celulares (BISHOP,

1983)

1.2.7 Suscetibilidade Genética

As afecgbes malignas associadas ao HPV provavelmente tém uma base
genética, assim como o cancer de colon e o de mama. O exemplo mais
contundente ¢ a epidermodisplasia verruciforme na qual ha uma grande
suscetibilidade genética para um grande numero de tipos de HPV (LUTZNER,
1978). Pacientes com esta doenga desenvolvem lesdes planas e maculares
generalizadas antes da adolescéncia. Muitas pacientes portadoras desta doenga
tém resposta imune celular discreta ou moderada. Esta doenga € caracterizada
também pelo desenvolvimento de carcinoma, no lugar das lesdes virais,
usualmente na pele exposta a luz solar. Ha alguma davida se esta doenga € ou
nao causada pelo HPV pelas seguintes razdes:

a) foram documentados varios casos de auto-inoculagdo com canceres

desenvolvendo-se dentro das lesdes secundarias;
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b) um tipo de HPV associado com a epidermodisplasia verruciforme foi
encontrado no cancer;
C) um tumor primario e sua metastase, no mesmo paciente, continham o

mesmo tipo de sequéncias do HPV.

Os tipos de HPV proprios da epidermodisplasia verruciforme tém uma
distribui¢gdo mundial, mas um reservatorio ainda ndo foi encontrado na
populagdao geral. Por enquanto, ao menos um tipo de HPV 5 foi encontrado em
pacientes submetidos a transplantes renais, sugerindo que a imunossupressao
pode ser necessaria para produzir a infecgdo viral (LUTZEN, 1980). Entdo a
epidermodisplasia vem a ser uma doenga genética que resulta em aumento da

suscetibilidade para uma pequena populagdo de HPV.

Um estudo recente mostrou que o cancer cervical € encontrado com
maior freqiéncia em maes e irmds de mulheres portadoras desta doenga do que
na populagio geral (FURGGIK, 1986). Esta tendéncia familiar sugere que
alguns canceres cervicais devem ter um componente genético primario, como na
epidermodisplasia verruciforme, onde uma suscetibilidade individual progride
para a doenga invasiva e pode depender do tipo do HPV infectante.
Alternativamente este fator familiar pode refletir um defeito genético no
sistema imune, resultando numa incapacidade para reconhecer os antigenos do
HPV ou para ter uma resposta pronta contra eles. Entdo as lesdes cervicais
induzidas pelo HPV persistiriam nesta populagdo e estariam expostas a fatores
secundarios por um longo periodo de tempo.

Aproximadamente 14.000 casos de carcinoma invasivo e 45.000 casos de
carcinoma in situ ocorrem anualmente nos E U A. Nem todos surgem devido a

um screening inadequado pela técnica de Papanicolaou.

Ha evidéncias sugerindo que alguns casos de cancer cervical ndo se
comportam de maneira tradicional, isto é, levando um intervalo de tempo de 5 a
7 anos para a evolugdo das formas intra-epiteliais até as invasivas. Programas

de screening citologicos repetitivos revelaram que alguns casos de cancer
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cervical podem desenvolver-se rapidamente, pois alguns deles foram observados
em meio a mulheres que eram portadoras de exames citologicos que ndo
continham atipias (FIGGE, 1970). A frequéncia de casos que se desenvolvem
rapidamente esta em torno de 25 a 33% (DUNN, 1981 e DUNN, 1984). O
intervalo médio entre a ultima citologia negativa até o diagnostico de
carcinoma in situ ou invasivo foi de aproximadamente 2 anos. Nao foi possivel
observar alguma caracteristica que identificasse a mulher de risco para o
desenvolvimento rapido. Em um estudo feito com mulheres de nivel socio-
econdmico alto, foram identificados casos de crescimento rapido apesar destas

pacientes serem consideradas de baixo risco para o cancer cervical.

Nenhum estudo epidemiologico foi feito para a caracterizagdao do grupo

de risco para o crescimento rapido do carcinoma cervical uterino.

1.2.8 Métodos para o diagnostico do Papiloma Virus Humano

Os métodos utilizados para a identificagdo do papiloma virus humano

a) colposcopia;

b) microscopia otica;

c) microscopia eletronica,

d) demonstragdo do antigeno do HPV pela imunohistoquimica;
e) biologia molecular.

1.2.8.1 Colposcopia

O exame colposcopico desempenha um importante papel tanto no
diagnostico como no manejo da infecgdo pelo HPV. A elevada acuracidade na
predigao do diagnodstico histopatolégico, dentro do espectro que vai desde as
formas sub-clinicas da infecgdo pelo HPV até as modificagdes correspondentes
as CIN, pode ser obtida através de um sistema de graduagdo dos aspectos

colposcopicos.
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O primeiro sistema de graduagido foi proposto por COPPLESON em

1976. A graduagdo era feita da seguinte maneira:

a) Grau I= insignificante, ndo suspeito. Presenga de epitélio branco
plano, usualmente semi-transparente, com padrdes bem definidos e

auséncia de vasos atipicos, distancia intercapilar pequena;

b) Grau II= significante, suspeito. Presenga de epitélio branco com grau
de opacidade maior, acompanhado por bordas bem delimitadas,

auséncia de vasos atipicos,

c) Grau III= altamente significante, muito suspeito. Presenca de epitélio
branco muito opaco, acinzentado, com superficie irregular, presenga de

epitélio microexofitico.

Em 1984, REID e colaboradores propuseram um novo esquema menos
subjetivo, especialmente no que diz respeito as lesdes menores, o qual foi
elaborado a partir de um esquema de pontuagdo. Geralmente quanto mais

verrucosa era a aparéncia da lesdo, menor era a pontuagéo.

Mais recentemente em 1985, REID e SCALZI propuseram uma nova
graduagdo, desta vez levando em conta também o contorno das margens
periféricas das lesdes. Este indice de pontuagdo tem uma acuracidade de 97%

em predizer os achados histopatologicos.

1.2.8.2 Microscopia Otica

Segundo NAIB (1983 ), os fendmenos degenerativos que se fazem
presentes tanto ao nivel de nicleo como de citoplasma sdo comuns a todas as
infecgdes virais. O citoplasma exibe alteragdo na coloragdo e a vacuolizagdo,

que no inicio € periférica e pequena, progride chegando mais tardiamente a
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balonizagdo, a qual indica grave dano celular, podendo-se observar também

corpos de inclusdo citoplasmaticos.

Ao nivel de nucleo, as mudangas podem ser mais chamativas. O edema e
a tumefag¢do, com aumento inicial do nucléolo, que posteriormente entra em um
processo degenerativo juntamente com o aparecimento de espagos
intranucleares, cromatina amorfa, espessamento da membrana nuclear, fizeram
com que durante muito tempo estes achados fossem denominados erroneamente

como CIN nos laudos de citologia.

Outros achados que podem sugerir etiologia viral sdo:presenga de corpos
de inclusdao com halo, cariorréxis, vacuolizagdo nuclear, bi ou multinucleagio,
deposigdo irregular da cromatina e fendmenos de hiper ou paraceratose. Ainda
que estas alteragdes possam estar presentes em outras infecgdes, a auséncia de
um agente causal no esfregago, acompanhada de alteragdes mencionadas acima

permitiriam sugerir infecgdo viral.

Segundo autores como BIBBO e WEID em 1973, FERNANDEZ-CID et
alii em 1976 e MEISELS em 1976, os achados citologicos compativeis com
infecgdo viral seriam os seguintes:

a) os esfregagos parecem mal corados com uma eosinofilia mais para o

vermelho do que para o laranja. Os fenomenos mais pronunciados sdo
a presenga de disceratose e de escamas anucleadas. O componente
inflamatorio ndo é chamativo;

b) em termos de nucleo, € observada a multinucleagdo principalmente nas
células das camadas intermediarias e profunda. A cromatina €
irregular, os nucléolos sdo evidentes e ocasionalmente sdo visualizados
grupos de células profundas com nucleos hipercromaticos;

c) dentre as caracteristicas citoplasmaticas, ha duas que se repetem com
frequéncia: a presenga de formagido vacuolar mais ou menos grande,
unica ou multipla, conhecida como coilocitose manifestada como halo

claro perinuclear e a existéncia de picnose como conseqiéncia da
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tendéncia degenerativa do nticleo. A metacromasia ¢ freqliente nestes

esfregagos.

O estudo citopatolégico com coloragdo de Papanicolaou tem falhas no
diagnostico de infecgdo pelo virus do papiloma; a taxa de especificidade € boa
enquanto a cifra de sensibilidade € baixa. Apesar disto os resultados positivos
determinam por si sO um grupo de risco na populagdo geral para as neoplasias

intra-epiteliais cervicais (ZANINI-KOSLINSKI, 1992).

As alteragdes citologicas dependem da localizagdo anatdomica da lesdo.
Em todas as lesdes, os efeitos citopaticos estdo usualmente presentes em
algumas células epiteliais. E possivel que algumas células possam ser
infectadas numa maneira ndo permissiva ou possam nao ser infectadas ao todo.
As inclusdes citoplasmaticas patognomonicas das lesdes causadas pelo HPV 1
sio devidas ao acimulo do produto genético E4. E interessante notar que, nas
lesdes da epidermodisplasia verruciforme com potencial maligno, achados
morfologicos distintos podem ser observados. Em lesdes benignas associadas
ao HPV 3 e HPV 10, o grau de hiperceratose e papilomatose ¢ muito diferente
quando comparado com lesdes capazes de progredir para carcinoma e

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

Anilises de esfregagos cérvico-vaginais tém mostrado que tipos
especificos de células com coilocitos e disceratocitos sdo patognomodnicas de

infec¢do pelo HPV.

O chamado condiloma atipico se diferencia citologicamente do condiloma
comum e das CIN pela presenca de células escamosas com marcantes atipias

nucleares (MEISELS et alii, 1981).

Ha evidéncias, baseadas nos achados citologicos, de que lesdes

associadas com o HPV 6-11 sdo diferentes das produzidas pelo HPV 16. Os



29

HPV 6-11 estio associadas com o condiloma acuminado comum enquanto o

HPV 16 € encontrado nos condilomas atipicos (MEISELS e MORIN, 1981).

Analises feitas em lesdes produzidas por tipos conhecidos de HPV
revelaram que condilomas planos com atipia nuclear confinados as células
superficiais estavam infectadas pelos HPV 6 e 11. Nas atipias nucleares
encontradas em todas as camadas celulares do epitélio, o tipo de virus
visualizado foi o HPV 16, detectado em 15 de 18 biopsias realizadas por

CRUM et alii em 1985.

Estes achados contrastam com outro estudo no qual nenhuma predilegédo
pelos tipos de HPV foi demonstrada (KADISH et alii, 1986). Nos cortes
histologicos de lesdes anogenitais, o condiloma acuminado causado pelos HPV
tipo 6 e 11 mostrou uma combinagdo distinta de papilomatose, acantose,

coilocitose e hiper ou paraceratose.

A papulose bowenoide do pénis e da vulva aparecem como neoplasia
intra-epitelial vulvar e peniana grau Ill e esta associada ao HPV 16 em mais de
90% dos casos. A atipia nuclear envolve toda a espessura epitelial. A

coilocitose esta ausente na doenga de BOWEN.

Em meio as lesdes do canal anal que apresentavam hiperplasia epitelial
focal, células consideradas patognomonicas da infecgdo viral foram
encontradas. Estas mostraram degeneragdo nuclear do tipo balonizagdo
(PRAETORIUS-CLAUSEN , 1969). Este efeito citopatico pode ser especifico
para o HPV 13 que é o mais comumente encontrado na hiperplasia epitelial

focal.



30

1.2.8.3 Microscopia Eletronica

As particulas do papiloma virus humano foram primeiramente
encontradas em suspensdio de células de verrugas vulgares por STRAUSS,
1949, e através da microscopia eletronica de transmissdao de secgdes tissulares

em 1962 por ALMEIDA e colaboradores.

O virus é caracterizado por particulas icosaédricas que consistem em 72
capsdomeros e medem aproximadamente 55um de didmetro. Os virions estdo
arranjados como cristais e dispersos pelo nucleo. Depois da ruptura da
membrana nuclear, os virions podem também fazer-se presentes no citoplasma.
A concentragdo das particulas virais variam consideravelmente nos varios tipos
de verrugas, as plantares e as vulgares mostram o maior numero de particulas
virais, seguidas pelas verrugas planas, enquanto as verrugas comuns contém
baixa concentragdo de virus (LOURENT et alii, 1975). Ocasionalmente neste

ultimo grupo de verrugas, particulas virais podem ser encontradas.

A concentragdo de particulas também esta relacionada com a idade da
lesdao. Verrugas com 6 a 12 meses de evolugdo contém o numero mais alto de
particulas virais, mas também podem ser observadas diferengas na concentragdo

das mesmas em lesdes com a mesma idade (BARRERA-ORA et alii, 1962).

Em comparagdo com as lesdes cutdneas, um nimero baixo de particulas
foi encontrado nas verrugas penianas e nas vulvares (DUNN e OLGIVIE,

1968).

De acordo com ORIEL e ALMEIDA em 1970, particulas virais foram
encontradas em cerca de 50% dos condilomas acuminados da genitalia externa

feminina.

Cortes de tecido e esfregagos citologicos obtidos de condilomas cervicais

foram examinados mais recentemente por varios investigadores. Particulas
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virais foram identificadas em metade dos casos principalmente no nucleo das
células coilocitoticas e ocasionalmente também nas células disceratoticas,
enquanto as CIN III e os carcinomas cervicais invasivos foram negativos em
todos os estudos. Isto também ocorreu no trato genital externo onde, em 4 de 9
casos de neoplasia intra-epitelial vulvar grau III (VIN III), somente areas
adjacentes que ndo mostravam displasia continham particulas virais (PILOTTI

et alii, 1984).

Recentemente particulas de HPV foram demonstradas no epitélio cervical
que ndo apresentava efeito citopatico do HPV tanto histologicamente quanto
colposcopicamente (SYRJANEN et alii, 1983). particulas virais foram
demonstradas repetidamente em lesdes de cavidade oral como condiloma,

papiloma escamoso e hiperplasia epitelial focal.

Em cerca de 10% dos papilomas da laringe, particulas de HPV foram
encontradas por varios investigadores. Ha um unico caso reportado de
particulas virais presentes num papiloma de palpebra (ANGEVINE et alii,
1981).

1.2.8.4 Demonstragdo do Antigeno HPV pela Imunohistoquimica

A disponibilidade de anti-soros que reagem contra tipos especificos de

papiloma virus humano € limitada (PFISTER e zur HAUSEN, 1978).

Desde que os papilomas virus ndo podem crescer em cultura tissular, a
unica fonte de particulas virais que podem ser utilizadas como antigenos
encontra-se em meio a material clinico. Ha entretanto uma variagio
consideravel na proporgdao de replicagdo para os diferentes tipos de HPV in

VIivo.

Quantidades suficientes de particulas virais podem ser colhidas somente

no caso do HPV 1, 2, 3, 4 e na epidermodisplasia verruciforme. Através destas,
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JABLONSKA et alii, 1982).

Anti-soros nao tipo-especificos tém sido preparados da seguinte maneira:

a) um grupo de tecidos oriundos de diferentes lesdes produzidas por
HPV ¢ preparado e anticorpos contra os antigenos externos dos
virions sdo gerados (PYRHONEN e PENTTINEN, 1972);

b) tecidos homogeneizados obtidos de tumores causados pelo mesmo tipo
de HPV sdao usados como antigeno. Anticorpos diretamente contra
antigenos estruturais virais e antigenos de superficie das celulas
epidérmicas transformadas pelos virus foram produzidos;

c) complementarmente, anticorpos comuns grupo-especificos podem ser
preparados usando particulas de HPV 1, CRPV cottontail rabbit ou
papiloma virus bovino, BPV, que sdo quebradas pelo tratamento com
um detergente; antigenos internos ou externos sao expostos como

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

Utilizando-se anti-soro contra estes antigenos comuns ou tipo-
especificos, tecidos fixados rotineiramente ou através da congelagdo podem ser
analisados. Se o anti-soro primario é produzido no coelho, ele reage com uma

imunoglobulina anticoelho como um anticorpo secundario.

Para visualizar uma reagdo positiva, um complexo pode ser formado com
a peroxidase-antiperoxidase (PAP), avidina biotina (ABC) ou imunoflorescéncia

indireta (STERNBERGER, 1974 e GUPTA et alii, 1983).

Os papilomas cutaneos de diferentes areas sdo positivos pela
imunohistoquimica em mais de 50% (BRAUN, 1983) e verrugas comuns sdo
positivas em quase 90% dos casos (MEHREGAN e NADJIN, 1984) utilizando-
se a técnica da PAS. Ao contrario, lesdes pré-malignas, como doenga de
Bowen, sdo negativas para o antigeno do HPV em 8 e em 5 casos

respectivamente (BRAUN, 1983 e GROSS, 1984).
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Observagdes idénticas foram feitas nas lesdes da epidermodisplasia
verruciforme, onde os antigenos de HPV podem somente ser demonstrados em

lesdes benignas (LUTZNER et alii, 1984).

Os condilomas cervicais mostraram uma reagdo positiva para o antigeno

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

Exames nas amostras com CIN demonstraram a proporg¢do inversa de
achados em relagdo a gravidade da lesdo. A presenga do antigeno do HPV em
carcinomas invasivos da cérvice é excepcional. A mesma correlagdo foi
observada nas lesdes genitais externas. Entre 50 a 77% dos condilomas
acuminados sdo positivos para o antigeno do HPV, comparando com nao mais

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

Entre 18 a 48% dos papilomas laringeos examinados por varios
investigadores foram positivos para o antigeno do HPV. Lesdes da cavidade
oral foram estudadas por varios investigadores. Entre 40 a 60% das lesdes da
cavidade oral como condilomas e papilomas de células escamosas foram

positivas para o antigeno do HPV (ORTH, 1979).

A hiperplasia epitelial focal é positiva para o antigeno do HPV em 80%
dos casos. Ha uma alta prevaléncia de tecidos adjacentes a carcinomas de
celulas escamosas que vem a ser positivos para o antigeno do HPV em 50% dos
casos, € um estudo mostrou a presenga do antigeno do HPV em 4 de 6

carcinomas (LONING, 1985).

Nos papilomas de células escamosas do es6fago, mais de 31% dos casos
sdo positivos para o antigeno do HPV. Ha casos relatados na literatura de
detecgdao dos antigenos do HPV nos papilomas de células escamosas do seio
paranasal (SYRJANEN et alii, 1983) e da conjuntiva (VOLCKER e HOLBOCH,
1985).
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Quanto a distribuigdo dos antigenos e a sensibilidade da técnica, varias

observagdes foram feitas como:

a) todos os tecidos mostraram reag¢des positivas principalmente nas
camadas epiteliais superiores e especificamente no nucleo dos
coilocitos e disceratocitos;

b) células adjacentes com caracteristicas morfologicas idénticas sdo
freqientemente negativas. Esta observagdo sugere que as chances de
detectar nacleos positivos aumenta com o numero de biopsias. O
indice de coloragdo positiva foi de 55% com uma biopsia e de 100%
com 4 ou mais biopsias (LACK, 1980);

c) quando as biopsias que sdo positivas para o antigeno do HPV séao
analisadas ultra-estruturalmente, particulas de HPV sdo usualmente

identificadas (JENSON, 1980 e ENG, 1985).

A baixa sensitividade e a falha na detecgdo de tipos especificos de
papiloma virus com a técnica do anticorpo comum ndo grupo especifico
necessitaria de outros reagentes tipo especificos. O uso de anticorpos
monoclonais diretamente contra virions desintegrados vem a ser uma
possibilidade que ja se encontra disponivel para o grupo de papiloma virus

bovino (GONA, 1985).

Como um numero de genomas de HPV ja foi sequenciado, uma outra
maneira seria a produgdo in vitro das proteinas e peptideos do HPV usando

vetores de expressdo adequados (REMAUT, 1983).

Os anticorpos monoclonais contra estes antigenos produzidos in vitro
podem ser preparados como mostrado recentemente pela expressdo da proteina

E 6 da regido nao codificada.
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1.2.8.5 Demonstragao do HPV através dos métodos de Biologia Molecular

Os métodos de biologia molecular para detec¢do do DNA sdo os
seguintes:

1) Southern blot;

2) Northern blot;

3) Dot spot;

4) Hibridizagao in situ pelo filtro (FISH);

5) Hibridizagao in situ;

6) Reagdo em cadeia da polimerase.

1) Southern blot

Esta técnica foi descrita por SOUTHERN em 1975 e é uma das mais
usadas para a identificagdo do DNA viral nas células ou tecidos. O material a

ser analisado pode permanecer congelado por varios anos.

O DNA da célula ¢ extraido apos a digestdo das proteinas e do RNA. O
DNA ¢ segmentado usando-se diferentes endonucleases de restrigdo e separado
pela eletroforese em gel de agarose. O DNA ¢é entdo transferido (blotted) sobre
uma membrana de hibridizagdo. O DNA viral clonado e classificado como
tendo componentes radioativos ou nao € hibridizado para o DNA celular no

filtro em diferentes temperaturas abaixo da temperatura de fusdo.

Através das variagdes na concentragdo de formamida e NaCl, na
temperatura e também no tamanho da sonda de DNA, diferentes niveis de
adstringéncia podem ser aplicados de acordo com o propodsito do experimento.
A condigdo de baixa adstringéncia pode ser aplicada para a identificagdo de
DNA viral idéntico (temperatura média 18C°. ). Apos 2 a 4 dias de
hibridizagdo a membrana ¢ lavada, secada ao ar e exposta para autorradiografia

durante varios dias. Marcadores ndo radioativos sdo visualizados através de



36

uma reagao apropriada. De 0,1 a 0,01 genomas de HPV equivalentes por célula

podem ser detectados.

A modificagdo deste método (hibridizagdo reversa) pode ser usada
quando fragmentos tissulares procedentes de biopsias tém que ser investigados
para a prevaléncia dos diferentes DNA virais em um experimento de
hibridizagdo. Depois da digestdo, o DNA celular é caracterizado e hibridizado
para os DNA virais clonados, os quais tinham sido previamente desnaturados e
transferidos sobre a membrana (GISSMANN, 1985 e DE VILLIERS, 1986).
Isto permite a detecgdo de cerca de 10 genomas virais equivalentes por ce¢lula,
e tipos conhecidos de HPV podem ser distinguidos através de sinais de

hibridizagao fracos ou fortes.

2) Northern blot

Esta técnica € usada para a detec¢do do RNA e difere da descrita acima
nos seguintes pontos segundo THOMAS em 1980 e SEED em 1982. O RNA
celular ¢ extraido e separado em um gel desnaturante que contém formaldeido
ou hidroxido de metil-mercurio. Entdo, estruturas secundarias do RNA sido
desnaturadas e moléculas lineares sdo obtidas. Para a hibridizagdao, tanto o
RNA como o DNA caracterizados podem ser usados, e altas concentragdes de
adstringéncia tém de ser aplicadas porque as moléculas realinhadas de RNA sao

mais estaveis que os hibridos DNA/DNA (COX et alii 1984).
Usando este método, o RNA do HPV ¢ identificado em tecidos e

linhagens celulares de carcinoma cervical (SCWARTZ et alii, 1985 e YEE et
alii, 1985).

3) Dot spot
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Em contraste com a analise pelo Southern blot, o DNA celular totalmente
extraido pelo fenol/cloroformio nio é digerido com endonuclease de restrigdo.
Ele pode ser:

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

(CUNNINGHAM, 1983);
b) desnaturado pelo aquecimento e tratamento alcalino e transferido

diretamente sobre uma membrana (KAFATOS, 1979).

Como o diametro destas manchas pode ser pequeno, tendo poucos
milimetros, é possivel testar muitos espécimes em um so filtro. O screening
citologico de mulheres que sdo negativas mostraram 1.3 a 11% de espécimes
positivos para o HPV (WICKENDEN, 1985 e PRATILI, 1986).

A sensibilidade e especificidade destes métodos sob condigdes de
adstringéncia d3o resultados satisfatorios, enquanto a hibridizagdo sob
condigdes de baixa adstringéncia pode resultar em achados falso-positivos,
devido a hibridizagdo cruzada com outras sequéncias celulares. Isto vem a ser
provavelmente o responsavel pela alta concentragdo de DNA celular ndo

digerido numa pequena area do filtro.

4) Hibridizagdo in situ pelo filtro (FISH)

Este método de investigagdo permite o exame de varias amostras em um

so experimento (WAGNER, 1984).

Células sao filtradas sobre membranas, lisadas e desnaturadas pelo
tratamento alcalino. Depois da neutralizagdo e cozimento, elas podem ser
estocadas por varios meses. A hibridizagdo é feita sob condigdes de alta
adstringéncia com HPV 11 (o qual também detecta o HPV 6 com uma eficiéncia
um pouco menor) e uma mistura de HPV 16 e HPV 18. Outros DNA virais
podem ser usados neste sistema de hibridizagio. Depois de lavar, a

autorradiografia ¢ feita e o resultado pode ser lido apos 1 a 5 dias.
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Procedimentos feitos com esfregagos cérvico-vaginais positivos permitem uma

detecg¢do do HPV num indice de 60 a 70% (SCHNEIDER, 1987).

Mais de 10.000 mulheres citologicamente negativas foram estudadas por
este método em um trabalho, e 12% mostraram-se positivas em proporgdes

iguais para o HPV 6/11 e HPV 16/18 (SOUSA, 1990).

5) Hibridizagao in situ

A técnica da hibridizagdo in situ permite a detec¢do de seqiiéncias de
DNA ou RNA em preparagdes citologicas ou cortes de tecidos. Tanto o
material obtido por congelamento como aquele fixado pode ser usado, e

durante o procedimento a morfologia do tecido pode ser preservada.

O DNA ou RNA complementar, caracterizados quimica ou
radiologicamente, s3o usados como sondas. Os cortes sdo colocados em

laminas umidas.

Durante o pré-tratamento, o DNA e o RNA celular sdo expostos e
desnaturados, uma certa quantidade de DNA ou RNA caracterizados sdo
aplicados e a hibridizagdo € realizada durante 12 a 48 horas dependendo da
atividade especifica e da concentragdo das sondas. De acordo com a
adesividade requerida pela reagdo, as condigdes de lavagem sdo selecionadas e

as laminas sdo processadas para a autorradiografia (GALL, 1971).

A hibridizagdo in situ para a detecgdo do papiloma virus foi usada
inicialmente no papiloma de SHOPE em cortes obtidos por congelamento,
usando sondas de RNA tritiada e analisadas através da microscopia oOtica e

eletronica (ORTH, 1971).
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Estudos realizados em material humano revelaram que em lesdes benignas
a replicagdo do DNA viral precede a produgido de proteinas do capsideo e €

primeiramente detectada na camada parabasal (ORTH, 1980).

A hibridizagdo in situ também demonstra que o inicio da replicagdo viral
do DNA coincide com o surgimento dos efeitos citopaticos, mostrando uma
interferéncia da replicagio do DNA viral com a expressdo dos produtos

fisiologicos da ceratinizagao (CROISSANT, 1985).

Usando sondas de DNA biotiniladas, em 40% de 42 carcinomas
anogenitais foram encontrados os DNA dos HPV 16 e 18 (BECKMANN, 1985)
e, em meio as neoplasias intra-epiteliais cervicais, 10 das 16 lesdes foram
positivas para o HPV 16 (CRUM, 1986). Este método tem a vantagem de
evitar a radioatividade, mas uma baixa sensibilidade foi encontrada pois ha
necessidade da presenga de 800 copias virais para dar positividade. Uma
sensibilidade maior é obtida quando sondas assimétricas de RNA sdo utilizadas
as quais tém uma grande atividade especifica e previnem os auto-
rearranjamentos das sondas (COX, 1984). Através deste procedimento

podemos fazer a diferenciagdo entre DNA e RNA viral durante a detecgao.

6) Reagdo em cadeia da polimerase

Esta técnica permite amplificar enzimaticamente quantidades minimas de
DNA viral, portanto vem a ser uma técnica dotada de alta sensibilidade, mas

que requer tecnologia muito complicada.

Uma segunda vantagem deste método € que ele pode ser usado em
material ja incluido na parafina, porém ela podera também gerar resultados

falso-positivos por contaminagdo durante a sua realizagéo.
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1.2.8.6 Indicagdes para o uso dos diferentes métodos de Hibridizagao

- Southern blot

a) Caracterizagdo do DNA viral.

Este método mostra a mais alta sensibilidade (0,01-0,1 copias por
célula) e especificidade. Como ele permite um padrdo tipico de restrigdo
dependendo do numero de cortes no genoma viral, diferentes tipos de HPV

podem ser identificados.

b) Caracterizagdao do DNA celular

A reagdao de Southern blotting reversa tem uma sensibilidade acurada e €
capaz de detectar cerca de 10 copias por célula. Ele vem a ser o método ideal
de screening para a analise do material, que é passivel de conter uma grande
variedade de diferentes tipos de HPV ja definidos atualmente. A detecg¢do do

DNA viral pode ser feita em um Unico experimento.

- Dot (spot) blot

Este método tem a capacidade de alcangar uma copia por célula e um
grande numero de espécimes pode ser estudado em um curto intervalo de
tempo. A hibridizagdo ¢ feita somente sob condigdes de alta adstringéncia,
desta maneira uma aliquota de cada espécime tem que ser hibridizada para cada
tipo de HPV separadamente. Este método € indicado quando o material vai

sofrer investigagdo para um limitado numero de tipos de HPV.
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- Hibridizagdo in situ pelo filtro

Em comparagdo com o dot blot existe somente uma diferenga em termos
de sensibilidade com esta técnica. As indicagdes e a especificidade sdo iguais.
Cerca de 105 moléculas de DNA viral podem ser detectadas em um espécime se
ele estiver concentrado em uma célula ou em um grupo de células, resultando
numa mancha negra no autorradiograma. Num swab cervical contendo 2x105
células e somente uma célula infectada com 104 copias de DNA viral, tanto a
Southern quanto a Dot blot ndo seriam sensiveis o bastante para a sua
detecgdo. Por outro lado, a hibridizagdo in situ pelo filtro ndo pode detectar
células contendo um baixo numero de moléculas de DNA viral, apesar do fato

de todas as células poderem ser infectadas (1 em cada 2x105 células).

- Hibridizagao in situ

Dependendo do método usado, a sensibilidade varia entre 20 a 100 copias
por célula (caracterizagdao radioativa) e entre 200 a 800 copias por célula
(caracterizagdo pela biotina). Os dois métodos ainda nido sdo aplicados em
grande escala, mas eles sdo a unica escolha quando caracteristicas morfologicas
associadas a diferentes tipos de HPV tém que ser identificados. Uma vantagem

adicional do método € que pode ser aplicado em material de arquivo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 SELECAO DOS CASOS

Foram analisados, retrospectivamente, 28 colos uterinos de fetos e/ou
natimortos submetidos a necropsia no Hospital Lyndon B Johnson, Houston,

Texas, no periodo compreendido entre janeiro de 1992 a dezembro de 1993.

De acordo com a presenc¢a ou nao de infecgdo pelo HPV nas maes destes
fetos e/ou natimortos detectada por estudos de hibridizagdo molecular, estes 28
casos foram subdivididos em dois grupos:

a) grupo 1- miaes portadoras de DNA HPV;

b) grupo 2- mies ndo portadoras de DNA HPV.

Retrospectivamente, através da analise dos prontuarios, foram retiradas
informagdes a respeito dos estudos citopatologicos dos esfregagos cérvico-
vaginais (Papanicolaou, 1943), dos estudos colposcopicos e das biopsias
colpodirigidas, quando se fizeram necessarias e cujos fragmentos para estudo
histologico foram feitos segundo os critérios estabelecidos pelo Departamento
de Patologia do Hospital Lyndon B Johnson. Também foi obtida informagdo

quanto a integridade ou ndo da bolsa amnidtica.

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

Servigo de Obstetricia do Hospital Lyndon B Johnson .



2.2 ESTUDO DOS COLOS UTERINOS FETAIS

2.2.1 Histopatologia

As necropsias dos fetos e natimortos seguiram protocolo estabelecido no

Departamento de Patologia do Hospital Lyndon B Johnson.

Apds a remogdo dos oOrgdos, o colo uterino € isolado e fixado em
formalina ndo tamponada. Correspondendo aos ponteiros de um relogio , 12
secgcdes radiais de todo o colo sdo realizadas, processadas e emblocadas em
parafina. Para cada bloco, secgdes de 5mm de espessura foram colhidas e
coradas em hematoxilina e eosina. Os achados histologicos foram classificados
como:

a) normais ou metaplasia escamosa,

b) sugestivo de infecgdo por HPV, condiloma acuminado ou
neoplasia intra-epitelial grau I;

c) neoplasia intra-epitelial grau II / 111

2.2.2 Hibridizagdo in situ

A hibridizagdo in situ seguiu a técnica conforme preconizada por

WAGNER em 1984.

Resumidamente, cortes de 5mm das amostras emblocadas em parafina
foram colhidas em laminas de vidro tratadas com 3-aminopiltriethoxisilane
(Life Technologies, Inc, Gaithersberg, M D) e desparafinizados em xileno antes
do processamento da hibridizagdo in situ. Secgdes de tecidos duplicadas, tendo
cerca de 9mm de espessura (um a trés por bloco), foram colocadas dentro de
tubos fechados de centrifuga e preparados para a realizagdo da PCR em
procedimentos de rotina.

Secgoes de tecidos foram corados pela hematoxilina-eosina e enviados

para estudo histologico. Os achados foram classificados como:
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a) normal /metaplasia escamosa,
b) sugestivo de HPV/condiloma/neoplasia intra-epitelial
grau [ (CIN I),
c) neoplasia intra-epitelial cervical grau II (CIN II)/neoplasia

intra-epitelial grau 111 (CIN III).

A hibridizagdo in situ do DNA do papilomavirus humano foi realizada
nos cortes de tecido, seguindo os protocolos fornecidos pelo fabricante,
utilizando 3 coquetéis de sondas de DNA marcadas com biotina com capacidade
para reconhecer os tipos de HPV 6/11, 16/18, 31/33/35 (Vira Type In Situ, Life
Technologies). Cada procedimento da hibridizagdo incluiu uma sonda de
controle positivo para o genoma do DNA humano e uma sonda de controle
negativo para sequéncias de DNA desconhecidas. As duas sondas ja estavam
inseridas no kit do fabricante. Sec¢des de tecidos positivos para tipos de HPV

conhecidos foram incluidas em cada procedimento.

O processo da hibridizagdo in situ incluiu incubag¢do do tecido
desparafinizado num reagente de digestdo a 37C° durante 15 minutos,
desnaturagdo do DNA alvo a 100C° durante 5 minutos, e hibridizagdo com
reagentes com sondas de biotina a 37C” durante 2 horas. Apos a hibridizagdo as
secgOoes foram postas em reagdo com o anticorpo antibiotina conjugado com
fosfatase alcalina e esta desenvolveu-se usando-se 5-bromo-4-cloro-3-indol

fosfato e tetrazol nitroblue.

2.2.3 Reagdo em cadeia da polimerase

Para a reagdo em cadeia da polimerase, sec¢des de cerca de 9mm de
espessura (uma a trés por bloco) foram colocadas dentro de tubos de ensaio
fechados e preparados para os procedimentos de rotina conforme Wright

preconizou em 1990,



Aliquotas (10ml) das amostras preparadas foram amplificadas cerca de 40
ciclos, usando-se seqiéncias de primers de consenso do HPV L1 (MY11 e MY
09, oligobmero sintetizado por Synthecell Corp, Rockville, MD). Plasmidios
recombinantes, contendo DNA dos HPV 6, 11, 16 e 18 (Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg, Germany), e secgdes obtidas de
conhecidos condilomas cervicais HPV-positivo foram usadas como controles

positivos.

Primers de b-globina (PCO4 e GH20, Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT)
ou primers de b-actina (500 pares de base, Clontech Laboratories, Inc, Palo
Alto, CA) foram incluidos em cada ciclo de amplificagdo como um controle de
amplificagdo. Os controles foram examinados para a verificagdo de uma

possivel contaminagio.

Apods a amplificag@o, as amostras foram avaliadas através da eletroforese
em gel de agarose (18-mL de produto de reagdo), coradas pelo brometo de

etidio, e foram visualizadas através da luz ultravioleta.

As amostras foram processadas subseqientemente pela hibridizagdo a
Southern blot, usando-se oligomeros genéricos de HPV (MY 18, MY46, MY57
e WD 147. Os oligdmeros foram sintetizados por Synthecell Corp., que sdo
capazes de detectar um amplo espectro de tipos de HPV. Mais tarde, as
amostras foram testadas através da hibridizagdo com filtro com sondas
especificas para os tipos de HPV 6/11, 16, 18 e 31/33/35. Para a realizagao da
analise da hibridizagdo as sondas foram marcadas usando-se trifosfato5-[g-P32]
de adenosina(Amersham Life Sciences, Arlington Heights, IL) ou trifosfato-
deoxiuridine-biotina. As sondas marcadas com o P32 foram detectadas pela
autorradiografia e as sondas biotiniladas foram detectadas usando-se o sistema

de luminescéncia quimica ECL (Amersham Life Sciences).
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Os procedimentos de hibridizagdo molecular foram realizados no
Departamento de Virologia do M. D. Anderson Cancer Center na cidade de

Houston, Texas.

2.3 ESTUDOS REALIZADOS NAS MAES

2.3.1 Estudo citopatologico

O diagnostico citopatologico foi realizado através de analise criteriosa
das alteragdes morfologicas nucleares e citoplasmaticas das células colhidas no
ectocérvice e canal cervical. Os esfregagos foram dispostos em duas laminas,
fixados em solugdo de alcool a 95% e corados pela técnica de Papanicolaou,
1943, conforme a rotina do Departamento de Patologia do Hospital Lyndon B
Jonhnson. Os resultados foram dados conforme a classificagdio de Richart,

1969.

A analise da presenga ou ndo de sequéncias do DNA wviral foram
realizadas utilizando-se o método da reagdo em cadeia da polimerase como foi

exposto acima.

2.3.2 Estudo colposcopico

Para a realizagdao da colposcopia, foi utilizado um colposcopio binocular
com conjunto Optico, munido de aumentos que variavam de 6x , 12x e 40x e de

um filtro verde, que facilita a apreciagdo das atipias vasculares.

A bateria de solugdes utilizadas na colposcopia alargada foi a seguinte:
a) soro fisiologico a 0,9%, destinado a limpeza do colo uterino e das
paredes vaginais, o que facilita o estudo detalhado de sua

vascularizagio;
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b) solugio de acido acético a 2%, que é vasoconstritor, coagula as
proteinas e realga o contraste entre os diferentes epitélios;

c) solugdo iodo-iodurada de Schiller, que, aplicada na fase final do
exame colposcopico, identifica as zonas iodo-negativas que
denunciam uma diminuigdo da concentragdo do glicogénio celular,
caracteristica comum as células neoplasicas e as do epitélio cilindrico

glandular do endocérvice.

As imagens colposcopicas, registradas de maneira descritiva, foram
classificadas neste estudo de acordo com a nomenclatura internacional
instituida no Il Congresso Mundial de Patologia Cervical e Colposcopia, em

Graz, na Austria, em 1975,

2.3.3 Estudo histopatologico

As biopsias foram realizadas sob a mira colposcopica em regime
ambulatorial, com a utilizagdo da pinga de Kevorkian, dispensando-se qualquer
tipo de anestesia. Com finalidade hemostatica, 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, obtidos através de biopsia, foram imersos
numa solugdo de formol a 10%; incluidos em parafina; submetidos a cortes de 5
micra; estendidos sobre a lamina, para que fosse processada a coloragao atraveés
da hematoxilina-eosina; e entio examinados de acordo com as normas

estabelecidas pelo Departamento de Patologia do Hospital Lyndon B Johnson.
2.3.4 Reagdo em cadeia da polimerase
Os esfregagos cérvico-vaginais foram processados de acordo com

critérios especificados por Ghirardini em 1989. Resumidamente, apos a

remog¢do do esfregago através da imersdao 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 solugdo tampido de fosfato salina num pH de 7.2 a 37C°

durante 5 minutos.

A reagdo em cadeia da polimerase foi processada como descrita acima.

Todos os fragmentos tissulares foram analisados quanto a presenga do
DNA HPV pela reagdao em cadeia da polimerase como o procedimento descrito

anteriormente.

Quanto a metodologia estatistica empregada, utilizou-se a analise

descritiva dos dados, através de tabelas e quadros.

A analise estatistica foi aplicada na comparag¢do dos grupos de mulheres
com hibridizagdo molecular do DNA HPV das células cervicais positiva (13
pacientes) e com a hibridizagdo molecular do DNA HPV negativa (15
pacientes), e na comparagdo dos tipos de exames realizados, onde foram
utilizados os testes paramétricos t de Student para amostras independentes e os

testes ndo-paramétrico Qui-Quadrado e Fisher para amostras independentes.

O nivel de significincia (ou probabilidade de significincia) minimo
adotado foi de 5,0%. O teste de Fisher fornece a probabilidade exata da

ocorréncia.
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3 RESULTADOS

Os resultados da analise dos 28 casos foram distribuidos em 12 tabelas e

3 quadros.

TABELA 1 - DISTRIBUIGAO DA IDADE FETAL NAS MULHERES COM TESTE DA

HIBRIDIZACAO MOLECULAR
IDADE FETAL POSITIVA NEGATIVA TOTAL

(Semanas) Numero | Percentual Nuimero [ Percentual Numero ] Percentual
32 - - 01 6.7 01 3.6

33 01 .7 - - 01 3.6

34 04 30.8 - - 04 143

35 02 15.4 02 13,3 04 143

36 05 385 06 40,0 11 393

37 01 7.6 05 333 06 214

38 - - 01 6.7 01 3.5
TOTAL 13 100.0 15 100.0 28 100.0

NOTA: Nio foi constatado alteragio nos resultados do exame histopatoldgico (normal) realizado
nos cones dos fetos, nos testes de hibridizagao in situ (negativa) e PCR (negativa) tanto nas
mulheres PCR positiva, como naquelas com PCR negativa, para a presenga de DNA HPV.

Na tabela estdo relacionados a idade fetal e a presenga ou ndao do DNA
HPV nas células cervicais das respectivas miaes. Cerca de 40% dos fetos

tinham 36 semanas enquanto 3,5% estavam na 38" semana.



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

FAIXA ETARIA POSITIVA NEGATIVA TOTAL

(Anos) Numero | Percentual Numero [ Percentual Numero [ Percentual
Menos de 20 09 69.2 01 6.6 10 35.7
20 a29 04 30,8 10 66,7 14 50.0
30 e mais - - 04 26,7 04 143
TOTAL 13 100,0 15 100.0 28 100,0

Na tabela 2 podemos observar a distribuigdo da faixa etaria quanto a

presenga ou nao do DNA HPV nas células cervicais maternas. De um total de

28 pacientes, 13 eram positivas para o DNA viral, enquanto 15 tiveram seus

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

menos de 20 anos, enquanto a maioria das pacientes sem o DNA viral estava

na faixa etaria compreendida entre 20 a 29 anos.



TABELA 3 - DISTRIBUICAO QUANTO AO NUMERO DE PARCEIROS SEXUAIS NAS
MULHERES COM TESTE DA PCR

NUMERO DE POSITIVA NEGATIVA TOTAL

PARCEIROS Numero | Percentual | Nuamero | Percentual Numero | Percentual
la3 04 30,8 12 80,0 16 57,1
4a6 06 46.1 01 6.7 07 25.0
7 e mais 03 23.1 02 13,3 05 17,9
TOTAL 13 100.0 15 1000 28 100.0

Na tabela 3 observamos a correlagio entre o nimero de parceiros e 0s

resultados da PCR nas médes. Da maioria das pacientes positivas para o DNA

viral, 47% referiam 4 a 6 parceiros, enquanto 80% das pacientes negativas

relatavam 1 a 3 parceiros.
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TABELA 4 - DISTRIBUICAO QUANTO AO INICIO DA ATIVIDADE SEXUAL (FAIXA
ETARIA) NAS MULHERES COM TESTE DA PCR

ATIVIDADE POSITIVA NEGATIVA TOTAL
SEXUAL Nimero | Percentual Nimero | Percentual Nimero | Percentual
Menos de 15 09 69.2 0l 6.7 10 357
15a19 04 30.8 03 20,0 07 250
20 e mais - - 11 73,3 11 39,3
TOTAL 13 100,0 15 100,0 28 100,0

Na tabela 4 pode-se observar a correlagdo entre a faixa etaria das

mulheres no inicio da atividade sexual e a presenga ou auséncia do DNA

viral. Cerca de 70% das pacientes positivas tiveram a coitarca com menos de

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

anos ou mais.
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TABELA 5 - DISTRIBUIGAO QUANTO AO TABAGISMO NAS MULHERES COM TESTE DA

PCR
TABAGISMO POSITIVA NEGATIVA TOTAL
(N° de cigarros) | Numero | Percentual Numero | Percentual Nimero | Percentual
Nio fuma 04 30.8 09 60.0 13 46,4
lalo 08 61,5 06 40,0 14 50.0
11a20 01 1.7 - - 01 3.6
TOTAL 13 100,0 15 100,0 28 100,0

Na tabela 5 observamos a correlagdo entre o tabagismo e a presenga ou

nio do DNA viral nas maes. Ndo verificamos diferenga significativa entre as

mulheres tabagistas e a presenca do virus em relagdo as ndo tabagistas e a

presenca do mesmo.

h
el



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

PCR
PARIDADE POSITIVA NEGATIVA TOTAL
Nimero ] Percentual Niimero I Percentual Nimero ’ Percentual
Primigestas 04 30,8 02 13,3 06 214
Multiparas 09 69.2 13 86,7 22 78,6
TOTAL 13 100,0 15 100,0 28 100,0

Na tabela 6 pode-se observar a correlagido entre a paridade e a presenga
ou nio do DNA viral nas médes. Niao existe diferenga significativa entre

primigestas ou multiparas e a presenga do virus.



TABELA 7 - DISTRIBUICAO DA PRESENCA E AUSENCIA DAS LESOES CLINICAS DO
HPV NAS MULHERES COM EFEITO CITOPATICO VIRAL E TESTE PCR

LESAO EFEITO CITOPATICO VIRAL (ECV)
CLINICA (HPV) Positivo Negativol Total
Numero l Percentual | Nuamero LPcrccntuaI Nimero | Percentual
Presente 06 60,0 01 5.6 07 25.0
Ausente 04 40,0 17 944 21 75,0
TOTAL 10 100,0 18 100,0 28 100,0
LESAO PCR
CLINICA (HPV) Positiva Negativa Total
Numero | Percentual | Numero | Percentual | Numero | Percentual
Presente 07 53.8 - - 07 250
Ausente 06 46.2 15 100,0 21 75,0
TOTAL 13 100,0 15 100,0 28 1000
Na tabela 7 observamos que, dentre as pacientes com lesdes

condilomatosas clinicas, apenas uma n3o apresentou os efeitos citopaticos
virais em seu esfregago cérvico-vaginal, enquanto, por ocasido da realizagdo
do teste da PCR, todas as mulheres com lesdo clinica apresentaram-se

positivas. Das 21 pacientes com auséncia de lesdo clinica, 17 ndo

apresentaram o efeito citopatico viral. Quanto ao teste da PCR, em meio as

21 pacientes sem lesdo clinica, cerca de 15 delas foram negativas.



TABELA 8 - DISTRIBUICAO DO RESULTADO DA PCR QUANTO AO TIPO DE BOLSA

AMNIOTICA
BOLSA HPV POSITIVA HPV NEGATIVA TOTAL
i Niumero | 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
e 6 horas 05 38.5 02 13.4 07 250
e 12 horas 01 17 02 13,3 03 10,7
e 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 positivas, 54% tinham a
bolsa rota por ocasido do parto, enquanto 47% tinham-na integra. Nas 15
mulheres negativas, 40% referiam bolsa rota por ocasido do parto, enquanto
em 60% das pacientes

significincia quanto ao estado da bolsa e a presenga ou nio do DNA HPV na

PCR.

a mesma estava

integra.

Portanto ndo houve



TABELA 9 - DISTRIBUICAO DOS ACHADOS DE COLPOCITOLOGIA EM RELACAO AOS ACHADOS DE

HISTOPATOLOGIA
GRAU DA NORMAL ALTERADO TOTAL
ANATOMIA CIN1 CINII

(Biopsia) Numero | Percentual | Numero ]Percentual Niumero ]Percentual Numero | Percentual
Normal 04 66,7 » = . - 04 30,8
Alterado 02 33.3 04 100,0 03 100.0 09 69.2
e CINI 01 16,7 02 50,0 - - 03 23.1
e CINII 01 16,6 02 50,0 - - 03 23,1
e CINIII - - - - 03 100,0 03 230
TOTAL 06 100,0 04 100,0 03 100,0 13 100.0

Na tabela 9 observamos que, entre 6 mulheres com citologia oncotica
normal, 67% delas tiveram exame histopatologico também normal. Das 4
pacientes com citologia CIN I, 100% apresentaram histopatologia CIN I. Nas
3 mulheres com citologia CIN II, 100% delas tiveram resultados de exame

histopatologico CIN II.



TABELA 10 - DISTRIBUICAO DOS ACHADOS COLPOSCOPICOS EM RELACAO AOS
ACHADOS DE HISTOPATOLOGIA

HISTOPATO- NORMAL ALTERADA TOTAL

LOGIA

(ZTT) (ZTA)

(Biopsia) Numero [ Percentual Niimero I Percentual Niumero I Percentual
Normal - - 04 30.8 04 30,8
Alterado - - 09 69,2 09 69,2

e CINI - - 03 23.1 03 23,1

o CINII - - 03 23,1 03 23.1

e CINIII - - 03 23,0 03 23.0
TOTAL - - 13 100,0 13 100.0

Na tabela 10 observamos que, das 13 pacientes com ZTA, 70% tinham

achados de histopatologia alterados.
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TABELA 11 - DISTRIBUICAO DOS ACHADOS DE COLPOCITOLOGIA EM RELACAO AO TIPO DE VIRUS

ENCONTRADO NA PCR
HPV DNA NORMAL ALTERADO TOTAL
(Tipo de virus) CIN 1 CINII

Nimero ] Percentual | Numero [ Percentual | Namero ] Percentual | Niamero I Percentual

Negativo 15 68,2 - - - - 15 53.6
Positivo 07 31.8 03 100,0 03 100,0 13 46.4
e Tipo6 01 45 - - - - 01 3.5

e Tipo 11 04 18.2 01 33,3 - B 05 17,9

* Tipo 16 02 9.1 02 66,7 03 100,0 07 250
TOTAL 22 100.0 03 100.0 03 100,0 28 100.0

Na tabela 11 observamos a relagdio entre os achados de citologia
oncotica e os tipos de HPV, donde nas 22 pacientes com citologia
normal,18% acusavam a presenga do HPV 11. Dentre as pacientes com

citologia alterada, o tipo de HPV mais encontrado foi o HPV 16.
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TABELA 12 - DISTRIBUICAO DOS ACHADOS HISTOPATOLOGICOS EM RELAGAO AOS TIPOS DE HPV

TIPOS DE NORMAL ALTERADO TOTAL
DNA HPV CINI CIN II CIN Il
Nimero | Percentual | Nimero | Percentual | Numero | Percentual | Numero | Percentual | Numero | Percentu
Negativo - - = = 02 100,0 - - 02 15,
Positivo 05 100,0 03 100,0 & - 03 100,0 11 84,
¢ Tipo6 01 20,0 2 - * . . s 0l 9,
o Tipoll 03 60,0 : . : ; . . 03 23,
e Tipo 16 0l 20,0 03 100,0 - - 03 100,0 07 53,
TOTAL 05 100,0 03 100,0 02 100,0 03 100,0 13 100,

Na tabela 12 podemos observar a correlagdo entre os achados
histopatologicos e os tipos de HPV. Entre 5 mulheres com histopatologia
alterada, o HPVI11 foi presente em 60% dos casos, enquanto o HPV16 foi

encontrado em 100% dos achados de histopatologia alterados.



QUADRO 1 - DISTRIBUICAO DA IDADE DOS FETOS, DAS MULHERES E DO INICIO
DA ATIVIDADE SEXUAL EM RELACAO A ESTATISTICA

DESCRITIVA NA PCR

IDADE POSITIVA NEGATIVA TOTAL
(n=13) (n=135) (n=28)

Idade fetal (semanas)

s Meédia + desvio padrdo 351 % 1,2 36,1 £ 1.4 356 = 1.4

¢ Minima ¢ maxima 33 e 37 32 e 38 32 e 38

Idade das mulheres (anos)

* Meédia + desvio padrdo 19.0 = 33 278 £ 47 237 +£ 6,0

e Minima e maxima 15 € 28 19 e 36 15 ¢ 36

Inicio da atividade sexual (anos)

s Média + desvio padrdo 14.0 = 20 199 % 2.5 17,1 * 3.7

¢ Minima ¢ maxima 12 e 18 14 ¢ 26 12 e 26




QUADRO 2 - RESULTADO DO TESTE APLICADO NA COMPARACAO DAS MULHERES

PCR POSITIVA EM RELACAO AS MULHERES PCR NEGATIVA

VARIAVEIS RESULTADO TESTE VALOR | SIGNIFICANCIA
DO TESTE APLICADO | TABELADO

Idade fetal (semanas) -2.034  tde Student 2.06 (0,05) NS

Idade das mulheres (anos) -5,780 tde Student 2.78 (0,005) S
Numero de parceiros sexuais 0.0107 Fisher - S

e la3x4a6 00114 Fisher - S

Inicio da atividade sexual (anos) -6,843  tde Student 2.78 (0.005) S
Tabagismo 2,40 Qui-Quadrado  3.84 (0,05) NS

e JlalOx1la20 0,0956 Fisher - NS
Paridade 0.1993 Fisher - NS
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QUADRO 3 - RESULTADO DO TESTE APLICADO NA COMPARACAO DOS TIPOS DE EXAMES

REALIZADOS

VARIAVEIS RESULTADO TESTE VALOR SIGNIFICANCIA
DO TESTE APLICADO | TABELADO

Lesdo Clinica (HPV)
e Efeito citopatico viral (ECV) 0,0032 Fisher - S
e DNA HPV 0,0014 Fisher - S
PCR x Tipo de Bolsa 0,2294 Fisher - NS
o integra 0.60 Qui-Quadrado  3.84 (0,05) NS
e Rota 0,08 Qui-Quadrado  3.84 (0.05) NS
Achados de Citopatologia 0,08 Qui-Quadrado  3.84 (0,05) NS
Achados de Histopatologia 1.92 Qui-Quadrado 3,84 (0,05) NS
PCR x achados de Citopatologia 0.0046 Fisher - S
PCR x achados de Histopatologia 0.3590 Fisher - NS




64

4 DISCUSSAO

Estudos recentes feitos com o papiloma virus humano sugerem uma
intima associagdo de certos tipos deste com a presenga da neoplasia intra-
epitelial cervical e com o carcinoma francamente invasor (FRANCESCHI, 1983
e CRAWFORD, 1984).

As evidéncias surgiram com base em estudos histologicos e moleculares
que mostravam uma associagdo frequente do HPV com as neoplasias cervicais
(FU et alii, 1983 e zur HAUSEN, 1977), e através de estudos epidemiologicos,
os quais revelavam fatores de risco comuns para a infec¢do pelo HPV e para o
cancer cervical, ambos atualmente rotulados como doengas sexualmente

transmissiveis (SADEGHI, 1984).

O HPV pode contribuir para o desenvolvimento da neoplasia diretamente
através das oncoproteinas virais, as quais interagiriam com as proteinas da

célula, e indiretamente, agindo no sistema imunologico ou no genoma celular.

Os papilomas virus sdao epiteliotropicos. Existem cerca de 71 tipos
diferentes isolados, sendo que pelo menos 27 destes tém assegurado um
potencial oncogénico e podem ser agrupados em trés diferentes categorias de

risco: baixo, intermediario e alto.

Alguns estudos tém demonstrado incidéncia maior da infecg¢do pelo HPV
entre a populagdo de gestantes, juntamente com uma evolugdo mais rapida das
neoplasias intra-epiteliais cervicais em diregdo as formas invasoras do cancer

(PASTNER, 1990).

A transmissdo do virus para o feto durante a sua passagem pelo canal do
parto foi sugerida por SMITH em 1991. Entretanto, relatos de outros autores
demonstram que criangas nascidas através de cesariana também exibem a

presenga do HPV, sugerindo ocorrer a transmissdo viral intra-utero e que o
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parto abdominal ndo € totalmente efetivo na prote¢do do concepto contra o

referido virus (TSENG, 1992 e JACYNTHO, 1994).

A confirmagido da transmissio do HPV antes do nascimento e do periodo da
gestacdo em que ela ocorre ¢ fundamental. A analise criteriosa de material
fetal nas diferentes fases do periodo gestacional poderia provar esta hipotese.
O possivel contagio das células embrionarias com o HPV faria delas produtoras

virais e poderia dar inicio a transformagio neoplasica das mesmas.

Em nosso estudo, os colos uterinos dos fetos e natimortos de 32 a 38
semanas, cujas maes apresentavam, nas amostras de células e tecidos cervicais,
sequéncias do HPV detectadas pela reagdo em cadeia da polimerase, ndao foi
possivel a demonstragdao da presenga do DNA viral através da hibridizagdo "in
situ". O mesmo ocorreu com o estudo realizado .pela reagdo em cadeia da

polimerase.

Adicionalmente, com o estudo histologico destes colos uterinos, ndo
foram observadas alteragdes sugestivas da presenga do HPV, como também
nao foram evidenciadas alteragdes condizentes com a presenga de neoplasia

intra-epitelial cervical.

A hibridizagdo "in situ" permite-nos a correlagdo entre a distribuigdo do
DNA viral e o tipo de célula infectada, e é a técnica mais indicada em estudos
retrospectivos (THOMPSON, 1992). Entretanto, trata-se de técnica que
apresenta sensibilidade inferior, quando comparada com outras provas de
hibridizagdo molecular, e principalmente quando sondas biotiniladas sdo usadas

(DEPALO, 1991).

Devido a estes aspectos técnicos, foi realizada também a reagdo em
cadeia da polimerase com controles positivo e negativo seguida pela técnica de
Southern blot que € atualmente considerada a mais sensivel das provas de

hibridizagdo molecular (PRATILI, 1986), e os resultados foram coincidentes.
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Em 1986 BENDER reportou que a frequéncia de verrugas genitais em
criangas, desde recém-nascidos até adolescentes, havia crescido muito, fato

corroborado por ROCK e colaboradores também em 1986.

Em 1980 STUMPF, estudando lesdes verrucosas perineais em criangas,
sugeriu que a transmissdo do HPV poderia ocorrer durante a gestagdo atraves
da via hematogénica ou ascendente, durante o nascimento ou logo apods o

parto.

Em 1993 ARMBRUSTER-MORAES sugeriu a presenga de viremia e
descreveu alguns sintomas os quais poderiam ser os prodomos da infecgdo pelo
HPV. Se existe viremia, entdo a infecgao por via hematogénica podera dar-se
com o virus atravessando a barreira placentaria, infectando os conceptos e

podendo, através da sua inclusdo nas células embrionarias, causar alteragdes na

morfologia fetal (BARCELLOS, 1990).

Em nosso estudo ndo constatamos a presenga do HPV nas células do
colo uterino fetal, sugerindo que a transmissdo intra-uterina ndo ocorre, ou
que, se presente, a infecgdo pelo mesmo esteja numa fase ainda muito inicial,
nio dando alteragdes celulares que pudessem ser detectadas, seja através da
microscopia oOtica ou através da hibridizagdo molecular. Salientamos que , pela
propria dificuldade de amostragem, o numero de casos € limitado, e que o
estudo deve ser continuado com uma ampliagdio da amostra de maneira
prospectiva e com pesquisa do DNA HPV no sangue materno, no liquido

amniotico e na placenta.

As infecgdes pelo HPV sdo particularmente frequentes entre 15 a 40
anos, correspondendo ao periodo de atividade sexual maxima, utilizagbes de
anticoncepcionais hormonais, gestagdes e riscos maiores de infecgdes genitais
(JACYNTHO, 1994). Em nossa amostra, observamos que a meédia de idade das

pacientes com células cervicais, apresentando DNA viral, era de 19 anos, fato



67

concordante com a literatura (ORIEL, 1971), enquanto a média de idade das

pacientes PCR negativas foi de 28 anos.

De acordo com estudos realizados por FUJIIMOTO em 1985, as mulheres
que apresentavam lesdes condilomatosas tinham em sua historia um numero
maior de parceiros em relagdo a populagdo geral. Fato comprovado em nossa
amostragem, onde 46 % das pacientes que tinham DNA HPV em suas células
referiam 4 a 6 parceiros sexuais contra 1 a 3 parceiros em 80% das gestantes

DNA HPV negativas.

O inicio precoce da atividade sexual deixaria a mulher mais vulneravel ao
aparecimento das doengas sexualmente transmissiveis (ALVES, 1984), o que foi
comprovado em nosso grupo de estudo, onde 70% das pacientes DNA HPV
positivas iniciaram sua vida sexual com menos de 15 anos, contrapondo-se ao
grupo DNA HPV negativas, onde 74% tiveram a sua primeira relagido sexual

com mais de 20 anos.

Autores como BURGER em 1993 e FEARON em 1992, concluiram que o
tabagismo esta associado com o decréscimo do antigeno apresentador das
células de LANGERHANS no epitélio cervical normal, produzindo um defeito
imunologico local, o qual facilitaria a infec¢do e a persisténcia do papiloma
virus humano. Este fendmeno seria diretamente proporcional ao numero de
cigarros consumidos diariamente. Em nossa amostra ndo encontramos

significancia estatistica entre o uso do tabaco e a presenga do DNA viral.

Quanto a relagdo entre paridade e presenga do virus na célula, nao foi
significativa em nossa amostra, fato concordante com os achados de literatura

(PATSNER, 1987).

O diagnodstico citologico de infecgdo pelo HPV caracteriza-se pela
presenga de coilocitose, disceratose e anomalias nucleares (MEISELS e

MORIN, 1982). Os esfregacos da infecgdo pelo HPV apresentam-se limpos,
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com pouco ou nenhum infiltrado inflamatorio e com predominancia de células
disceratoticas e poucos coilocitos ou, ao contrario, predominancia de coilocitos
e escassez de células disceratoticas(DEXEUS, 1989). Autores sugeriram que
as alteragdes citoplasmaticas observadas nos coilocitos provavelmente eram

produzidas pelo HPV (AYRE, 1949 e DEGIROLAMI, 1967).

Em 1981, CASAS-CORDERO observou que as células coilocitoticas
estavam sempre presentes dentro do epitélio, em todos os casos de condiloma
nos quais as particulas virais foram encontradas. Porém, a presenga dos

coilocitos ndo implicaria necessariamente a presenga do virus.

As caracteristicas citopatologicas ndo distinguem as varias formas
clinicas, colposcopicas e histopatologicas da infecgdio, (ALMEIDA FILHO,
1994). Em nossa amostra, de um total de 7 pacientes com lesdes clinicas
decorrentes do HPV, 6 tinham diagnostico citologico positivo para a presenga
do virus, enquanto uma gestante ndo apresentou os critérios para a infecgdo em
seu esfregaco. Este fato pode ser explicado pelos achados de CASAS-
CORDERO em 1981, onde o autor conclui ser a coilocitose o resultado de
modificagdes citoplasmaticas progressivas causadas pelo efeito citopatogénico

do HPV.

As provas de hibridizagao molecular dos acidos nucléicos sdo os unicos
métodos capazes de determinar a presenga do HPV com alta sensibilidade e

especificidade (DE VILLIERS, 1992).

Sua principal finalidade ¢ a identificagdo dos tipos ou sub-tipos do virus
presentes na infecgdo. Através deste método também é possivel a detecgdo de
sequéncias de HPV em tecido onde ndo existe expressdo clinica, ou seja, a

infecgdo esta em estado latente.

Em nosso grupo, observamos que, dentre 7 mulheres com lesdo clinica

condilomatosa, todas elas apresentaram resultados positivos na prova de
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hibridizagdo, enquanto nas 21 pacientes com auséncia da doenga clinica, 6

delas foram positivas na PCR e 15 tiveram seus resultados negativos.

Na correlagdo que fizemos entre o resultado da PCR nas gestantes e o
estado da bolsa amniotica, se integra ou rota, verificamos que, dentre 13
mulheres com sequéncias virais positivas, 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

integridade. Este achado, portanto, nido foi significativo.

Relatos de literatura sugerem uma intima associagdao entre o HPV e o
carcinoma do colo uterino (DORES, 1994). Em nossa amostra, verificamos a
presenca de 7 exames citologicos alterados dentre as 13 mulheres com DNA
HPV positivo, donde 3 casos correspondiam a CIN II e, quando biopsiados,
tiveram CIN IIl como resultado. Dos 4 casos correspondentes a CIN I na
citologia, 2 deles tiveram o seu resultado confirmado pela histopatologia,

enquanto os outros 2 apresentaram o equivalente a CIN II na biopsia.

Autores publicaram varios trabalhos sobre o numero de falsos-negativos
na citologia oncotica (COPPLESON, 1974)e (KOSS, 1989). Em nosso grupo,
observamos 6 pacientes com citologias negativas que foram biopsiadas devido
a alteragdes na colposcopia. Verificamos 2 casos de neoplasia intra-epitelial

cervical, grau I e grau Il respectivamente.

O uso da colposcopia como metodo diagnostico das CIN provou ser
altamente sensivel (ZANINI-KOSLINSKI, 1992). Em nossa amostra, num total
de 13 pacientes, 100% delas apresentaram exame colposcopico com alteragdes

e, quando biopsiadas, 70% tiveram a presencga de CIN na histopatologia.

Existem inumeros relatos associando os varios tipos de HPV com lesdes
condilomatosas benignas e malignas (MALDONADO, 1994). Em 1985, zur

HAUSEN, analisando varios casos de lesdes pré-neoplasicas do colo uterino,
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verificou que as alteragdes menos graves estavam associadas ao tipos de HPV
6/11, enquanto as lesdes mais graves denunciavam a presenga dos HPV 16/18.
Corroboramos este fato em nosso estudo, onde verificamos que, dentre 13
pacientes DNA HPV positivas, 54% tinham suas lesdes associadas ao HPV 16 e
que o mesmo fazia-se presente em 100% dos casos de CIN III, enquanto os

HPV 6 e 11 estavam presentes nas lesdes com menor grau de atipia.

Em nosso grupo de estudo, ficou patente a importancia da avaliagdo
criteriosa das pacientes portadoras de lesdes condilomatosas virais, devido
serem as mesmas mais propensas a apresentarem alteragdes nos achados

citologicos e histopatologicos.

Apesar de nossa amostra ser pequena, nio nos foi possivel caracterizar a
presen¢ca do HPV nos colos uterinos fetais, mas vislumbramos uma nova linha
de pesquisa, utilizando-se uma amostra maior e também fazendo analise através

da PCR do liquido aminiotico e placenta.
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5 CONCLUSOES

Apos a exposi¢cdo dos dados conclui-se que:

a)

b)

d)

Em

nao foi constatada a presenga do DNA HPV nas células cervicais de
fetos e natimorto de mulheres que comprovadamente tinham
sequéncias virais em suas células cérvico-vaginais, sugerindo desta

maneira auséncia de transmissdo intra-utero;

nao foi demonstrada alteragdo nos estudos de histopatologia dos
cérvices uterinos fetais e ou natimorto de pacientes que
comprovadamente tinham a presenga do DNA HPV em suas células

oriundas do colo e paredes vaginais,

o tipo do papiloma virus humano mais freqientemente encontrado nas
lesdes de alto grau foi o HPV 16, enquanto o HPV 11 foi mais

frequente nas lesdes cervicais de baixo grau.
o perfil da mulher DNA HPV positiva vem de encontro com aquela
mulher pertencente ao grupo etario mais jovem, com inicio precoce

de vida sexual e promiscua.

razdo da amostra estudada em ambos os grupos ser pequena,

aconselha-se a continuidade desse trabalho para verificar se as conclusdes

acima terdo ou nao confirmagdo.
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