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Papilomavirus na drea metropolitana de Sdo Paulo:
aspectos citologicos e imunocitoquimicos
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RESUMO — Levantamento de 30.000 laudos citoldgicos consecutivos de secregdes cervicovagi-
nais selecionou 26 casos sugestivos de papilomavirus (HPV) (0,09%). Correlacionamos aqui alteracdes ci-
tologicas em 25 destes casos com a expressdo de Ag a imunoperoxidase, utilizando anticorpo anti-BPV-1,
cedido pelo Dr. A.B. Jenson. As pacientes apresentavam idade média de 25 anos (19-67 anos), primeira
atividade sexual variando de 14 a 25 anos, nliimero médio de gestacdes 3,4. Apenas 16 casos apresentavam
leucorréia. Citologia inflamatéria foi encontrada em 13 casos, neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) em
12 (11 NIC I, 1 NIC II); coilocitose foi significante em 23 (88%), sendo proeminente em seis. Ag HPV foi
detectado em 11 (44%). Apenas 2/13 (15,38%) dos casos de citologia inflamatéria mostraram positivida-
de a imunocitoquimica, contrastando com nove entre 11 casos de NIC I (81,82%). O caso NIC II nio ex-
pressava Ag HPV. A freqiiéncia de HPV nessas pacientes da Grande Sao Paulo foi de 0,09%, sendo de
44% a positividade imuno-histoquimica de Ag HPV, mais elevada nos casos NIC que nos inflamatorios.
Negatividade em 14 casos poderia resultar de outros agentes causando coilocitose, baixa sensibilidade
deste anticorpo, aos subtipos prevalentes em nossa cidade ou mais provavelmente a flutuacdo de express
sdo antigénica em diferentes estagios da infecgio.

\TRODUCAO Papanicolaou ja advertiu que estas células podiam ser
confundidas com lesdes malignas intra-epiteliais e relatou
a presenca de halos perinucleares em algumas células,

ndo lhes atribuindo importancia diagndstica.

Lesdes condilomatosas, apesar de facilmente diag-
Dsticaveis na regido vulvar, freqiientemente passam des-
ercebidas ao exame clinico na vagina e colo uterino. Por

§e motivo, analise citologica dos esfregacos colpocervi-
is tem significativa importancia no estudo dessa infec-
0 pelos papilomavirus (HPV).

Papanicolaou, em seu Atlas de Citologia Esfoliativa,
fscreveu que as células obtidas de condiloma acuminado
resentavam aumento nuclear pronunciado, observan-
s¢, por vezes, hipercromasia nuclear marcante . To-
i, entretanto, monstravam-se de padrdo escamoso su-
rficial ou intermediario, com citoplasma abundante.

shalho realizado no Instituto Adolfo Lutz, Divisdo de Patologia —
for de Citologia Oncotica, Sao Paulo, e apresentado no VI World
mgress of Cervical Pathology and Colposcopy, Sdo Paulo, Brasil.
lovado para publicagdo em 3/5/88.
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Varias descri¢des se seguiram até que Meisels e For-
tin, em 19769, definiram dois padrdes caracteristicos de
lesdo: a) disqueratose em células isoladas ou formando
pequenos grupos com nucleos pequenos e densos; b) célu-
las balonizadas: células intermediarias aumentadas com
um ou mais nucleos, sendo muito freqgiientemente a binu-
cleacdo. Sua cromatina mostra-se levemente irregular e
densa. E proeminente um halo perinuclear de limites peri-
féricos nitidos com o restante do citoplasma que se mos-
tra hialino. Esta alteracdo tornou-se a grande marca cito-
logica desta infeccdo viral, tendo o uso consagrado a de-
nominacdo atipias coilocitéticas, conforme prévia deno-
minacdo de Koss'?, Mesmo sendo esses os critérios basi-
cos para o diagnostico citologico de infeccdo pelos HPV,
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com o trabalho de Meisels e Fortin citado pela virtual to-
talidade de autores, recentes estudos tém definido subdi-
visdes desses padrdes analisando separadamente as alte-
ragdes nucleares, como o grau de atipias, bi ou polinu-
cleagdo, e as citoplasmaticas, como o limite entre a area
central clara e a periferia, a presenca de disqueratose ou
paraqueratose, de grianulos de querato-hialina ou de con-
densacdo de filamentos (1.6.10.15.20)

Esta infeccao de carater sexualmente transmissivel
apresenta prevaléncia variavel de 0,05 até 2% das mulhe-
res estudadas a citologia®'61%2) ou, ainda mais, com in-
dices proximos de 10% em mulheres de 15 a 50 anos por
hibrizagao molecular com sondas radioativas . Sabe-se
hoje que, dos mais de 40 tipos de papilomavirus ja descri-
tos, diversos deles (especialmente os tipos 16, 18, 31, 33 e
35) ja foram identificados em carcinomas invasivos de
colo uterino®”. Esta neoplasia, infelizmente, é a de
maior prevaléncia nas mulheres brasileiras, o que confere
a essa infecgdo viral maior importdncia em nosso meijo .

Os objetivos do presente estudo sdo: 1) avaliar a fre-
qiiéncia do padrio citolégico sugestivo de HPV em popu-
lagdo da regido metropolitana de Sao Paulo; 2) confirmar
a aplicabilidade, em nosso pais, da pesquisa de antigeno
de papilomavirus pelo método da peroxidase-antiperoxi-
dase em amostras previamente coradas pelo método de
Papanicolaou; 3) analisar a distribuicdo da expressdo an-
tigénica em diferentes estagios de infecgdo.

MATERIAL E METODOS

Andlise retrospectiva de 30.000 amostras citologicas
de secrecdo cervicovaginal consecutivas de pacientes de
baixa renda, estudadas de 1984 a 1986, no Setor de Cito-
logia Oncotica da Divisdo de Patologia do Instituto
Adolfo Lutz (laboratorio de Satde Publica do Estado de
Sao Paulo), permitiu identificacdo de 26 casos sugestivos
de infeccdo por HPV. Essa pesquisa teve por base as clas-
sicas definigdes de Meisels e Fortin'®, bem como as sub-
divisdes mais recentemente descritas (!:6:10.15.21),

Dados suficientes foram obtidos de 25 dessas pacien-
tes que foram reavaliadas quanto a faixa etdria, idade a
primeira atividade sexual, ntimero de gestacdes e queixas
ginecolégicas. A avaliagdo citologica visou o diagndstico
apresentado segundo classificacdo atual proposta pela
Organizacdo Mundial de Satide em 1984 U7 pesquisando-
-se ainda a flora microbiana associada. Sendo a coilocito-
se um dos critérios citologicos de maior importéncia ©2",
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resolvemos comparar sua distribuicdo com a expressa
antigeno HPV pelo método imunocitoquimico da
dase-antiperoxidase ®, Cada um desses paran
semiquantificado em quatro graus: 0) ausente; 1)
to; 2) moderado; 3) acentuado. O anticorpo antipa
mavirus nos foi cedido gentilmente pelo Professor Al
Bennett Jenson (Georgetown University, EUA). Foil
do a partir de antigeno de papilomavirus bovino
previamente tratado com mercaptoetanol e SDS
dodecyl sulfate), de maneira a expor antlgenos cor

vadamente comuns a todos os papilomavirus h mar
animais atualmente conhecidos "', O anticorpo de.
¢do (porco anticoelho) e o complexo peroxidase-anti
xidase sdo de origem comercial (Dako Co., EUA)

Laminas dos 25 casos com citologia sugestiva|
HPYV foram demarcadas com lapis diariamente para
litar a localizagdo das células suspeitas. Para a aplic:
da técnica imunocitoquimica, os esfregacos foram de
rados em alcool-acido, posteriormente lavados
pdo salina fosfato (PBS) por cinco minutos. De
bloqueio da atividade de peroxidase enddgena com
xido de hidrogénio (3%) em metanol, procedeu-se
bag¢do por 20 minutos com soro normal de porco
para reduzir a inespecificidade. A seguir, os es
foram incubados com IgG de coelho antipapiloma
(diluido 1:120) por 60 minutos a 37°C. O anticorpo d
gacdo IgG de porco anti-IgG de coelho (diluido 1:30
incubado por 30 minutos a 37°C. A reacdo com 0@
plexo peroxidase-antiperoxidase produzido em CO0t
(diluido 1:40) teve 30 minutos de duragido a 37°C. A
lagdo da reacdo se fez pela solucio substrato ¢o
30mg de 3,3 diamino-benzidina e 1,2ml de pero:;
hidrogénio 3% em 100ml de tampdo PBS, durz
minutos a temperatura ambiente. As amostras
contracoradas com hematoxilina de Mayer, desidr
diafanizadas e montadas com balsamo do Canada,
cada uma das etapas, foram efetuadas trés lavage
PBS pH 7,4, cada qual com trés minutos de durac

Como controles de especificidade e sensibili
reacao, as seguintes ldminas foram, simultaneamente
casos-teste, submetidas & mesma seqiiéncia de reag
amostra tecidual obtida por bidpsia de um caso de cg
loma acuminado sabidamente positivo para Ag |
(controle positivo); 2) amostra citologica vaginal de
caso sabidamente normal (controle negativo). Ainda
garantir inexisténcia de inespecificidade, foi tam
tuada a seqiiéncia de reacdes, excetuando-se a in cub;
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im anticorpo primario, em material tecidual contendo
g HPV.

ESULTADOS

As pacientes apresentavam idades variando de 19 a
‘anos, com média de 28,7. A idade a primeira atividade
xual variou de 14 a 25 anos, com média de 18,7 anos. O
mero médio de gestagdes foi de 3,4, notando-se desde
iparas até pacientes com 13 gestagdes.

A tabela 1 apresenta o diagnostico citologico dos 25
505 sugestivcs de infeccdo por HPV em comparagao
m 0s 30.000 esfregacos obtidos da populagio geral.

TABELA 1

Com paragdo dos diagnosticos citologicos de 25 casos sugestivos

- de HPV pelo método de Papanicolaou e dos 30.000
esfregagos da populagdo geral

Casos com papilomavirus Populacio geral

agnostico N? Yo N? %
rial inadequado 969 3,23
. 9.067 30,22
13 52,00 19.358 64,52
11 44,00 172 0,57
1 4,00 48 0,16
38 0,14
oma invasivo 20 0,07
328 1,09
25 100,00 30.000 100,00

TABELA 2

Diagnéstico citolégico x expressio antigénica do HPV

Diagnostico
Inflamatorio NIC1 NIC 11

TABELA 3
Grau de coilocitose x expressdio antigénica do HPV
(andlise semiquantitativa)

Coilocitose
0-1 2-3
11 96
3 04

Com relacdo a flora microbiana, observaram-se 11
casos com flora bacteriana bacilar, sendo bactérias cocoi-
des encontradas em 12 e flora bacteriana mista em dois
casos. Associado 4 flora cocoide encontramos dois casos
de Trichomonas vaginalis e um caso de Candida Sp asso-
ciado a flora bacilar.

Na tabela 2 verificamos apenas 2/13 casos de citolo-
gia inflamatoria mostrando positividade a imunocitoqui-
mica, contrastando com nove dentre 11 casos de NIC . O
caso de NIC II ndo expressava Ag HPV.

Na tabela 3, coilocitose esteve presente em 23 casos
(88%), seis dos quais em numerosas células (+ + +) (fig.
1). Em cinco casos a coilocitose apresentou-se em grau
moderado, estando presente em grau minimo (+) nos ou-

Fig- 1 — Célula epitelial escamosa com coilocitose: o nicleo é aumen-
tado e apresenta hipercromasia. Note-se halo citoplasmdtico de limites
externos bem definidos (caso 4, col. Papanicolaou, x400).

: - T 3
Fig. 2 — Duas células epiteliais (=) tém nicleos enegrecidos devido a
positividade para antigeno de papilomavirus ao método da peroxidase
antiperoxidase. Outras células, com ndcleos negativos, sdo apresenta-
das para comparacdo (=f>). {Caso 5, Ag HPV, PAP, x200).
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tros 12 casos. Os dois casos restantes, ainda que sem coi-
locitose conspicua, preenchiam os critérios de Schneider e
cols. @Y para diagnostico citolégico de infecgdo por HPV.
Antigeno de HPV foi detectado em 11 amostras (44%).
Esta expressdo foi acentuada (+ + +) em quatro esfrega-
¢os, mostrando-se moderada (+ + ) em trés casos. Os ou-
tros quatro apresentaram esparsas células positivas para
Ag HPV (+). Tal expressdo esta apresentada na figura 2.

DISCUSSAO

Ainda que nao corresponda ao método de mais alta
sensibilidade para a analise de infecgdo pelos papilomavi-
rus, o exame citologico tem grande utilidade na identifi-
cagdo dessas infecgdes 412162023 Recentemente, 0s pro-
prios Schneider e cols. ?”, do Departamento de Pesquisas
Virais do Centro de Pesquisas de Cancer de Heidelberg,
pioneiro na producdo de sondas de DNA para o estudo
de HPV por hibridizacdo molecular, afirmaram que “es-
te método néo sera introduzido na rotina diagnéstica em
futuro proximo e que a pré-selegdo das pacientes de alto
risco merecedoras de investiga¢do mais sofisticada conti-
nuaré tendo por base os critérios citologicos’.

No presente estudo, a positividade em 26 casos cor-
responde a 0,09 da populacdo estudada. Dentre os dados
clinicos, merece destaque o fato desta infeccdo acometer
mulheres jovens, com inicio precoce de atividade sexual,
e a auséncia de leucorréia em mais de 1/3 das pacientes.

Nosso estudo revela, também na Grande Sao Paulo,
forte associacdo entre citologia sugestiva para HPV ¢ o
achado de neoplasia intra-epitelial cervical, ja que 48%
das pacientes sugestivas de infec¢do por HPV apresenta-
ram NIC contrastando com apenas 0,94% de NIC nos
30.000 casos representativos da populacdo geral. Zeferi-
no e cols.®, através do método de Papanicolaou, col-
poscopia e bidpsia, relataram também que pacientes com
lesdes condilomatosas deveriam ser consideradas de alto
risco para a ocorréncia de NIC.

A pesquisa de antigeno de HPV em amostras teci-
duais fixadas em formol e incluidas em parafina tem re-
sultado em positividade variavel de 30 a 67% dos casos de
lesGes genitais com morfologia caracteristica dessas infec-
¢oes 20, Em nosso laboratorio, encontramos positivida-
de tecidual em 63,7% dos casos". A positividade de 44%
obtida em nossos esfregacos citologicos é intermediaria
entre os 30% relatados por Deligeorge Politi e cols. ® e os
62% encontrados por Gupta e cols. . Esses achados per-
mitem concluir que a pesquisa de HPV pelo método de
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peroxidase-antiperoxidase ¢ possivel mesmo ¢
contendo esfregagos citologicos previamente ¢
lo método de Papanicolaou & que os métodos d
fixacdo e coloragdo usados na rede publica ¢
Sdo Paulo e os procedimentos imunocitoquimis
dos em nosso laboratorio estdo dentro dos padr
nacionais de qualidade. Visto que as metodoloy
gicas e imunocitoquimicas provaram ser adeq|
na-se importante uma analise critica para o fa
nas 44% dos casos apresentarem o Ag HPV.
meira explicacdo poderia ser a de que outros ag
sassem coilocitose''¥. Na verdade, nem todos
tos tém particulas virais'®. Entretanto, & conse
bliografia ®7*1% que, quando presente, a coi
marcador altamente caracteristico da infecgdo p
Quanto a sensibilidade do anticorpo ou do m¢
amplificacédo (PAP), sabe-se que o anticorpo dese
do pela equipe da Georgetown University, aqui ut
€ um dos anticorpos-padrdes dos laboratorios de |
mundo ©*1¥, Ji o método de PAP ¢ considerado di
sima sensibilidade, sendo aproximadamente 1.00
superior a imunofluorescéncia ® e até mais se
microscopia eletrénica‘'®. Assim sendo, resta a |
de variacdo da expressdo antigénica nas diver:
da infeccao. Esta hipotese, ja levantada por K
em amostras teciduais de biopsia, também é va
por De Villiers ™. De fato, em nossa casuistica, a¢
sdo nos casos de NIC foi 9/11, em franco con
outra fase de infecgio, com padrio apenas inflam
em que 0o Ag foi detectado apenas em 2/13 Casos..

Atraves do estudo semiquantitativo observou
ralelismo entre o grau de coilocitose e de expres
HPYV. Essa correlagdo foi especialmente significai
casos de neoplasia intra-epitelial cervical: apens
(25%) dentre oito casos com coilocitose mini
sente apresentavam significativa expressdo do Ag
contrastando com expressdo exuberante do Ag em
0s quatro casos em que a coilocitose era acentuada
dados corroboram prévias sugestdes de que a coile
poderia corresponder ao efeito citopatico do HPY

CONCLUSOES

A freqgiiéncia de alteragdes citologicas sugest
infec¢do por HPV em nossa populagio é de 0,0
A deteccdo de antigeno de HPV pelo PAP

portancia diagnodstica em saude publica, mostr
aplicavel em ldminas previamente coradas pelo
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e Papanicolaou, detectando, na presente casuistica,
4% de positividade nos casos citologicamente sugesti-

A expressdo antigénica do HPV varia em diferentes

Stagios da infecgdo. Nesta casuistica, a expressdo foi
uito superior nas NIC I gque nos casos que apresentaram
penas padrao inflamatorio.
Estudos semiquantitativos revelam que a expressio
ntigénica do HPV é paralela ao grau de coilocitose, cor-
pborando a prévia sugestdo de que a coilocitose poderia
orresponder ao efeito citopatico do HPV,

SUMMARY

A retrospective analysis of 30,000 consecutive re-
orts of cervicovaginal Papanicolaou smears from this
¢ health laboratory (Instituto Adolfo Lutz) allowed
e screening of 26 cases suggestive of HPV (0.09%). The
uthors studied 25 of these cases looking for cytologic
literns in Papanicolaou stained smears and also for in-
cellular HPV Ag applying the peroxidase-antiperoxi-
e method. Primary polyclonal antibody anti-BPV-1,
imed to stain most subtypes of HPV was gently
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supplied by Dr. A.B. Jenson. Mean age of patients
was 25 ys (19-67 ys); first sexual activity varied from 14 to
25 ys and the mean number of pregnancies was 3.4. Only
16 patients presented overt vaginal discharge. Inflamma-
tory cytology was found in 13 cases, whereas intraepite-
lial neoplasia (CIN) was diagnosed in 12 (11 CIN I; I CIN
1I); koilocytosis was significant in 23 cases (88%) and it
was prominent in 6. HPV Ag was detected in 11 cases
(44%). 1t is remarkable that only 2 of 13 (15.38%) ““in-
flammatory cases’ disclosed HPV Ag, contrasting with
positive findings in 9 of 11 (81.82%) of CIN I cases. HPV
Ag was not found in the CIN II case. In conclusion, the
findings revealed a frequency of 0.09% of HPV in Sdo
Faulo Metropolitan Area females and 44% of these cases
expressed HPV Ag through imunoperoxidase technique.
Positivity was higher in CIN I cases than in inflammatory
ones. Negative results in 14 cases might be related to the
possibility of other agents causing cytologic alterations
mimicking HPV, to a low sensitivity of this antibody to
HPV subtypes prevalent in our city or, most probably, to
the periodicity of antigenic expression in different stages
of the infection.
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XXX Reunido Anual de Cancerologia
X1V Encontro dos Ex-Residentes do Instituto Central
lll Jornada de Enfermagem em Oncologia

13 a 15 de outubro de 1988
Local: Hospital A.C. Camargo — Fundacdo Anténio Prudente
Anfiteatro Senador José Ermirio de Morais
Rua Prof. Anténio Prudente, 211, Sdo Paulo, SP — CEP 01509

Informacdes: Tel. (011)278-8811, ramal 134

Convidados estrangeiros: Jeffrey Eckardt (EUA) — Tumores ésseos
Arlan Fuller (EUA) — Tumores ginecolégicos
Reinaldo D. Chacon (Argentina) — Tumores de mama

Inscricdo: médicos — B60TN's
estudantes e residentes — 4 OTN's
enfermeiras — 2 0TN's
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