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ABREVIACOES

ASCUS - “atypical squamous cells of undetermined significance” - CEASI

CEASI - células atipicas de significado indeterminado - ASCUS

DNA - acido desoxirribonucléico
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DST - doencgas sexualmente transmissiveis

ELISA - “enzyme-linked immunosorbent assay” - ensaio imunoenzimatico

HPV - *human papillomavirus” - papilomavirus humano
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IgG - Imunoglobulina da classe G

LCR - “long control region” - regido regulatéria longa

LEIAG - lesdo escamosa intraepitelial de alto grau



Nonnenmachd)B

LEIBG - leséo escamosa intraepitelial de baixo grau

Log - logaritmo na base 10

LSIL - “low grade squamous intraepithelial lesion”

NIC - neoplasia intraepitelial cervical

OR - “odds ratio” - razao de chances

ORF - “open reading frame” - fase aberta de leitura

PBS - “phosphate buffered saline” - salina fostato tamponada

PCR - “polymerase chain reaction” - reacdo de polimerizagdo em cadeia

RAN - razdo de absorbancias normalizadas

SFB - soro fetal bovino

SIL - “squamous intraepithelial lesion” - lesdo intraepitelial escamosa

VLP - “virus-like particles” - particulas semelhante a virus
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INTRODUCAO

No Brasil o cancer de colo uterino é o segundo cancer que mais acomete as mulheres
nas regides nordeste, sudeste, sul e centro-oeste. Na regido norte esta neoplasia ainda
ocupa o primeiro lugar. Em 1998, o Instituto Nacional do Céancer estimou 21.725 casos
novos de cancer de cérvice no Brasil apresentando uma taxa especifica de cancer estimada

em 29,2 por 100.000 mulheres (Brasil/Ministério da Saude, 1998).

Dados atuais indicam uma queda na incidéncia e mortalidade por cancer de colo
uterino em nosso pais e demais paises no mundo (Brasil/Ministério da Saude, 1995 e 1998;
Casciato, Lowitz, 1990; WHO, 1995). O rastreamento dessa lesdo através do exame
Papanicolau (exame citopatoldégico de células esfoliadas da cérvice uterina) contribuiu
sobremaneira para essa queda, em especial pela eficacia desse exame na deteccdo de
lesdes pré-malignas e carcinoma in situ, além da facilidade de seu emprego e baixo custo

(Papanicolaou, Traut, 1943; Reid, 1987).

No Rio Grande do Sul, foram registrados 11940 6bitos por cancer no ano de 1997, dos
quais 5274 ocorreram em mulheres (44,2%). Destes, o cancer de mama foi responsavel por

748 6bitos, enquanto que o colo de utero resultou em 328 ébitos.
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Ainda que tenha havido um aumento no coeficiente de mortalidade por cancer do colo
uterino em nosso Estado, isto reflete provavelmente a melhoria no processo de notificacéo
da doenga e ndo um aumento real no coeficiente de mortalidade. O coeficiente de
mortalidade por cancer do colo uterino no Rio Grande do Sul (6,0/100.000), apesar de ser
um dado ndo ajustado, € muito inferior ao observado para o Brasil como um todo
(29,2/100.000), o que posiciona o0 nosso Estado em um patamar de risco semelhante ao dos
paises do primeiro mundo, ou seja, classificado como de baixo risco para o desenvolvimento

do cancer do colo uterino.

Tabela 1. Coeficiente de mortalidade por 100.000 mulheres no Rio Grande do Sul nas

ultimas décadas (ajustado por idade).

Tipo de Cancer Ano

1970 1980 1990 1997

COLO UTERINO

2,2 6,4 5,5 6,0

Mais recentemente, os avangos em virologia e na pesquisa epidemiolégica tém
contribuido para o reconhecimento da importancia clinica da infecgao genital pelo HPV para
o0 desenvolvimento do céncer do colo uterino. Dentre os mais de 80 tipos de HPV
identificados até o presente mais de 30 deles infectam a regido genito-anal (Koutsky L,

1997).

Infecgbes genitais por HPV sao bastante prevalentes. Freqiiéncias relativamente altas
de mulheres normais estdo infectadas por este virus (entre 15-40%), mas a prevaléncia &

maior entre adolescentes e mulheres jovens (Villa LL, 1996). A associacdo entre HPV e
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neoplasia vem sendo estudada em pacientes com carcinoma cervical desde os anos 70.
Com a introducdo de métodos mais sensiveis na detecgdo do DNA do HPV, principalmente
a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), consegue-se identifica-lo em até 93% das

neoplasias cervicais (Koutsky L, 1997).

Na busca de um maior entendimento da histéria natural desta infeccdo viral e da
resposta imune ao HPV no ser humano, véarias pesquisas envolvendo a resposta soroldgica
a este virus tem sido desenvolvidas (Wideroff et al., 1995; Nonnenmacher et al., 1995;
Nonnenmacher, et al., 1996; Dillner et al., 1996). Neste sentido, a sororeatividade ao HPV
tém demonstrado ser um indicador de exposicdo prévia ao HPV sendo de auxilio na
identificagdo de populagdes de maior risco para o desenvolvimento do cancer do colo
uterino (Nonnenmacher et al., 1995; Nonnenmacher et al., 1996). Da mesma forma, a
avaliacdo da resposta humoral ao HPV pode ser potencialmente util na monitorizagao do
fendbmeno de soroconversdo em programas experimentais envolvendo o desenvolvimento
de programas de vacinag¢ao contra o HPV, na tentativa de prevenir o cancer do colo uterino

e outras neoplasias relacionadas ao HPV (Schiller J, Lowy D, 1996).
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REVISAO DA LITERATURA

ESTRUTURA E GENOMA VIRAL

Sendo membros do género Papillomavirus da familia Papoviridae, os papilomavirus
medem de 50 a 55 mm de didmetro, ndo tém invdlucro e possuem capsideos icosaédricos
constituidos por 72 capsGmeros que circulam o genoma. A organizagado genémica de todos
os tipos de HPV é semelhante, consistindo em uma regido precoce (P), uma regido tardia
(T) e uma regido de controle longo (RCL). As informacbes genéticas destes virus estédo
codificadas em um DNA circular de fita dupla, de aproximadamente 8.000 pares de bases
(Villa LL, 1996, Beutner KR, 1997, Reichman RC, 1998). As bandas abertas de leitura do
genoma viral sdo chamadas de ORFs (“Open Readen Frames”), aonda as sequéncias do
DNA séo designadas de E1 a E7 e de L1 a L2. Os genes precoces estdo envolvidos na
replicacdo do DNA viral (E1), no controle da transcrigdo (E2) na maturagdo do virus e
alteragdo da matriz celular (E4) e no estimulo de proliferacdo e transformacéao celular (E5,
E6 e E7). A regido tardia compreende dois genes L1 e L2, que representam as proteinas
principal e secundaria do capsideo, respectivamente (Villa LL, 1996) (O quadro 1 descreve

as bandas abertas de leitura do papilomavirus).
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Quadro 1. Fungdes atribuidas as bandas abertas de leitura do papilomavirus

Funcgéao ORF
Replicagao do plasmidio E1
Regulagao da transcrigéo E2
Transformagéao E5, E6, E7
Codificagao para capsidios de proteinas L1, L2
Codificagao para proteina citoplasmatica tardia E4
Ignorada E3, E8

Quadro cedido pela Dra. Mary Bosetti ( tese de doutorado/ 96)

EPIDEMIOLOGIA

A infecgao genital pelo HPV é uma doenga sexualmente transmissivel, comum entre
populagdes sexualmente ativas de todo o mundo, sendo que a maioria das infecgdes é
subclinica (as lesdes nao sao vistas a olho nu). A infecgao pelo HPV pode contribuir para o
desenvolvimento tanto de neoplasias benignas como malignas do trato genital (Koutsky L,
1997, Handsfield, 1997). Desde a década de 50, tem-se observado um aumento na
prevaléncia de infecgdo genital por HPV. Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
estimam que ocorram cerca de 30 milhdes de novos casos ao ano no mundo (Naud et al.,
1997). Quanto ao carcinoma cervical invasor, as estimativas sdo em torno de 437.000 casos
novos ao ano, dos quais 200.000 mulheres irdo morrer devido a progressdo da doencga

(Instituto Nacional do Cancer, 1998).

Existem varios métodos utilizados para determinar a prevaléncia da infec¢do genital
pelo HPV. As taxas mais altas de infeccdo sdo de estudos nos quais o DNA viral esta
presente em células esfoliadas do trato genital. Quanto a presenca de anticorpos para o

HPV, estes podem significar tanto infeccdo passada como atual (Villa LL, 1996,
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Nonnemacher B, el et al., 1996). Aproximadamente 10 a 20% de homens e mulheres entre
15 e 49 anos tém evidéncias moleculares de infecgdo genital pelo HPV, sendo que as
maiores taxas sdo encontradas em adultos entre 18 e 28 anos de idade. A prevaléncia do
condiloma acuminado é de 4 a 13% em pacientes que procuram clinicas de doencgas

sexualmente transmissiveis (Koutsky LA, Galloway DA, Holmes KK, 1998).

Ha uma reducao da prevaléncia do HPV com o aumento da idade, apesar do numero
de parceiros sexuais ter a tendéncia a aumentar nesta faixa etaria. A relacdo HPV-idade
vem sendo associada principalmente ao efeito de depuragéo do sistema imunolégico, o que
talvez produza um incremento na eleminacgéo da infec¢ao pelo HPV (Villa LL, 1995, Bozzetti

MC, 1996).

A infecgdo pelos chamados subtipos oncogénicos de HPV €& o principal fator
predisponente para o cancer do colo uterino (Bosch et al., 1992; Franco, 1991; Schiffman et
al., 1991). Além da presenga do HPV, outros fatores de risco epidemiolégicos vém sendo
apontados na génese desta neoplasia, tais como a histéria prévia de multiplos parceiros
sexuais, idade precoce da primeira relagdo sexual e raga (Bauer et al, 1991; Hildesheim et
al, 1993;Nonnenmacher, 1996; Palefsky et al, 1991; Schiffman, 1992; Tabrizi et al, 1992;
Von der Meden et al, 1995; Bozzetti NC, 1996). Outros possiveis fatores de risco incluem o
tabagismo (Williams et al, 1993, Bozzetti, 1996), a dieta pobre em vitaminas, principalmente
o folato (Vermund et al, 1991; Butterwoth et al., 1992), a multiparidade (Koss, 1989) e o uso
de anticoncepcional oral por longo periodo (Brinton et al, 1990; WHO, 1985). Observa-se um
alto risco de carcinoma de cérvice entre esposas de pacientes que tiveram cancer de pénis,
havendo uma correlacdo geogréfica entre estes dois tipos de tumores (Franco et al, 1991;

Franco,1993).

Esses dados sugerem que sdo necessarias outras alteragdes nas células alvo em

adicdo a infeccdo pelo HPV para que ocorra a transformagdo maligna. Outro dado
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importante é que a maioria das lesdes induzidas pelo HPV de alto risco ndo progridem para
a malignizagdo e, as que o fazem, geralmente levam varios anos para que a lesdo se
estabelegca (WHO, 1993). Assim sendo, é fundamental a identificagdo das pacientes de alto

€ baixo risco para a infecgao pelo HPV e cancer de colo uterino.

Dentre os fatores associados com a infecgdo genital pelo HPV destacam-se o
comportamento sexual, o uso de ACO, a gravidez e a deficiéncia da imunidade celular
(Koutsky L, 1997), sendo que os mais relevantes incluem o numero de parceiros sexuais e a
idade precoce do primeiro coito (Villa LL, 1996, Schiffman MH, Liaw KL, Herrero R et al,
1998). Em homens, a nao utilizacdo de preservativos e a presenca de verrugas genitais
estdo associadas ao desenvolvimento de neoplasia cervical em suas companheiras (Kjaer

SK, 1998).

O efeito do uso de anticoncepcionais orais (ACO) sobre o desenvolvimento da
infeccao pelo HPV ou mesmo do cancer cervical é controverso. Alguns estudos sugerem a
associacao entre o uso de ACO e o risco de cancer cervical (Bosch FX, Munhoz, DeSanjose
S et al, 1992), assim como ha sugestdes de que o uso de ACO aumente o risco de infecgéo
pelo HPV (Hildesheim A, Gravitt, Schiffman MH et al, 1993). A gestacdo, especialmente
gestacado adiantada, tem sido atribuida como responsavel por uma maior carga viral do HPV
na ceérvice uterina (Hildesheim A, Gravitt, Schiffman MH et al, 1993, Nonnemacher B, 1996).
Esta maior prevaléncia da infec¢do pelo HPV na gestacao pode ser consequéncia de um

provavel processo de reativacao viral (Hildesheim A, Gravitt, Schiffman MH et al, 1993).

Desta forma, o estado imunolégico do hospedeiro parece ter um impacto significativo
na deteccdo da infecgdo genital pelo HPV e também no mecanismo de progressao das
lesdes associadas a este virus. Isto pode ser ilustrado pela presenca de taxas elevadas de
infeccao pelo HPV em pacientes portadores de HIV. (Hocke C, Leroy V, Morlat P et al, 1998,

Rezza G, Giuliani M, Serraino D et al, 1998). A imunossupressao poderia resultar em uma
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prevaléncia mais elevada dessa infecgao devido ao maior risco de contrair a infeccdo ou

pela inabilidade do organismo em suprimir a infeccdo latente (Koutsky L, 1997).

INFECGCAO GENITAL PELO HPV E CANCER CERVICAL

A doencga neoplasica que mais acomete mulheres no mundo € o cancer de mama,
sendo seguida pelo cancer de colo uterino (Franco EL, 1993). Sabe-se que o cancer da
cérvice foi a primeira neoplasia identificada que acomete somente mulheres, induzida por
um virus (Monsonego J, 1998). O tipo mais comum de carcinoma de cérvice uterina, o
carcinoma de células escamosas, tem caracteristicas epidemiolégicas em comum com
doengas sexualmente transmissiveis, ou seja, € muito raro em mulheres virgens, sendo
mais comum naquelas com multiplos parceiros sexuais (Schiffman MH, 1993). Em mulheres
com cancer cervical, as células malignas geralmente se desenvolvem a partir de tecidos
com citologia alterada, que pode variar desde uma displasia leve (Lesdo Escamosa
Intraepitelial de Baixo Grau - LEIBG) até uma displasia moderada a severa (Les&o
Escamosa Intraepitelial de Alto Grau - LEIAG). Mulheres com anormalidades cervicais
indicativas de infecgdo por HPV tém uma incidéncia muito maior de carcinoma cervical do

que aquelas com citologia normal (Mitchell H, Drake M, Medley G, 1986).

Os tipos de HPV que mais comumente infectam o trato genital sdo os HPVs 6, 11,
16, e 18. HPV 6 e 11 sdo denominados de baixo risco, ja que raramente estdo associados
com carcinoma cervical invasivo, sendo encontrados em lesdes de baixo grau e lesbes
exofiticas (verrugas genitais). Em contraste, os HPVs 16, 18, 30, 31, 33, 45 e outros s&o
classificados como sendo de alto risco, por estarem freqliientemente associados a cancer
cervical invasivo (Duggan et al, 1993). Os HPVs 16 e 18 sdo encontrados em
aproximadamente 60% dos casos de neoplasias intraepiteliais de alto grau e carcinoma
invasivo, em varios locais do trato genital ( Lorincz et al, 1992; Munoz N, Bosch FX, 1992).

Alguns estudos sugerem que o HPV-18, em comparagdo com o HPV-16, estd associado
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com tipos de carcinoma mais agressivos, e €& preferencialmente encontrados em

adenocarcinomas (Walker et al., 1989; Koutsky L, 1997).

O risco de cancer cervical escamoso do colo uterino e 0 seu precursor intraepitelial é
maior em prostitutas, mulheres que tiveram a primeira relagdo sexual muito jovens, com
doencgas sexualmente transmissiveis, ou as que apresentaram a primeira gravidez em idade
muito precoce. A incidéncia maxima deste cancer ocorre entre 45 e 55 anos, entretanto, um
segundo pico de incidéncia vem surgindo em mulheres entre 30 e 35 anos (Casciato, Lowitz,

1990; De Vita et al, 1997; Prabhakar, Menon, 1995; Nonnenmacher, Schwartsmann, 1996).

O conhecimento da associacao causal entre a infecgao pelo HPV e o cancer cervical,
esfor¢cos tem sido feito para a confecgdo de vacinas para esse virus (tipos oncogénicos —
HPVs 16,18, 30, 31, 31, 45) as quais estdo em fase de estudo experimental. Os resultados
que vém sendo apresentados enfatizam o recente trabalho experimental conduzido em
bovinos, caes e coelhos, os quais mostram que as vacinas profilaticas (para a prevencéo da
infeccao por papilomavirus) e terapéuticas (para a regressao de lesdes induzidas pelo virus)
sao eficazes no combate contra tumores associados ao papilomavirus presente nesses
animais. Esses trabalhos estimularam e ajudaram no desenvolvimento de vacinas similares

para uso humano (Schiller, Okun, 1996).

Em 1973, as displasias e o cancer in situ foram reunidas sob o nome genérico de
neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC) (Richart, 1973). Vem sido relatado que o cancer
cervical se desenvolve a partir da NIC como les&o precursora, principalmente das NIC Il e llI
(Schiffman, 1992). Do ponto de vista anatomo-histolégico ele se origina, na maioria das

vezes, na jungdo escamo-colunar (JEC) (De Vita et al.,1997).
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PATOGENIA

Apenas o papilomavirus humano, dentre 0 membros do género Papillomavirus, pode
causar doencas em humanos. O HPV infecta seletivamente o epitélio da pele e mucosas,
mas tipos diferentes de HPV mostram tropismos especificos por tipos celulares distintos. Em
geral, os HPVs podem ser divididos em trés categorias: aqueles que infectam a mucosa
genital, aqueles que infectam sitios cutdneos ndo-genitais, e tipos especificos para
epidermodisplasia verruciforme, uma condicdo genética rara da pele caracterizada pela

disseminacao cronica de lesdes ndo-genitais associadas ao HPV (Reichman RC, 1998).

O virion do HPV penetra no organismo apds um trauma minimo do epitélio. A maioria
das infec¢des sdo assintomaticas. O periodo de incubacéo da doenca €, em média, de 3 a 4
meses, podendo variar de 1 més a 2 anos (Beutner KR, Tyring S, 1997, Reichman, 1998,
Naud et al, 1997). Todos os tipos de epitélio escamoso podem ser infectados pelo HPV. A
replicacdo do HPV comega com a infeccdo basocelular. A transcricdo e a replicacéo viral
estdo relacionadas ao grau de diferenciagcdo da célula infectada. Nas camadas mais
profundas do epitélio, onde estdo as células basais, sdo encontrados apenas genes das
regides precoces. Estas células ndo fazem as proteinas dos capsideos codificadas pelos
genes tardios e, assim, ndo produzem virus. Genes precoces também sdo expressos em
células transformadas, enquanto genes da regido tardia sdo expressos em células
diferenciadas, as quais se encontram na superficie do epitélio. A localizagao dessas células
€ propicia a transmissao viral. Os coildcitos, que s&o grandes células arredondadas com
nucleos picnéticos, aparecem na camada granulosa (Beutner KR, Tyring S, 1997,

Reichman, 1998).

As bases moleculares da infec¢ao latente ainda sdo obscuras, mas sugerem ser a
carga viral e a imunidade celular fatores muito importantes tanto para a laténcia como para o

desenvolvimento e progressdo maligna. Ainda ndo é claro o mecanismo pelo qual alguns
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tipos de HPV podem provocar transformacdes celulares. Todos os tipos de HPV replicam-se
exclusivamente no nucleo celular do hospedeiro. Nas lesdes benignas associadas ao HPV,
0 genoma viral existe tipicamente em separado do DNA da célula do hospedeiro. Nas lesGes
malignas associadas ao HPV 16 e ao HPV 18, o DNA viral estd geralmente integrado ao
cromossomo do hospedeiro. Uma quebra no genoma viral ocorre, geralmente nas regides
E1 ou E2, a fim de integrar-se ao DNA celular. O resultado dessa quebra é a perda da
funcdo desses dois genes, e a regulacdo ascendente de E6 e E7. A proteina E6 promove a
degradacao da proteina supressora tumoral p53, enquanto a proteina E7 liga-se ao produto
génico do retinoblastoma. Ambas sdo denominadas proteinas “anti-oncogénicas” pelo seu
papel em prevenir a transformagao celular através da supressio da divisao e proliferacao
celulares. As proteinas E1 e E2 modulam a replicagdo do DNA viral e regulam a expressao
génica. Tipicamente, sdo necessarios anos ou mesmo décadas para que uma infecgdo por
HPV transforme-se em uma lesdo maligna. A progressado tumoral, desde a infeccéo pelo
HPV, esta sujeita a fatores ambientais, como carcindgenos quimicos e fisicos, ou restritos
ao hospedeiro, tais como horménios, resposta imune, heranga genética, entre outros ( Villa

LL, 1996; Beutner KR, Tyring S, 1997; Reichman RC, 1998).

APRESENTAGCAO CLINICA

A infecgdo anogenital pelo HPV pode ser dividida em trés categorias. As formas
clinicas, que representam 2 a 3% dos casos, sao aquelas perceptiveis a olho nu. As formas
subclinicas tém seu diagnéstico feito através de exames citolégicos ou histolégicos. Sao
responsaveis por 60% dos casos de HPV anogenital externo, e por 95% dos casos de HPV
cervical. A forma de infecgéo latente é diagnosticada somente por técnicas de hibridizacao
do DNA viral em individuos com clinica e exames citolégicos e histoldégicos normais. Estas
provalvemente ndo sdo transmissiveis, possuindo assim, pouca importancia epidemioldgica

(Handsfield HH, 1997, Naud et al, 1997).
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As lesbes clinicas sao representadas pelas lesdes exofiticas que podem aparecer em

todo o trato genito-anal (Naud et al, 1997).

As lesdes subclinicas sdo geralmente evidencidveis apenas apds a exposicdo ao
acido acético a 5%. Caracterizam-se por uma area aceto-branca com margens irregulares, e
lesdes satélites. Geralmente sao lesdes micropapilares ou micropapulares. As lesdes planas
podem ser encontradas na maioria das areas que apresentam lesdes exofiticas. Além de
terem uma prevaléncia muito mais elevada na cérvice, estas lesdes sao duas vezes mais
comuns que as exofiticas observadas na regido anogenital. Assim como as verrugas
comuns, algumas lesbes anogenitais regridem espontaneamente apds meses ou, até
mesmo, anos. No entanto, a infecgdo subclinica com lesdes planas, ou mesmo a infecgao
latente provavelmente persistem por toda a vida do individuo. As recidivas sdo comuns em
pacientes imunodeprimidos, mas também podem ser vistas em pacientes com uma

imunidade normal (Handsfield HH, 1997).

MANIFESTAGCOES CLINICAS

As lesdes pré-malignas sao usualmente detectadas nos exames de rotina para
rastreamento de neoplasia cervical. As pacientes com lesdes pré-malignas e até mesmo
aquelas com doenca invasiva primaria costumam ser assintomaticas (The American Medical
Society, 1999). Sangramento vaginal anormal ou corrimento s&o os sintomas mais comuns
do cancer invasor (Casciato, Lowitz, 1990; De Vita et al,1997; Murad, Katz, 1996; The
American Medical Society, 1999). Dor pélvica ou ciatica, dificuldade em urinar, e edema de
membros inferiores podem ocorrer nos casos de doenga avangada. Lesdes exofiticas
(verrugas) na cérvice algumas vezes sangram apos o coito. A palpagdo pode demonstrar
uma cérvice endurecida ou abaulada (The American Medical Society, 1999). Pacientes com

tumor em grau mais avangado podem ter hematuria ou incontinéncia devido a fistula vesico-
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vaginal causada pela expansdo direta do tumor para a bexiga. A compressao externa do

reto pela massa tumoral pode causar constipagao (De Vita et al, 1997).

DIAGNOSTICO DO PAPILOMAVIRUS HUMANO NA INFECCAO DO TRATO

GENITAL

A infeccdo pelo HPV pode ser identificada através de achados clinicos, exames
citopatolégicos, técnicas de biologia molecular para deteccdo do DNA viral e diagnéstico

sorologico.

Clinicamente é possivel fazer o diagnéstico de algumas lesbes macroscopicas da
infeccdo pelo HPV na regido anogenital. Lesbes verrucosas sao facilmente identificadas a
olho nu, enquanto a visualizacdo das lesbes planas é melhorada se associada ao exame
colposcopico da regido genital, apds aplicacdo de acido acético a 3% (Nonnemacher B,
Schwartsmann G, 1996). Embora a técnica de aplicacao de acido acético seja sensivel para
o diagndstico da infecgdo e lesbdes pelo HPV, ela ndo é especifica, devendo ser utilizada
como um metodo adjunto ao seu diagndstico (Naud PSV, tese de doutorado em 1998). Os
exames citologicos e histologicos de tecido do trato genital tém a vantagem de detectar
sinais clinicamente importantes da infeccdo pelo HPV. Essa detecgcdo pode variar,
entretanto, em virtude do observador, dependendo também do local preciso da coleta da
amostra. O teste de Papanicolaou é o método mais utilizado para a deteccdo da infecgéo
por HPV em mulheres (Champion MJ, Reid R, 1990; Greenberg MD, Sedlacer TV,
Champion MJ, 1995; Papanicolau G, Traut HF, 1943). Esse teste €& feito em células
esfoliadas, geralmente provenientes da cervix ou da vagina. Ele detecta sinais da infec¢ao
por HPV, tais como células coilociticas e neoplasia escamosa intraepitelial. As células
coilociticas sdo patognoménicas da infeccao pelo HPV. Elas tém um nucleo escuro, grande
e irregular, circundado por um anel citoplasmatico claro. A presenca de coilécitos

praticamente faz o diagndstico de infecgdo pelo HPV, sendo necessaria a lembranca de que
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muitos tecidos infectados, principalmente aqueles com infeccdo latente, ndo apresentam
células coilociticas. A disceratose (queratinizagdo andmala intra-epitelial) também é
caracteristica da infecgdo pelo HPV. Embora a sensibilidade do exame citopatolégico na
identificagcdo dessa infecgdo seja alta, em torno de 90%, a sua especificidade varia de 15 a

50% (Trofatter KF, 1997).

TESTE PAPANICOLAOU - DIAGNOSTICO CITOLOGICO

O esfregaco de Papanicolau € um teste de rastreamento para o cancer do colo uterino.
O céancer de cérvice uterina tem progressao lenta, sendo necessarios geralmente 10 a 20
anos desde as mudancgas iniciais até o desenvolvimento do cancer (Nonnenmacher,
Schwartsmann, 1996). Varios estudos tém demonstrado que até 64% dos casos de cancer
invasivo de cérvice uterina podem ser prevenidos pelo rastreamento através do Papanicolau
em intervalos pré-determinados por mais de 5 anos, um adicional de 18% de reducao dos
casos durante o intervalo de 3-5 anos e menos de 8% para testes realizados por menos de

3 anos (La Vecchia et al, 1984).

Este teste foi introduzido em 1943, e até hoje é tido como o melhor teste de
rastreamento para o cancer de cérvice uterina. Este fato € devido tanto ao seu baixo custo

quanto a facilidade de sua realizagédo (Papanicolaou, 1943).

Em 1998 surgiu a classificacdo de Bethesda que vem substituindo as demais

classificagdes citoldgicas.

DIAGNOSTICO MOLECULAR

O DNA do HPV pode ser identificado tanto em material de bidépsia como em células

esfoliativas. Os testes em uso na pratica clinica sao divididos em dois grupos: aqueles que
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identificam diretamente os acidos nucleicos, como o Southern blot, Filter in situ hibridization,
hibridizacao in situ, dot blot e captura hibrida, e aqueles que primeiramente amplificam o
DNA viral para posteriormente identificar os produtos amplificados, como o PCR
(Nonnemacher B, Schwartsmann G, 1996). O uso indiscriminado desses testes para a
deteccdo do HPV podem nos levar a manejo e tratamento de varios casos de lesbes
cervicais auto-limitadas, representando custos maiores do que beneficios. O seu papel é
melhor definido na triagem de resultados atipicos ou inconclusivos de um exame
citopatolégico, no rastreamento de mulheres idosas e de lesdes de baixo grau (Schiffman
MH, 1993). Outra possibilidade para o seu uso pode ser como elemento de triagem para a
colposcopia (Greenberg MD, Sedlacer TV, Champion MJ, 1995). Porém, o seu alto custo

tem limitado o uso na pratica clinica (Trofatter KF, 1997).

A Captura Hibrida € uma nova e poderosa arma para a deteccdo do DNA/RNA de
diversos agentes infecciosos onde o material para analise passa por cinco procedimentos:
Desnaturacao - Hibridizagédo - Captura de Hibridos - Reagéo dos Hibridos com o Conjugado
- Deteccao dos Hibridos por Quimioluminescéncia. Reagindo com sonda génica especifica,
o material para analise forma hibridos de RNA/DNA que sao capturados por anticorpos que
revestem as paredes dos tubos. A seguir, os hibridos imobilizados reagem com anticorpos
especificos conjugados a fosfatase alcalina, formando um substrato estavel, que sao
detectados por quimioluminescéncia ultra-sensivel. Com essa metodologia pode-se
conhecer o resultado em seis horas. Todos os testes de Captura Hibrida sdo, ao mesmo

tempo, qualitativos e quantitativos (Lorincz, 1996).

Diferentemente das outras técnicas que se utilizam da amplificacdo génica, com a
Captura Hibrida ndo se observa a existéncia de falso positivos por contaminagdo. Além

disso, sua reproducibilidade interlaboratorial € de 98% (Lorincz, 1996).
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Comparando a Captura Hibrida para HPV com as técnicas de Southern-Blot e Dot-
Blot, o tempo de execugdo destas duas ultimas técnicas € muito longo e os resultados n&o
permitem informagdes precisas quanto ao nivel de patdgenos presentes. Por sua vez, a
hibridizacao in situ tem sensibilidade muito baixa, sé detectando a presenca viral a partir de
400 copias por célula. A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), tem custo elevado e, com
a amplificacdo génica, observam-se resultados clinicamente ndo significantes e grande
numero de falso-positivos principalmente por contaminacdo da amostra no momento da
coleta. Além disso, os estudos mostram indices baixos de reproducibilidade interlaboratorial

(Schiffman et al., 1991).

A Captura Hibrida para HPV ¢é capaz de detectar, qualitativamente e
quantitativamente, os 18 tipos mais comuns de HPV que infectam o trato anogenital. O
Grupo |, possui sondas para os HPV de baixo risco (6, 11, 42, 43 e 44) e, o Grupo ll, sondas
para os HPV de intermediério/alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68).
Na captura hibrida Il sua sensibilidade é de 1 pg/ml de DNA-HPV, equivalente a 0,1 cépia de
virus/célula. Por essa sensibilidade, os estudos tém mostrado estreita correlagcao entre os
resultados e a evolugao clinica. Esses tipos representam 95% dos virus que infetam o trato
anogenital, sendo que, os do grupo intermediario/alto risco, estdo presentes em 99% dos

casos (Lorincz, 1996).

As metodologias baseadas em PCR tém uma grande sensibilidade e podem detectar
menos de 10 copias de genomas de HPV no material clinico, ndo sendo necessaria amostra
significativa de material cervical para a identificagdo do DNA. Com o uso de primers
especificos consegue-se diferenciar os diversos tipos de HPVs. Pode-se também utilizar
primers genéricos que amplificam uma grande gama de HPVs, com posterior reacédo para

tipagem dos mesmos com sondas especificas (Gaarenstroom et al., 1994; Candeias, 1998).
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DIAGNOSTICO SOROLOGICO

O diagndstico da infecgdo pelo HPV através de testes sorolégicos apresentou avangos
significativos nesses ultimos anos, mas ainda encontra-se dificuldade na compreenséo da
resposta humoral ao HPV (Galloway D, 1992). Em particular, eles sdo pouco sensiveis e
especificos para serem utilizados em programas de rastreamento para infec¢ao genital pelo
HPV. Entre os testes utilizados, temos o ELISA, o RIBA e o Western Blot (Nonnemacher B,

Schwartsmann G, 1996).

A importancia do sistema imunologico na patogénese das infecgcbes pelo HPV ja
tornou-se evidente nos varios estudos envolvendo pacientes imunossuprimidos,
especialmente em transplantados renais e pacientes HIV positivos (Human Papillomavirus.

IARC, 1995).

Os papilomavirus humano apresentam proteinas estruturais, que formam o seu
capsideo, e proteinas ndo estruturais, que sdo imunogénicas e infectam o hospedeiro
(Tindle et al, 1994). Recentemente, esforcos foram dispendidos na caracterizacdo da
resposta imune do hospedeiro a estes antigenos do HPV e, tais esforgos tem sido focados
na prevaléncia de anticorpos anti-HPV em soro humano. Devido as dificuldades em se obter
antigenos do HPV através da cultura deste virus, meios alternativos de obteng&o destes
antigenos foram desenvolvidos para o estudo da resposta imune no ser humano, entre estes
temos a fusdo de proteinas recombinantes em bactérias (Galloway, 1992), peptideos
sintéticos (Dillner, 1994) e a produgcdo de virions (Hagensee, 1993). Também foram
desenvolvidos in vitro a producao das proteinas estruturais do virus HPV, as chamadas virus
like particles (VLPs), onde os antigenos sao oriundos de capsideos vazios e sem poder
infectante no hospedeiro. As VLPs se formam in vitro em células eucarioticas infectadas por
baculovirus que haviam previamente sido infectados por HPVs (Kirnbauer et al, 1992; Rose

et al, 1993; Hagnesee, 1993; Kirnbauer et al, 1993).
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Foi demonstrado em diferentes estudos que a producdo in vitro das proteinas
estruturais do virus (HPV16 L1 mais L2 VLPs) pode ser utilizada na deteccédo de anticorpos
anti-HPV 16 no soro humano em ensaios imunoenzimaticos (ELISA) (Kirnbauer et al., 1994;
Galloway, 1994; Dillner et al., 1995; Nonnenmacher et al., 1995; Wideroff et al.,1995;

Wideroff et al., 1996; Nonnenmacher et al., 1996; Svare et al., 1997).

Detalhes sobre a sorologia ELISA para o HPV foram publicados previamente por
Kirnbauer, 1994. As VLPs L1 e L1/L2 sdo co-expressas em células de inseto via
recombinante em Baculovirus. Aliquotas (1,0.g) de particulas VLPs acrescidas de 50 pul de
PBS (solugdo salina) sdo colocadas em cada um dos 96 orificios da placa microtiter
(Immulon Il; Dynatech Laboratories, Chantilly, VA); a placa é entao incubada a 37°C por uma
hora e meia, lavada trés vezes com PBS livre de célcio e magnésio. Apds, as placas ficam
sendo bloqueadas por 2 horas com PBS contendo leite em pd a 0,5% (Giant Foods,
Whashington, DC)e 0,1% de newborn calf serum (soro de bezerro recém-nascido) (Life
Technologies GIBCO BRL, Gaithersburg, MD). Depois de mais trés lavagens com PBS, 10
pl do soro humano diluido em 40 ul de PBS com leite em pdé a 0,5% é adicionados aos
orificios da placa. A placa fica entdo incubando estes soros por duas horas e meia e é
lavada mais cinco vezes. O proximo passo é a adigdo de anti-human IgG (horseradish
peroxidase-conjugated goat F(ab’),) diluido numa diluicdo de 1:10.000 em PBS-leite a 0,5%.
Segue-se 1 hora de incubagdo em temperatura ambiente e nova lavagem das placas por
trés vezes, quando entdo 50 ul de substrato (ABTS; Boehringer Mannheim, Indianapolis) &
adicionado a cada orificio da placa com 45 minutos de incubagdo novamente em
temperatura ambiente. Para a leitura da densidade ética, é utilizado um microplate reader
lendo densidade 6tica em 405 nm (Thermo Max; Molecular Devices, Menlo Prk, CA) e cada

placa foi ¢ lida trés vezes com intervalos de tempos iguais.

Varios estudos vém tentando mostrar a associagdo entre cancer cervical e

sororeatividade para o HPV 16. Nonnenmacher et al. (1995), em um estudo comparativo
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entre duas populag¢des da Colombia e Espanha com cancer cervical e neoplasia intraepitelial
grau lll e controles para ambos os grupos, demonstrou uma associagao entre positividade
no teste ELISA VLP e risco para cancer. Ja Wideroff et al, em um estudo casos e controles
com casos incidentes de neoplasia cervical, demonstrou que a sororeatividade ao HPV16
pode ser um indicador com relativa sensibilidade a persisténcia da infec¢ao viral ao HPV.
Nonnenmacher et alli (1996), em um estudo comparando 2 populagdes de baixo risco
(Dinamarca) e alto risco (Groenlandia) para o céncer cervical, demonstraram ser a
sororeatividade para o HPV 16 um marcador de risco para o cancer cervical na populacao
de alto risco para este cancer. Em outro estudo, Wideroff et al., observou os determinantes
epidemioldgicos da sororeatividade ao HPV 16-VLP em mulheres HPV16 DNA positivas e
negativas. Entre as mulheres com DNA negativo ao HPV 16, os autores observaram que
quanto maior o numero de parceiros, maior a chance de sororeatividade, o mesmo néao
ocorrendo entre as mulheres com o DNA positivo ao HPV 16. Ainda neste mesmo estudo a
sororeatividade foi independentemente associada ao uso de anticoncepcionais orais por

mais de 10 anos, principalmente no grupo de mulheres DNA negativas.

Edith I. Svare et alli ( ano) fizeram um estudo comparando a sororeatividade ao HPV
16-VLP entre homens e mulheres de duas populagdes diferentes, ambas de alto risco para a
infeccdo pelo HPV (pacientes de uma clinica de doengas sexualmente transmissiveis da
Dinamarca e Groenlandia). Os autores demonstraram ser o ELISA-VLP ao HPV 16 um
marcador biolégico para a exposicdo aos HPVs genitais também nos homens, mas com

menor sensibilidade do que nas mulheres nestas populag¢des de alto risco.

Olsen et alli (ano), mostraram uma associagdo entre histéria sexual e
soropositividade. Ja Dillner et alli (ano) investigaram a sorologia para o HPV 16 como um
marcador de comportamento sexual e observaram que quanto maior o niUmero de parceiros

sexuais, maior a soropositividade. Neste mesmo estudo foi observado que a
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soropositividade n&o esteve significativamente associada a presenca do DNA ao HPV,

sendo inclusive menor nos pacientes com infecgdes persistentes pelo HPV.

Jodo Candeias, em sua tese de Doutorado, apresentada em 1998 ao Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, apresentou resultados interessantes
com relagdo a sorologia ELISA VLP ao HPV16. O pesquisador estudou anticorpos contra o
HPV 16 em soros de uma populagdo de mulheres com cancer de colo uterino e anticorpos
em soros de uma coorte de mulheres assintomaticas e comparou a sororeatividade a
variaveis de exposicdo ao virus e epidemiologicamente associadas a esta infecgdo. Em
suas conclusdes demonstrou uma maior sororeatividade em pacientes com tumores do colo
uterino em estagios menos avancados. Encontrou também maior sororeatividade em
pacientes com cancer e infeccdo por multiplos tipos de HPV. Entre as mulheres
assintomaticas, observou maior sororeatividade nas pacientes com infeccédo persistente ao
HPV do que naquelas com infec¢ao transiente. Encontrou também maior sororeatividade
nas pacientes infectadas por HPVs de alto risco; quando avaliou soropositividade ao longo
da coorte, observou que apresentaram maior sororeatividade aquelas mulheres que tinham
infec¢des persistentes ao HPV; verificou também que mulheres soropositivas a admissao
apresentaram maior risco de desenvolvimento de as que desenvolveram lesdes de alto grau
foram soropositivas consistentemente durante o estudo neoplasia intraepitelial cervical, e.
Neste mesmo estudo Candeias encontrou variaveis epidemiolégicas positivamente
associadas com a soropositividade: nimero de parceiros sexuais durante a vida, numero de
parceiros sexuais nos ultimos cinco anos e gravidez;, as variaveis que apresentaram
correlagbes negativas nesta coorte foram: idade a primeira relagdo sexual, escolaridade,

habito de fumar, uso de preservativo e sexo oral.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Conhecer a resposta humoral ao HPV e sua relacdo com a presenca deo risco de
lesdes precursoras de neoplasia cervical em mulheres que frequentam a Liga Feminina

de Combate ao Cancer de Porto Alegre.

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1. Definir a positividade sorolégica na reagdo ELISA que melhor caracterize o

modelo etioldgico para a relagdo HPV e Neoplasia Intraepitelial Cervical.

2.2. ldentificar as variaveis epidemioldgicas relacionadas a resposta sorolégica anti-

HPV.

2.3. Verificar a relagao entre a resposta soroldgica anti-HPV e a presencga de lesdes

neoplasicas cervicais.
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A population at low risk for developing cervical cancer in Southern Brazil was studied to
identify the main determinants of serological response to human papillomavirus (HPV).
ELISA tests were performed in 976 women to detect serum IgG antibodies against HPV 16
L1 virus-like particles (VLPs) and HPVs 16, 18, 6 and 11 L1 VLPs as a mixture of antigens.
Women with four or more sexual partners were more likely to be seroposive than women with
one partner (HPV 16 serology OR=3.06, 95%CI:2.0-4.8; mixed serology OR=4.64,
95%CI:3.0-7.2). HPV DNA and both serological responses were associated. Those positives
to HPV 16 serology were twice as likely to have a cytological diagnosis of squamous
intraepithelial lesions (SIL) than seronegatives (OR=2.07; 95%CI: 1.0-4.5, and OR=1.73;
95%CI: 0.8-3.8). Seropositivity to HPV 16 and mixed antigens seem to be better markers of
past sexual activity than current HPV infection, and humoral response to HPVs may not be a

strong indicator of cervical lesions in populations at low risk for cervical lesions.

Key words: Human papillomavirus, ELISA serology, cervical cancer.

INTRODUCTION
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During the last decades, several epidemiological studies have shown that markers of
sexual activity, such as early age at first intercourse and lifetime number of sexual partners,
are the most important determinants of cervical cancer (1, 2). These findings suggested that a
sexually transmitted agent was the main cause of cervical cancer, and consensus review has
asserted that this agent is the Human Papillomavirus (HPV) (3). There is abundant biological
and epidemiological evidence to indicate that cervical infection by some HPV types,
especially HPV 16, is the critical event in the genesis of cervical neoplasia (4, 5, 6). More
than 90% of malignant and premalignant cervical lesions contain HPV DNA, reinforcing the
role of HPVs in the induction of neoplasia (4, 7). In addition, a high proportion (15-40%) of
asymptomatic women have detectable cervical HPV infection (3, 8), and the prevalence is
higher among teenagers and young adults compared to older women. However, only a small
percentage of those women will develop cervical cancer. Studies indicate that the risk of
progression of a cervical lesion is significantly higher among those patients infected with

high-risk HPV types (9).

Different studies have demonstrated that HPV's structural L1 protein alone, or L1 with
L2 protein self-assembles into virus-like particles (VLPs) that can be used as antigens for the
detection of type restricted antibodies to HPV 16, or other types, in enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA) (10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17). We used ELISA tests with
HPV 16 VLPs as single antigen, and HPV 16, 18, 6 and 11 VLPs as a mixture of antigens, to
determine HPV seropositivity in a population of sexually active women who attended an
outpatient clinic in the city of Porto Alegre, Southern Brazil. We sought to determine the
epidemiological predictors of the humoral response against HPV and the relationship between

serology and presence of cervical lesions.
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PATIENTS AND METHODS

Study design: The study followed a cross-sectional design. All women who attended the
outpatient clinic at the "Liga Feminina de Combate ao Céancer", in Porto Alegre, Southern
Brazil, during July and August of 1994 were invited to participate. Women with a history of
histerectomy, conization, or cervical cancer were considered not eligible. Of the 1035 eligible
women contacted, 977 consented to participate, and their ages ranged from 15 to 70 years. We
collected information on socioeconomic, demographic, and reproductive history using a
questionnaire-based interview done by a research nurse trained for this study. Variables
known or suspected to be related to cervical cancer and HPV infection were included in the
questionnaire, such as age, ethnicity, education, income, smoking habits, marital status,
parity, use of contraceptive methods, previous abnormal Papanicolaou test, lifetime and
recent number of sexual partners, age at first sexual intercourse, and previous gynecological

infection.

Cervical specimens: An endocervical brush was used to collect cervical cells to prepare

Pap smears for cytopathological diagnosis. Two different pathologists, blinded to the clinical
and colposcopic diagnoses, examined the smears. The Bethesda International Classification
(18) was used to assess cytological results. Cells of the squamous-columnar junction were
also collected with the endocervical brush, and they were stored in PBS solution at -80 °C for
subsequent genital HPV DNA analysis. All samples were tested for viral DNA using two
methods: the MY09/11 consensus primer polymerase chain reaction (PCR) protocol (19), and

the Hybrid Capture II assay (20).

ELISA technique: Blood specimens were collected by venipuncture. The blood specimens

were centrifuged and the serum samples were stored at — 80 °C until tested. Each serum
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sample was tested for reactivity to HPV16 VLPs and to a mixture of VLPs from HPVs 16, 18,
6 and 11. The VLP-ELISA technique has been previously described in detail (10). Briefly, L1
VLPs were purified by cesium chloride gradient centrifugation from cell lysate of Sf-9 cells
that had previously been infected with recombinant baculovirus vectors expressing L1 from
one of the four HPV types. Ninety-six-well polystyrene plates were coated with VLP particles
(aliquots containing 1.0 pg) in 50 uLL of PBS followed by incubation at 37 °C for 1.5 hours,
and washing three times in calcium- and magnesium- free PBS. After a 2-hour blocking step
with PBS containing 0.5% nonfat dry milk and 0.1% newborn calf serum with three
subsequent washes, 10 puL of serum diluted in 40 pL of 0.5% dry milk in PBS were added to
the wells. The plates were incubated for 2.5 hours and washed five times, after which
horeradish peroxidase-conjugated goat F(ab’), anti-human IgG diluted 1:10,000 in 0.5%
milk-PBS was added. After 1-hour incubation at room temperature and three washes, 50 pL
of substrate were added to each well with a 45-minute incubation at room temperature. A
microplate reader was used to read optical densities at 405 nm. Serum specimens were

assayed in triplicate (14).

In order to control the variation of measured reactivity that is inherent to
immunoenzymatic techniques we included in every ELISA plate a human serum pool in
triplicate diluted in the same way as the specimens. This serum pool was prepared beforehand
and kept frozen at -20 °C. It included dozens of blood bank and normal biochemistry lab
specimens from adult donors. The same serum pool batch was used throughout the study. The
uncorrected serological reactivity was measured as net absorbance values after subtracting
from each specimen's average absorbance value the mean blank reactivity from triplicate

wells exposed only to diluent instead of diluted serum. Such "noise"-subtracted reactivity was
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further corrected by dividing each specimen's mean value by the equivalent result from the
serum pool included in the same plate in triplicate. The reactivity of this serum pool control
varied between plates and between ELISA runs as a consequence of the vagaries of a complex
technique such as the VLP-ELISA, which is prone to be affected by the variation in reactivity
of different batches of reagents (antigen, conjugate, and chromogen-substrate mixture) and
between-plate and between-run variation due to the fluctuation in efficiency of washing and
binding properties of the polystyrene. By taking the ratio of the serological reactivity of each
specimen to that of the serum pool from the same plate, we corrected for the net influence of
these various reaction parameters, thus reducing the effect of inter- and intra-assay variations.
Absorbance ratios represent multiples of reactivity with respect to that of the serum pool,
which presumably reflects the average antibody response from many donors of comparable

age.
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Definition of serological positivity: ELISA absorbance values, either uncorrected or
corrected, are continuously distributed. Therefore, to classify

samples as either negative or positive for anti-HPV antibodies it was
necessary to apply an arbitrary cutoff point to define seropositivity for
HPV 16 VLPs, and for the mixture of HPVs 16, 18, 6, and 11 VLPs. The
cutoff points were determined based on the percentiles of the
distribution of absorbance ratios of a subgroup of women at low risk to
develop genital HPV infection. This was defined as those women with
age at first sexual intercourse at 19 years or older, with only one lifetime
sexual partner, without cytological abnormalities, and whose cervical
samples were negative for HPV DNA testing by both PCR and Hybrid
Capture. A total of 171 women met this profile. We then estimated for
the entire patient population the Odds Ratios (ORs) for cervical HPV
infection, as determined by the PCR technique, using each of the
cutpoints for serology determined in the low-risk sample. The chosen
cutpoints were the ones that maximized the ORs for each antigen
preparation. Based on these two cutpoints (one for HPV-16 and one for
the mixed-type ELISA), the serological results were classified as
negative and positive for each antigenic preparation, and interpreted as
such for the analysis of serological response to HPV as a dichotomous
outcome.

Statistical analysis: To examine the main predictors of serological response anti-HPV, two

binary outcomes were considered: seroreactivity to HPV 16 VLPs , and seroreactivity to the
the combinded HPVs 16, 18, 6, 11 VLPs. Unconditional logistic regression was used to
estimate ORs and their 95% confidence intervals (95%CIs) as the measure of magnitude of
association between predictors and serological response. Age and presence of cervical HPV
DNA by PCR were controlled for in the models. The final model to determine the main
predictors of serological response was fitted using the stepwise backwards method (p-value

for removal = 0.15, p-value for entry = 0.10).

We also estimated the association between HPV serology and cervical lesions using
unconditional logistic regression. Serological response was also used as a binary predictor,
while outcomes were defined as cytological or histological diagnosis of squamous

intraepithelial lesions (SIL) of either low (LGSIL) or high grade (HGSIL). Diagnoses of
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“atypical squamous cells of undetermined significance” (ASCUS) and non-squamous

abnormalities were excluded from this analysis.

To confirm the choice of serological cutpoints as defined above for HPV DNA
positivity as an outcome, we also evaluated the combined diagnostic accuracy to detect SIL

(estimated by sensitivity plus specificity) as a function of distinct percentile cutpoints.

RESULTS

A total of 976 women were included in this study. Most women were married (74.2%),
in the age group of 35 to 49 years (46.5%), white ethnicity (85%), with an elementary or
lower educational level (70.6%), and never smokers (56%). Regarding their reproductive life,
33.9% of them had had 3 or more children. A significant proportion did not use any
contraceptive methods during the six months previous to the interview (34.3%), or used oral
contraceptives (32.5%). Eighty-one percent of the patients reported
that they had never had an abnormal Pap test. Most women (51.5%) had started their sexual
life before 18 years of age, and had had a single lifetime sexual partner (55.7%). Further,
91.4% of the participating women denied any gynecological infection in the 6 months

previous to the interview.

Figure 1 shows the ORs for HPV infection according to the percentile cutpoints for the
HPV 16 and the mixed antigen serology. The serological cutpoint that maximized the risk of
being HPV positive by PCR was located between the 60™ and the 80" percentile (fig. 1, top).
Similarly, the cutpoints that maximized the diagnostic accuracy of cytological (SIL) outcomes

were also located between the 60" and the 80™ percentile (fig. 1, bottom). Based on these
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results, we arbitrarily determined the cutpoints as the 75™ percentile of the distribution of
absorbance ratios for the subset of women considered to be at low risk to acquire genital HPV
infection. Using these defined cutpoints — absorbance ratios of 0.678 for HPV 16 and 0.742
for the mixed antigen —, a total of 378 samples (38.7%) were positive for the HPV 16

antigen, and 382 (39.1%) were positive for the mixed antigen.

Table 1 shows the association between socio-demographic characteristics and
seropositivity for both antigens. Women aged 35 to 49 years had a higher risk of being
seropositive for the HPV 16 and the mixed antigen compared to women under 25. Women 50
years or older had a significant higher risk of being seropositive for the mixed antigen
(OR=1.66; 95%CI:1.0-2.7), but not for HPV 16, when controlling for HPV DNA positivity.
Married women were less likely to be seropositive for both antigens, compared to single
women. Women of non white ethnicity had a slightly higher risk of being seropositive, but the

association was not significant.

Likewise, table 2 presents the results for sexual behavior variables and reproductive
history as predictors of seropositivity. As expected, a strong positive association was found
between lifetime number of sexual partners and seropositivy. Women with 4 or more partners
were three to four times more likely to be seropositive than women with one sexual partner.
The association was stronger for the mixed-antigen ELISA (OR=4.5, 95%CI:2.9-7.0) than
for HPV-16 (OR=2.9; 95%CI:1.9-4.5). Number of partners in the 6 months previous to the
interview was not as strongly associated with seroreactivity. Age at first sexual intercourse
was associated with both antigens with a significant negative trend in positivity as age at first
encounter increased. Women with first intercourse at 22 or older had almost half the risk of

being seropositive than women with first intercourse at 16 or younger: OR=0.55; 95%CI:0.4-
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0.8 for HPV 16, and OR=0.58; 95%CI:0.4-0.9 for the mixed HPV antigen. Although parity
was not consistently correlated with seroreactivity, nulliparous women with antecedents of
miscarriage or abortion had an increased risk of seropositivity for the mixed antigen, but not

for HPV 16, compared to nulliparous women without such histories.

Table 3 shows the analysis of HPV DNA in cervical samples as predictor of
seropositivity. HPV DNA was detected in 14.6% of the samples using the PCR technique, in
13.6% using Hybrid Capture, and 23.2% using either diagnostic method. The association with

the Hybrid

Capture method was stronger for the HPV 16 antigen, whereas detection of HPV DNA by

PCR was more strongly associated with the mixed antigen.

Table 4 shows models containing the most significant independent predictors of
serological response by antigenic preparation. The final model for seroreactivity anti-HPV 16
as an outcome included age, smoking, parity, lifetime number of sexual partners, and
detection of HPV DNA. The model for mixed antigens included as predictors smoking,
lifetime number of sexual partners, contraception methods, and detection of HPV DNA. The
strongest predictor in both models was number of sexual partners, being the association

slightly stronger for the mixed antigen.

Of the 976 Pap smears, 88.7% were diagnosed as within normal limits, 6.3% as
ASCUS, 2.1% as LGSIL, and 0.6% as HGSIL. Among the 14.3% women who underwent a
cervical biopsy only 3.1% were confirmed histologically as having SIL: 2.7% with LGSIL
and 0.4% with HGSIL. Table 5 shows the analysis where serological response is studied as a

predictor of SIL defined either cytologically or histologically. The strongest association,
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although not significant, was found between anti-HPV 16 seroreactivity SIL by cytology. All

associations became attenuated after incremental adjustment for HPV DNA.

DISCUSSION

The characteristics of the study participants are consistent with a population with a low
risk profile for genital HPV infection and cervical cancer. Recruitment took place in an
outpatient clinic offering a screening program for prevention of cervical cancer. Most women
attending this clinic are asymptomatic, and they are concerned with cancer prevention. The

majority of the women included in our study have had only one lifetime sexual partner.

In the evaluation of the ELISA results, we controlled for intra and inter-assay
fluctuations by including a control serum pool sample. Previous studies have also used the
mean of multiple measures corrected for control sera, and the cutoff point for definition of
seropositivity was based on serological values of women at low risk to develop HPV infection

(12, 14, 15, 16).

In our study, the analysis of determinants of seropositivity for both types of antigens
showed that the strongest predictor was lifetime number of sexual partners. This finding is in
agreement with results from previous studies (12, 14, 15, 16, 17, 21, 22). Age at first sexual
intercourse, another marker of sexual activity used in epidemiologic studies of cervical
cancer, was negatively correlated with seropositivity. These results suggest that in this study

population serology is primarily a marker of past HPV infection.

Another factor associated with seropositivity for the mixed antigen was multiparity. It is
conceivable that every pregnancy increases the chance of acquiring an HPV infection, or

exacerbates an already existing infection. Although non-white ethnicity has been shown to be
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linked to HPV infection and cervical neoplasia (23), we did not find a significant association
with seropositivity. A paradoxical finding in our study is that current and former smokers
had lower levels of seropositivity for the both antigens than never smokers. Tobacco smoking
reduces the immune response, but on the other hand seems to be a correlate of HPV infection
(24). The analysis of detection of HPV DNA showed significant associations between both
detection techniques and both serological responses analyzed, although the magnitude of the
associations were not as strong as the ones seen in the analysis of number of sexual partners.
While detection of HPV DNA using the PCR technique was a better predictor for mixed
antigen reactivity, the Hybrid Capture technique was a better predictor for the HPV 16
serology. These results could be tentatively explained by the fact that the latter method is
designed to detect high risk HPV types, while the MY09/11 PCR protocol detects a large

spectrum of both low and high risk HPV genital types.

The fact that HPV seropositivity was more strongly associated with markers of sexual
activity than with detection of cervical HPV DNA suggests that serological response is more
a marker of past rather than current HPV infection in this population. These results are in
agreement with the findings of a previous study in a population with a high risk for
developing cervical cancer in Greenland (16), where seropositivity was associated with
number of sexual partners but not with detection of HPV DNA. The participants in our study
were relatively old, compared with those of other studies in which a stronger association
between VLP serology and concomitant genital HPV was seen (12, 21). Together, these
findings reinforce the concept that most genital tract HPV infections in women are transient,

but most seroconversions are persistent.
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Previous investigations have found strong associations between serological response to
HPV-16 and HGSIL (13, 25, 26). In the present study, we found a higher risk of SIL for
seropositivity to HPV 16 than for the mixed HPV antigen. The results were not significant,
but the estimates were very imprecise due to the small number of LG-SIL and HG-SIL
diagnosed among the participants. It is unlikely that the low magnitude of the ORs could be
attributable to the wrong choice of cutpoint to determine seroreactivity. The chosen 75™
percentiles based on optimizing the association with HPV DNA positivity also yielded the

most discriminating combination of sensitivity and specificity for detecting cervical disease.

Our findings suggest that HPV serology is more a marker of past HPV infection rather
than a marker of cervical lesions or current HPV infection. Our results support the hypothesis
that either single type or mixed-type VLP serologic assays are not good indicators of women

at increased risk of cervical cancer in low risk cohorts of the type studied here.
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Table 1. Odds Ratios and 95% confidence intervals (Cls) for seropositivity according to sociodemographic and related

variables.
HPV 16 seropositivity HPYV antigen mix seropositivty
Variable Categories N %  Age adjusted Age + HPV % Age adjusted Age + HPV
OR (95%CI)  DNA adj. OR OR (95%CI) DNA adj. OR
(95%CI) (95%CI)
Age (years) <24 113 30.1 1.0 1.0 32.7 1.0 1.0
25-34 232 38.8 1.47(0.9-2.4) 1.56(1.0-2.5) 384 1.28(0.8-2.1) 1.38 (0.9-2.2)
35-49 454 424 1.71(1.1-2.7) 1.87(1.2-2.9) 39.9  1.36(0.9-2.1) 1.52 (1.0-2.4)
> 50 175 354 1.28(0.8-2.1) 1.37(0.8-2.3) 423  1.50(0.9-2.5) 1.66 (1.0-2.7)
Race White 830 379 1.0 1.0 38.6 1.0 1.0
Non-white 134 440 1.29(09-1.9) 1.26(0.9-1.8) 425  1.20(0.8-1.7) 1.17 (0.8-1.7)
Schooling < Elementary 473 383 1.0 1.0 38.5 1.0 1.0
level
Elementary 205  35.1 0.89(0.6-1.2) 0.87(0.6-1.2) 346  0.86(0.6-1.2)  0.85(0.6-1.2)
High School 225 444 1.32(1.0-1.8) 1.25(0.9-1.7) 453 1.38(1.0-1.9) 1.29 (0.9-1.8)
Postsecondary 69  36.2 0.94(0.6-1.6) 0.90(0.5-1.5) 37.7 1.00 (0.6-1.7)  0.94 (0.6-1.6)
Income <3 minimum wages 503  38.2 1.0 1.0 38.6 1.0 1.0
>3 minimum wages 392  39.6 1.05(0.8-1.4) 1.04(0.8-1.4) 39.5 1.07(0.8-1.4) 1.05 (0.8-1.4)
Smoking Never smoked 547  38.8 1.0 1.0 40.2 1.0 1.0
Current smoker 283 38.2 0.96(0.7-1.3)  0.94 (0.7-1.3) 37.5 0.90(0.7-1.2)  0.87 (0.6-1.2)
Former smoker 140 38.8 1.00(0.7-1.5) 0.99 (0.7-1.5) 38.6 091 (0.6-1.3)  0.89 (0.6-1.3)
Marital status ~ Single 114 447 1.0 1.0 47.4 1.0 1.0
Married 725 369 0.61(0.4-0.9) 0.66 (0.4-1.0) 36.7 0.55(0.4-0.9)  0.61 (0.4-.09)
Divorced 83 482 0.95(0.5-1.7) 1.05(0.6-1.9) 434 0.70(0.4-1.3)  0.78 (0.4-1.4)
Widowed 51 37.3 0.68(0.3-1.4) 0.69 (0.3-1.5) 49.0 0.86(0.4-1.8)  0.89(0.4-1.8)







Table 2. Odds Ratios and 95% confidence intervals for seropositivity according to reproductive and sexual behavior variables.

HPV 16 seropositivity

HPYV antigen mix seropositivity

Variable Categories N %  Ageadjusted Age+ HPV %  Ageadjusted  Age+ HPV
OR (95%CI) DNA adj. OR OR (95%CI)  DNA adj OR
(95%CI) (95%CI)

Parity Nulliparous 143 33.6 1.0 1.0 39.2 1.0 1.0

1 197 39.6 1.17(0.7-1.9) 1.27(0.8-2.0) 38.6  0.90 (0.6-1.4) 0.99 (0.6-1.6)

2 262 324 0.82(0.5-1.3) 0.90(0.6-1.4) 35.5 0.74(0.5-1.2) 0.82(0.5-1.3)

3or+ 331 442 1.35(0.9-2.1) 1.48(0.9-2.3) 42.0 0.94(0.6-1.5) 1.06(0.7-1.7)

Miscarriage 40  50.0 1.88(0.9-3.8) 2.06 (1.0-4.3) 42.5 1.09(0.5-2.2) 1.22(0.6-2.5)
Contraception last 6 mos None 335 39.1 1.0 1.0 40.0 1.0 1.0

OC use 318 34.6 0.80(0.5-1.2) 0.76 (0.5-1.1) 34.6 0.88(0.6-1.3) 0.85(0.6-1.3)

Tubal 181 439 1.09(0.7-1.6) 1.13(0.8-1.7) 43.6 1.21(0.8-1.8) 1.26(0.9-1.9)

ligation

Other 138 42.0 1.01(0.7-1.6) 1.01(0.7-1.6) 42.8 1.18(0.8-1.8) 1.18(0.8-1.8)
History of abnormal Pap No 786  39.0 1.0 1.0 39.8 1.0 1.0

Yes 180 37.8 0.92(0.7-1.3) 0.95(0.7-1.3) 36.1 0.84(0.6-1.2) 0.87(0.6-1.2)
Lifetime no. sex partners 1 544 309 1.0 1.0 27.9 1.0 1.0

2 205 454 1.92(1.4-2.7) 1.89(1.4-2.6) 49.8 2.60(1.9-3.6) 2.55(1.8-3.6)

3 114  45.6 1.88(1.2-2.8) 1.82(1.2-2.8) 49.1 2.58(1.7-3.9) 2.47(1.6-3.8)

>4 110  57.3 3.07(2.0-4.7) 2.95(1.9-4.5) 63.6 4.78 (3.1-7.4) 4.53(2.9-7.0)
No. partners last 6 mos Oorl 954 38.6 1.0 1.0 38.9 1.0 1.0

20r3 20 50.0 1.65(0.7-4.0) 1.63(0.7-4.0) 55.0 2.01(0.8-4.9) 2.00(0.8-4.9)
Age at first sexual <16 230 43.0 1.0 1.0 43.5 1.0 1.0
intercourse

17-18 274 434 0.98(0.7-1.4) 0.96(0.7-1.4) 40.5 0.86(0.6-1.2) 0.84(0.6-1.2)

19-21 261 35.0 0.64(0.4-0.9) 0.63(0.4-0.9) 37.5 0.71(0.5-1.0) 0.71 (0.5-1.0)




>22 209 32.5 0.55(0.4-0.8) 0.55(0.4-0.8) 344 0.59(0.4-0.9) 0.58(0.4-0.9)
Genital infection last 6 mos  No 893 384 1.0 1.0 39.1 1.0 1.0

HPV 16 33.3 0.90(0.3-2.7) 0.78 (0.3-2.4) 31.3 0.79(0.3-2.3) 0.66 (0.2-2.0)

Other 46 50.0 1.66(0.9-3.0) 1.63(0.9-3.0) 43.5 1.25(0.7-2.3) 1.23(0.7-2.3)







Table 3. Odds ratios and 95% confidence intervals for seroreactivity according to detection of

HPV DNA.
HPV 16 seropositivity HPV antigen mix
seropositivty

Detection N % Age-adjusted % Age-adjusted
Technique OR (95%CI) OR (95%CI)
Hybrid Capture Negative 731  36.1 1.0 37.7 1.0
I

Positive 133 474 1.71(1.2-2.5) 459 1.45(1.0-2.1)
PCR Negative 757  36.6 1.0 36.3 1.0

Positive 143 476 1.73(1.2-2.5) 524 2.04(1.4-29)
Either Negative 606 353 1.0 36.6 1.0

Positive 227 449 1.61(1.2-2.2) 463 1.55(1.1-2.1)




Table 4. Odds ratios for the most predictive variables * of the anti-HPV seroreactivity

according to the type of antigen used in the reaction ELISA.

Variable Categories compared Odds ratio and 95%CI
HPV 16 Antigen Mixed HPV
antigen

Age (years) 25-34 vs. <25 1.34 (0.8 - 2.3)

35-49 vs. <25 1.66 (1.0 - 2.8)

50+ vs. <25 1.17 (0.7 - 2.1)
Smoking Current smoker vs. never 0.78 (0.6 — 1.1) 0.70 (0.5-1.0)

Former smoker vs. never 0.86 (0.6 — 1.3) 0.74 (0.5-1.1)
Parity 1 vs. nulliparous 1.37 (0.8 -2.2)

2 vs. nulliparous 1.16 (0.7 - 1.9)

> 3 vs. nulliparous 1.81 (1.1 -2.9)

Miscarriage vs. nulliparous 1.79 (0.8 - 3.8)
Lifetime sexual 2vs. 1 1.97 (1.4 -2.8) 2.66 (1.9-3.7)
partners

3vs. 1 1.96 (1.3 -3.0) 2.56 (1.7-3.9)

>4vs. 1 3.06 (2.0 - 4.8) 4.64 (3.0-17.2)
HPV PCR positive vs. negative 1.58 (1.1 -2.3) 1.77 (1.2 - 2.6)
Contraception Oral Contraceptives vs. none 0.79 (0.6 — 1.1)

Tubal ligation vs. none 1.32(0.9-2.0)

Others vs. none 1.19 (0.8 —1.8)
* By stepwise multiple logistic regression (see methods for details)



Table 5. Odds ratios and confidence intervals (95%CI) for cervical intraepithelial lesions by

anti-HPV serological response and diagnostic approach to define lesions.

Lesion HPYV antigen types Age-adjusted OR OR adjusted for age and
definition * (95%CI) HPV DNA (95%CI)
Cytological **  HPV 16 2.07 (1.0-4.5) 1.73 (0.8 —3.8)
Mixed HPV 1.50 (0.7 -3.2) 1.16 (0.5 -2.6)
Hystological HPV 16 1.13 (0.5-2.6) 1.10 (0.5 -2.6)
skeskok
Mixed HPV 1.21 (0.5-2.9) 1.14 (0.5-2.9)

*Cytology: Comparison between any grade SIL and normal cytological results (ASCUS and
other categories excluded). Histology: Comparison between confirmed any grade SILs and
negative results among women who underwent biopsy.

*# 894 women included in the analysis, 27 of them presented lesions.

*#%* 133 women included in the analysis, 30 of them presented lesions.



FIGURE LEGEND

Figure 1. Association between serological response and HPV DNA positivity by PCR (top
graph) and diagnostic accuracy of HPV serology to detect cervical lesions (bottom graph)
according to percentiles of the distribution of cutpoints used to define seroreactivity among
the subset of women at low risk for cervical HPV disease (see text for details). Top: Odds
ratios of HPV DNA positivity; bottom: combined sensitivity and specificity of serology to

detect SIL. Solid line: HPV 16 antigen, broken line: mixed HPV antigen.



VERSAO EM PORTUGUES DO ARTIGO

Resumo

Foi utilizado o teste ELISA para o HPV na medida da resposta soroldégica aos
antigenos HPV 16 e antigeno misto (HPVs 6, 11, 16 e 18) em um estudo transversal de uma
populagdo de baixo risco para o cancer do colo uterino em Porto Alegre. Anticorpos IgG
para o HPV 16 e HPV misto foram testados em 977 mulheres entre as quais 14,6% tinham o
DNA do HPV por PCR em suas células cervicais.

Foi definida a positividade sorologicas através da férmula RAN, com o intuito de
minimizar os efeitos das variacdes inter e intra ensaios no teste ELISA.

Os fatores epidemiologicos associados e preditivos da resposta soroldgica foram
selecionados utilizando-se regresséo linear multipla e regressao logistica multipla. As
variaveis mais independentemente preditivas do risco de sororeatividade na sorologia com o
antigeno HPV 16 foram o numero de parceiros sexuais durante a vida (2x1 parceiros, RC=
1,94 e IC 95% = 1,29 - 2,91; 3x1 parceiros, RC = 1,49 e IC 95% = 0,87 - 2,53; > 4x1
parceiros, RC = 3,07 e IC = 1,91 - 4,96) e paridade (3xnulipara, RC=1,85 e RC= 1,07 -
3,17). Na sorologia que utilizou o antigeno misto para o HPV, as variaveis mais associadas
foram o numero de parceiros sexuais ao longo da vida (2x1 parceiros, RC= 3,01 e IC 95% =
1,97 - 4,62; 3x1 parceiros, RC = 1,86 e IC 95% = 1,05 - 3,30; 4x1 parceiros, RC=4,13 e IC
= 2,49 - 6,85); a raca (ndo brancaxbranca, RC= 1,60 e IC 95% = 1,00 - 2,55), e a variavel
tabagismo que se mostrou como fator protetor (fumante atual x nunca fumou, RC= 0,63 e IC
95%= 0,42 - 0,95).

Nao houve associagao significativa entre a resposta soroldgica anti-HPV e a
presenca de lesbes neoplasicas cervicais em ambos os testes ELISA (HPV 16 e HPV
misto);

Estes resultados sugerem que a soropositividade ao ELISA VLP antigeno HPV 16 e

antigeno misto pode ser um marcador de atividade sexual assim como um marcador de



infeccdo passada ao HPV mais do que infecgdo atual. Nossos resultados sugerem que a
resposta humoral aos HPVs n&o possa ser utilizada como marcador de lesées cervicais em

populacdes de baixo risco para o cancer cervical.



Introducéao

As pesquisas epidemioldgicas realizadas nas trés ultimas décadas mostram que
marcadores da atividade sexual (inicio precoce da atividade sexual, niumero de parceiros
sexuais na vida, promiscuidade) sdo sem duvida os determinantes de risco mais importantes
para o desenvolvimento de um céncer cervical (Franco, 1991; Franco, 1993). Isto nos
sugere que exista um agente de transmissdo sexual que esteja causando o cancer cervical
(Franco et al, 1995) e estudos mais recentes afirmam ser o HPV este agente (Coutlée,
1997). Ja existem evidéncias biologicas e epidemiolégicas de que a infec¢do cervical por
certos tipos de papilomavirus humano (HPV), especialmente o HPV16, é o evento precursor
na génese da neoplasia cervical (zur Hausen et al, 1992; Schiffman, 1993; Franco, 1995).
Em torno de 90% dos tumores malignos e lesbes precursoras cervicais contém o material
genético de alguns tipos destes virus, reforcando o seu papel na indugéo destas neoplasias
(Bosch et al, 1995; zur Hausen et al, 1994). Além disto, frequéncias relativamente altas de
mulheres normais estdo infectadas por HPV (entre 15-40%) (Schiffman, 1993; IARC:
Human Papillomavirus,1995), sendo que a prevaléncia € maior entre adolescentes e
mulheres jovens. Contudo, somente uma pequena porcentagem destas mulheres
desenvolvera o cancer do colo uterino. Estudos estdo indicando que o risco de
desenvolvimento ou de progressdo de uma lesdo precursora no colo uterino é
significativamente maior naquelas pacientes que portam virus de alto risco em suas células
cervicais (Schiffman, 1992; Franco et al, 1995).

A importancia do sistema imunolégico na patogénese das infecgbes pelo HPV ja
tornou-se evidente nos varios estudos envolvendo pacientes imunossuprimidos,
especialmente em transplantados renais e pacientes HIV positivos (IARC: Human

Papillomavirus, 1995).



Os papilomavirus humano apresentam proteinas estruturais, que formam o seu
capsideo, e proteinas ndo estruturais, que sdo imunogénicas e infectam o hospedeiro
(Tindle et al, 1994). Recentemente, esforcos foram dispendidos na caracterizacdo da
resposta imune do hospedeiro a estes antigenos do HPV e, tais esforgos tem sido focados
na prevaléncia de anticorpos anti-HPV em soro humano. Devido as dificuldades em se obter
antigenos do HPV através da cultura deste virus, meios alternativos de obteng&o destes
antigenos foram desenvolvidos para o estudo da resposta imune no ser humano. Dentre
estes meios alternativos temos a fusdo de proteinas recombinantes em bactérias
(Gallonway, 1992), peptideos sintéticos (Dillner, 1994), producdo de virions (Hagense,
1993). Também foram desenvolvidos in vitro a produgédo das proteinas estruturais do virus
HPV , as chamadas “virus like particles” (VLPs), onde os antigenos s&o oriundos de
capsideos vazios e sem poder infectante no hospedeiro. As VLPs se formam in vitro em
células eucariéticas infectadas por baculovirus que haviam previamente sido infectados por
HPVs (Kirnbauer et al, 1992; Rose et al, 1993; Hagnesee, 1993; Kirnbauer et al, 1993).

Foi demonstrado em diferentes estudos que a produgdo in vitro das proteinas
estruturais do virus (HPV16 L1 mais L2 VLPs) pode ser utilizada na deteccédo de anticorpos
anti-HPV16 no soro humano em ensaios imunoenzimaticos (ELISA) (Kirnbauer et al, 1994;
Gallonway, 1994; Diliner et al, 1995; Nonnenmacher et al, 1995; Wideroff et al,1995;
Wideroff et al, 1996; Nonnenmacher et al, 1996; Svare et al, 1997).

Um teste ELISA-VLP para o HPV16 e um teste ELISA-VLP para os HPVs 16,18, 6 e
11 foram utilizados neste estudo para testar a soropositividade a estes HPVs numa
populagao de mulheres sexualmente ativas que frequentam a Liga Feminina de Combate ao
Céncer de Porto Alegre.

O objetivo deste estudo foi o de conhecer a resposta humoral ao HPV, as variaveis
epidemiolégicas correlacionadas com a resposta soroldgica, sua correlagdo com o risco de
lesdes precursoras de neoplasia cervical ha nossa populagdo de mulheres da Liga Feminina

de Combate ao Cancer de Porto Alegre, que € uma populagdo de baixo risco para o cancer



cervical com relagédo a sua localizagdo geografica dentro do Brasil. Tivemos também como
objetivo definir a positividade sorolégica na reagdo ELISA que melhor caracterize o modelo

etiolégico para a relagao HPV e Neoplasia Intraepitelial Cervical.

Material e Métodos

Coleta dos dados e testes para o DNA e sorologia

Foi realizado um estudo transversal onde todas as mulheres (1035) que
compareceram a Liga Feminina de Combate ao Cancer no periodo de julho e agosto de
1994) foram convidadas a participar. As mulheres que aceitaram em participar do estudo
(977) compuseram o grupo que foi investigado. A idade destas mulheres variou entre 15 e
70 anos. Todas as pacientes responderam a um questionario com perguntas de ordem
sécio-demografica e de saude reprodutiva. Na elaboragdo do questionario foram incluidas
questdes comprovadamente envolvidas na epidemiologia do cancer do colo uterino, visando
correlaciona-las com a infeccdo pelo HPV, como idade, raga, escolaridade, renda,
tabagismo, estado civil; ainda, paridade, contracepg¢do nos ultimos 6 meses, Papanicolaou
alterado no passado, numero de parceiros sexuais ao longo da vida e nos ultimos seis
meses, a idade da primeira relagao sexual e presenca de infecgao ginecoldgica nos ultimos
seis meses.

Foram coletadas amostras de células do colo uterino com uma escova endocervical
para o exame citopatoldgico. As laminas da citologia foram examinadas cegamente por dois
patologistas diferentes cegos ao diagndstico clinico dessas mulheres. O exame
citopatolégico foi expresso segundo a Classificacao Internacional de Bethesda (National
Cancer Institute, 1989). Também foram coletadas células da jungdo escamo-colunar e

colocadas em uma solugdo de PBS, que foi congelada a -80 C para a posterior analise do



DNA viral. Todas as amostras foram testadas para o DNA viral por dois métodos: o PCR
(Polymerase Chain Reaction)(Manos,1989) e Captura Hibrida Il (Lorincz,1996). Nos
analizamos os métodos separadamente (DNA de HPV por PCR e DNA de HPV por Captura
hibrida Il) e os associamos chamando-o de DNA de HPV combinado (PCR/HC II).

A deteccdo do DNA de HPV nas amostras foi feita através da reacdo de PCR,
utilizando-se os primers MY 09/11, que amplificam uma regido muito conservada de 450
pares de bases (pb) do gene L1 de HPV (Bauer et al, 1992). Foram realizadas as seguintes
etapas: amplificacdo do DNA alvo pela reagcdo de PCR na presenca de uma mistura de
oligonucleotideios iniciadores especificos (MY09 e MY11). DNA polimerase termoestavel de
Thermous-aquaticus — Taq DNA polimerase (CENTIBIOT, Brasil), os quatro
desoxirribonucleotideos e um tampdo contendo 3 MgCl, juntamente com 2
oligonucleotideos, G-73 e G-74, que amplificam para o gene da beta-globina (268 pares de
base) e representam o controle interno da reacdo para avaliacdo da integridade e da
suficiéncia de DNA de cada amostra para a amplificacdo. Os primers MY09 e MY11 sé&o
primers genéricos, isto &, possuem a capacidade de amplificar varios tipos de HPV dentro
de uma regido bem conservada de seus genomas (a regido tardia L1), originando um
produto de amplificacdo de 450 pares de bases. Todas as amostras de DNA submetidas a
amplificacdo por PCR sdo entdo analisadas em gel de agarose a 1%. Em cada gel como
controle da reacdo, tem-se uma amostra de alguma linhagem celular que possua algum tipo
de HPV (controle positivo) , SiHA, Hela ou CasKi, devendo amplificar um fragmento de 268
pares de bases (beta-globina) e de 450 pares de bases (HPV 18 ou 16, dependendo da
linhagem escolhida); uma amostra de DNA de HPV clonado em um plasmideo como um
controle que amplifique apenas para o fragmento de 450 pares de bases e um controle
negativo, que ndo contém DNA. As reacgbes sdo feitas empregando-se um ciclador de
temperatura programado para as seguintes condigdes: 95°C, 1 minuto (pareamento dos

primers) e 72°C, 2 minutos (extens&o dos produtos), repetidas 40 vezes.



As amostras de DNA por PCR foram processadas em conjunto pelo Laboratério
SIMBIOS em Porto Alegre e pelo Instituto Ludwig de Pesquisa Contra o Cancer, em Sao
Paulo . As mesmas amostras foram entao testadas para DNA por Captura Hibrida Il pelo
Laboratério DIGENE nos Estados Unidos.

Para a deteccao do DNA viral por Captura Hibrida, o material para a analise passou
por cinco procedimentos : Denaturacéo - Hibridizagdo - Captura de Hibridos - Reacao dos
Hibridos com o Conjugado - Detecgdo dos Hibridos por Quimioluminescéncia. Reagindo
com sonda génica especifica, o material para analise forma hibridos de RNA/DNA que sao
capturados por anticorpos que revestem as paredes dos tubos. A seguir, os hibridos
imobilizados reagem com anticorpos especificos conjugados a fosfatase alcalina, formando
um substrato estavel, que sédo detectados por quimioluminescéncia ultra-sensivel. Com essa
metodologia pode-se conhecer o resultado em seis horas. Todos os testes de Captura

Hibrida sdo, ao mesmo tempo, qualitativos e quantitativos (Lorincz, 1996).

Também foram coletadas amostras de sangue nestas pacientes. As amostras de
sangue foram centrifugadas para separagdo do soro que foi congelado a — 80° C. Cada
amostra de soro foi testada trés vezes em um teste ELISA para o HPV 16 e, posteriormente
numa sorologia mista para os HPVs 16, 18, 6 e 11, no Instituto Nacional do Cancer, Estados
Unidos, no laboratério dos Doutores John Schiller e Doug Lowy em Bethesda.

Detalhes da sorologia ELISA para o HPV foi publicado previamente por Kirnbauer et
alli em1994. As proteinas estruturais “in vitro” do HPV sao também chamadas de virus like
particles ou VLPs e sdo estas proteinas que foram utilizadas como antigeno na placa ELISA
para a reacao antigeno-anticorpo. As VLPs L1 e L1/L2 s&do co-expressas via recombinante
em vetores baculovirus originarias da infeccado do HPV em células de inseto. Aliquotas
(1.0u9) de particulas VLPs acrescidas de 50 ul de PBS (solugéo salina) sdo colocadas em
cada um dos 96 orificios da placa microtiter (Immulon II; Dynatech Laboratories, Chantilly,

VA); a placa é entdo incubada a 37°C por uma hora e meia, lavada trés vezes com PBS livre



de calcio e magnésio. Apds, as placas ficam sendo bloqueadas por 2 horas com PBS
contendo leite em pé a 0.5% (Giant Foods, Whashington, DC) e 0.1% de newborn calf
serum (soro de bezerro recém-nascido) (Life Technologies GIBCO BRL, Gaithersburg, MD).
Depois de mais trés lavagens com PBS, 10 ul do soro humano diluido em 40 ul de PBS com
leite em p6 a 0.5% ¢é adicionado aos orificios da placa. A placa fica entdo incubando estes
soros por duas horas e meia e lavada mais cinco vezes. O préximo passo € a adi¢cao de
anti-human IgG (horseradish peroxidase-conjugated goat F(ab’), ) diluida numa diluicdo de
1:10.000 em PBS-leite a 0.5%. Segue-se 1 hora de incubacdo em temperatura ambiente e
nova lavagem das placas por trés vezes, quando entdo 50 ul de substrato (ABTS;
Boehringer Mannheim, Indianapolis) é adicionado a cada orificio da placa com 45 minutos
de incubagao novamente em temperatura ambiente. Para a leitura da densidade ética, foi
utilizado um microplate reader lendo densidade o6tica em 405 nm (Thermo Max; Molecular
Devices, Menlo Prk, CA ) e cada placa foi lida trés vezes com intervalos de tempos iguais.
Todas as amostras de soro foram testadas 3 vezes pela mesma pessoa no teste
ELISA, e a reatividade na sorologia foi expressa em RAN (razdo de absorbancias

normalizada) ou Absorbéancia Média.

Métodos de analise

1) Controle da variagado dos resultados na reagao imuno-enzimatica:

A reatividade sorologica em ensaios imuno-enzimaticos é diretamente medida nas
absorbancias colorimétricas dos alvéolos das placas de poliestireno apds a subtracdo das
mesmas da reatividade “blank” onde o soro a testar € omitido, para se eliminar do “sinal” de
cada reacdo o “ruido” correspondente a atividade cromogénica basal dos reagentes. A
inclusdo do pool de soros controle em cada placa indicou uma grande variabilidade de

resultados, refletindo as variagdes inter- e intra-ensaio inerentes a um meétodo soroldgico tao



sensivel quanto a ELISA. Tal variabilidade também se espera tenha ocorrido com 0s soros

das pacientes do estudo.

A seguinte formula foi utilizada para minimizar os efeitos dessa variacdo: razdo de
absorbancias normalizada (RAN). A RAN para cada soro foi calculada de acordo com as

seguinte formula:

média aritmética das absorbéancias das duplicatas do soro testado para um dado

RAN =  antigeno

media aritmética das absorbancias das duplicatas do pool de soros controle
testado na mesma diluicdo e incluido na mesma placa onde o soro teste foi

avaliado

Na férmula a reatividade “blank” foi automaticamente subtraida zerando-se o
colorimetro nos alvéolos onde todos os reagentes foram incluidos na sequéncia normal

exceto pelo soro, o qual foi substituido pelo diluente.

Com a férmula acima qualquer variagdo nas condi¢cdes de reagentes e conduta da
ELISA que tenham afetado a reatividade dos soros sendo testados estariam igualmente
presentes na reatividade meédia do pool de soros controle para a mesma placa e diluicdo. A
razao (RAN) entre as duas medidas de reatividade corrigiria entdo essas flutuagdes, desde
que estas sejam sistematicas, isto €, semelhantes em intensidade para um dado ensaio e

afetando igualmente todos os alvéolos de uma mesma placa.

2) Definicao de positividade soroldgica:



Para se definir o valor da medida de reatividade (RAN) que indicasse soropositividade
anti-HPV baseamos o julgamento na reatividade tipica dos soros de um grupo de pacientes
considerado como controle negativo. Este grupo foi definido de forma arbitraria e inclui
todas as pacientes com baixo risco hipotético de infec¢ao pelo HPV com base nas seguintes

combinacdes de variaveis:

a) ldade da primeira relagdo sexual maior ou igual a 19 anos e
b) No maximo um parceiro sexual ao longo da vida e
c) Auséncia de DNA de HPV na amostra cervical por ambos os métodos (PCR e CH-Il) e

d) Auséncia de anomalias citologicas cervicais

O total de mulheres cujos perfis de fatores de risco preencheram os requisitos acima foi 171.

A distribuicdo da medida de reatividade pela formula RAN foi calculada para este
grupo controle negativo e o valor correspondente ao percentil 90% foi usado arbitrariamente
como discriminante de positividade sorologica em cada definicdo. Com base nestes valores
os resultados soroldgicos foram classificados como negativos e positivos e assim
interpretados nas andlises de associagdo com os fatores de risco epidemioldgicos e risco de

lesdes cervicais durante o estudo.

3) Fatores preditivos da resposta soroldgica:

Como principal objetivo, procurou-se avaliar os fatores associados a resposta
sorolégica, sendo esta entdo considerada como variavel dependente. Para tais analises
usamos a reatividade sorologica (RAN) de forma continua. A forma logaritmica destas
variaveis (RANs para HPV 16 e para antigeno misto) foi utilizada para se obter uma

distribuicdo normalizada dos valores.



A técnica de regressao linear multipla foi utilizada para tal fim calculando-se os
coeficientes de regressdo e respectivos valores de p bicaudais para cada categoria das
variaveis explanatérias com e sem ajustamento por idade e DNA de HPV (PCR). Todas as
variaveis ordinais e nominais foram tratadas como conjuntos de indicadores binarios
“‘dummy”. Valores positivos para os coeficientes indicam uma associagao positiva com a
resposta sorolégica, isto €, a presenca daquele atributo aumentaria a reatividade, enquanto

que valores negativos agiriam no sentido da redugéo da resposta soroldgica.

Numa segunda fase, utilizou-se a resposta sorolégica de forma binaria, isto é, apds
definir-se cada valor como negativo ou positivo segundo o valor discriminante descrito acima
(percentil 90 da distribuicdo dos valores RAN para HPV 16 ou antigeno misto no grupo
controle). Repetiu-se entdo as analises de associagdo com os fatores de risco
epidemiolégicos medindo-se desta vez a razdo de chances (RC) (“odds ratio”) e respectivo
intervalo de confianca a 95% (IC95%) para cada categoria de cada varidvel. O modelo de

regressao logistica multipla ndo condicional foi usado para se estimar as RCs.

Finalmente, utilizamos o modelo de regressao logistica para selecionar as variaveis
mais independentemente preditivas do risco de sororeatividade em cada preparacao
antigénica via algoritmo de retengao de variaveis tipo “stepwise backwards” que manteve no
modelo todos os fatores que estiveram significativamente associados a sororeatividade ao

nivel de 10% (P = 0,1) para entrada e 15% (P=0,15) para saida de variaveis.

4) Associacao entre positividade sorologica e risco de lesdes:

Para se avaliar as associagdes entre as respostas soroldogicas para cada tipo de
antigeno, definidas como variaveis dicotdmicas, e presenca de lesGes cervicais calculou-se
as RCs e respectivos 1C95% razdo de chances (“‘odds ratios”) para cada combinacdo de

antigeno (HPV 16 ou misto) e critério de definicdo de lesdo (citolégico ou histopatolégico).



Lesb6es foram definidas como sendo quaisquer diagndsticos de LEIBG e LEIAG. Casos com
diagnosticos de CEASI ou de outras anormalidades foram excluidos das analises. O modelo
de regressao logistica incondicional foi utilizado no calculo de RCs ajustados por idade e

adicionalmente pela presenca de DNA de HPV na amostra cervical (PCR).



Resultados

Foram analisadas 977 pacientes na faixa etaria de 15 a 70.

As tabelas 1, 2 e 3 descrevem a distribuicdo por frequéncia segundo variaveis socio-
demograficas, de saude reprodutiva e variaveis clinico-patolégicas na populagdo do estudo.

A populagdo do estudo foi na sua grande maioria composta por mulheres
casadas(74,2%), na faixa etaria de 35 a 49 anos (46,5%), da raca branca (85%) e com um
nivel de escolaridade menor ou igual ao nivel primario (70,6%). Mais da metade das nossas
pacientes nunca haviam fumado (56%). Com relacdo a sua vida reprodutiva, 33,9% delas
haviam tido 3 ou mais filhos. Na sua maioria ou nao utilizavam método contraceptivo
(34,3%) ou utilizavam anticoncepcional oral (32,5%). Oitenta e um porcento destas
pacientes referiram nunca ter tido exame Papanicolaou alterado no passado. Em torno de
51,5% iniciaram sua vida sexual antes dos 18 anos de idade enquanto que a maioria destas
pacientes (55,7%) havia tido somente um parceiro ao longo da vida. Ainda, 91,4% neste
grupo negou infec¢do ginecoldgica nos ultimos 6 meses.

Quando as variaveis clinico-patolégicas, foi observado ser essa uma amostra de
baixo risco para neoplasia intraepitelial cervical e, a presenca de DNA para HPV foi
encontrada em 14,6% para o PCR; 13,6% para captura hibrida e 23,2% na associacado dos

métodos de DNA.



Tabela 1: Distribuigdo por frequéncia segundo variaveis socio-demograficas entre as mulheres da
Liga Feminina de Combate ao Cancer de Porto Alegre (n=977).

Variavel Categoria Frequéncia Frequéncia
Absoluta Relativa (%)
Idade (anos) <24 113 11,6
25-34 232 23,7
35-49 454 46,5
>50 175 17,9
Ignorada 3 0,3
Raca Branca 830 85
N&o Branca 134 13,7
Ignorada 13 1,3
Escolaridade < Primario 690 70,6
Secundario 225 23
Profissionalizante/Universitario 57 5,8
Ignorada 5 0,5
Renda < 3 Salarios minimos 503 51,5
> 3 Salérios minimos 392 40,1
Ignorada 82 8,4
Tabagismo Nunca fumou 547 56,0
Fumante atual 283 29,0
Ex-fumante 140 14,3
Ignorada 7 0,7
Estado Civil Solteira 114 11,7
Casada 725 74,2
Divorciada 83 8,5
Viava 51 5,2
Ignorada 4 0,4




Tabela 2: Distribuigdo por frequéncia segundo variaveis de saude reprodutiva entre as mulheres da
Liga Feminina de Combate ao Cancer de Porto Alegre (n=977).

Variavel Categoria Frequéncia Frequéncia
Absoluta Relativa (%)
Paridade Nulipara 143 14,6
1 197 20,2
2 262 26,8
3ou+ 331 33,9
Aborto 40 4.1
Ignorada 4 04
Contracepg¢éao nos ultimos Nenhuma 335 34,3
6 meses Anticoncepcéo oral 318 32,5
Ligadura tubaria 181 18,5
Outros 138 14,1
Ignorada 5 0,5
Papanicolaou alterado no Nao 792 81,1
Passado? Sim 180 18,4
Ignorada 5 0,5
N° de parceiros ao longo 1 544 55,7
da vida 2 205 21
3 114 11,7
>4 110 11,2
Ignorada 4 04
N° de parceiros nos Oou1 954 97,7
ultimos 6 meses 20u3 20 2,0
Ignorada 3 0,3
Idade da primeira relagéo <16 230 23,5
Sexual 17-18 274 28,0
19-21 261 26,7
>22 209 21,4
Ignorada 3 0,3
Infecgao ginecoldgica Nao 893 91,4
nos ultimos 6 meses HPV 16 1,6
Outras 46 4,7
Ignorada 22 2,3




Tabela 3: Distribui¢gdo por frequéncia segundo variaveis Clinico-Patoldgicas entre as mulheres da
Liga Feminina de Combate ao Cancer de Porto Alegre (n=977).

Variavel Categoria Frequéncia Frequéncia
Absoluta Relativa (%)
Citologia* Negativa 867 88.7
CEASI 62 6.3
LEIBG 21 2.1
LEIAG 6 0.6
Outros 20 2.0
Ignorada 1 0.1
Colposcopia Normal 816 83.5
Alterada 147 15
N&o realizada 7 0.7
Ignorada 7 0.7
Histologia* N&o realizada 837 85.7
Normal 103 10.5
LEIBG 26 2.7
LEIAG 4 0.4
Ignorada 9 0.7
DNA de HPV por Negativo 731 74.8
Captura Hibrida Il Positivo 133 13.6
Ignorado 113 11.6
DNA de HPV por PCR Negativo 757 77.5
Positivo 143 14.6
Ignorado 77 7.9
DNA de HPV combinado  Negativo 606 62
(PCR/CH 1I) Positivo 227 23.2
Ignorado 144 14.7

* Abreviacdes: CEASI = célusas escamosas atipicas de significado indeterminado; LEIBG = Lesao
escamosa intraepitelial de baixo grau; LEIAG = Les&do escamosa intraepitelial de alto grau.



Nas tabelas a seguir, de 4 a 11, foi utilidado a regressdo linear multipla para
identificar as varidveis socio-demogréficas, de saude reprodutiva e clinico-patologicas que
apresentassem associag¢ao positiva, negativa, ou nenhuma com a resposta sorolégica anti-
HPV 16 e anti-HPV (MIX). Os coeficientes de regressao sé&o apresentados de forma bruta e
a seguir ajustados pela idade e DNA do HPV (teste PCR).

Com relagdo a reatividade sorologica anti-HPV 16, foi encontrada associagao
positiva com as variaveis idade ( > 25 anos), escolaridade em nivel secundario, nimero de
parceiros sexuais ao longo da vida (quanto maior o numero de parceiros maior a
associacao) e, todos os trés tipos de DNA (PCR, CH Il e PCR/CH Il). Foi encontrada
associacao negativa com as variaveis estado civil (ou seja, ser casada era fator protetor
para ser soro positiva) e inicio da primeira relacdo sexual acima dos 19 anos de idade.

Ao analisar os coeficientes de regresséao e significancia para a reatividade soroldgica
anti-HPV (MIX), observou-se que as variaveis com associagao positiva foram também a
idade (acima de 35 anos), a escolaridade em nivel secundario, o numero de parceiros
sexuais ao longo da vida. No grupo dos DNAs, somente o DNA de HPV por PCR foi
positivamente associado com a resposta sorolégica ao HPV (MIX). As variaveis que se
associaram reduzindo a resposta soroldgica foram o tabagismo (ser fumante atual) e ter

iniciado tardiamente a vida sexual (acima de 22 anos).



Tabela 4: Correlagao bruta e ajustada* (pela infecgao pelo HPV e idade) entre as diferentes variaveis
socio-demograficas e reatividade soroldgica anti-HPV 16 nas mulheres da Liga Feminina de Combate

ao Céancer de Porto Alegre (n=977).

Variavel Categorias Coeficiente de regresséao e significancia
Bruta Ajustada por DNA de
HPV** e idade
Coeficiente valor de p*™* Coeficiente valor de p***

Idade (anos) <24 Referéncia Referéncia

25-34 0,0518 0,079 0,0579 0,050

35-49 0,0851 0,002 0,0939 0,001

> 50 0,061 0,050 0,0685 0,028
Raca Branca Referéncia Referéncia

Nao Branca 0,0406 0,091 0,0394 0,100
Escolaridade < Primario Referéncia Referéncia

Primario - 0,0099 0,647 - 0,0068 0,753

Secundario 0,0425 0,042 0,0439 0,039

Profi/UNI -0,0217 0,514 -0,0194 0,560
Renda < 3salarios minimos Referéncia Referéncia

> 3 Salarios minimos 0,0109 0,530 0,0111 0,525
Tabagismo Nunca fumou Referéncia Referéncia

Fumante atual - 0,0075 0,691 -0,0101 0,596

Ex-fumante 0,0019 0,940 - 0,0030 0,904
Estado Civil Solteira Referéncia Referéncia

Casada - 0,05 0,054 -0,0716 0,009

Divorciada 0,0208 0,577 -0,0081 0,835

Vidva - 0,04 0,357 -0,0698 0,136

* Resultados da analise de regresséo linear usando reatividade soroldgica como variavel continua
(transformacao logaritmica dos valores da formula RAN, vide metodologia)
** Resultados do teste PCR para DNA de HPV
*** Significancia estatistica para a comparagao entre a categoria em questao e a de referéncia.



Tabela 5: Correlagao bruta e ajustada* (pela infecgao pelo HPV e idade) entre as diferentes variaveis
de saude reprodutiva e reatividade sorolégica anti-HPV 16 nas mulheres da Liga Feminina de
Combate ao Céncer de Porto Alegre (n=977).

Variavel Categorias Coeficiente de regressao e significancia
Bruta Ajustada por DNA de
HPV** e idade
Coeficiente valor de p*™* Coeficiente valor de p***
Paridade Nulipara Referéncia Referéncia
1 0,0306 0,281 0,0217 0,456
2 0,0035 0,896 -0,0146 0,614
3ou+ 0,059 0,022 0,0374 0,196
Aborto 0,062 0,178 0,0630 0,173
Contracepgédo nos Nenhuma Referéncia Referéncia
ultimos 6 meses  Anticoncepgéao oral - 0,0389 0,054 - 0,0299 0,227
Ligadura tubaria 0,0164 0,492 0,0104 0,676
Outros 0,0103 0,693 0,0045 0,870
CP alterado no Nao Referéncia Referéncia
Passado? Sim -0,0077 0,718 -0,0101 0,637
N° de parceiros 1 Referéncia Referéncia
aolongodavida 2 0,0971 < 0,001 0,0989 < 0,001
3 0,0962 < 0,001 0,0954 < 0,001
>4 0,161 < 0,001 0,162 < 0,001

* Resultados da anadlise de regressao linear usando reatividade soroldgica como variavel continua
(transformagéo logaritmica dos valores da formula RAN, vide metodologia)
** Resultados do teste PCR para DNA de HPV
*** Significancia estatistica para a comparagao entre a categoria em questéo e a de referéncia.



Tabela 6: Correlagao bruta e ajustada* (pela infecgao pelo HPV e idade) entre as diferentes variaveis
de saude reprodutiva e reatividade sorolégica anti-HPV 16 nas mulheres da Liga Feminina de
Combate ao Céncer de Porto Alegre (n=977).

Variavel Categorias Coeficiente de regressao e significancia
Bruta Ajustada por DNA de
HPV** e idade
Coeficiente valor de p*™* Coeficiente valor de p***
N° parceiros nos Oou1 Referéncia Referéncia
ultimos 6 meses 20u3 0,0417 0,475 0,0473 0,416
Idade da primeira <16 Referéncia Referéncia
relacao sexual (anos) 17-18 -0,0019 0,934 -0,0101 0,661
19-21 -0,0374 0,109 -0,0564 0.017
>22 -0,0512 0,038 -0,0786 0,002
Infecgdo ginecoldgica Nao Referéncia Referéncia
nos ultimos 6 meses HPV 0,0066 0,922 0,0156 0,817
Outras 0,0640 0,100 0,0720 0,066

* Resultados da anadlise de regressao linear usando reatividade soroldgica como variavel continua
(transformagéo logaritmica dos valores da formula RAN, vide metodologia)
** Resultados do teste PCR para DNA de HPV
*** Significancia estatistica para a comparagao entre a categoria em questéo e a de referéncia.



Tabela 7: Correlacao bruta e ajustada* (pela idade) entre as diferentes variaveis Clinico-Patoldgicas e
reatividade soroldgica anti-HPV16 nas mulheres da Liga Feminina de Combate ao Cancer de Porto
Alegre (n=977).

Variavel Categorias Coeficiente de regressao e significancia

Bruta Ajustada por idade

Coeficiente  valor de p*™ Coeficiente Valor de p**

DNA de HPV por Negativo Referéncia Referéncia
Captura Hibrida Il  Positivo 0,0393 0,106 0,0483 0,049
DNA de HPV por Negativo Referéncia
PCR Positivo 0,0500 0,035 0,0616 0,010
DNA de HPV Negativo Referéncia Referéncia
Combinado (PCR Positivo 0,0366 0,072 0,0470 0,022
e CHI

* Resultados da anadlise de regressao linear usando reatividade soroldgica como variavel continua
(transformagéo logaritmica dos valores da formula RAN, vide metodologia)
** Significancia estatistica para a comparagao entre a categoria em questéo e a de referéncia.



Tabela 8: Correlagao bruta e ajustada* (pela infecgao pelo HPV e idade) entre as diferentes variaveis

sécio-demogréficas e reatividade soroldgica anti-HPV (antigeno misto) nas mulheres da Liga
Feminina de Combate ao Céancer de Porto Alegre (n=977).

Variavel Categorias Coeficiente de regressao e significancia
Bruta Ajustada por DNA de
HPV** e idade
Coeficiente valor de p*** Coeficiente valor de p***
Idade (anos) <24 Referéncia Referéncia
25-34 0,0318 0,117 0,0358 0,078
35-49 0,0429 0,021 0,0487 0,009
> 50 0,0472 0,027 0,0522 0,015
Raca Branca Referéncia Referéncia
Nao Branca 0,0301 0,066 0,0303 0,065
Escolaridade Primario incompleto Referéncia Referéncia
Primario Completo 0,012 0,419 0,014 0,344
Secundario 0,0268 0,061 0,0281 0,054
Profi/UNI 0,0128 0,058 0,0141 0,537
Renda < 3 Salarios minimos  Referéncia Referéncia
> 3 Salarios Minimos 0,0068 0,565 0,0083 0,490
Tabagismo Nunca fumou Referéncia Referéncia
Fumante atual - 0,029 0,026 - 00,0308 0,019
Ex-fumante - 0,0052 0,756 - 0,0094 0,576
Estado Civil Solteira Referéncia Referéncia
Casada -0,0316 0,076 - 0,0427 0,024
Divorciada 0,0023 0,927 -0,0135 0,615
Viuva -0,0012 0,947 - 0,0245 0,446

* Resultados da analise de regressao linear usando reatividade soroldgica como variavel continua
(transformacao logaritmica dos valores da formula RAN, vide metodologia)
** Resultados do teste PCR para DNA de HPV
*** SignificAncia estatistica para a comparagéo entre a categoria em questao e a de referéncia.



Tabela 9: Correlagao bruta e ajustada* (pela infecgao pelo HPV e idade) entre as diferentes variaveis
de saude reprodutiva e reatividade sorolégica anti-HPV (antigeno misto) nas mulheres da Liga

Feminina de Combate ao Céancer de Porto Alegre (n=977).

Variavel Categorias Coeficiente de regressao e significancia
Bruta Ajustada por DNA de
HPV** e idade
Coeficiente valor de p** Coeficiente valor de p***
Paridade Nulipara Referéncia Referéncia
1 0,0141 0,468 0,0084 0,673
2 - 0,0052 0,779 - 0,019 0,347
3ou+ 0,0207 0,241 0,0041 0,834
Aborto 0,0525 0,097 0,0524 0,098
Contracepgéo nos  Nenhum Referéncia Referéncia
Ultimos 6 meses  Anticoncepgéo oral -0,0217 0,118 - 0,0093 0,585
Ligadura tubaria - 0,0036 0,825 - 0,0009 0,959
Outros 0,0025 0,890 0,0062 0,745
CP alterado no Nao Referéncia Referéncia
Passado? Sim - 0,0025 0,866 - 0,0030 0,836
N° de parceiros 1 Referéncia Referéncia
Ao longo davida 2 0,0840 < 0,0001 0,0839 < 0,001
3 0,0663 < 0,0001 0,0665 < 0,001
>4 0,127 < 0,0001 0,128 < 0,001

* Resultados da anadlise de regressao linear usando reatividade sorolégica como variavel continua
(transformagéo logaritmica dos valores da formula RAN, vide metodologia)
** Resultados do teste PCR para DNA de HPV
*** Significancia estatistica para a comparagao entre a categoria em questéo e a de referéncia.



Tabela 10: Correlagao bruta e ajustada* (pela infecgao pelo HPV e idade) entre as diferentes
variaveis de saude reprodutiva e reatividade soroldgica anti-HPV (antigeno misto) nas mulheres da
Liga Feminina de Combate ao Cancer de Porto Alegre (n=977).

Variavel Categorias Coeficiente de regressao e significancia

Bruta Ajustada por DNA de
HPV** e idade
Coeficiente valor de p*™* Coeficiente valor de p***

N° parceiros nos Oou1 Referéncia Referéncia

ultimos 6 meses 20u3 0,0639 0,109 0,0679 0,088

Idade da primeira <16 Referéncia Referéncia

relacao sexual (anos) 17-18 -0,0117 0,460 -0,0163 0,302
19-21 -0,02 0,211 - 0,0306 0,060
>22 - 0,0285 0,092 - 0,0445 0,011

Infecgao ginecologica Nao Referéncia Referéncia

nos ultimos 6 meses HPV - 0,0394 0,075 -0,0372 0,407
Outras 0,0106 0,690 0,0141 0,600

* Resultados da anadlise de regressao linear usando reatividade sorolégica como variavel continua
(transformagéo logaritmica dos valores da formula RAN, vide metodologia)

** Resultados do teste PCR para DNA de HPV

*** Significancia estatistica para a comparagao entre a categoria em questéo e a de referéncia.



Tabela 11: Correlagao bruta e ajustada* (pela idade) entre as diferentes variaveis Clinico-Patologicas
e reatividade sorolégica anti-HPV (antigeno misto) nas mulheres da Liga Feminina de Combate ao
Cancer de Porto Alegre (n=977).

Variavel Categorias Coeficiente de regressao e significancia

Bruta Ajustada por idade

Coeficiente valor de p** Coeficiente Valor de p**

DNA de HPV por Negativo Referéncia Referéncia
Captura Hibrida Il Positivo 0,0065 0,699 0,0109 0,521
DNA de HPV por Negativo Referéncia Referéncia
PCR Positivo 0,0351 0,031 0,0409 0,013
DNA de HPV Negativo Referéncia Referéncia
Combinado (PCR e Positivo 0,0142 0,312 0,0195 0,169
CHI

* Resultados da anadlise de regressao linear usando reatividade sorolégica como variavel continua
(transformagéo logaritmica dos valores da formula RAN, vide metodologia)
** Significancia estatistica para a comparagao entre a categoria em questéo e a de referéncia.



A tabela 12 a seguir mostra que, independente do método de detecgdo do DNA do
HPV, ndo houve diferencga significativa para a reatividade sorolégica média com antigeno de
HPV 16 ou antigeno de HPV misto com relacdo ao resultado DNA do HPV negativo ou
positivo. Isto implica em se concluir que o grupo de mulheres que apresentaram presenca
de DNA para o HPV em suas células do colo uterino ndo apresentaram reatividade
sorolégica anti-HPV mais elevada em ambos antigenos pesquisados (antigeno HPV 16 ou

antigeno misto para HPV).

Tabela 12. Reatividade soroldgica anti-HPV* segundo a positividade para DNA de HPV no colo
uterino.

Método** de  Resultado Reatividade com antigeno de Reatividade com antigeno de

deteccgdo de HPV 16 HPV misto
DNA do HPV
Média Desvio Padrao Média Desvio Padrao
PCR Negativo 0,744 0,0203 0,703 0,0113
Positivo 0,801 0,0462 0,741 0,0241
CH-II Negativo 0,741 0,0204 0,704 0,0109
Positivo 0,816 0,0451 0,737 0,0285
Combinado Negativo 0,744 0,0220 0,703 0,0117
Positivo 0,779 0,0345 0,725 0,0207

* Reatividade medida pela formula RAN (Razao de absorbancias normalizada), vide metodologia.

** Métodos: PCR = "Polymerase Chain Reaction" (Reag¢ao de Polimerase em Cadeia); CH-Il =
Captura Hibrida segunda geragéo; Combinado = positividade na PCR ou na CH-II



As tabelas 13 a 18 utilizaram a resposta sorologica de forma binaria, como negativa
ou positiva como ja foi explicado em material e métodos, fatores preditivos da resposta
sorolégica. Foram realizadas andlises de correlagdo para selecionar as variaveis preditivas
do risco de sororeatividade medindo-se a razdo de chances (RC) (“odds ratio”) e intervalo de
confianga a 95% (IC95%) para cada categoria de cada varidvel. As razdes de chances
foram ajustadas por idade e por idade e DNA do HPV para eliminar possiveis fatores de
confundimento. Novamente a resposta soroldgica foi avaliada para o antigeno HPV 16 e
antigeno misto para o HPV.

No teste ELISA HPV-16 os dois grupos ELISA negativo e ELISA positivo foram
comparados por regressdo logistica multipla ndo condicional entre as variaveis sécio-
econbmicas, nenhuma categoria apresentou razdo de chance (RC) estatisticamente
significativo para sororeatividade. Entre as variaveis de saude reprodutiva, conforme
aumentava o numero de parceiros na categoria avaliada aumentava o risco cumulativo para
sororeatividade. O inicio da vida sexual mais tardiamente, apds os 19 anos, foi um fator
protetor para risco de soropositividade. As demais variaveis de saude reprodutiva nao
estiveram significativamentemente associadas. Na analise das variaveis clinico-patolégicas,
a positividade para o DNA de HPV por PCR apresentou uma razao de chance de 1,54 para
sororeatividade ao HPV 16.

No teste ELISA que utilizou o antigeno misto do HPV, dentre as variaveis
sécio-econbmicas, a categoria ndo branca da varidvel ragca apresentou um risco para
soropositividade de 1,59 comparada com a categoria branca. As outras varidveis sécio-
econdmicas nao apresentaram risco para soropositividade.

Entre as varidveis de saude reprodutiva (HPV antigeno misto), o aumento do niumero
de parceiros sexuais ao longo da vida mostrou ser um fator de risco cumulativo importante
para a soropositividade. A categoria aborto, dentro da variavel paridade apresentou também
um risco de 2,75 para que o soro fosse positivo nestas pacientes em relagao a categoria de

nuliparas. Nao foi encontrada explicagao para este achado pois o esperado era que o maior



numero de filhos fosse risco para soropositividade, sendo que cada gestacdo aumenta o
risco de aquisicao ou reativagdo do HPV pela imunodeficiéncia que ocorre durante a
gestagao.

Na avaliacdo das variaveis clinico-patologicas na sorologia com o antigeno misto,
nenhuma das variaveis de DNA (PCR, CH Il e PCR/CH Il) apresentou risco para a

positividade na sorologia.



Tabela 13. Razdes de chances e intervalos de confianga a 95% (1IC95%) para positividade sorolégica

segundo variaveis sécio-econdmicas. Analise baseada no teste ELISA que utilizou como antigeno o

HPV 16.
Variavel Categoria Frequéncia RC* ajustada RC ajustada por
relativa (%) por idade Idade e DNA do HPV
Positividade (1C95%) (1C95%)
Sorologica
Idade (anos) <24 15,9 1,0 1,0
25-34 20,7 1,38 (0,76 - 2,50) 1,45 (0,79 - 2,63)
35-49 20,3 1,35 (0,77 - 2,34) 1,44 (0,82 - 2,52)
>50 16,0 1,01 (0,53 - 1,92) 1,07 (0,56 - 2,04)
Raca Branca 18,3 1,0 1,0
Nao branca 23,1 1,33 (0,86 - 2,06) 1,32 (0,85 - 2,05)
Escolaridade < Primario 18,0 1,0 1,0
Primario 16,6 0,91 (0,59 - 1,41) 0,90 (0,58 - 1,39)
Secundario 24,9 1,50 (1,02 - 2,22) 1,43 (0,97 - 2,13)
Profissionalizante/ 15,9 0,87 (0,44 - 1,72) 0,83 (0,42 - 1,67)
Universitario
Renda < 3 salarios 17,7 1,0 1,0
minimos
> 3 salarios 21,0 1,22 (0,87 -1,71) 1,21 (0,86 - 1,69)
minimos
Tabagismo Nunca fumou 18,6 1,0 1,0
Fumante atual 20,1 1,07 (0,74 - 1,54) 1,04 (0,72 - 1,51)
Ex-fumante 18,7 1,01 (0,62 - 1,63) 0,99 (0,61 -1,61)
Estado civil Solteira 22,8 1,0 1,0
Casada 18,1 0,69 (0,42 - 1,14) 0,74 (0,44 - 1,23)
Divorciada 25,3 1,08 (0,54 - 2,17) 1,15 (0,57 - 2,33)
Viuva 15,7 0,67 (0,26 - 1,73) 0,68 (0,27 - 1,75)

* RC: razéo de chance



Tabela 14. Razdes de chance para reatividade sorolégica segundo variaveis de saude reprodutiva.
Analise baseada no teste ELISA que utilizou como antigeno o HPV 16.

Variavel Categoria Frequéncia RC* ajustado RC *ajustado por
relativa (%) por idade Idade e DNA do HPV
Positividade (IC** - 95%) (IC **- 95%)
Soroldgica
Paridade Nulipara 15,4 1,0 1,0
1 20,8 1,38 (0,77 - 2,47) 1,48 (0,82 - 2,67)
2 14,9 0,92 (0,50 - 1,68) 1,00 (0,54 - 1,84)
3ou+ 22,1 1,52 (0,85 - 2,70) 1,66 (0,92 - 2,98)
Aborto 27,5 2,02 (0,88 - 4,65) 2,21 (0,95-5,12)
Contracepgédo nos Nenhuma 19,1 1,0 1,0
ultimos 6 meses  Anticoncepgao oral 16,7 0,72 (0,45-1,17) 0,71 (0,44 - 1,15)
Ligadura tubaria 20,0 0,94 (0,59 - 1,52) 0,97 (0,60 - 1,56)
Outros 23,9 1,15 (0,69 - 1,90) 1,14 (0,69 - 1,90)
Papanicolaou Nao 19,5 1,0 1,0
alterado-passado Sim 17,8 0,88 (0,58 - 1,34) 0,90 (0,59 - 1,37)
N° de parceiros 1 14,0 1,0 1,0
aolongodavida 2 23,9 1,97 (1,32 - 2,95) 1,94 (1,30 - 2,91)
3 19,3 1,44 (0,85 - 2,45) 1,41 (0,83 - 2,39)
>4 33,6 3,09 (1,94 - 4,94) 2,99 (1,86 - 4,79)
N° parceiros nos Oou 1 19,0 1,0
Ultimos 6 meses 2o0u3 25,0 1,42 (0,51 - 3,98) 1,40 (0,50 - 3,92)
Idade da primeira <16 22,6 1,0 1,0
relagdo Sexual 17-18 23,4 1,02 (0,67 - 1,55) 1,01 (0,67 - 1,54)
19-21 14,2 0,53 (0,33 - 0,86) 0,53 (0,33 - 0,86)
>22 15,3 0,58 (0,35 -0,96) 0,58 (0,35 -0,96)
Infecgéo ginecolo- Nao 18,4 1,0 1,0
Gica nos ultimos  HPV 26,7 1,68 (0,52 - 5,41) 1,48 (0,45 - 4,83)
6 meses QOutras 28,3 1,71 (0,87 - 3,36) 1,69 (0,86 - 3,33)

*Razao de Chances
** Intervalo de Confianca de 95%



Tabela 15. Razdes de Chance para reatividade soroldgica segundo variaveis Clinico-Patoldgicas .
Analise baseada no teste ELISA que utilizou como antigeno o HPV 16.

Variavel Categoria

DNA de HPV por  Negativo
Captura Hibrida Positivo

DNA de HPV por  Negativo

PCR Positivo
DNA de HPV Negativo
Combinado Positivo

Frequéncia relativa (%)
Positividade
Sorologica

18,1
23,3

18,1
24,5

17,8
22,9

RC* ajustado
Por idade
(IC** - 95%)

1,0
1,43 (0,91 - 2,23)

1,0

1,54 (1,00 - 2,37)
1,0
1,43 (0,98 - 2,08)

*Razao de Chance
** Intervaglo de Confianga



Tabela 16.Razdes de Chances para reatividade sorolégica segundo variaveis sécio-econémicas .
Analise baseada no teste ELISA que utilizou como antigeno o HPV Misto.

Variavel

Idade (anos

Raca

Escolaridade

Renda

Tabagismo

Estado civil

Categoria

<24
25-34
35-49
> 50

Branca
Nao branca

< Primario
Primario
Secundario
Profissionalizante/
Universitario

< 3 salarios
minimos
> 3 salarios
minimos

Nunca fumou
Fumante atual
Ex-fumante

Solteira
Casada
Divorciada
Vilva

Frequéncia relativa
(%)
Positividade
Soroldgica
15,9
14,7
17,6
16,6

15,4
22,4

15,2
17,6
19,1
14,5

15,1

18,6

17,7
14,8
15,0

21,1
15,4
20,5
15,7

RC* ajustado
por idade
(IC** - 95%)

1,0
0,91 (0,49 - 1.69)
1,13 (0,64 - 1,97)
1,04 (0,55 - 1,99)

1,0
1.58 (1,01 - 2,49)

1,0
1,20 (0,77 - 1,87)
1,35 (0,89 - 2,06
0,97 (0,47 - 1,98)

1,0

1,28 (0,89 - 1,83)

1,0
0,82 (0,55 - 1,22)
0,82 (0,49 - 1,37)

1,0
0,63 (0,37 - 1,06)
0,85 (0,41 - 1,78)
0,61 (0,24 - 1,59)

RC *ajustado por

Idade e DNA do HPV

(IC **- 95%)

1,0
0,92 (0,49 - 1,71)
1,14 (0,65 - 2,01)
1,06 (0,56 - 2,03)

1,0
1,59 (1,01 - 2,49)

1,0
1,20 (0,77 - 1,87)
1,34 (0,87 - 2,05)
0,96 (0,47 - 1,96)

1,0

1,28 (0,89 - 1,82)

1,0
0,81 (0,55 - 1,21)
0,81 (0,48 - 1,56)

1,0
0,63 (0,37 - 1,07)
0,84 (0,40 - 1,78)
0,61 (0,24 - 1,59)

*Razao de Chances
** Intervalo de Confianca de 95%



Tabela 17. Razdes de Chance (RC) para reatividade soroldgica segundo variaveis de saude
reprodutiva. Analise baseada no teste ELISA que utilizou como antigeno o HPV Misto.

Variavel Categoria Frequéncia RC* ajustado RC *ajustado por
relativa (%) por idade Idade e DNA do HPV
Positividade (IC** - 95%) (IC **- 95%)
Soroldgica
Paridade Nulipara 12,6 1,0 1,0
1 18,8 1,58 (0,84 - 2,95) 1,61 (0,86 - 3,03)
2 13,7 1,07 (0,56 - 2,05) 1,11 (0,58 - 2,12)
3ou+t 17,8 1,43 (0,77 - 2,68) 1,48 (0,79 - 2,78)
Aborto 27,5 2,66 (1,13 - 6,28) 2,75 (1,16 - 6,52)
Contracepgédo nos Nenhuma 17,0 1,0 1,0
ultimos 6 meses  Anticoncepgao oral 16,4 1,04 (0,63 - 1,73) 1,04 (0,63 - 1,73)
Ligadura tubaria 15,5 0,88 (0,53 - 1,48) 0,88 (0,53 - 1,48)
Outros 17,4 1,05 (0,6 -1,83) 1,04 (0,59 - 1,82)
Papanicolaou Nao 16,7 1,0 1,0
alterado-passado Sim 16,7 0,99 (0,64 - 1,53) 0,99 (0,64 - 1,54)
N°de parceiros ao 1 10,3 1,0 1,0
longo da vida 2 249 2,95 (1,93 -4,5) 2,96 (1,94 - 4,52)
3 16,7 1,82 (1,03 - 3,21) 1,83 (1,03 - 3,24)
>4 30,0 3,93 (2,39 - 6,48) 3,98 (2,41 - 6,59)
N° parceiros nos 0Oou 1 16,5 1,0 1,0
ultimos 6 meses 2ou3 20,0 1,29 (0,43 - 3,93) 1,28 (0,42 - 3,90)
Idade da primeira <16 17,0 1,0 1,0
relagéo sexual 17-18 18,6 1,10 (0,69 - 1,75) 1,10 (0,70 - 1,75)
19-21 14,6 0,80 (0,49 - 1,32) 0.81 (0,49 - 1,33)
>22 15,8 0,86 (0,50 - 1,45) 0,86 (0,51 - 1,46)
Infecgéo ginecolo- Nao 16,1 1,0 1,0
gica nos ultimos  HPV 25,0 1,81 (0,57 - 5,76) 1,74 (0,54 - 5,58)
6 meses QOutras 17,4 1,16 (0,53 - 2,58) 1,16 (0,53 - 2,57)

*Razao de Chance

** Intervalo de Confianca de 95%



Tabela 18.Razdesde Chance (RC) para reatividade sorolégica segundo variaveis Clinico-Patolégicas
. Analise baseada no teste ELISA que utilizou como antigeno o HPV Misto.

Variavel Categoria Frequéncia relativa RC* ajustado
(%) Por idade

Positividade (IC** - 95%)
Soroldgica

DNA de HPV por Negativo 15,8 1,0

Captura Hibrida Positivo 19,5 1,34 (0,83 - 2,16)

DNA de HPV por  Negativo 16,5 1,0

PCR Positivo 17,5 1,11 (0,69 - 1,79)

DNA de HPV Negativo 16,0 1,0

Combinado Positivo 18,1 1,19 (0,79 - 1,78)

*Razéo de Chance
** Intervalo de Confianca



Nesta tabela 19 foi utilizado o modelo de regresséo logistica para selecionar as variaveis
mais independentemente preditivas do risco de sororeatividade em cada preparacéo
antigénica via algoritmo de retencdo de variaveis tipo “stepwise backwards”. Foram
mantidos no modelo todos os fatores significativamente associados com sororeatividade ao
nivel de 10% (p=0,1) para entrada e 15% (p=0,15) para saida de variaveis.

Para o antigeno HPV 16 a variavel paridade foi de risco para sororeatividade, quem
teve filhos ou esteve gravida e abortou teve maior risco de soropositividade do que as
mulheres que nunca pariram. O maior numero de parceiros sexuais ao longo da vida foi
considerado fator de risco para sororeatividade quando comparado com o grupo de
mulheres que tiveram somente um parceiro ao longo da vida.

Quando analisado o HPV antigeno misto, foi observada a mesma relagdo entre
sororeatividade e maior numero de parceiros sexuais. Ainda para o antigeno misto, outra
variavel mais preditivas da reatividade sorolégica anti-HPV foram a raga ndo branca com um
risco de 1,60 sobre a raca branca . Dentro da variavel tabagismo , as categorias fumante
atual e ex-fumante apresentaram-se como fator de protecido para soropositividade

comparadas com a categoria nunca fumou.



Tabela 19. Razdes de chance da variaveis mais preditivas* da reatividade sorolégica anti-HPV
segundo o tipo de antigeno usado na reagéo ELISA.

Variavel Contraste Raz&o de Chances e IC 95%
Antigeno HPV 16 Antigeno Misto
Raca N&o branca x branca 1,60 (1,00 - 2,55)
Tabagismo Fumante atual x nunca fumou 0,63 (0,42 - 0,95)
Ex-fumante x nunca fumou 0,67 (0,39 - 1,14)
Paridade 1 x nulipara 1,54 (0,86 - 2,77)
2 x nulipara 1,20 (0,66 - 2,16)
> 3 x nulipara 1,85 (1,07 - 3,17)
Aborto x nulipara 1,82 (0,77 - 4,25)
N de parceirosao 2 x 1 1,94 (1,29 - 2,91) 3,01 (1,97 - 4,62)
Longo da vida 3x1 1,49 (0,87 - 2,53) 1,86 (1,05 - 3,30)
>4 x1 3,07 (1,91 - 4,96) 4,13 (2,49 - 6,85)

* regressao logistica multivariada para selegéo de variaveis (técnica “stepwise backwards”; vide
metodologia).



O nosso objetivo na tabela 20 abaixo foi o de avaliar as correlagdes epidemiolégicas
entre as respostas soroldgicas para cada tipo de antigeno, definidas como varidveis
dicotdbmicas, e presenca de lesdes cervicais. Para tal calculou-se as RCs e respectivos
IC95% razdo de chances (“odds ratios”) para cada combinagdo de antigeno (HPV 16 ou
misto) e critério de definicdo de lesdo (citolégico ou histopatoldgico). Lesdes foram definidas
como sendo quaisquer diagnésticos de LEIBG e LEIAG. Casos com diagnéticos de CEASI
ou de outras anormalidades foram excluidos das analises. O modelo de regresséo logistica
incondicional foi utilizado no célculo de RCs ajustados por idade e adicionalmente pela

presenca de DNA de HPV na amostra cervical (PCR).

Tabela 20. Razéo de chances (RC) e intervalo de confianca (IC95%) para lesdes intraepiteliais
cervicais segundo resposta sorolégica anti-HPV e tipo de critério para definir lesdes.

Critério de Tipos de antigeno RC ajustado RC ajustado por
definigao de de HPV por idade Idade e DNA do HPV
lesdes * (1C95%) (1C95%)
Citologico ** HPV 16 1,43 (0,59 - 3,45) 1,20 (0,48 - 2,97)
HPV misto 0,39 (0,92 - 1,69) 0,36 (0,80 - 1,55)
Histologico *** HPV 16 0,93 (0,34 - 2,58) 0,92 (0,33 - 2,58)
HPV misto 1,29 (0,42 - 4,00) 1,27 (0,41 - 3,98)

*Citologia: Comparacao entre lesdes intraepiteliais de baixo ou alto grau e resultados citolégicos
normais (CEASI e outras categorias ndo incluidas). Histologia: Comparagao entre losdes
intraepiteliais de baixo ou alto grau confirmadas histologicamente e resultados negativos (somente
entre as mulheres biopsiadas)

** 894 mulheres incluidas na analise, das quais 27 apresentaram lesoes.
*** 133 mulheres incluidas na analise, das quais 30 apresentaram lesoes.

Para ambos os tipos de antigenos (HPV 16 e misto) foi observado que a presenca
de lesdes cervicais nao foi fator de risco para soropositividade.



Discussao

Na avaliagao da distribuicdo por frequéncia relativa da nossa populagdo segundo as
diversas variaveis estudadas, pudemos observar algumas caracteristicas de uma populagéo
considerada de baixo risco para neoplasia cervical. Neste programa de rastreamento que é
frequentado por mulheres assintomaticas na cidade de Porto Alegre, as mulheres que
buscam livremente fazer a prevencdo do cancer do colo uterino sdo na sua maioria
mulheres nao jovens, brancas, casadas, com 2 ou mais filhos. Estas mulheres nao iniciaram
sua vida sexual tdo precocemente (maior parte entre 17 e 21 anos) e a maioria teve
somente um parceiro sexual ao longo da vida. Ou seja, buscam programas de rastreamento
mulheres de baixo risco para o desenvolvimento de infeccdo pelo HPV. Aonde estariam as
mulheres de risco? Sera que nao estdo no presente estudo ou estas se submetem menos
ao rastreamento para este cancer? O Dr. Paulo Naud em sua tese de doutorado (Naud,
1998) estudou 111 mulheres num servico de referéncia para DST do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre e as caracteristicas da populagcado que ele estudou nao foram muito diferentes
desta apresentada. Talvez as caracteristicas da nossa populagdo as fazem ser uma
populagéo de baixo risco para este cancer.

Foi possivel neste estudo alcalgar todos 0s nossos objetivos propostos.

Pensamos que apds o controle das flutuagbes do teste ELISA através da formula
RAN, a definicdo da positividade sorolégica utilizando-se um grupo controle negativo com
baixo risco hipotético de infeccdo pelo HPV podera contribuir com futuros estudos
sorolégicos aumentando a sensibilidade do teste. Este tipo de definicdo de positividade
sorologica esta sendo utilizado pela primeira vez. Em estudos anteriores, a média das trés
medidas (optical density) das amostras de soro corrigidas pelo soros controle haviam sido

utilizadas na definicdo da soropositividade também utilizando um grupo controle negativo



com baixo risco para a infeccdo pelo HPV (Dillner et al, 1995; Wideroff et al, 1995;
Nonnenmacher et al, 1996; Wideroff et al, 1996).

Ao analisar os fatores preditivos da resposta sorolégica para ambos os tipos de
antigtenos (HPV 16 e misto) foi possivel observar variaveis que indicam associagéo positiva
com a resposta sorologica. O fato de ndo ser jovem (mais de 24 anos de idade), foi um fator
preditivo positivamente associado com a sororeatividade enquanto que a presenca do DNA
viral ndo o foi. Mais uma vez podemos com estes resultados mostrar ser a sorologia um
marco de infecgao passada mais do que atual. A chance de sororeatividade vai aumentando
com a idade pois maior é o contato com o HPV ao longo dos anos. A sororeatividade
associada positivamente a um maior niumero de parceiros sexuais durante a vida confirmou
0 que varios estudos anteriores ja haviam nos mostrado (Dillner et al, 1995; Wideroff et al,
1995; Nonnenmacher et al, 1996; Wideroff et al, 1996; Svare et al, 1997) e vém também
confirmar a sorologia positiva como marcador de infecgdo prévia ao HPV.
Consequentemente, esperava-se que o inicio tardio da vida sexual fosse associado a uma
reducado da resposta soroldgica como foi neste estudo.

Ser casada e com sororeatividade negativamente associada, havendo uma reducgao
da resposta soroldgica para ambos antigenos de HPV, vém ainda mais nos confirmar que as
mulheres que tém maior chance de serem soropositivas sdo aquelas com multiplos
parceiros e solteiras. As mulheres casadas na sua maioria apresentam um menor numero
de parceiros ao longo da vida. Poderia a sorologia ser entdo ndo somente um marcador de
infeccdo passada pelo HPV como também um marco de atividade sexual de uma
populagao? Parece que sim como ja foi mostrado por Nonnenmacher et al, 1996, quando foi
estudada uma populacido da Groenlandia de alto risco para cancer cervical, com alta
prevaléncia de multiplos parceiros sexuais e auséncia de correlacdo com positividade ao
DNA.

Quando foi observada a associag¢ao da sororeatividade com presenca de DNA para o

HPV na nossa populagdo de baixo risco para o cancer cervical, a soropositividade esteve



positivamente associada com as variaveis estudadas de DNA para o HPV quando o
antigeno foi o HPV 16; ja para o antigeno HPV misto somente a variavel DNA de HPV por
PCR esteve positivamente associada com resposta sorolégica positiva.

Os fatores mais associados com a soropositividade tanto ao HPV16 como na
sorologia mista observados nesse estudo foram a presenca de multiplos parceiros sexuais
durante a vida, possuir escolaridade de nivel secundario em relagdo ao primario e nunca ter
tido filhos. O numero de parceiros sexuais € reconhecido como sendo o fator de risco mais
importante para a aquisicdo da infeccdo pelo HPV e vem sendo demonstrado em outros
estudos, como no estudo de Olsen et alli , 1997, onde a sorologia teve uma forte
associacdo com o numero de parceiros sexuais; este mesmo autor fala da sorologia como
sendo um melhor marcador da atividade sexual do que da presenca do HPV DNA.

Na populacdo do estudo a escolaridade (nivel médio) foi fator associado a
soropositividade ao HPV podendo ter sido um achado ocasional. Na literatura (Schairer et al,
1991; Bauer et al,1993) observan-se mulheres menos instruidas em risco maior para a
infeccdo pelo HPV (supostamente n&o usuarias de condom pela falta de conhecimento de
sua importancia). O outro fator associado a soropositividade ao HPV no presente estudo foi
a auséncia de paridade. Geralmente as mulheres que ainda néao tiveram filhos sdo as mais
jovens, e as mulheres mais jovens sdo as de maior risco para a infeccdo pelo HPV. A
paridade foi considerada associada a sorologia positiva independentemente da variavel
idade, também contradizendo a literatura (Hildesheim et al, 1993; Franco, 1995) o que nos
sugere que o estado de imunodepressao da gestagdo aumentaria o risco da infecgédo pelo
HPV provavelmente por reativacio viral, e assim mulheres que pariram mais filhos estariam
em maior risco para esta infeccdo. Uma hipétese que explicaria o fato de que multiparas
venham a ter maior risco para o desenvolvimento de cancer cervical seria que seu sistema
imunolégico se torna mais deficitario e talvez com uma menor resposta humoral ao HPV,
propiciando a cronicidade do virus e das lesbes. Em contrapartida as nuliparas teriam um

sistema imunolégico mais eficiente.



Em uma segunda fase, quando a resposta soroldgica ja de forma binaria foi avaliada
por regressao logistica multipla ndo condicional, novamente, para ambos os antigenos de
HPV estudados, ter mais parceiros sexuais durante a vida apresentou um risco cumulativo
maior do que as mulheres que tinham somente um parceiro. Para o antigeno HPV 16 iniciar
a vida sexual apos 19 anos de idade se mostrou como fator protetor para sororeatividade. A
raca nao branca foi fator de risco para sororeatividade quando foi utilizado o antigeno misto
para o HPV no teste ELISA.

Confirmando os resultados ja apresentados, quando realizamos a regressao logistica
multivariada para a identificagdo das variaveis mais preditivas da reatividade soroldgica,
novamente o numero de parceiros sexuais ao longo da vida apareceu como uma das
variaveis mais independentemente preditivas do risco de sororeatividade para ambos
antigenos. Na sorologia que utilizou como antigeno o HPV 16, encontramos ainda a
paridade como variavel preditiva da reatividade sorolégica, e na sorologia que utilizou o
antigeno misto para o HPV, a raga n&o branca e as categorias fumante atual e ex-fumante
foram preditivas da sororeatividade ao HPV. A raga ndo branca ja foi referida por outros
estudos como sendo de risco para a infeccado pelo HPV e neoplasia cervical (Schairer et al,
1991). Nao encontramos explicagdo para o fumo ser fator protetor para sororeatividade ao
HPV. Se esperaria que o fumo surgisse omo fator de risco para a sororeatividade pois o
mesmo diminui a imunidade e favorece as infec¢oes (Hildesheim et al, 1993).

Observou-se ainda, alcangando mais um dos objetivosdo estudo, que ndo existe

associacao entre positividade soroldgica e risco de lesbes intraepiteliais cervicais.

A sorologia talvez fosse util no rastreamento de populagdes de risco para o cancer
cervical ou na medida do risco para o cancer de colo entre diferentes populacdes, pois
populacdes de risco irdo necessariamente apresentar uma maior soropositividade ao HPV

(Nonnenmacher et al, 1995; Nonnenmacher et al, 1996; Strickler et al, 1999).



Grandes estudos prospectivos que estejam avaliando a sorologia como uma das variaveis,
como o que vem sendo realizado no Nordeste do Brasil pela Dra. Luiza Villa do Ludwig

Instituto de Pesquisa Contra o Cancer, talvez contribuam na elucidacdo dessas questodes.
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