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Associacao entre a contagem de linfocitos T CD4+ ¢ a gravidade
da neoplasia intra-epitelial cervical diagnosticada pela histopatologia
em mulheres infectadas pelo HIV

Association between CD4+ T-cell count and intraepithelial cervical
neoplasia diagnosed by histopathology in HIV-infected women

Juliana Barroso Zimmermmann!, Victor Hugo Melo?, Lucia Porto Fonseca de Castro?®,
Marcio José Martins Alves*, Sebastido Guerra Zimmermmann®, Dora Mendez Del Castillo®

RESUMO

Objetivo: avaliar a associagdo entre a contagem de linfocitos T CD4+ ¢ a gravidade da neoplasia intra-epitelial cervi-
cal em pacientes HIV positivas. Métodos: estudo transversal no qual foram incluidas 87 pacientes infectadas pelo HIV,
confirmado por testes soroldgicos prévios. Todas eram portadoras do HPV cervical, diagnosticado por meio da reagdo em
cadeia da polimerase. Foram realizados anamnese, exame fisico e colposcopia de todas em pacientes. A bidpsia do colo
uterino foi realizada quando indicada pelo exame colposcdpico. Os resultados histopatolégicos foram classificados com
neoplasia intra-epitelial de baixo grau (NIC I) ou de alto grau (NIC II e II). A associagdo entre a contagem de linfocitos T
CD4+ ¢ a gravidade da lesdo foi verificada por meio da comparagdo de médias utilizando a analise da variancia (ANOVA).
Resultados: entre as 60 pacientes biopsiadas foram encontrados 24 casos (40,0%) com NIC I, oito (13,3%) NIC II, trés
(5%) NIC 111, 14 (23,3%) pacientes somente com cervicite cronica e 11 (18,3%) apresentando efeito citopatico produzido
pelo HPV, mas sem perda da polaridade celular. Isso equivale a 35 mulheres com lesdo intra-epitelial de baixo grau (NIC
I+ HPV) (58,3%) e 11 (18,3%) com lesdo intra-epitelial de alto grau (NIC II + NIC III). A associagdo entre a média da
contagem de linfécitos T CD4+ e a gravidade da lesdo intra-epitelial cervical ndo foi significativa (p=0,901). Conclusdes:
ndo houve associagdo entre a contagem de linfécitos T CD4+ e a gravidade da lesdo intra-epitelial do colo uterino, diag-
nosticada pelo exame histopatoldgico.

PALAVRAS-CHAVE: Neoplasia intra-epitelial cervical/patologia; Sondas DNA HPV; Neoplasias do colo do ttero;
Infeccdes por HIV; AIDS

ABSTRACT

Purpose: to evaluate association between CD4+ cell count and cervical intraepithelial lesion severity in HIV-infected
women. Methods: cross-sectional study of 87 HIV-infected patients which were confirmed by previous serologic examina-
tions. All had cervical HPV diagnosed by polymerase chain reaction (PCR). All patients underwent anamnesis, physical
examinations and colposcopy. Cervix biopsy was performed when indicated by colposcopical examination. Histopatho-
logical results followed Richart’s classification, adapted by Wright, and CD4+ cell count and cervical intraepithelial lesion
severity association was analysed by comparison of means using analysis using analysis of variance (ANOVA).Results:
among 60 biopsied women 24 were found (40.0%) with CIN 1, eight (13.3%) with CIN II, three (5%) with CIN III, 14
(23.3%) with chronic cervicitis and 11 with cytopathic effect of HPV, without cell polarity loss. This corresponds to 35
(58.3%) women with intraepithelial lesion of low grade (CIN I + HPV) and 11 (18.3%) with intraepithelial lesion of high
grade (CIN II + CIN III). There was no significant association between CD4+ cell count mean and cervical intraepithelial
lesion severity (p=0.901).Conclusions: there was no association between CD4+ cell count and cervical intraepithelial
lesion severity diagnosed by histopathological examination.

KEYWORDS: Cervical intraepithelial neoplasia/pathology; DNA Probes, HPV; Uterine cervical neoplasms; HIV
infections; AIDS
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Introducéo

A neoplasia maligna do colo uterino é impor-
tante pela sua freqiiéncia e pela fase da vida em
que acomete a mulher, e acredita-se que o estado
de imunocompeténcia do hospedeiro pode ter
algum papel na evolucdo das lesbdes cervicais. O
papilomavirus humano (HPV), reconhecidamente
associado ao cancer cervical, penetra no organismo
por meio da relacdo sexual, atingindo as células
basais da mucosa do colo uterino. Como estas cé-
lulas nao tém resposta eficiente aos antigenos, o
HPV permanece em seu interior, sem desencadear
resposta imunologica, determinando atraso em seu
reconhecimento pelo sistema imune, o que facilita
sua multiplicacao!3.

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
nao é o unico responsavel pelas doencas e mortes
associadas a sindrome da imunodeficiéncia adqui-
rida. Sabe-se que o virus suprime gradualmente
a imunidade do individuo ao eliminar as células
com o receptor T CD4+, responsaveis pela respos-
ta imunolégica humoral e celular?*. Relata-se
incidéncia aumentada de neoplasia cervical in-
tra-epitelial (NIC) em mulheres soropositivas para
o HIV, quando comparadas com a populacao em
geral — em parte devido a baixa imunidade dessas
mulheres —, com estimativa de que tais pacientes
tém até dez vezes mais chance de desenvolver
NIC do que aquelas nao portadoras do virus?*7.
Estudos recentes, realizados na Africa, encontra-
ram freqiiéncia significativamente aumentada de
alteracoes celulares e maior prevaléncia da lesao
escamosa intra-epitelial nas soropositivas, quan-
do comparadas com as soronegativas®®. Contudo,
nao foi encontrada associacdo entre a gravidade
das neoplasias cervicais e a imunossupressao
das pacientes®.

A maior prevaléncia do HPV no colo uterino
em pacientes soropositivas para o HIV!*5 e a imu-
nossupressao decorrente desta infeccdo aumentam
o risco de desenvolvimento de NIC, recomendando-
se estrito controle citolégico, colposcopico e o uso
de terapias ablativas, quando diagnosticadas as
lesdes intra-epiteliais'®!!. Além disso, o controle
imunolégico dessas pacientes é citado como um
aliado na prevencao destas neoplasias, ja que se
acredita que exista associacao entre a contagem
de linfécitos T CD4+, a carga viral do HIV e a per-
sisténcia do HPV!2-14,

Com base no exposto, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a associacdo entre a contagem
de linfocitos T CD4+ e a gravidade das NIC, diag-
nosticadas no estudo histopatologico de biopsias
de pacientes soropositivas para o HIV.
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Meétodos

Foi realizado estudo transversal envolvendo
87 pacientes atendidas no periodo de julho de
2002 a outubro de 2003 oriundas do Centro de
Treinamento e Referéncia em Doencas Infecciosas
e Parasitarias Orestes Diniz (CTR-DIP), vinculado
ao Hospital das Clinicas da UFMG e a Prefeitura
Municipal de Belo Horizonte. Todas as pacientes
tiveram diagnostico confirmatério da infeccao pelo
HIV, conforme o protocolo do Ministério da Saude.
Na primeira amostra sorologica coletada eram re-
alizados dois testes para o rastreamento inicial, o
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) e o
MEIA (immunoenzymatic analysis methods). Caso
um destes testes fosse positivo, ou indeterminado,
utilizava-se o Western blot ou a imunofluorescéncia
para a confirmacao sorolégica. Verificada a positi-
vidade sorologica, outra amostra era colhida com
intervalo de um més para a realizacao de outro
ELISA e MEIA. A paciente que apresentasse um dos
testes positivo tinha confirmado seu diagnéstico
sorologico de infeccao pelo HIV.

Os critérios de inclusao foram: ser porta-
dora do HIV, ter idade maior ou igual a 18 anos
e ser portadora do HPV genital. Foram excluidas
as gestantes.

Para avaliar o numero de pacientes ne-
cessarias para responder ao objetivo do estudo,
foi realizado o calculo do tamanho da amostra,
utilizando o programa Epi-Info, versdao 6.04b.
Considerando a possibilidade de NIC de 35% na
populacao soropositiva para o HIV, com erro alfa
de 5% e precisao de 10%, estimou-se ser necessa-
rio o recrutamento de 87 pacientes soropositivas
para o HIV. Neste estudo a interpretacao da pre-
cisao foi a seguinte: existe uma probabilidade de
90% de que o intervalo inclua o real efeito clinico
da intervencao sob investigacao.

A deteccado da presenca do DNA HPV foi
realizada pela reacdo em cadeia de polimerase
(PCR). Esta técnica multiplica o DNA do material
em estudo. Assim, mesmo que determinada célula
contenha somente uma cépia viral, ao fim do proce-
dimento mais de um milhao de sequiéncias de DNA
estarao presentes em um Unico tubo. Com isso,
a concentracao de DNA-alvo cresce, permitindo a
identificacao do HPV!2,

As pacientes eram entrevistadas e, caso con-
cordassem com a coleta da amostra para a detec-
cao do DNA HPV, respondiam ao questionario do
protocolo de atendimento ginecologico previamente
definido. Ap6s a anamnese eram submetidas a exa-
me ginecologico de rotina, com inspecao da genitalia
externa e, apos a colocacao do espéculo, colhia-se



material cervical para a realizacdo da PCR. Este pro-
cedimento era realizado raspando-se o colo uterino
com espatula de madeira (Ayre) e, apés quebra-la,
introduzia-se o terco com a parte coletada em tubo
esterilizado contendo 1 mL de soro fisiologico. Amos-
tras da endocérvix (escova) e ectocérvix (espatula)
também eram coletadas para a realizacédo da citolo-
gia oncotica. O material para a PCR era enviado ao
Nucleo de Pesquisa em Apoio Diagnéstico (Nupad)
para processamento e diagnoéstico, e a amostra cito-
logica para o Departamento de Anatomia Patolégica,
ambos da Faculdade de Medicina da UFMG.

A colposcopia era realizada rotineiramente,
utilizando-se o aparelho de marca Liesegang, mode-
lo padrao, aplicando-se acido acético a 3%, solucao
de Schiller e bissulfito a 5%. A terminologia colpos-
copica seguida foi a da Federacdo Internacional
de Patologia Cervical'®>. Os achados colposcépicos
considerados alterados foram: epitélio acetobranco,
pontilhado, mosaico, parcialmente iodo-positivo,
iodo-negativo e vasos atipicos. Caso fosse identifi-
cada area alterada no colo uterino, efetuava-se a
biopsia sob visao colposcoépica, utilizando a pinca
de Gaylor-Medina. A seguir, o material era fixado
em formol a 10% e enviado ao laboratorio. Eram
realizados cortes dos blocos de parafina com 5 um
de espessura que, a seguir, eram corados com he-
matoxilina-eosina. As laminas foram examinadas
em microscopio binocular, marca Leica, modelo
DMLB, de trés cabecas. O material biopsiado foi
revisado por um Unico patologista.

As categorias histopatologicas foram assim
definidas: a) NIC grau I (NIC I): perda de polaridade
celular, auséncia da estratificacdo epitelial normal
e hiperplasia da camada basal que nao excedia um
terco da espessura do epitélio; b) NIC grau II (NIC
II): perda de polaridade celular, auséncia da estra-
tificacao epitelial normal e hiperplasia da camada
basal que atingia até dois tercos da espessura do
epitélio; c) NIC grau III (NIC III): as lesdes apresenta-
vam mais de dois tercos do epitélio acometidos por
células com pleomorfismo acentuado, cromatina
granulosa e nucleomegalia acentuada. Neste grupo
também foram incluidas as lesdes que acometiam
todo o epitélio, porém sem sinais de invasao; d)
infeccao pelo HPV: caracterizada pela paracera-
tose, discariose, hiperceratose, nucleos atipicos,
bi e multinucleacao, papilomatose e coilocitose; e)
cervicite cronica: lesoes com infiltrado inflamatério
mononuclear com tecido de granulacao e fibrose do
estroma. Foi utilizada classificacao histopatologica
que associa o diagnéstico de NIC com as lesdes
intra-epiteliais de baixo e alto grau'*.

A contagem de linfocitos T CD4+ foi realizada
pelo Laboratério Central do Hospital das Clinicas
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da UFMG, utilizando-se a citometria de fluxo, téc-
nica que utiliza anticorpos monoclonais e fornece
a contagem absoluta de células pela emissao de
luz. Considerou-se o resultado mais proximo da
primeira consulta ginecologica.

Os dados foram digitados e armazenados
no software Epi-Info, versdo 6.04b, e exportados
para o software SPSS, versdo 8.0. Os teste esta-
tistico utilizado foi ANOVA para a comparacéao
entre as contagens médias dos linfécitos T CD4+.
Essa analise é uma das técnicas mais utilizadas
em estatistica quando o objetivo € comparar a
média de varias populacoes ou subpopulacoes, e
independe do tamanho e composicao dos grupos.
Para o calculo estatistico a classificacao histopa-
tolégica foi reduzida a trés categorias: auséncia
de neoplasia; lesdes intra-epiteliais de baixo grau,
nas quais foram incluidas as NIC de grau I e as
lesbes induzidas pelo HPV; lesbes intra-epiteliais de
alto grau, incluindo-se as NIC de grau II e III**. Foi
considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
(Parecer 085/2002). Todas as pacientes assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido.

Resultados

Das 87 pacientes que concordaram em par-
ticipar do estudo, 32 apresentaram colposcopia
normal. Todas as 55 pacientes com colposcopia
alterada foram biopsiadas. Outras cinco pacientes,
embora com colposcopia normal, apresentavam
grande area de ectopia e também foram biopsiadas,
para a realizacao posterior de cauterizacao. Assim,
foram biopsiadas 60 pacientes.

A idade destas pacientes variou de 18 a 64
anos, com mediana de 30 anos e média de 31,5+8,5
anos, sendo 43,3% solteiras. A idade do inicio da
atividade sexual variou de 12 a 25 anos, com me-
diana de 17 anos e média de 17,3+2,8 anos, sendo
que 67,8% encontravam-se sexualmente ativas
e 26,7% tinham antecedentes de DST. Quanto
ao numero de parceiros sexuais em toda a vida,
69,4% apresentaram de um a trés, com mediana
de 3 parceiros. O tabagismo foi verificado em 35%
e a grande maioria das pacientes fazia uso de me-
dicacao anti-retroviral (80,5%).

Das amostras citolégicas colhidas, trés
foram desconsideradas por apresentar material
inadequado para analise, devido a ressecamento.
Encontraram-se 53,6% das pacientes com citolo-
gia normal, 20,2% com efeitos citopaticos do HPV,
17,9% com NIC 1), 7,1% com NIC II e 1,2% com
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NIC III. Os resultados citologicos sao apresentados
na Tabela 1.

Entre as 60 pacientes biopsiadas foram
encontradas 24 com NIC I (40,0%), oito (13,3%)
com NIC II, trés (5%) com NIC III, 14 (23,3%)
pacientes somente com cervicite cronica e 11
(18,3%) apresentando efeito citopatico produzido
pelo HPV, mas sem perda da polaridade celular.
Isso equivale, segundo a classificacao de Wright!?,
a 35 (58,3%) mulheres com lesao intra-epitelial
cervical de baixo grau (NIC I + HPV) e 11 (18,3%)
com lesao intra-epitelial cervical de alto grau (NIC
II + NIC III), conforme ilustrado na Tabela 1. A
presenca de HPV isoladamente, ou associado a
NIC, foi diagnosticada pela histopatologia em 41
(68,3%) pacientes.

A contagem de células T CD4+ escolhida foi
a mais proxima da consulta. Para a associacao
entre a contagem de linfocitos T CD4+ e o resul-
tado histopatologico, utilizou-se a classificacao
ja mencionada!®. As pacientes com diagnéstico
histopatologico de lesao intra-epitelial de alto grau
apresentaram contagem média de linfocitos T CD4+
de 339 células/mm?3 no sangue, e aquelas com
diagnoéstico histopatolégico de lesao intra-epitelial
de baixo grau apresentaram contagem meédia de
276,5 células/mm?® no sangue. As pacientes que
nao tinham diagnoéstico de lesao intra-epitelial cer-
vical apresentaram contagem meédia de linfécitos
T CD4+ de 270,9 células/mm?3. Para a comparacao
das médias de contagem das células CD4+ dos
trés grupos pesquisados (auséncia de lesao, lesao
de alto grau e de baixo grau) foi realizada analise
da variancia (ANOVA), nao tendo sido encontrada

Tabela 1 - Resultados citolégicos e histopatoldgicos das pacientes estudadas.

diferenca significante (p=0,901), conforme ilustrado
na Tabela 2.

Discussao

As mulheres com imunodeficiéncia tém
maiores chances de desenvolver neoplasias intra-
epiteliais cervicais e vaginais*®1116. Além disso,
alguns estudos demonstram associacdo entre a
gravidade da neoplasia intraepitelial cervical e a
imunossupressao induzida pelo HIV'4. Tais resul-
tados foram também verificados em estudo italia-
no com 242 pacientes, comparando-se pacientes
soropositivas e negativas para o HIV, no qual foi
verificado que as lesdes displasicas cervicais sao
significativamente mais freqiientes e agressivas
nas soropositivas (38%) que nas soronegativas
(12%) (p<0,001)"".

Estudo realizado na Universidade da Cali-
fornia!® verificou que o risco de neoplasia intraepi-
telial cervical é maior em pacientes com contagem
de linfocitos T CD4+ inferior a 200 células/mm?.
Entretanto, apesar de o grau de imunossupressao
poder contribuir para o desenvolvimento da neo-
plasia intraepitelial nas pacientes soropositivas,
ele nao interfere na gravidade, quando a neoplasia
ja encontra-se instalada'®. No nosso estudo néo
verificamos a associacdo entre imunossupressao
e gravidade da lesao (p=0,98), ou seja, a contagem
de linfocitos T CD4+ nédo se mostrou estatistica-
mente diferente entre as pacientes sem neoplasia
intra-epitelial cervical ou aquelas com neoplasia
de baixo ou alto grau. Outros autores também

Descrigdo da lesdo Resultado Histopatolégico Resultado Citolégico
(n) (%) (n) (%)
NIC | 24 40,0 15 17,9
NIC I 8 13,3 6 71
NIC Il 3 5,0 1 1,2
Papilomavirus humano 1 18,3 17 20,2
Achados normais e benignos 14 23,3 45 53,6
Total 60 100 57* 100

NIC: Neoplasia intra-epitelial cervical.
*Trés citologias foram consideradas inadequadas para avaliagéo.

Tabela 2 - Associagéo entre a contagem de linfécitos T CD4+ e o resultado histopatoldgico, subdivido em trés categorias.

Resultado histopatolégico

Contagem de linfocitos T CD4+

Classificagdo de Wright Minimo Maximo Média Desvio padrao
Auséncia de neoplasia 12 1305 270,96 258,52
LSIL 4 276,52 187,32
HSIL 57 339,0 254,07

LSIL: lesdo intra-epitelial de baixo grau; HSIL: leséo intra-epitelial de alto grau.
ANOVA: p =0,901.
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nao verificaram associacao entre a contagem
de linfocitos T CD4+ e a gravidade da neoplasia
intra-epitelial cervical?>?°. Estudo avaliando 134
pacientes soropositivas para o HIV, submetidas
a biépsia do colo uterino, ndo encontrou associa-
cao significante entre a contagem de linfécitos T
CD4+ e a gravidade da neoplasia intra-epitelial
cervical?'. Outros autores, embora utilizando re-
sultados citolégicos ao invés de histopatolégicos,
como no nosso estudo, também nao verificaram
associacao entre o grau de NIC e a contagem de
linfécitos T CD4+22.

Deste modo, embora existam resultados
divergentes na literatura, atualmente a maioria
aponta para a ndo associacao entre a gravidade da
neoplasia cervical e a imunossupressao, especial-
mente apos o advento da HAART (terapia anti-re-
troviral de alta poténcia). Neste contexto, estudo re-
alizado na Franca com 121 mulheres soropositivas
para o HIV, tratadas previamente por apresentarem
algum grau de neoplasia cervical, verificou que a
HAART demonstrou efeito protetor para recorréncia
de neoplasia cervical (RR=0,3; IC a 95%: 0,1-0,7),
inclusive para as lesoes intra-epiteliais cervicais de
alto grau (RR=0,2; IC a 95%: 0,1-0,7)?3. Acredita-se
que a medicacdo anti-retroviral, especialmente a
de alta poténcia, possa impedir a progressao das
neoplasias cervicais. Outro estudo, envolvendo 485
pacientes soropositivas para o HIV, verificou que a
HAART reduziu o risco de neoplasia por restaurar
a imunidade, ou seja, melhorar a resposta imuno-
légica das pacientes?*?5. Neste estudo, 80,5% das
pacientes faziam uso desta medicacao.

Acreditamos que essa alta frequiiéncia de
pacientes em uso de terapia anti-retroviral possa
ser uma das responsaveis pelos nossos resultados,
pois ao incrementar a resposta imunologica, a te-
rapia anti-retroviral aumenta os niveis de linfocitos
T CD4+ e impede a progressao das neoplasias cervi-
cais. Supoe-se que os efeitos anti-tumorais diretos
da terapia anti-retroviral possam estar associados
as acoes especificas dos inibidores de proteases in-
cluidos nos esquemas terapéuticas, como € o caso
do ritonavir, nelfinavir, indinavir e saquinavir. Es-
tas medicacoes tém mostrado diversos efeitos blo-
queadores celulares, além da reproducao do HIV,
que podem interferir no mecanismo da proliferacao
celular nas lesoes intra-epiteliais cervicais?®. Neste
estudo, os inibidores de proteases foram usados
em 57,3% dos esquemas de tratamento. Apesar
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disso, até o momento ainda nao se obteve reducao
significativa dos casos de cancer de colo uterino
desde a introducdo da HAART em 19962629,
Outro ponto que precisa ser mencionado é
que a resposta imunologica € muito complexa, e
nao deve ser avaliada apenas pela contagem de
linfocitos T CD4+, ja que se observa diminuicao
dos macroéfagos, neutréfilos, células natural killer
e até da expressao do interferon gama neste grupo
de pacientes®. Por isso, o mecanismo imunolégico
cervical local, representado por células apresenta-
doras de antigenos, as células de Langerhans, pode
ser importante na progressdo destas neoplasias3!.
Cita-se que as células de Langerhans exercem pa-
pel fundamental como células apresentadoras de
antigenos estranhos aos linfocitos T-CD4+. Deste
modo, a progressao da infeccao pelo virus HPV
pode estar associada com alteracoes das células de
Langerhans, do epitélio escamoso das mucosas3?33.
Por outro lado, a historia natural das neopla-
sias intra-epiteliais cervicais mostra que se trata
de processo multifatorial, em que o papilomavirus
humano é necessario, mas nao suficiente, para
ocasionar o aparecimento da lesdo. Desse modo,
varios fatores poderdao exercer papel importante
tanto na inicializacao como na evolucao das lesoes,
como o tabagismo, os contraceptivos hormonais,
a paridade e a dieta. Outras doencas sexualmente
transmissiveis associadas ao HPV (como a clami-
diose e o herpes virus) poderao ter papel facilitador
na evolucdo dessas neoplasias’. Exemplo dessa
interacdo € que o tabagismo pode ter papel modu-
lador da resposta imunolégica por meio da reducao
da contagem de células de Langerhans?®:. No pre-
sente estudo, 35% das pacientes biopsiadas eram
fumantes e 26,7% ja tinham apresentado outras
doencas sexualmente transmissiveis, fatores estes
que podem prejudicar a apresentacao do antigeno
ao sistema imunologico, o que pode estar associado
a evolucao e gravidade das neoplasias cervicais,
independente da contagem de linfocitos T CD4+.
Apesar de nossa amostragem estar associa-
da a uma precisao de 10%, nossos resultados sao
concordantes com a literatura, principalmente com
os estudos que incluem a terapia anti-retroviral.
Percebe-se que a historia natural das neoplasias in-
tra-epiteliais cervicais depende de iniimeros fatores
e que todos precisam ser avaliados e pesquisados,
a fim de se definir o real papel da resposta imuno-
logica na reducao ou progressao dessas lesoes.
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