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RESUMO 

 

O diagnóstico da infecção pelo papilomavírus humano (HPV) em homens 

tem ganhado importância já que o mesmo é freqüentemente assintomático, o que pode tornar 

o indivíduo contaminado num reservatório do vírus, com importante papel na transmissão e 

perpetuação da doença.  

Este trabalho teve como objetivo o estudo do HPV no espermatozóide, a fim 

de avaliar sua influência na qualidade seminal e no estresse oxidativo. 

Foram analisados 68 homens, dos quais 30 foram positivos para HPV/DNA e 

38 foram negativos. Dos casos positivos, 8/30 apresentaram infecção pelo HPV dos tipos 16 

ou 18, os quais são considerados os tipos de alto risco oncogênico com maior prevalência. A 

infecção  e classificação dos tipos virais foram determinadas por nested-PCR, enquanto a 

atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) foram determinadas 

por espectrofotometria. Os dados não apresentaram relação significativa entre as variáveis 

epidemiológicas estudadas e a presença do vírus. 

 Os parâmetros de concentração e motilidade espermática foram avaliados 

manualmente, segundo o critério da Organização Mundial da Saúde (OMS) e, a morfologia 

avaliada, conforme os critérios da OMS e estrito de Tygerberg. Os dados mostram um 

aumento da incidência de espermatozóides com morfologia alterada nos pacientes com 

infecção por HPV. Os parâmetros seminais de concentração e motilidade não apresentaram 

diferenças significativas entre os grupos (com e sem HPV). Nos pacientes portadores do 

vírus, as medidas de catalase mostraram-se significativamente aumentadas em relação aos 

pacientes não infectados. O estresse oxidativo pode estar relacionado com a fisiopatologia 

da infertilidade em pacientes com infecção por HPV no sêmen. Esta infecção sinaliza uma 

piora na qualidade do sêmen, baseada na alteração da morfologia do espermatozóide.  



  

ABSTRACT 

 

The diagnosis of human papillomavirus infection (HPV) in men has gained 

importance due to the fact they are frequently asymptomatic, who may be a virus reservoir, 

with an important role in the transmission and perpetuation of the disease. The goal of this 

study was to identify the presence of HPV in the semen in order to evaluate its influence in 

semen quality as well as in seminal oxidative stress.    

Sixty-eight men were analyzed, from which 30 were positive for DNA/HPV 

and 38 negative.  Of the positive cases, 8/30 had HPV infection with the subtypes 16 or 18, 

which are considered with high prevalence for oncogenic risks.   The viral infection and the 

classification of the virus subtypes were determined with the nested-PCR technique, and the 

enzymatic activities of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) were determined by 

spectrophotometry technique. There was no significant correlation among the studied 

epidemiological variables and the presence of the virus.   

 The semen parameters sperm concentration and motility were evaluated 

manually according to the World Health Organization (WHO) criteria and the sperm 

morphology evaluated according to the WHO and Tygerberg’s strict criteria.  The results 

show a higher incidence of sperm with abnormal morphology in patients with HPV infection 

compared to patients without the infection. Sperm concentration and motility did not show a 

difference between patients with or without HPV infection. In patients with the HPV, CAT 

levels were higher than patients without the HPV infection.  Seminal oxidative stress may be 

related to the pathophysiology of infertility in patients with seminal HPV infection. This 

infection signalize for diminishing semen quality based on the damage of the sperm 

morphology seen in our study. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Infertilidade acomete 10 a 15% da população sexualmente ativa, 

independente de fatores sociais, econômicos ou culturais. Tradicionalmente, o diagnóstico 

de infertilidade masculina depende de uma avaliação descritiva dos parâmetros do 

ejaculado, com ênfase na concentração, motilidade e morfologia dos espermatozóides. 

Comprova-se a importância da morfologia quando se avalia estudo recente, o qual 

demonstrou que, dentre as três características seminais mais importantes do sêmen 

(concentração, motilidade e morfologia), a morfologia de Tygerberg é a mais importante 

para predizer fertilidade. Entretanto, é necessário enfatizar que a análise da qualidade 

seminal não é um teste de fertilidade. 

A infertilidade masculina pode ser causada por vários fatores, sendo que, em 

até 30 a 40% dos casos, não se descobre o fator etiológico pelo qual a infertilidade se 

manifesta. A infertilidade idiopática é uma situação séria, visto que acomete uma elevada 

porcentagem de homens inférteis que não podem ser tratados com as modalidades 

terapêuticas empíricas aplicadas atualmente.  

Uma das causas de infertilidade são as doenças sexualmente transmissíveis 

(DSTs); dentre essas, a infecção pelo papilomavírus humano (HPV) é considerada uma das 

mais comuns no mundo. Este vírus tem sido associado à infertilidade de casais nos quais o 

homem possui infecção por HPV, podendo estar associado à diminuição da motilidade do 

espermatozóide e ao aborto. A infecção persistente pelo HPV foi detectada no trato genital 

feminino, no material de aborto e foi demonstrada a presença do HPV no sêmen humano. 

Estudos sugerem que o HPV pode infectar não apenas células espermáticas 

humanas, mas também que certos genes importantes para o HPV são expressos ativamente 
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nos espermatozóides. Desta forma, provavelmente, os espermatozóides infectados pelo 

vírus do HPV possam se comportar como vetores ou carreadores para a transmissão do 

HPV para a parceira durante relação sexual, os fetos por meio de oócitos fertilizados, ou 

ambos.  

Outra causa de infertilidade, hoje é atribuída ao estresse oxidativo (EO). O 

espermatozóide humano representa apenas uma de uma extensa lista de células que 

possuem a capacidade de gerar espécies reativas de oxigênio (ERO) quando incubados em 

ambiente aeróbio. Portanto, o oxigênio representa um grande paradoxo: enquanto são 

requeridos para fisiologia celular, seus metabólitos podem ser potencialmente tóxicos, 

sendo que, alguns destes metabólitos, podem ser produzidos pelos próprios 

espermatozóides e podem gerar efeitos tóxicos na função espermática. Recentemente, 

pesquisadores demonstraram a grande produção de ERO em pacientes com infecção 

seminal.   

O presente trabalho visa relacionar a presença do HPV com as principais 

características seminais (concentração, motilidade e morfologia), bem como  avaliar os 

marcadores de estresse oxidativo e comparar pacientes que apresentem positividade para o 

HPV com pacientes negativos para esta infecção viral.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Infertilidade masculina 

Infertilidade é definida como a inabilidade de um casal sexualmente ativo, 

sem a utilização de métodos contraceptivos, de estabelecer gravidez no período de um 

(World Health Organization, 1999) a dois anos (Eshre, 1996), baseando-se no fato de que, 

aproximadamente 90% dos casais, atingem gravidez no primeiro ano e 95%, o faz em dois 

anos.  É um fenômeno universal que acomete de 10% a 15% dos casais, independente dos 

fatores sociais, econômicos ou culturais (Galarneau & Nagler, 1999), sendo que o fator 

masculino na infertilidade é responsável por 25% a 30% dos casais (Jones & Toner., 1993). 

A infertilidade masculina pode resultar de uma série de alterações adquiridas 

ou congênitas, relacionadas à genitália masculina. A maioria dos homens inférteis apresenta 

oligozoospermia (número de espermatozóides inferior a 20x106 espermatozóides/mL), 

astenozoospermia (motilidade inadequada - motilidade A e B inferior a 50%) ou 

teratozoospermia (espermatozóides com morfologia normal inferior a 30% segundo critério 

da Organização Mundial da Saúde ou 14% segundo critério estrito de Tygerberg), que 

indicam alterações quantitativas e qualitativas na espermatogênese (Seibel,1996); porém 

estes indivíduos são saudáveis e assintomáticos. É necessário enfatizar que a análise 

seminal (motilidade, morfologia e concentração) não é um teste de fertilidade. 

Atualmente, o número absoluto de espermatozóides não prediz o 

prognóstico de fertilidade, por isso, testes in vitro foram desenvolvidos para monitorar a 

capacidade funcional dessas células (Sharma & Agarwal, 1996; Ombelet et al., 1997). 
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Nos últimos 10 anos, houve um grande progresso no entendimento a 

respeito do processo reprodutivo masculino em níveis biológicos, moleculares e genéticos. 

Pesquisas na área da fisiologia espermática retificaram idéias anteriormente difundidas e 

consideradas verdades absolutas, como, por exemplo, a  idéia que se tinha que a análise 

seminal convencional fosse um critério para diagnosticar a fertilidade masculina (Aitken et 

al., 1982). O diagnóstico mais preciso do local ou função anormal tem motivado 

pesquisadores a desenvolver novos testes bioquímicos para avaliar a função espermática, os 

quais são igualmente importantes para predizer o sucesso da Fertilização in Vitro (FIV) e 

decidir sobre a técnica de reprodução assistida mais indicada (Sharma et al., 1999b; Hallak 

et al., 2001).   

Desta forma, apenas as provas de função espermática, como, por exemplo, 

testes para avaliar a reação acrossômica, movimento de hiperativação, níveis de creatina 

kinase e estresse oxidativo, podem dar informações referentes à probabilidade de um 

homem vir a engravidar a sua parceira (Sharma et al., 2000). 

 

 

2.2 Morfologia espermática 

A fertilidade é um fenômeno complexo e multifatorial que envolve a 

avaliação do casal. Tradicionalmente, o diagnóstico de infertilidade masculina depende de 

uma avaliação descritiva das características do ejaculado, com ênfase nos parâmetros de 

concentração, motilidade e morfologia dos espermatozóides (OMS, 1999), valores normais 

demonstrados no quadro 1. 
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QUADRO 1: Valores normais para parâmetros de análise seminal 

  

PARÂMETRO SEMINAL VALORES NORMAIS  

Volume ≥ 2,0 mL 

pH 7,2-8,0 

Cor branco opaco  

Liquefação ≤ 30 minutos, completa 

Viscosidade normal 

Concentração espermática ≥ 20x106 espermatozóides por mL de sêmen 

Número total de espermatozóides ≥ 40x106 espermatozóides por ejaculado 

Motilidade ≥ 50% com progressão linear A+B * 

Morfologia ≥ 30% com formas normais 

Vitalidade ≥ 75% de formas vivas 

Os valores foram estipulados conforme estabelecido pela Organização Mundial da Saúde 
(OMS, 1999). 
* A: rápida progressiva; B: lenta progressiva: C: motilidade não-progressiva; D: imóvel. 

 

 

A pobre qualidade seminal do ejaculado humano nos separa de muitos dos 

outros mamíferos (Birkhead, 1999). Mesmo em uma população de homens férteis, até 50% 

dos espermatozóides do ejaculado podem apresentar alterações na motilidade ou 

morfologia (OMS, 1999). Acredita-se que, para acontecer a fertilização do gameta feminino 

pelo masculino, é necessário apenas um número mínimo de espermatozóides com 

movimentos progressivos e morfologicamente normais (Aitken, 2006). De acordo com 

várias pesquisas, acredita-se estar ocorrendo um fenômeno de diminuição da qualidade 

seminal em todo o mundo, portanto, as características seminais têm variado conforme as 

diversas edições publicadas pela Organização Mundial da Saúde (OMS) (Auger et al., 

1995; Pasqualotto et al., 2000a; Andersen et al., 2000).  
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Além disso, o critério de normalidade na morfologia espermática, 

estabelecida pela OMS, não se relaciona com os resultados de fertilização advinda de 

técnicas de reprodução assistida comparado aos padrões de morfologia estrita de Tygerberg 

(Kruger et al., 1988). No entanto, a fim de padronizar os resultados obtidos em locais 

diferentes, os testes que envolvem sêmen são realizados consoante com determinadas 

normas, tais como aquelas estabelecidas pela OMS (OMS, 1999). 

Para avaliar morfologia, os melhores laboratórios de reprodução humana 

têm utilizado muito o critério estrito de Tygerberg, segundo o qual o resultado superior a 

14% é considerado normal, enquanto que valores inferiores a 4% são referidos como 

patológicos (Kruger et al., 1988). Resultados de formas normais entre 4% e 14% são 

considerados como limites inferiores da normalidade. Estes números foram baseados na 

morfologia dos espermatozóides que migraram pela cérvice uterina. Desde então, um 

resultado de morfologia pelo critério estrito de Tygerberg normal é considerado um 

excelente fator preditivo de sucesso nos procedimentos de reprodução assistida de alta 

complexidade (FIV). Oehninger et al.(1988) observaram que as taxas de fertilização foram, 

aproximadamente, de 94% após a realização de técnicas de reprodução assistidas com 

formas consideradas normais de espermatozóides, conforme o critério estrito de Tygerberg 

(morfologia superior a 14%). Além disso, esses pesquisadores mostraram que pacientes que 

apresentavam padrão considerado limítrofe ou bom de morfologia espermática (morfologia 

variando de 4% até 14%), apresentaram taxas de fertilização de, aproximadamente, 88%, 

enquanto que, em pacientes com espermatozóides tidos como anormais (morfologia inferior 

a 4%), apenas 14,5% fertilizaram suas parceiras (Oehninger et al., 1988). Apesar de este 

teste ser muito atraente, quando considerados os resultados de fertilização, a avaliação da 
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morfologia requer mais habilidade e treinamento quando comparados à avaliação da 

concentração e motilidade dos espermatozóides.  

Espermatozóides com morfologia alterada, principalmente aqueles com gota 

citoplasmática, produzem elevadas concentrações de ERO (Gomez et al., 1996; Zini et al., 

1999). Estes, quando produzidos em excesso, promovem fenômenos de disfunção 

espermática. É de extrema importância avaliarmos o real benefício de substâncias 

neutralizadoras das ERO (antioxidantes) em amostras seminais de pacientes com 

espermatozóides imaturos.  Dentre as patologias mais relacionadas com alterações na 

qualidade seminal, encontra-se a infecção seminal. 

 

 

2.3 Infecção seminal 

A incidência de leucospermia varia de 9% a 23% da população subfértil, 

representando uma área importante de estudo. Mas a relação entre leucospermia e infecção 

permanece pouco entendida. A maioria dos homens com leucospermia possui culturas 

seminais que falham em mostrar uma infecção ativa do trato genital. Estudos que 

documentam associação entre patógeno específico no sêmen e leucospermia, apresentando 

resultados conflitantes, visto que em alguns casos foi demonstrada a presença de 

leucospermia e em outros não quando da presença de infecção seminal. Conseqüentemente, 

alguns pesquisadores recomendam incluir a determinação de marcadores ativos, os quais 

são produzidos pelos leucócitos ativados no diagnóstico de inflamação e/ou infecção das 

glândulas acessórias (Pasqualotto et al., 1999). Isso parece ter um propósito racional devido 

ao fato de que a simples contagem de leucócitos ficarem então amparada por um parâmetro 

de atividade funcional. 
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Uma análise sistemática da relação entre os níveis de marcadores de 

ativação leucocitária (citoquinas, elastase, ERO) pode ser útil como marcador de infecção 

do trato genital e/ou urinário. Os níveis dos marcadores de ativação leucocitária e os 

parâmetros de fertilidade são importantes para o diagnóstico de infecção subclínica e 

infertilidade. Mais de um milhão de leucócitos por mililitro (mL) de sêmen é considerado 

anormal. Porém, uma leucospermia superior a dois milhões de leucócitos por mililitro de 

sêmen parece estar mais correlacionado com anormalidades seminais significativas. 

Existem muitas evidências de que os leucócitos (principalmente os 

Granulócitos Polimorfonucleares - PMN) são considerados a principal fonte de produção de 

ERO no plasma seminal ( Potts et al., 2001; Oschendorf , 1999; Lemkecher et al., 2005). 

De fato, apenas um PMN é capaz de produzir 1000 a 10000 vezes mais ERO comparado à 

produção de ERO por qualquer tipo de espermatozóide (Pasqualotto et al., 2000b; Sharma 

et al., 2001). 

A geração de elevados níveis de ERO pelos leucócitos pode exercer um 

efeito deletério importante na função dos espermatozóides como indicado por uma redução 

importante na motilidade espermática e capacidade de penetração oocitária (Aitken et al., 

1991: Sharma et al., 1999a; Baker& Aitken, 2005). Pacientes com leucospermia geralmente 

apresentam elevadas quantidades de espermatozóides imaturos com alteração na 

morfologia, especialmente presença de espermatozóides com grande quantidade de 

citoplasma residual (Gil-Guzman et al., 2001).  Acredita-se que, devido à grande produção de 

leucócitos, homens fumantes apresentam elevadas concentrações de ERO, alteração na 

morfologia espermática e, muitas vezes, infertilidade (Pasqualotto et al., 2008). Tortolero et al. 

(2004) reportaram a associação da leucospermia com redução do número e da motilidade dos 

espermatozóides. 
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Recentes publicações têm sugerido que as citoquinas e as ERO talvez 

interajam na mediação dos efeitos tóxicos da inflamação. As ERO são geradas, ao menos 

parcialmente, pelos leucócitos seminais em resposta aos vários fatores infecciosos e 

estimulantes das citoquinas. Essa relação sugere que, em casos de infecção das glândulas 

acessórias masculinas, a pobre qualidade espermática talvez decorra do excesso de 

produção de ERO e/ou uma citoquina em particular produzida no local ou pelos leucócitos. 

 

As conseqüências advindas da leucospermia dependem: 

� da composição celular da população de leucócitos; 

� da natureza do estímulo patogênico que induz à infiltração leucocitária; 

� do estado de ativação da população leucocitária; 

� da habilidade das secreções das glândulas acessórias em proteger os 

espermatozóides das citoquinas tóxicas e ERO geradas pelos leucócitos. 

 

O dano causado aos espermatozóides pode ser moderado, se a infiltração 

leucocitária ficar confinada à próstata ou às vesículas seminais. Nestas circunstâncias, o 

espermatozóide apenas entra em contato com as ERO geradas pelos leucócitos no momento 

da ejaculação. Entretanto, se os leucócitos foram originados no epidídimo ou testículo, as 

ERO poderão interagir com a membrana espermática por um longo período, aumentando as 

possibilidades de danificar os espermatozóides (Oschendorf, 1999; Vicari, 1999). 

O Estresse Oxidativo é altamente variável devido aos níveis de 

antioxidantes. Homens com altos níveis de antioxidantes talvez tolerem uma produção 

superior de ERO pelos leucócitos, enquanto que os espermatozóides de homens 

desprovidos da proteção realizada pelo plasma seminal podem sofrer danos causados por 
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uma concentração de leucócitos tão baixa quanto 600 mil leucócitos por mililitro. Talvez 

esse fato explique porque muitos homens não apresentam prejuízos na qualidade seminal a 

despeito de altos níveis de leucócitos presentes no sêmen. É prudente considerar a 

população leucocitária como potencialmente prejudicial e continuar a monitorar pacientes 

para leucospermia, usando novos testes bioquímicos, como: ERO ou concentração de 

citoquinas - chave (Sharma et al., 2001). 

Bezold et al. (2007), estudando pacientes de uma clínica de infertilidade, 

relataram associação entre leucospermia e parâmetros seminais pobres (diminuição da 

concentração espermática e da porcentagem de formas normais), assim como DST/DNA foi 

associado com diminuição significativa na concentração, motilidade e concentração total de 

espermatozóides, confirmando estudos anteriores que DSTs e leucospermia estão 

associadas com a pobre qualidade seminal (Kapranos et al., 2003; Wolff et al. 1990; 

Kotronias & Kapranos, 1998; Lai et al. 1997). 

   

 

2.4 Papilomavírus humano 

O papilomavírus humano (HPV), um microorganismo da família 

Papilomaviridae (Howley & Lowy, 2001), é o agente causador de vários processos 

proliferativos em epitélios, entre os quais lesões benignas como os papilomas e lesões 

malignas como o câncer de colo do útero, pênis e outros. A infecção pelo HPV é uma das 

DSTs mais comuns e em constante ascensão.  

São partículas de DNA viral, não envelopado, não cultivável, contendo uma 

dupla fita de DNA, circular, constituído por 6800 a 8400 pares de bases, com diâmetro de 
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52-55 nm, coberto por um capsídeo (formado por 72 capsômeros), com forma icosaédrica, 

o que lhes confere aparência esférica à microscopia eletrônica. 

Seu genoma está formado por 10 regiões codificadoras ou de transcrição 

(ORF), que são denominadas precoces e tardias, e uma não codificadora (LCR) (Margall, 

2006), sendo elas (figura 1): 

- Segmento E (“early”, expressão precoce), representa 45% do genoma 

viral, com os genes E1 a E7 que codificam as proteínas implicadas nos processos de 

replicação, transcrição e transformação do DNA celular; 

- Segmento L (“late”, expressão tardia), representa 40% do genoma, com os 

genes L1 e L2 implicados na formação do capsídeo viral; 

-Segmento LCR (long control region), representa 15% do genoma, contém 

os genes implicados na regulação da transcrição e replicação. 

 

 

 

FIGURA 1: Representação esquemática da estrutura genômica do HPV 16 
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A classificação dos diferentes genótipos de HPV se faz mediante a 

homologia de seqüências, principalmente as correspondentes a E6, E7 e L1 (Garcia et al., 

2005), a qual deve ser pelo menos 10% diferente de qualquer outro tipo de HPV (Villiers et 

al., 2004). 

Atualmente, já foram identificados mais de 100 tipos de HPV, segundo suas 

diferenças na seqüência de DNA, dos quais, aproximadamente 40, podem infectar a região 

anogenital (Molijn et al. 2005). De acordo com seu potencial oncogênico, os diferentes 

tipos de HPV podem ser agrupados em duas categorias: baixo risco, tipos isolados de lesões 

benignas, ou infecções subclínicas que podem ser transitórias, representadas principalmente 

pelos HPVs 6 e 11; e alto risco, associados a diferentes graus de lesões escamosas 

intraepiteliais do colo de útero, vagina, pênis e carcinomas cervicais, representadas pelos 

HPVs 16 e 18. Munõz et al. (2003) sugeriram uma terceira categoria, compreendendo os 

tipos considerados de provável risco oncogênico, conforme mostra o quadro 2. 

 

 

QUADRO 2: Classificação do HPV 

CLASSIFICAÇÃO DO RISCO TIPOS DE HPV 

Alto risco  16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 68, 73,82 

Provável alto risco 26, 53,66 

Baixo risco 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,81 

Risco indeterminado 34, 57,83 

Classificação dos HPVs de acordo com o potencial oncogênico, segundo Munõz et al., 

2003 
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2.5 Infecção por papilomavírus humano 

A infecção pelo HPV ganhou importância pela sua grande incidência, 

elevada prevalência, alta infectividade, facilidade de contágio e estreita relação com câncer 

de colo de útero e de pênis. Em 99,7% dos cânceres de colo uterino existe HPV/DNA, 

sendo o tipo 16 a causa de 57,6% e, se considerarmos também o tipo 18, esta relação passa 

para 71,7% (Munõz, 2000). 

No mundo inteiro, a infecção por HPV vem alcançando proporções 

epidêmicas, tornando-se a DST mais freqüente na população sexualmente ativa. Estima-se 

que a prevalência em mulheres varie entre 2% a 44% (Bosch & Sanjose, 2003) e, entre os 

homens, varie de 3,5% a 45% (Partridge & Koutsky, 2006), chegando a atingir, nos Estados 

Unidos, de 5% a 20% da população na faixa etária de 15 a 49 anos – cerca de oito vezes 

mais freqüente que há 20 anos.  

Projetando para o Brasil, estima-se a existência de 6 a 12 milhões de homens 

infectados pelo HPV. A despeito da grande prevalência da infecção, somente 1% dos 

infectados apresentam o condiloma clássico (Gilbert, 2003), a manifestação clínica mais 

comumente conhecida da infecção genital pelo HPV (figura 2), onde apenas 2% podem ser 

visíveis com o ácido acético. A maioria das infecções são assintomáticas ou subclínicas e 

tornam-se indetectáveis com o passar do tempo (Dunne et al., 2006), sendo uma doença 

particularmente difícil de manipular e controlar.  
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FIGURA 2: Verruga genital no pênis de um Afro-americano 
Adaptado de: Partridge & Koutsky, 2006. 
 

 

A atividade sexual, o número de parceiros, o tabagismo, a higiene genital 

deficiente, o uso de contraceptivos orais, outras doenças sexualmente transmissíveis e a 

imunidade celular do indivíduo são fatores de risco importantes para infecção por HPV, 

bem como para o desenvolvimento de neoplasias associadas ao HPV (Gross & Barrasso, 

1999). 

O HPV é principalmente transmitido pelo contato sexual (Rotola et al.,1994) 

e a taxa de transmissão esperada, entre parceiros, é de aproximadamente 60% (Brown et al., 

1999), mas modos não sexuais de transmissão do vírus também devem ser considerados. 

Estes incluem transmissão vertical dos pais para os filhos, transmissão horizontal a partir de 

outros membros da família e aqueles em contato próximo, auto-inoculação de um local para 

outro e, possivelmente, transmissão indireta via fomites (Syrjänen & Puranen, 2000). O 

HPV, fora do organismo, tem pouca resistência e, por este motivo, a transmissão por 
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fomites é viável por um curto período de tempo. O papilomavírus humano tem sido 

detectado em fluido amniótico (Xu et al., 1998), membranas fetais (Wang et al., 1998), 

célula trofoblástica da placenta (Favre et al., 1998), sêmen (Giovannelli et al., 2007; Bezold 

et al., 2007; Rintala et al., 2005; Rintala et al., 2004), plasma seminal e espermatozóides 

(Lai et al., 1996), epidídimo e ducto deferente (Svec et al., 2003), vaso deferente (Rintala et 

al., 2002) assim como em material de aborto espontâneo (Hermonat et al., 1997).  No 

entanto, pode-se adquiri-lo com poucos ou somente após muitos contatos com o vírus e/ou 

mesmo não adquiri-lo. Além da carga viral, o tipo de vírus e as condições imunológicas do 

hospedeiro, duração e freqüência da exposição interferirão no contágio (Patridge & 

Koutsky, 2006). 

O DNA do vírus atinge o núcleo da célula onde permanece por algum tempo 

na forma epissomal (circular sem se integrar ao genoma). Em algum momento, ocorre a 

integração com o genoma do hospedeiro, a tradução, a transcrição do ácido 

desoxirribonucléico (DNA) em ácido ribonucléico (RNA) e modificações fenotípicas 

características do HPV na célula hospedeira. 

Pouco se conhece da infecção no homem, entretanto se extrapolarmos os 

dados de infecção na mulher para estes, 65% das infecções regridem espontaneamente, 

14% possuem um alto índice de recorrência e 45% dos pacientes tratados podem manter o 

vírus latente, ou seja, serem portadores. 

 

   

2.6 Papilomavírus humano em homens 

Embora não tenha sido tão extensamente estudada como a infecção em 

mulheres, a infecção por HPV em homens parece ser bem comum, sendo freqüentemente 
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subclínica, o que permite ao vírus se difundir silenciosamente. Ainda não se conhece alguns 

aspectos das características da infecção masculina, como tempo de latência e de 

manifestação da enfermidade (Garcia et al., 2005), apesar de o homem possuir importante 

função na disseminação do HPV e muito ser discutido sobre a importância do seu 

tratamento para a redução das taxas de lesões precursoras do câncer de colo uterino e 

peniano. O câncer peniano é uma neoplasia rara em nações desenvolvidas, representando 

0,4% dos tumores no homem. Porém, países em desenvolvimento como o Brasil, as 

incidências variam de 1% a 4% nas regiões sul e sudeste e de 5% a 16%, no norte e 

nordeste. 

Em estudos nos quais múltiplos locais anatômicos ou amostras foram 

analisadas, a prevalência de HPV em homens foi de 1,3 % a 72,9% , sendo que a grande 

variação foi devido à diversidade de materiais clínicos analisados (pela falta de 

concordância do local anatômico que deveria ser coletado), aos diferentes testes aplicados, 

bem como a variação dentro da população e entre populações (Dunne et al., 2006). Com 

relação ao HPV 16, foi detectada soropositividade de 7,9%, na população masculina dos 

Estados Unidos da América (Stone et al., 2002). Estudos avaliando o HPV seminal 

demonstraram prevalência de 2,2% a 82,9%, independente de o estudo comparar múltiplos 

locais anatômicos e amostras (Rintala et al., 2002; Astori et al., 1995), ou analisar o sêmen 

como uma amostra única (Kyo et al., 1994; Lai et al., 1997; Tanaka et al., 2000; 

Olatunbosun et al., 2001; Aynaud et al., 2002). Nestes mesmos estudos, o HPV tipo 16 foi 

apresentado entre os mais comuns, apesar de outros tipos também terem sido relatados 

(tipos 6, 11, 18, 31, 33, 42, 52, 53, 54, 59 e 84).  

Alguns trabalhos demonstraram a existência de genótipos de baixo e alto 

risco de HPV no sêmen, confirmando a probabilidade de que o sêmen possa ser 
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contaminado por HPV que está localizado na uretra, no momento da ejaculação 

(igualmente como ocorre com herpes vírus e citomegalovirus) (Kyo et al., 1994; Aynaud et 

al. 2002). Porém, também é certo que sua existência foi detectada em 18,5% de amostras 

obtidas cirurgicamente durante vasectomia (Rintala et al. 2002). As conseqüências deste 

achados são muitas, podendo estar implicado na prostatite inespecífica ou produzir, de 

forma iatrogênica, uma DST na mulher receptora a partir de amostras de sêmen obtidas de 

homens sem aparente HPV para serem utilizadas na FIV. Neste caso, o sêmen processado 

não assegura a eliminação das partículas virais veiculadas pelo espermatozóide 

(Olatunbosun et al., 2001) e estes podem transportar DNA viral para dentro dos óvulos a 

serem fertilizados (Chan et al., 1996), podendo afetar sua implantação no útero, assim 

como o desenvolvimento posterior do embrião. Isto então justificaria a necessidade de 

testes para a detecção de HPV nos doadores de sêmen, a fim de evitar as conseqüências 

médico legais que podem derivar de sua realização (Garcia et al.,2005).  

Aynaud et al. (2002) sugerem que a contaminação do sêmen pelo HPV 

ocorre pela esfoliação de células infetadas das lesões uretrais, durante a ejaculação, ou por 

abrasão da lesão peniana durante a coleta, o que pode culminar com a contaminação do 

sêmen. Provavelmente, os espermatozóides infectados pelo vírus do HPV possam se 

comportar como vetores ou carreadores para a transmissão do HPV para a parceira durante 

relação sexual, aos fetos por meio de oócitos fertilizados, ou ambos (Lai et al., 1996). 

Bosch et al. (1996) sugerem que a condição de homem como portador deve ter uma 

duração relativamente curta, próxima à exposição.  

Então o diagnóstico da infecção pelo HPV no homem ganha importância, já 

que, freqüentemente, é assintomático, o que torna o individuo contaminado um reservatório 

de vírus, com um papel determinante na transmissão e perpetuação dessa doença, mas 
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poucos estudos têm focado os fatores de risco para HPV, os quais têm mostrado associação 

a variáveis relacionadas com o comportamento sexual, assim como múltiplos parceiros 

sexuais, DST anterior, idade e não uso de preservativo (Castellsague et al., 1997). 

 

 

2.7 Papilomavírus humano e qualidade seminal 

Apesar de alguns estudos relatarem a presença de HPV nas células 

espermáticas humanas, o papel da infecção viral na qualidade seminal permanece por ser 

completamente elucidada.  

Alguns tipos de infecção viral têm sido citados como causadores de aborto 

ou anomalias fetais e, infecção por HPV no trato genital, pode ter o potencial de afetar o 

desenvolvimento embrionário e o resultado reprodutivo. O HPV foi detectado em células 

espermáticas infectadas, onde genes HPV-específicos estão sendo ativamente expressados, 

sugerindo que parâmetros, como motilidade, podem ser afetados pela presença de HPV e 

que também a astenozoospermia pode estar associada com a infecção pelo HPV (Lai et al., 

1996; Lai et al., 1997; Brossfield et al., 1999). 

Estudos demonstram, por técnicas de FIV, que oócitos e embriões podem 

facilmente receber HPV/DNA exógeno (Chan et al.,1995), indicando que a infecção por 

HPV pode ocorrer ainda nos primeiros estágios de desenvolvimento. Experimentos in vitro 

usaram espermatozóides como vetor para introduzir DNA exógeno dentro de oócitos e 

embriões (Lavitrano et al., 1989), sugerindo a possibilidade de transmissão do HPV para os 

oócitos fertilizados através do espermatozóide infectado (Lai et al.,1996). Contudo, a 

influência da infecção por HPV, nos primeiros estágios de desenvolvimento embrionários e 

na reprodução, ainda é pouco conhecida. 
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Lai et al. (1997) estudaram sêmen de 24 homens atendidos em um centro de 

fertilidade, relatando que a incidência de astenozoospermia nos pacientes, infectados com 

HPV tipo 16 ou 18, foi significativamente alta quando comparada aos pacientes sem 

infecção por HPV (75% vs 8%), e que alguns parâmetros, como motilidade, foram 

significativamente afetados pela presença do vírus no espermatozóide. 

Kadze et al. (2002), estudando sêmen de doadores, sugeriram que a 

transferência de HPV/DNA exógeno tipo 16, a partir de espermatozóides, pode ocorrer em 

52-68% das células cumulus, determinando o papel do espermatozóide como vetor na 

transmissão do HPV, que pode conduzir à falhas precoces de implantação, corroborando os 

achados de que o espermatozóide possui a capacidade de transferir HPV/DNA tipo 16 e 18 

para células que cobrem a cavidade uterina (Chan et al., 1996).  

Outros estudos verificaram a infecção por HPV 16 e/ou 18 em células 

espermáticas (Pao et al., 1996; Chan et al., 1994), correlacionando estes dois tipos de HPV 

com infertilidade masculina. Particularmente, o HPV 16 tem sido implicado como a causa 

de alguns abortos espontâneos (Hermonat et al., 1997). 

Olatunbosun et al. (2001) analisaram amostras seminais de 85 voluntários, 

em estudo longitudinal, para determinar a presença de HPV/DNA no espermatozóide e 

identificar se o processamento seminal remove o vírus.  Das amostras estudadas, 23% 

(27/85) apresentaram HPV no sêmen. Após o processamento seminal, 25/27 permaneceram 

positivas para HPV; portanto, o procedimento de processamento seminal reduziu o HPV a 

níveis indetectáveis por PCR em apenas 2 casos. Este achado demonstra que as técnicas 

usadas para tratamento das amostras de doadores de sêmen, não são suficientemente 

seguras para garantir a exclusão do risco de transmissão do HPV para o receptor. Portanto, 
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os autores sugerem a identificação de HPV no sêmen de possíveis doadores e a exclusão do 

material doado nos casos positivos. 

Bezold et al. (2007), em estudo realizado no Brigham and Women’s 

Hospital em Massachussetts, analisaram amostras seminais de 241 pacientes com 

infertilidade idiopática, dos quais 132 apresentaram leucospermia e 109 não; a idade variou 

de 22-55 anos. Usando técnicas de biologia molecular, HPV/DNA foi detectado em 4,5% 

das amostras, sendo verificada, neste estudo, associação entre presença de HPV e uma 

diminuição significativa na contagem total de espermatozóides, além da tendência, 

estatisticamente não significativa, de baixa motilidade espermática, porém não verificaram 

associação entre presença de HPV/DNA e leucospermia. Dos oito (8) casos HPV/DNA 

positivos, três (3) foram tipados como HPV-16, enquanto os outros cinco (5) foram 

indeterminados.   

Por outro lado, outros estudos demonstraram não existir significante 

correlação entre infecção por HPV no espermatozóide e qualidade do sêmen (Rohde et al., 

1999; Tanaka et al. 2000; Erles et al., 2001).  

Rintala et al. (2004) realizaram um estudo na Finlândia, usando amostras 

seminais de 65 futuros pais (20-43 anos). A análise seminal foi baseada nos parâmetros da 

OMS (volume, concentração, motilidade e pH) e a detecção do vírus foi por nested PCR 

(MY09/MY11 e GP05+/GP06+). Dez, de sessenta e cinco casos (15,4%), foram positivos 

para HPV de alto risco no espermatozóide, porém o estudo demonstra que a presença de 

HPV no espermatozóide não afeta significativamente a medida dos parâmetros seminais, 

apesar da tendência em direção à danificação da maioria das características físicas, volume, 

motilidade e viabilidade na amostras HPV positivas, quando comparadas com sêmen HPV 
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negativo. Assim sendo, os resultados deste estudo não sugerem associação entre HPV 

seminal e oligozoospermia ou astenozoospermia.  

O estudo demonstrou que o pH do sêmen foi mais baixo nas amostras 

positivas para HPV, do que nas negativas. Entretanto, sabe-se que infecções genitais 

assintomáticas crônicas estão associadas com baixa fertilidade por meio ERO e causam 

alteração no pH seminal por alterações prostáticas ou das vesículas seminais, dependendo 

do local onde as mesmas estão sendo produzidas (Rintala et al., 2004).  

 

 

2.8 Espécies reativas de oxigênio e antioxidantes 

Um dos parâmetros bioquímicos, que tem sido muito estudado nos últimos 

anos, são as ERO. Este é um termo coletivo, freqüentemente usado para incluir, não apenas 

radicais livres de oxigênio, mas também alguns não-radicais derivados do O2 capazes de 

gerar radicais livres. São exemplo de ERO o ânion superóxido (O2
.-), radical hidroxila 

(OH.) e o peróxido de hidrogênio (H2O2). Radical livre pode ser definido como estruturas 

altamente reativas, instáveis e que possuam um ou mais elétrons não-pareados na sua 

camada de valência (Halliwell & Gutteridge, 2000), ou seja, ocupando um orbital atômico 

ou molecular sozinho, gravitando em sentido oposto aos outros elétrons. A toxicidade ao 

oxigênio é um fenômeno inerente a todas as espécies que necessitam de ambiente aeróbio 

para a sua sobrevivência. Apesar da geração controlada de ERO possuir efeitos fisiológicos 

(segundo mensageiros) em diferentes tipos celulares, o excesso de ERO pode gerar estresse 

oxidativo (EO), o qual está associado ao envelhecimento, diabetes, infarto do miocárdio, 

catarata, artrite reumatóide, infecções em geral e câncer, entre outras (Koh et al., 1997; 

Rodhen et al., 2001). 
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Portanto, EO, é definido como uma situação de desequilibrio entre a 

produção de ERO e sua neutralização pelos antioxidantes (Sikka, 1996; Pasqualotto et al., 

2001a; Pasqualotto et al., 2001b; Saleh et al., 2002; Agarwal & Prabakaran, 2005). As 

ERO podem alterar o RNA e DNA, causar o fenômeno da Peroxidação Lipídica (LPO), 

afetando primariamente a estrutura e a função da membrana celular e, conseqüentemente, 

causar alterações importantes nas proteínas (Twigg, et al., 1998; Zalata et al., 1998; Storey 

et al., 1998), sendo o espermatozóide humano altamente susceptível ao estresse oxidativo. 

As membranas celulares estão sujeitas ao ataque das ERO por possuírem 

grande conteúdo de ácidos graxos poliinsaturados nos fosfolipídios, os quais são 

particularmente sensíveis a reações oxidativas (Storey et al., 1998). Com a LPO, existe uma 

perda na fluidez da membrana espermática, prejudicando o bom funcionamento de 

espermatozóide e a sua fusão com o oócito (Aitken et al., 1991; Agarwal & Prabakaran, 

2005; Aitken&Baker, 2006). Além disso, a LPO prejudica a troca iônica realizada pela 

membrana do espermatozóide, danificando a motilidade espermática normal (Kobayashi et 

al., 1991; Agarwal & Ferreira, 2004; Dokmeci, 2005). 

Quando a espermatogênese se apresenta prejudicada, os mecanismos de 

extrusão citoplasmática apresentam-se defeituosos e o espermatozóide liberado pelo 

epitélio germinativo possui uma grande quantidade de citoplasma residual (Zini et al, 1999; 

Gil-Guzman et al, 2001). Acredita-se que a retenção de citoplasma residual pelo 

espermatozóide humano, esteja correlacionada positivamente com a geração de ERO por 

meio de mecanismos mediados pela enzima citosólica Glicose-6-Fosfato Desidrogenase 

(G-6-PDH) (Sharma & Agarwal, 1996).  

Muito embora na infertilidade masculina as ERO sejam conhecidas 

principalmente por seus efeitos deletérios na função espermática, existem evidências 
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suficientes para apoiar a hipótese de que, em baixas e controladas concentrações, as 

espécies reativas participam nos mecanismos de sinalização da transdução (Sikka, 1996). 

As ERO facilitam a reação acrossômica por meio de um efeito estimulatório na fosfolipase 

A2 presente no espermatozóide humano (Riley& Berhrman, 1991). Além disso, as ERO 

auxiliam na ativação da fosforilação da tirosina, desempenhando papel importante na 

mediação da ligação do espermatozóide ao oócito (Sharma & Agarwal, 1996), 

demonstrando a importância do equilíbrio adequado entre antioxidantes e baixos níveis de 

ERO que são necessários para função espermática normal (Zini et al, 2000). 

Estudos mostraram que níveis aumentados de ERO têm sido encontrados no 

sêmen de homens inférteis (Aitken et al., 1991; Zini et al. 1993; Lewis et al. 1995), e estes 

têm sido correlacionados com a diminuição da morfologia do espermatozóide, como 

indicado por uma baixa proporção de espermatozóides com morfologia normal no sêmen 

(Gomez et al., 1996). Em recente estudo, Nallella et al. (2005) mostraram forte correlação 

negativa entre qualidade seminal (derivada de parâmetros seminais) e níveis de ERO em 

todos os pacientes com fatores masculinos de infertilidade. A correlação aumenta 

significativamente com o aumento dos espermatozóides anormais e com a diminuição da 

motilidade (Aitken et al., 1989). Isto vem de acordo com alguns pesquisadores que 

acreditam que as concentrações patológicas de ERO, detectadas no sêmen de homens 

inférteis, se devem mais provavelmente ao aumento da produção de ERO e não pela 

deficiência de enzimas antioxidantes no plasma seminal (Potts et al., 2001; Zini et al., 

2000). Entretanto, outros estudos (Alkan et al. 1997; Lewis et al. 1995; Smith et al., 1996), 

sugerem que EO deve ser resultado da deficiente capacidade antioxidante seminal, tendo 

em vista, que os níveis de superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) apresentaram 

correlação positiva com a concentração espermática e negativa com níveis de leucócitos 
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seminais, e estes últimos apresentaram correlação inversa com motilidade (Pasqualotto et 

al., 2006).  

O espermatozóide possui poucos antioxidantes em seu citoplasma, tornando 

esta célula muito vulnerável aos danos causados pelas ERO.  Felizmente, o plasma seminal 

é rico em antioxidantes, contribuindo, desta forma, para o equilíbrio entre produção e 

neutralização das ERO (Smith et al., 1996; Lewis et al., 1997). 

Enzimas que neutralizam as ações das ERO incluem a SOD, a qual também 

é detectada em espermatozóides de diferentes espécies (Alvarez et al., 1987; Meier & 

Habermehl, 1990), e que catalisa a reação de dois ânions superóxido com formação de 

H2O2 que é menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas, como a catalase e a 

glutationa peroxidase, conforme reação 1. 

(1)       2 O2
•-  +  2H+   →  H2O2  +  O2 

 

Outra enzima que combate as ações prejudiciais do excesso de ERO é a 

CAT, a qual está presente no espermatozóide e plasma seminal humano, assim como no de 

outras espécies (Meier & Habermehl, 1990; Foote et al., 2000).  

Esta enzima catalisa a decomposição de peróxido de hidrogênio à água e 

oxigênio, de acordo com a reação 2: 

(2)     2 H2O2  →  2H2O + O2 

 

Outras substâncias no sêmen podem, igualmente, agir como neutralizadoras 

das ERO. Proteínas como a albumina e pequenas moléculas, tais como a hipotaurina, 

taurina, piruvato e glutationa, podem proteger os tecidos contra o EO (Lewis et al., 1997; 
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Mccall & Frei, 1999). Entretanto, o principal antioxidante no líquido seminal dos homens 

férteis é a vitamina C (ácido ascórbico), contribuindo com até 65% de sua capacidade 

antioxidante (Agarwal, 2004).  
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3. OBJETIVOS 

 

 
3.1 Objetivo geral 

1.  Determinar se a infecção causada pelo papilomavírus humano 

apresenta correlação com qualidade seminal (concentração, motilidade e morfologia) e 

defesas antioxidantes enzimáticas (superóxido dismutase e catalase). 

 

 

 
3.2 Objetivos específicos 

2.  Estudar a presença do vírus no sêmen de homens, cujas 

mulheres apresentam diagnóstico clínico e/ou citológico do papilomavírus humano; 

3.  Comparar as principais características seminais 

(concentração, motilidade e morfologia), com a presença de HPVs de alto risco 

oncogênico; 

4.  Avaliar a atividade da SOD e CAT  nos pacientes HPV 

positivos de acordo com a classificação viral; 

5.  Correlacionar a morfologia espermática, segundo o critério 

estrito de Tygerberg e da OMS, com a atividade de catalase e superóxido dismutase; 

6.  Relacionar leucospermia com presença do vírus e com o tipo 

de HPV. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O estudo desenvolveu-se de modo prospectivo, entre janeiro de 2006 e 

junho de 2007, em homens cujas parceiras foram atendidas no Ambulatório de Patologia do 

Trato Genital Inferior da Universidade de Caxias do Sul e apresentaram diagnóstico clínico 

e/ou citológico do papilomavírus humano. 

Para que o paciente participasse do estudo, foi obtida a assinatura após 

leitura e esclarecimentos sobre o estudo do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” 

(anexo B), seguida de entrevista para o preenchimento do instrumento de avaliação 

epidemiológica (anexo C). 

Os experimentos contaram com a presença de 80 voluntários, que foram 

incluídos ou não no desenho experimental, de acordo com os seguintes critérios: 

 

Critérios de inclusão: 

-homens cujas parceiras apresentem diagnóstico clínico e/ou citológico do                                

papilomavírus humano; 

-relacionamento estável (acima de 6 meses); 

-pacientes sem queixa de infertilidade; 

-não uso de preservativo nas relações conjugais. 

 

Critérios de exclusão: 

-pacientes que tenham feito vasectomia; 

-pacientes com azoospermia; 

-pacientes submetidos a tratamento quimioterápico ou radioterápico. 
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Foram entrevistados 80 homens, parceiros de mulheres com diagnóstico 

clínico e/ou citológico de papilomavírus humano, dos quais 12 (15%) foram excluídos da 

pesquisa, sendo 3 (3,75%) por não apresentar todos os critérios necessários para inclusão e 

9 (11,25%) por apresentar algum dos critérios de exclusão.  

No intuito de facilitar a análise e compreensão dos resultados, a população 

estudada neste trabalho foi dividida em 4 grupos (figura 3), assim composto: 

- grupo 1: constituído pelos pacientes HPV/DNA negativos; 

- grupo 2: constituído pelos pacientes HPV/DNA positivos; 

- grupo 3: constituído pelos pacientes HPV/DNA positivo tipos 16 ou 18; 

- grupo 4: constituído pelos pacientes HPV/DNA positivos para outros tipos. 

 

 

 

FIGURA 3: Fluxograma da classificação das amostras 

 

Este estudo foi realizado com a apreciação e a provação do Comitê de Ética 

em Pesquisa da Universidade de Caxias do Sul.  
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4.1 Coleta de material 

A amostra seminal foi coletada no ambulatório da Universidade de Caxias 

do Sul, em uma sala individual destinada para este uso.  

Todas elas foram coletadas mediante masturbação, dentro de um recipiente 

plástico estéril, após um período de abstinência de 48-72 horas. Os parâmetros seminais e 

espermáticos foram avaliados de 30 a 60 minutos após a ejaculação, a temperatura de 37°C. 

O restante da amostra seminal foi centrifugada a 1500rpm por 10 minutos. O sobrenadante, 

contendo plasma seminal, foi aliquotado em dois eppendorfs de igual volume e armazenado 

a -80ºC para avaliação dos marcadores do estresse oxidativo (SOD e CAT); já o  

sedimento, contendo os espermatozóides, foi aliquotado, acrescido de tampão PBS e 

armazenado a -20ºC para avaliar a presença do HPV. 

  

 

4.2 Métodos 

4.2.1 Avaliação macroscópica do sêmen  

A avaliação macroscópica do ejaculado foi realizada no sentido de avaliar os 

seguintes aspectos: cor, volume, viscosidade, liquefação e pH. O volume do ejaculado foi 

medido por aspiração de toda a amostra com o auxílio de uma pipeta graduada acoplada a 

um pipetador eletrônico. As amostras foram acondicionadas em uma estufa, a temperatura 

de 37°C, por 30 minutos, para que se procedesse à liquefação seminal antes da avaliação da 

concentração espermática e de outros parâmetros.  
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4.2.2 Avaliação microscópica do sêmen 

4.2.2.1 Determinação da concentração e motilidade espermática 

Após misturar cuidadosamente a amostra seminal por completo, com o 

auxílio de um aparelho homogenizador de amostras (vórtex), as mesmas foram avaliadas 

manualmente pelo pesquisador. Foi utilizada uma fita de pH para avaliar o pH da amostra 

seminal. Para determinação da concentração e motilidade espermáticas, uma alíquota 

liquefeita de 5µL foi inserida na câmara de contagem “Makler”, até seu preenchimento 

integral, com o auxílio de uma pipeta de pressão positiva. Estas amostras foram analisadas 

com o uso de um microscópio óptico equipado com uma objetiva de contraste de fase de 

20X e uma magnificação de 200X. 

 

 

4.2.2.2 Determinação da morfologia do espermatozóide 

De acordo com a classificação do critério estrito de Tygerberg, um 

espermatozóide é considerado normal quando sua cabeça possui configuração oval, 

absolutamente perfeita, com um acrossômo bem definido, abrangendo cerca de 40-70% da 

porção cefálica do espermatozóide (Kruger et al., 1988). As cabeças com formato limítrofe 

são consideradas anormais. O comprimento das cabeças normais para espermatozóides 

corados é de 5-6 µm e a largura de 2,5-3,5 µm. Não deve haver nenhuma anormalidade na 

peça intermediária ou na cauda. A peça intermediária deve ser delgada, anexada à parte 

central do corpo e com menos de 1 µm de largura, enquanto seu comprimento deve ser de 

aproximadamente uma vez e meia a da cabeça. A inclusão citoplasmática não poderá ser 

maior do que a metade da porção cefálica do espermatozóide, enquanto a cauda deve ser 
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uniforme, ligeiramente mais fina que a peça intermediária, com aproximadamente 45 µm e 

não poderá ser em espiral. 

Foram preparados dois esfregaços de cada amostra em lâminas de 

microscopia, para serem fixados e corados pelo método de coloração Panótico do 

hemograma.  

Pelo menos quatro áreas de diferentes campos foram analisadas em cada 

esfregaço. A avaliação foi feita por meio da utilização de objetivas de imersão com óleo 

anti-dissipador de fluorescência de alta qualidade (X 1000). Os espermatozóides foram 

classificados como formas normais ou anormais. Quando houve alguma dúvida quanto ao 

comprimento ou largura dos espermatozóides, os mesmos foram medidos com o auxílio de 

um micrômetro ocular. As lâminas foram analisadas segundo os critérios da OMS e o 

critério estrito de Tygerberg.  

 

 

4.2.2.3 Avaliação da leucospermia 

A presença de leucócitos granulócitos nas amostras seminais foi avaliada 

pelo teste de Endtz (Shekarriz et al., 1995). Este teste é baseado no fato de que os 

leucócitos presentes na amostra seminal coram-se de marrom-escuro, ou seja, são células 

peroxidase-positivo.  

Para realização do teste, um volume de 20µL de sêmen liquefeito foi 

colocado em um tubo de criopreservação de 1,2mL. A este foi adicionado 20µL de solução 

tampão de fosfato (PBS) e 40µL de solução de benzidina. A solução foi agitada e deixada a 

temperatura ambiente por 5 minutos. 
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As células peroxidase-positivo foram contadas em todos os 100 quadrados 

do retículo da câmara de Makler com uma objetiva de 10X de magnificação. Os resultados 

foram anotados como células contadas X 106/mL. Resultados de leucospermia superiores a 

1X 106/mL foram considerados anormalmente elevados. 

 

 

4.2.3 Análise da presença do vírus do HPV nos espermatozóides 

4.2.3.1 Extração de DNA 

A extração do DNA foi feita utilizando o kit comercial Wizard Genomic 

DNA Purification Kit (Promega), seguindo orientações do fabricante. A solução obtida, que 

contém DNA extraído, foi estocada a - 20ºC, até ser utilizada na reação de amplificação. 

 

 

4.2.3.2 Amplificação da ββββ-globina e do HPV-PCR genérico 

As amostras de DNA, obtidas a partir da metodologia de extração, foram 

amplificadas com oligonucleotídeos denominados PCO4 e GH20, que são os segmentos do 

gene da β-globina humana (fragmentos de amplificação, de aproximadamente, 270 pares de 

bases) para garantir a qualificação e quantificação do DNA humano. Para a amplificação do 

HPV, foram utilizados oligonucleotídeos específicos (PGMY09 e PGMY11) que 

amplificam a região L1 viral, altamente conservada (fragmentos de amplificação, de 

aproximadamente, 450 pares de bases) que identificam a presença do vírus HPV-PCR 

genérico e foram usados como primers externos, conforme descrito por Gravitt et al. 

(2000), anexo A. 
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As reações de amplificação foram realizadas com volume final de 13,0µL 

contendo 8,75 µL de PCR Master Mix (Promega), 2,462 µL de água livre de nuclease, 

0,368 µL dos primers PCO4 [25µM] e GH20 [25µM], 0,276 µL dos primers PGMY09 

[20µM] e PGMY11 [20µM] e 0,5 µL de DNA. O controle positivo tratou-se da 

amplificação de uma amostra HPV positiva, previamente tipada pelo laboratório de 

biologia molecular desta universidade e o controle negativo, a reação sem DNA. 

A amplificação foi realizada em termociclador PTC-100® Peltier Thermal 

Cycler. O programa de PCR constituiu das seguintes etapas: 5 minutos a 95ºC, seguido de 

40 ciclos de 1 minuto a 95ºC para desnaturação do DNA, 1 minuto a 52ºC para anelamento 

dos primers e 1 minuto a 72ºC para alongamento. Ao final dos 40 ciclos, foi realizada uma 

extensão suplementar a 72ºC, por 5 minutos. 

 

 

4.2.3.3 Separação e análise dos segmentos amplificados 

Posteriormente à amplificação, 8 µL do produto de PCR e dos controles 

positivo e negativo foram acrescidos de 2 µL de tampão de bromofenol ( 0,25% de 

bromofenol blue; 40% de sacarose; qsp 100mL água MiliQ) e aplicados em gel de 

poliacrilamida a 20%, que foi submetido a corrida eletroforética em cuba vertical a 110 

Volts e 70mA durante 35 minutos. Como marcador de peso molecular foi utilizado PGEM 

(Bench Top pgem ®). O tampão utilizado para a corrida de eletroforese foi TBE 1,0X. 

O gel foi revelado da seguinte maneira: imersão em solução fixadora por 5 

minutos (15mL etanol, 1mL ácido acético, qsp 150mL água destilada), adição de 0,3g de 

nitrato de prata por 10 minutos, lavagem com água destilada por 30 segundos, imersão em 

solução de revelação (4,5g de NaOH, 0,5mL de formaldeido, qsp 150mL de água) por 10 
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minutos e retorno a solução fixadora por mais 5 minutos. Todas estas etapas foram 

realizadas sob agitação constante, no agitador de Klein. 

Os resultados foram analisados com base no marcador de peso molecular e a 

reação foi validada a partir dos controles positivo e negativo. 

 

 

4.2.3.4 Amplificação HPV por nested -PCR 

O produto de amplificação do HPV-PCR genérico foi submetido à técnica 

de nested PCR para detecção de HPV/DNA, através do uso de oligonucleotídeos 

específicos internos (GP05+ e GP06+) que amplificam a região viral L1, gerando 

fragmento de amplificação de, aproximadamente, 150 pares de bases, conforme 

metodologia descrita por Husman et al. (1995), podendo ser capaz de detectar vários tipos 

de HVP, entre eles: 6, 11, 13, 16, 18, 30, 31, 32, 33, 39, 40, 43, 45, 51, 54, 55, 56, 59 e 66. 

As seqüências de bases estão descritas no anexo A. 

 A reação de amplificação do nested foi realizada em volume final de 

14,506 µL, contendo 7,0 µL de PCR Master Mix (Promega), 5,35 µL de água livre de 

nuclease, 0,328µL do primer GP05+ [20µM], 0,328 µL do primer GP06+ [20µM]  e 1,5 µL 

do produto do primeiro PCR.  

 A amplificação do nested foi realizada em termociclador PTC-100® 

Peltier Thermal Cycler. O programa de PCR constituiu das seguintes etapas: 5 minutos a 

94ºC, seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 94ºC para desnaturação do DNA, 2 minutos a 

40ºC para anelamento dos primers e 1 minuto e 30 segundos a 72ºC para alongamento. Ao 

final dos 30 ciclos, foi realizada uma extensão suplementar a 72ºC por, 7 minutos. 
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A separação e visualização dos segmentos amplificados seguiram as mesmas 

condições descritas para a avaliação da ß-globina e do HPV-PCR genérico. 

 

 

4.2.3.5 Detecção do HPV 16 e HPV 18 

As amostras de DNA, obtidas a partir da metodologia de extração e 

confirmadas para presença de DNA - humano, foram submetidas à técnica de nested PCR 

para detecção de HPV/DNA tipo 16 e 18, através do uso de oligonucleotídeos específicos 

que amplificam a região viral E6/E7 altamente conservada destes HPVs.  

Para o HPV 16, foram utilizados os primers externos (nucleotídeos 419-438 

e 637-656), o qual apresenta fragmento de amplificação de, aproximadamente, 237 pares de 

bases, e os primers internos (nucleotídeos 493-512 e 606-625), tendo fragmento de 

amplificação de, aproximadamente, 132pares de bases; enquanto que, para o HPV 18, 

foram usados primers externos (nucleotídeos 426-445 e 674-693), com fragmento de 

amplificação de, aproximadamente, 267 pares de bases, e primers internos (nucleotídeos 

492-511 e 596-615) apresentando fragmento de amplificação de, aproximadamente, 123 

pares de bases. Conforme metodologia descrita por Ishikawa et al. (2003), as seqüências de 

bases estão descritas no anexo A. 

 

 

4.2.3.6 Amplificação HPV 16 por nested-PCR 

A primeira reação de amplificação foi realizada com volume final de 

19,55µL, contendo 12,5 µL de PCR Master Mix (Promega), 5,5 µL de água livre de 

nuclease, 0,525 µL do primer 419-438 [20µM], 0,525 µL do primer 637-656 [20µM]  e 0,5 
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µL de DNA. Como controle positivo, foi usada uma amostra previamente identificada, 

contendo unicamente o HPV 16 e, como controle negativo, a reação sem DNA. 

A amplificação desta reação foi realizada em termociclador PTC-100® 

Peltier Thermal Cycler. O programa de PCR constituiu das seguintes etapas: 5 minutos a 

95ºC, seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 95ºC para desnaturação do DNA, 1 minuto a 

54ºC para anelamento dos primers e 1 minuto a 72ºC para alongamento. Ao final dos 30 

ciclos, foi realizada uma extensão suplementar a 72ºC, por 5 minutos.  

A reação de amplificação do nested foi realizada em volume final de 

20,05µL, contendo 12,5 µL de PCR Master Mix (Promega), 6,0 µL de água livre de 

nuclease, 0,525µL do primer 493-512 [20µM], 0,525 µL do primer 606-625 [20µM]  e 0,5 

µL do produto do primeiro PCR.  

A amplificação do nested foi realizada em termociclador PTC-100® Peltier 

Thermal Cycler. O programa de PCR constituiu das seguintes etapas: 5 minutos a 95ºC, 

seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 95ºC para desnaturação do DNA, 1 minuto a 58ºC para 

anelamento dos primers e 1 minuto a 72ºC para alongamento. Ao final dos 30 ciclos, foi 

realizada uma extensão suplementar a 72ºC, por 5 minutos. 

Para separação e análise dos segmentos amplificados, usou-se gel de 

Poliacrilamida 20% revelado com prata, conforme descrito anteriormente. 

 

 

4.2.3.7 Amplificação HPV 18 por nested-PCR 

A amplificação do HPV 18 por nested-PCR foi realizada nas mesmas 

condições descritas para a detecção de HPV 16 por nested-PCR. Como controle positivo, 

foi usada uma amostra previamente identificada, contendo unicamente o HPV 18.  
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Na reação do HPV 18, foram usados os primers externos 426-445 [20µM] e 

674-693 [20µM] que gerou um produto de amplificação de 267pb e, na segunda etapa, os 

primers internos 492-511 [20µM] e 596-615 [20µM] resultando num produto de 

amplificação de 123pb.   

 

 

4.2.4 Mensuração dos níveis de superóxido dismutase e catalase 

4.2.4.1 Determinação da atividade da enzima superóxido dismutase 

A atividade da enzima superóxido dismutase foi medida em 

espectrofotômetro, segundo metodologia descrita por Bamister & Calabrese (1987).  

Para medir a atividade enzimática, alíquotas de 100, 50 e 20µL de plasma 

seminal foram adicionadas a tampão glicina (50mM; pH 10,2), completando o volume para 

2mL. A esse foram adicionados 34µL de bitartarato de adrenalina (60mM) e medida a 

absorbância a 480nm. Os resultados foram expressos em U/mg de proteína, sendo que, uma 

unidade de SOD, pode ser definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a 

velocidade de oxidação da adrenalina.  

 

 

4.2.4.2 Determinação da atividade da enzima catalase 

A determinação da catalase baseia-se na medida da velocidade de consumo 

do H2O2 na amostra estudada. A atividade da CAT foi medida conforme metodologia 

descrita por Aebi (1984).  

Para tanto, 20µL de plasma seminal foi adicionado 70µL de peróxido de 

hidrogênio (0,3M) e tampão fosfato (pH 7,0) até 3mL. A velocidade de decomposição do 
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H2O2 foi medida com o espectrofotômetro a 240nm, durante 60 segundos, com intervalo de 

20 segundos. Para o cálculo da concentração de catalase, foi utilizado o coeficiente de 

extinção molar de 0,071mM -1 cm-1. Os resultados foram expressos em U/ mg de proteína 

(µmol H2O2/mg de proteínas/ min). 

 

 
4.2.4.3 Determinação das proteínas totais 

A determinação de proteínas totais foi realizada pelo método do biureto, 

através do Kit “Sensiprot de proteínas totais” (LABTEST). Os valores foram expressos em 

mg/dL de proteínas. Os resultados foram utilizados no cálculo da atividade de SOD e CAT. 

 

 

4.3 Análise estatística 

 
Os dados obtidos neste trabalho foram submetidos à análise estatística pelo 

programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versão 11.5. 

Para análise estatística foram utilizados os testes descritivos, teste T, X2 Qui-

Quadrado (Chi-square) e Pearson. 

Valores de p < 0,05 foram considerados significativos estatisticamente. 
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4.4 FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA 

 

 
 

FIGURA 4: Fluxograma da metodologia 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

No material em estudo, a identificação do DNA - humano foi realizada pela 

amplificação de um segmento de 270 pares de bases do gene da ß-globina humana, sendo 

100% positivo, o que garantiu a qualificação e quantificação do DNA para análise do HPV, 

descartando, assim, a possibilidade de resultados falso-negativos de HPV por causa da 

grande quantidade de inibidores de PCR presentes no sêmen (Martin et al., 1993). A análise 

da amplificação do gene da ß-globina humana pode ser observado na figura 5. 

 

 

 

 

FIGURA 5: Amplificação do gene da ß-globina humana e HPV-PCR genérico 
(CP: controle positivo; CN: controle negativo; M: marcador de peso molecular; 
amostras :12,14,15,16 e 17 positivas para ß-globina humana). 
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Das 68 amostras analisadas, 30 (44,1%) foram positivas para HPV/DNA, 

das quais 8/68 (11,8%) foram positivos para HPV/DNA de alto risco oncogênico, sendo 6 

casos (8,8%) do tipo 16, 2 casos (2,9%) do tipo 18 e os outros 22 casos (32,4%) referente a 

outros tipos de HPV. As demais amostras, 38/68 (55,9%), foram negativas para HPV/DNA. 

A caracterização da amostra, incluindo a distribuição dos principais tipos de 

HPV de alto risco oncogênico, está demonstrada na figura 6. 
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FIGURA 6: Caracterização da amostra, considerando o tipo viral 
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Os resultados do presente trabalho corroboram os dados encontrados na 

literatura que referem uma positividade 2,2% - 82,9% para HPV em amostras de sêmen 

(Dunne et al., 2006), estando o tipo 16 constituído entre os mais comuns.  

O HPV/DNA foi encontrado em amostras seminais testadas por PCR, 

estando presente em 26,6% (Giovanelli et al., 2007) e 82,9% (Astori et al.,1995) dos 

parceiros sexuais de mulheres com HPV, em 53% dos homens entre 20 a 41 anos, com 

história clínica, atual ou passada, de infecção por esta doença e 8% de positividade em 

doadores de sêmen saudáveis (Olatunbosun et al., 2001) e em 20% dos homens estudados 

em 76 famílias (Rintala et al., 2005). Estudo realizado na Finlândia com 65 voluntários, 

futuros pais, encontrou 15,4% das amostras de sêmen positivas para HPV de alto risco 

oncogênico, usando a técnica de nested PCR (Rintala et al., 2004).  

Mesmo sendo confirmado por dados da literatura, é necessário enfatizar que 

esta prevalência de 44,1% representa uma parcela grande de homens infectados que não 

estão sendo diagnosticados, justamente pelo fato de que a maioria das infecções por HPV 

na genitália masculina são assintomáticas e inaparentes, podendo tornar-se transitórias ou 

mesmo indetectáveis com o passar do tempo, permitindo ao vírus se difundir 

silenciosamente O que reforça a hipótese que a infecção por HPV em homens seja 

responsável por sustentar a transmissão para as parceiras mulheres e pela perpetução da 

infecção na população, devido a sua natureza, podendo ser o sêmen o vetor desta 

transmissão, até mesmo para os fetos (Lai et al., 1996). 

Portanto, o uso de técnicas de biologia molecular é uma boa estratégia para o 

diagnóstico da infecção por HPV em homens, conforme já sugerido por outros autores 

(Nicolau et al., 2005) e reforçado por este trabalho. 
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As figuras 7, 8 e 9 ilustram os resultados da amplificação do DNA viral em 

gel de poliacrilamida.   

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 7: Amplificação do nested HPV-PCR GP05+/GP06+ 
(CP: controle positivo; CN: controle negativo; M: marcador de peso molecular; 
amostras 14, 15, 16, 38, 40 e 49: HPV negativas; amostras 36, 37, 39, 48 e 50:  
HPV positivo). 
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FIGURA 8: Amplificação do nested HPV 16 
(CP: controle positivo; CN: controle negativo; M: marcador de peso molecular; 
amostras 31, 32, 33, 34 e 36: HPV 16 negativas; amostra 30: HPV 16 positivo). 

 

 

 

 

FIGURA 9: Amplificação do nested HPV 18 
(CP: controle positivo; CN: controle negativo; M: marcador de peso molecular; 
amostras 26, 27, 28, 30 e 31: HPV 18 negativas; amostra 29: HPV 18 positivo). 
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Pesquisas epidemiológicas de infecção por HPV mostram o papel essencial 

da infecção masculina no sentido da transmissão da doença (Skerlev et al., 2002). Os 

homens apresentam menor probabilidade de terem infecção persistente, porém ainda não 

foi bem determinado se esta observação é devido a menor incidência ou mais curta duração 

da infecção em homens versus mulheres (Partridge & Koutsky, 2006). 

As tabelas 1, 2 e 3 descrevem os dados epidemiológicos da população 

estudada, comparando os grupos HPV/DNA positivo e negativo em relações às variáveis 

analisadas, a partir dos dados contidos nas fichas de avaliação respondidas no momento da 

coleta da amostra (Anexo C). 

No grupo HPV/DNA positivo, constituído por 30 homens, a média de idade 

foi de 30,27±7,57 anos (20 - 43 anos) e no grupo HPV/DNA negativo a média de idade foi 

de 30,26±9,23anos (19 - 67 anos). Ao realizarmos a comparação entre a média de idade dos 

grupos 1 e 2 não foi observada diferença significativa, como também pode ser notado pela 

análise dos diferentes níveis de faixas etárias (tabela 1). Portanto, na população estudada, 

não foi observada relação entre a presença do vírus e a idade dos pacientes.  

Estudos anteriores mostram resultados divergentes ao associar a idade do 

paciente à infecção por HPV. Rombaldi et al. (2006), ao estudar uma população de 99 

homens, parceiros sexuais de mulheres com neoplasia intra-epitelial cervical (NIC), que 

foram avaliados no ambulatório da Universidade de Caxias do Sul, não encontraram 

relação entre HPV e idade. Franceschi et al. (2002), ao realizar estudo do tipo caso-controle 

entre 1985-1993, em cinco países, incluindo o Brasil, também não apontaram uma 

associação entre idade e infecção pelo HPV. Entretanto, Koutsky (1997) observou que a 

infecção por HPV possui uma prevalência superior em homens entre 18-28 anos de idade. 

Svare et al. (2002) encontraram diminuição do risco de HPV com o aumento da idade, 



 46 

sendo a aquisição do HPV muito comum, particularmente entre adultos jovens sexualmente 

ativos (Franco et al, 1999).  

Na avaliação do nível de ensino, deste estudo, não foi observado relação 

entre o grau de escolaridade e a infecção pelo vírus HPV (tabela 1). É importante salientar 

que a população estudada era proveniente do sistema único de saúde (SUS) e, até certo 

ponto, homogênea (nenhum dos pacientes era analfabeto e 72% deles tinha entre 1°grau 

completo e 2° grau completo). Apesar deste nível de instrução ser considerado 

relativamente bom, uma grande parcela dos homens não possuía informação adequada 

sobre a doença no que tange as formas de transmissão e prevenção.   

Isto corrobora os achados de Castro et al. (1994), os quais realizaram estudo 

no Rio de Janeiro e encontraram 45% dos casos de HPV positivos com grau de instrução de 

ensino médio. Castellsagué et al. (2002), em estudo multicêntrico, encontraram 39,6% para 

nível fundamental e 19,5% para nível médio ou superior. Outros dois estudos não acharam 

associação entre infecção por HPV e nível de educação (Fraceschi et al. 2002; Svare et al., 

2002). 

Analisando a história de doenças prévias, o presente trabalho não indicou 

associação significativa entre os grupos HPV positivo (53,3%) e HPV negativo (44,7%), 

conforme mostrado na tabela 1. Quando analisamos apenas as doenças sexualmente 

transmissíveis, encontramos um percentual de 46,6% e 34,2% para os grupos HPV positivo 

e negativo, respectivamente, permanecendo não significativa esta relação, muito embora a 

presença de DST anteriores seja considerada um importante fator de risco para aquisição do 

HPV, conforme mostram alguns estudos (Hippelainen et al., 1993; Castellsague et al. 

1997). Por outro lado, alguns pesquisadores, igualmente, não encontraram associação 

(Rombaldi et al., 2006). 
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TABELA 1: Dados epidemiológicos de parceiros sexuais de mulheres portadoras de HPV 

              

  HPV/DNA NEGATIVO HPV/DNA POSITIVO  
VARIÁVEIS CATEGORIA n=38 n= 30 VALOR  p* 
    n % n %   

idade ≤ 24 anos 10 26,3 10 33.3  

 25 a 29 anos 12 31,6 6 20,0  

 30 a 34 anos 7 18,4 5 16,7  

 35 a 39 anos 3 7,9 4 13,3  

 ≥ 40 anos 6 15,8 5 16,7 NS 

       

 média em anos 30,26 ± 9,29 30,27 ± 7,57 NS 

       

escolaridade 
1º grau 
incompleto 7 18,4 9 30,0  

 1º grau completo 12 31,6 7 23,3  

 
2º grau 
incompleto 4 10,5 6 20,0  

 2º grau completo 14 36,8 6 20,0  

 
3º grau 
incompleto   -    -  2 6,7  

 3º grau completo 1 2,6   -    -  NS 

       

doenças prévias gonorréia 6 15,8 9 30,0  

 hepatite 2 5,3 1 3,3  

 HIV 1 2,6   -    -   

 HPV 3 7,9 3 10,0  

 lues 1 2,6 1 3,3  

 outras ** 4 10,5 2 6,7  

 nenhuma 21 55,3 14 46,7 NS 

       

número de filhos 0 12 31,6 10 33,3  

 1 15 39,5 11 36,7  

 2 8 21,1 4 13,3  

 3 1 2,6 4 13,3  

 4 1 2,6 1 3,3  

 6 1 2,6   -    -  NS 

              

* Teste Qui-quadrado. Foi considerado estatisticamente significante p<0,05.   
NS: associação estatisticamente não significativa.     
** outras doenças: caxumba, rubéola, sarampo,varíola, diabetes ou doenças respiratórias. 
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A variável número de filhos apresentou uma distribuição uniforme entre os 

grupos, portanto, no presente estudo, esta variável não pode ser associada com a infecção 

pelo vírus HPV (tabela 1).  

 

 

TABELA 2: Hábitos de parceiros sexuais de mulheres com HPV 

              

  HPV/DNA NEGATIVO HPV/DNA POSITIVO  
VARIÁVEIS CATEGORIA n=38 n= 30 VALOR  p* 
    n % n %   

Tabagismo sim 17 44,7 10 33,3  

 não 21 55,3 20 66,7 NS 

       

       

Consumo de café sim 21 55,3 14 46,7  

 não 17 44,7 16 53,3 NS 

       

sim 4 10,5 6 20,0  Consumo de 
bebida a base de 
cola não 34 89,5 24 80,0 NS 

       

Alcoolismo sim 5 13,2 4 13,3  

 não 33 86,8 26 86,7 NS 

       

sim 16 42,1 10 33,3  Consumo de 
chimarrão não 22 57,9 20 66,7 NS 

       

Uso de drogas  sim 7 18,4 7 23,3  

 não 31 81,6 23 76,7 NS 

              

* Teste Qui-Quadrado. Foi considerado estatisticamente significante p<0,05.   

NS: associação estatisticamente não significativa.     
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Neste trabalho nenhuma das variáveis referentes aos hábitos dos pacientes 

apresentou associação significativa com o HPV (tabela 2), apesar de algumas destas 

variáveis já haverem sido relacionadas à presença do HPV em estudos prévios, bem como 

estarem entre os fatores de risco para aquisição da infecção. Um exemplo disto é o hábito 

de fumar, o qual foi associado positivamente com a infecção por HPV (Hippelainen et al. 

1993; Wang et al., 2003), assim como pacientes ex-fumantes apresentarem associação 

significativa com HPV (Rohan et al., 1991). Por outro lado, outros dois estudos não 

encontraram associação entre tabagismo e HPV (Fraceschi et al., 2002; Svare et al., 2002). 

 

 

TABELA 3: Características da vida sexual de parceiros de mulheres com HPV  

              
  HPV/DNA NEGATIVO HPV/DNA POSITIVO  
VARIÁVEIS CATEGORIA n=38 n= 30 VALOR  p* 
    n % n %   

média em anos 8,07 ± 8,47 5,25 ± 4,94 0,091 Duração do atual 
relacionamento       

       

0 18 54,5 18 64,3  
1 4 12,1 2 7,1  

Nº parceiras extra-
conjugais nos 
últimos 24 meses 2 8 24,2 1 3,6  
 3 1 3,0 2 7,1  
 4 2 6,1 2 7,1  
 5   3 10,7 NS 
       

sempre 5 33,3 3 30,0  

as vezes 5 33,3 5 50,0  

nunca 3 20,0 1 10,0  

Freqüência do uso 
de preservativo 
nas relações extra-
conjugais não sabe 2 13,3 1 10,0 NS 
       

sim 2 5,3 4 13,3  Função sexual 
alterada não 36 94,7 26 86,7 NS 
              
* Teste Qui-Quadrado. Foi considerado estatisticamente significante p<0,05.   
NS: associação estatisticamente não significativa.     
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Na análise da duração do atual relacionamento, foi possível observar um 

direcionamento, estatisticamente não significativo, a um relacionamento mais curto (5,25 ± 

4,94 anos) no grupo HPV positivo, quando comparado ao grupo HPV negativo (8,07 ± 8,47 

anos), conforme indicado na tabela 3. Na consulta à literatura, constatou-se que esta 

variável não foi anteriormente descrita; no entanto, nossos dados reforçam a idéia de que o 

aumento no número de parceiras sexuais tende a aumentar o risco de infecção por HPV. 

Castellsague et al. (1997) sugeriram que os fatores de risco para HPV em homens são 

similares aos encontrados para mulheres, estando relacionados com o comportamento 

sexual, assim como múltiplos parceiros sexuais, DST anterior e não uso de preservativo 

(Hippelainen et al. 1993). 

Por outro lado, neste estudo, o número de parceiros extra-conjugais nos 

últimos 24 meses, assim como o uso de preservativo, não apresentaram associação com 

infecção por HPV (tabela 3). 

Como esperado, tendo em vista a idade dos pacientes, a maioria não 

apresentou alteração na função sexual, independente da presença ou ausência do vírus 

(tabela 3). 

Acreditamos que o tamanho amostral (68) seja pequeno para chegarmos a 

uma definição em relação ao perfil epidemiológico da população infectada, sendo 

necessária a futura ampliação do estudo. 
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TABELA 4: Avaliação das principais características seminais de cada grupo 

                            

 HPV/DNA NEGATIVO    HPV/DNA POSITIVO       

VARIÁVEIS     total tipo 16 ou 18 outros tipos     

SEMINAIS n=38 (1)   n=30 (2) n=8 (3) n=22 (4) Valor  p* Valor  p* Valor  p* Valor  p* 
  média  Dp   média  Dp média  Dp média  Dp 1 vs 2 1 vs 3 1 vs 4 3 vs 4 

Volume (mL) 2,5 1,1  2,7 1,4 2,3 1,4 2,8 1,4 NS NS NS NS 
              

Concentração (x106/mL) 59,2 35,3  50,3 36,5 43,7 40,7 52,5 35,7 NS NS NS NS 
              
Motilidade (%) 59,9 24,0  58,8 22,8 51,7 21,2 61,6 23,4 NS NS NS NS 
              
Tygerberg (%) 4,3 3,1  2,6 1,9 3,2 1,5 2,3 2,0 0,007 NS 0,011 NS 
              
Normal 11,9 7,9  8,1 4,3 9,0 4,0 7,8 4,5 0,017 NS 0,032 NS 
              
Amorfo 55,2 11,6  57,3 13,4 53,9 10,9 58,6 14,2 NS NS NS NS 
              
Cauda dupla 1,1 1,2  0,9 1,5 1,0 1,7 0,9 1,5 NS NS NS NS 
              
Cauda quebrada 25,2 10,9  24,8 13,6 28,2 11,8 23,5 14,2 NS NS NS NS 
              
Gota citoplasmática 3,7 3,4  4,3 3,9 3,9 3,9 4,4 3,9 NS NS NS NS 
              
Macrocefalia 0,7 0,9  0,6 0,6 1,0 0,8 0,4 0,6 NS NS NS 0,048 
              
Afilado 1,1 1,9  2,6 3,9 1,9 2,6 2,9 4,4 0.065 NS 0,084 NS 
              
Piriforme 1,0 1,3  1,3 1,9 1,1 1,5 1,4 2,1 NS NS NS NS 
                            

* Teste T. Foi considerado estatisticamente significante p<0,05.          

NS: associação estatisticamente não significativa.           
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Na análise dos parâmetros seminais, podemos observar que medidas de 

volume, concentração e motilidade, parecem não sofrer alterações significativas em vista da 

presença do vírus HPV nos espermatozóides, apesar da diminuição dos parâmetros 

concentração e motilidade no grupo de pacientes portadores de HPV de alto risco 

oncogênico (grupo 3). Ao analisarmos a morfologia dos espermatozóides, tanto pelo 

critério estrito de Tygerberg como pelo critério da OMS, observamos que existe uma piora 

na qualidade dos espermatozóides nos pacientes HPV positivo comparados aos pacientes 

HPV negativos (tabela 4). 

O mecanismo pelo qual o HPV infecta as células espermáticas ainda não foi 

determinado e também não se sabe se está relacionado à presença de receptores na 

superfície celular. Por outro lado, acreditamos que esta alteração na morfologia dos 

espermatozóides talvez possa ser explicada pela capacidade do DNA viral em transcrever 

nas células espermáticas, causando modificações fenotípicas que poderiam acarretar em 

alterações da forma normal. Desta maneira, serão necessários mais estudos nesta área. 

A possibilidade de que HPV possa infectar células espermáticas é 

importante, porque isto implica que a infecção deve ser parte da fisiopatologia deste vírus e 

que os espermatozóides infectados possam se comportar como vetores, transmitindo o vírus 

para as parceiras no contato sexual. Além disso, também é possível que o espermatozóide 

com HPV seja a fonte de transmissão para os óvulos fertilizados e, possivelmente, para os 

fetos. 

Espermatozóides são células capazes de receber HPV/DNA exógeno e, a 

seqüência de DNA encontrada neles, parece representar os fragmentos adquiridos por meio 

do contato. O HPV/DNA foi observado no compartimento nuclear e citoplasmático do 
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espermatozóide, apesar de ainda não estar claro como o HPV atinge a célula espermática 

(Kadze et al., 2002). 

Estudos sugerem que o HPV pode ser capaz de transcrever em células 

espermáticas infectadas (Lai et al.,1996; Lai et al.,1997), enfatizando a potencial função 

destas células na transmissão do vírus. Os genes E6 e E7 do HPV têm sido relatados como 

sendo fortemente expressos nas células seminais infectadas (Lai et al.,1996). Também tem 

sido sugerido que a presença do HPV causa diminuição na concentração espermática 

(Bezold et al., 2007) e afeta a motilidade do espermatozóide, além da freqüência de 

astenozoospermia ter sido relatada como aumentada em homens com infecção por HPV 

(Lai et al.,1997). A presença de HPV no vaso deferente sugere que o reservatório de 

HPV/DNA deve estar localizado mais próximo do trato reprodutivo do que se pensava 

anteriormente (Rintala et al., 2002). Entretanto, apenas um estudo analisou a morfologia 

espermática nos pacientes com HPV seminal, não encontrando tal relação (Lai et al., 1997).  

No presente trabalho, a análise morfológica pelo critério estrito de 

Tygerberg apresentou, no grupo HPV/DNA positivo, média de 2,59±1,94, enquanto a 

média do grupo HPV/DNA negativo foi de 4,32±3,1 (p=0,007), como apresentado na 

figura 10. No grupo HPV/DNA positivo para os tipos 16 ou 18, a média do critério estrito 

de Tygerberg foi de 3,25±1,49. Esta significativa alteração na qualidade morfológica dos 

espermatozóides nos pacientes com HPV pode ser avaliada pela análise morfológica do 

critério da OMS (figura 11), onde os resultados mostraram que a média dos 

espermatozóides normais no grupo HPV/DNA positivo foi de 8,13±4,35 e, no grupo 

HPV/DNA negativo, esta média foi de 11,86±7,91 (p=0,017). Este dado mostra uma 

redução significativa dos espermatozóides considerados normais nos pacientes com HPV. 

Além disso, nestes pacientes foi observada uma tendência, estatisticamente não 
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significativa, ao aumento dos espermatozóides com forma afilada e gota citoplasmática. 

Comparando-se a morfologia pelo critério da OMS entre os grupos HPV/DNA positivo 

para os tipos 16 ou 18 versus HPV/DNA positivo para outros tipos, podemos observar um 

aumento significativo dos espermatozóides com forma macrocefalia (p=0,048) 
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FIGURA 10: Análise morfológica pelo critério estrito de Tygerberg  
Teste T; p= 0,007 
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FIGURA 11: Análise morfológica pelo critério da OMS  
Teste T; p= 0,017 
 
 
 

Por outro lado, Erles et al. (2001) encontraram HPV/DNA numa freqüência 

similar em amostras com análise seminal normal e anormal (19% das normais e 16,4% das 

anormais). Tanaka et al. (2000), estudando HPV 16 em amostras seminais, encontraram 

positividade de 4% e não acharam diferenças significativas na qualidade seminal 

(concentração e motilidade) entre os grupos com e sem HPV. Rintala et al. (2004) 

indicaram que a presença de HPV no espermatozóide não afeta significativamente a medida 

dos parâmetros seminais, apesar da tendência em direção à danificação das características 

físicas, volume, motilidade e viabilidade na amostras HPV positivas quando comparadas 

com sêmen HPV negativo. Outro estudo realizado por Czegledy & Syarka (2006) mostrou 

que, apesar do HPV estar presente no sêmen de doadores, mesmo após o procedimento de 

processamento seminal, a presença do vírus não afetou o resultado da fertilização, sendo 

capaz de gerar prole saudável. 
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Estudos demonstram que um reservatório de HPV deve existir na genitália 

masculina (Pakendorf et al., 1998; Rintala et al.,2002)  e que um possível veículo de 

transmissão do HPV do pai para a criança talvez seja o espermatozóide infectado (Lai et 

al., 1996; Kadze et al., 2002; Rintala et al.,2005). Entretanto, não podemos descartar a 

hipótese de que o sêmen possa sofrer contaminação pelo vírus no momento da passagem 

pela uretra (Aynaud et al., 2002), fato que não justificaria o surgimento de alterações na 

morfologia espermática, encontradas no presente trabalho, devido ao curto tempo de 

exposição. Estudo realizado na Finlândia com uma amostra pequena de pacientes (n=27) 

encontrou HPV/DNA na amostra de vaso deferente, o qual deve eliminar a questão da 

contaminação uretral (Rintala et al.,2002). Portanto, o possível papel do homem como 

transmissor vertical do HPV ainda não foi completamente esclarecido.  

A elevada prevalência de HPV encontrada no sêmen de pacientes sem lesão, 

neste estudo, sugere a necessidade de rastreamento deste vírus em homens que são cotados 

para a doação de sêmen, tendo em vista que os procedimentos de processamento seminal 

parecem não eliminar este vírus (Olatunbosun et al., 2001). 

Em virtude do fato de encontrarmos espermatozóides com morfologia 

alterada em pacientes com HPV, consideramos importante que o HPV seja detectado, 

genotipificado e se possível, prevenida sua infecção, podendo reduzir, assim, 

substancialmente, as infecções e enfermidade clínicas causadas por este vírus. 

Estudos recentes indicam que a infertilidade masculina em homens com 

análise seminal normal, pode estar relacionada com o estresse oxidativo seminal 

(Pasqualotto et al., 2001b). Tal estresse poderia estar associado à infecção por HPV, 

mesmo assintomática ou transitória, fato que nos leva a procurar uma relação entre estes 

dois eventos. 
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Muito embora, na infertilidade masculina, as ERO sejam conhecidas 

principalmente por seus efeitos deletérios na função espermática, existem evidências 

suficientes para apoiar a hipótese de que, em baixas e controladas concentrações, as 

espécies reativas do oxigênio participam nos mecanismos de sinalização da transdução 

como, por exemplo, capacitação espermática e reação acrossômica. Portanto, a geração 

controlada de ERO pelos espermatozóides está relacionada com uma função fisiológica 

normal (Aitken & Clarkson, 1987). Todavia, é importante destacar que existe grande 

variabilidade nos níveis do estresse oxidativo mesmo em homens inférteis (Pasqualotto et 

al., 2001b). Além disso, o sítio de produção e o momento no qual o espermatozóide entra 

em contato com as ERO, determinam a presença ou não de infertilidade (Vicari, 1999). 

Portanto, os níveis do Estresse Oxidativo dependem do sítio de produção das ERO 

envolvidas, ou seja, se elas são produzidas pelos neutrófilos (extracelular), ou pelos 

espermatozóides (intracelular) (Pasqualotto et al.,2000c; Potts et al.,2000; Sharma et al., 

2001b). 

É aceito o conceito de que as ERO estejam aumentadas em infecções 

crônicas urogenitais associadas com aumento no número de leucócitos (Potts et al.,2000). 

Por outro lado, apesar de alguns estudos publicados na literatura, a relevância clínica da 

geração de ERO durante uma infecção do trato genital masculino não está resolvida e o seu 

significado biológico na prostatite permanece por ser estabelecido completamente (Shahed 

& Shoskes, 2000). O impacto dos leucócitos contaminantes na função espermática depende 

do número de células envolvidas, do estado de ativação leucocitária, da geração dos 

radicais livres e do sítio de produção dos leucócitos (próstata, epidídimo, uretra, etc.). O 

dano causado aos espermatozóides pode ser moderado se a infiltração leucocitária ficar 

confinada à próstata ou às vesículas seminais. Nestas circunstâncias, o espermatozóide 
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apenas entra em contato com as ERO, geradas pelos leucócitos, no momento da ejaculação. 

Entretanto, se os leucócitos foram originados no epidídimo ou testículo, as ERO poderão 

interagir com a membrana espermática por um longo período, aumentando as 

possibilidades de danificar os espermatozóides (Oschendorf, 1999; Vicari, 1999). 

Essa relação sugere que, em casos de infecção das glândulas acessórias 

masculinas, a pobre qualidade espermática talvez decorra do excesso de produção de ERO 

e/ou uma citoquina em particular, produzida no local, ou pelos leucócitos (Pasqualotto et 

al.,2000c; Potts et al.,2000; Sharma et al., 2001b). 

O teste de Endtz, que avalia a presença de leucócitos no plasma seminal, 

deve ser realizado sempre que o paciente apresentar uma quantidade de células redondas 

superior a 1milhão/mL. Pelo fato de as células redondas poderem representar células 

germinativas imaturas ou leucócitos PMN, a realização desse teste torna-se mandatória na 

população de pacientes com mais de um milhão de células redondas por mililitro de sêmen 

(Shekarriz et al.,1995).  

Neste estudo, apenas 37% dos pacientes HPV positivos apresentaram 

positividade para o teste de Endtz e, 63% dos homens com infecção por HPV, não 

apresentaram positividade no teste de Endtz, ou seja, não apresentaram infecção 

leucocitária, conforme indicado na tabela 5 e na figura 12. Similar relação pode ser 

observada entre a variável presença de células redondas e infecção por HPV (tabela 5), 

confirmando a suspeita de que, a maioria das células visualizadas, corresponderam à 

presença de leucócitos, exceção observada para apenas 1 paciente, onde as células redondas 

representavam células germinativas imaturas. 
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TABELA 5: Avaliação do teste de Endtz e presença de células redondas 

          
  HPV/DNA NEGATIVO HPV/DNAPOSITIVO  
VARIÁVEIS CATEGORIA n=38 n= 30 VALOR p* 
    % %   
Teste de Endtz positivo 19,4 37,0  
 negativo 80,6 63,0 NS 
     

positivo 22,2 37,0  Presença de 
células redondas negativo 77,8 63,0 NS 
          
* Teste Qui-Quadrado. Foi considerado estatisticamente significante p<0,05.   
NS: associação estatisticamente não significativa.   

 

 

A ausência de relação entre o teste de Endtz e a presença de infecção por 

HPV mostra que não podemos nos basear no teste de Endtz como justificativa para a 

suspeita de infecção por HPV.  
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FIGURA 12: Teste de Endtz em relação ao HPV  
Teste Qui-quadrado; p= 0,120 
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Para se entender a relação entre a qualidade seminal e o Estresse Oxidativo, 

torna-se necessária uma breve descrição sobre a espermatogênese. A espermatogênese é um 

processo ordenado, onde as células germinativas masculinas testiculares passam por fases 

seqüenciais de diferenciação para se desenvolver, subseqüentemente, no espermatozóide 

maduro capaz de fertilizar o oócito. 

Durante uma espermatogênese normal (diferenciação de uma espermátide 

haplóide no espermatozóide maduro), o espermatozóide diminui a quantidade de 

citoplasma presente quando da sua maturação. Qualquer citoplasma residual geralmente é 

removido dos espermatozóides antes de sua liberação do epitélio germinativo do testículo 

(espermiação) ou durante o trânsito epididimário. Falha na eliminação do excesso do 

citoplasma resulta na retenção de uma massa de citoplasma na peça intermediária dos 

espermatozóides. Acredita-se que a retenção de citoplasma residual pelo espermatozóide 

humano, relacione-se positivamente com a geração de ERO por meio de mecanismos 

mediados pela enzima citosólica G-6-PDH (Gomez et al.,1996). Esta enzima regula a taxa 

do influxo de glicose pelo movimento da hexose monofosfato, a qual, por sua vez, controla 

a disponibilidade do NADPH intracelular. 

Então, quando o espaço no citosol apresenta-se aumentado devido ao 

excesso de citoplasma residual, a maior atividade resultante de G-6-PDH leva à geração 

excessiva de NADPH e, este, à geração de ERO, as quais são geradas espontaneamente 

pelos espermatozóides humanos após sua liberação da cauda do epidídimo. Embora o 

espermatozóide de todas as regiões do epidídimo possam gerar O2
-, apenas os 

espermatozóides localizados na cauda possuem a competência necessária para produzir 

H2O2, sugerindo que este metabólito do oxigênio em particular, assim como o O2
-, possam 

estar envolvidos na regulação da função espermática. 
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Recentes estudos têm mostrado que os espermatozóides com citoplasma 

residual em excesso possuem defeitos funcionais. Este excesso de citoplasma possui uma 

grande quantidade de enzimas, muitas delas causadoras de disfunção espermática. Além 

disso, a retenção de citoplasma residual é inversamente relacionada com a motilidade 

espermática. 

Na tabela 6 pode-se observar a atividade das enzimas antioxidantes 

superóxido dismutase e catalase nos pacientes HPV/DNA positivo e negativo. Os níveis de 

SOD foram semelhantes em todos os grupos, entretanto, níveis aumentados de catalase 

(9,66±7,64) foram detectados nos pacientes HPV positivos, especialmente no grupo 

formado pelos HPVs de alto risco oncogênico tipos 16 ou 18 (14,76±9,80), comparado aos 

pacientes HPV negativo (p=0,005 e 0,025 respectivamente), como mostrado na figura 13.  
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FIGURA 13: Atividade da catalase em relação ao HPV  
Teste T 
HPV negativo vs HPV positivo,  p= 0,005 
HPV negativo vs HPV 16 ou 18, p= 0,025 



62 

 

 

 

 

TABELA 6: Medida da atividade das enzimas superóxido dismutase e catalase 

 
 

                              

 HPV/DNA NEGATIVO     HPV/DNA POSITIVO        

VARIÁVEIS    total tipo 16 ou 18 outros tipos  VALOR DE p* 
  n=38 (1)  n=30 (2) n=8 (3) n=22 (4)      

 média  dp   média  dp média  dp média  dp    1 vs 2  1 vs 3  1 vs 4 2 vs 3 
               
Atividade  SOD 26,6 24,8  25,5 17,2 24,9 10,7 25,8 19,3  NS NS NS NS 
               
Atividade  CAT 4,9 4,8  9,6 7,6 14,7 9,8 7,8 5,9  0,005 0,025 0,048 0,092 
                              
* Teste T. Foi considerado estatisticamente significante p<0,05.           

NS: associação estatisticamente não significativa.           
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Em condições normais existe um balanço entre a quantidade de ERO 

produzida e neutralizada. Os danos celulares surgem quando essa condição de equilíbrio é 

alterada, especialmente quando os sistemas celulares enzimáticos (SOD e CAT) não 

conseguem eliminar as concentrações aumentadas de ERO (Agarwal e Saleh, 2002). 

Os resultados do presente trabalho sugerem que as defesas antioxidantes 

enzimáticas possam estar sendo ativamente expressas no plasma seminal, no sentido de 

neutralizar as ERO que estão sendo formadas pelos espermatozóides infectados, 

especialmente aqueles com morfologia alterada. Acredita-se que, a retenção de citoplasma 

residual pelo espermatozóide humano, esteja relacionada positivamente com a geração de 

ERO por meio de um mecanismo mediado pela enzima citosólica G-6-PDH (Pasqulotto et 

al.,2000a).  

Por meio da análise das correlações de Pearson, observamos que a atividade 

da catalase está correlacionada positivamente com o parâmetro cauda quebrada (r=0,251; 

p=0,040) e negativamente com o parâmetro morfológico de Tygerberg (r= -0,260; p=0,035), 

o que indica uma associação entre o aumento de CAT seminal em pacientes infectados por 

HPV e a diminuição da morfologia espermática normal. Porém, o presente estudo não 

endereça se aumento de catalase é causa ou efeito dos espermatozóides anormais em 

pacientes com HPV. 

O espermatozóide e o plasma seminal contêm uma bateria de elementos 

neutralizadores e bloqueadores de ERO (Alkan et al.,1997; Sikka et al.,1995; Sharma et 

al.,1999b; Lewis et al.,1997), os quais incluem enzimas como a superóxido dismutase, 

catalase, o sistema glutationa peroxidase/redutase, α-tocoferol, ácido ascórbico, glutationa, 

piruvato, taurina, hipotaurina e albumina. Os neutralizadores das ERO geralmente 

encontrados, tais como a CAT e a SOD, embora muito efetivos quando as ERO são 



 64 

produzidas no nível extracelular, são relativamente ineficazes quando a produção de ERO é 

intracelular. 

O papel benéfico da terapia medicamentosa relacionada à interferência das 

ERO na infertilidade masculina tem recebido muita atenção nos últimos anos. Ainda que 

existam muitas evidências revelando o papel desempenhado pelas ERO em pacientes com 

infertilidade, o debate em relação ao valor dos antioxidantes na melhora dos parâmetros 

seminais permanece (Kessopoulou et al.,1995; Suleiman et al.,1996; Tarin et al.,1998;  

Geva et al.,1998). A concentração e o tipo do antioxidante a ser administrado permanecem 

por serem estabelecidos. Antioxidantes talvez sejam benéficos apenas nos casos de 

infertilidade, onde a etiologia da infertilidade seja o Estresse Oxidativo. 

Com os resultados obtidos no presente trabalho, mostramos que as medidas 

da atividade da catalase existentes no plasma seminal de pacientes com infecção por HPV 

são superiores às encontradas nos homens sem a infecção, sugerindo um potencial 

mecanismo fisiopatológico para disfunção espermática nos pacientes com HPV. Esse 

achado endossa a hipótese de que a infecção por HPV, associada com a piora na qualidade 

seminal é, ao menos em parte, relacionada com o Estresse Oxidativo. O mecanismo 

bioquímico pelo qual ela induz à disfunção da espermatogênese não está elucidado. Serão 

necessárias mais pesquisas para chegarmos a uma conclusão definitiva. 

Pesquisas futuras, envolvendo o uso de antioxidantes isoladamente ou em 

conjunto com o tratamento da infecção por HPV, deverão ser feitas para indicar o benefício 

de tal tratamento nestes pacientes. 
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6. CONCLUSÕES 

 

1. A infecção por HPV apresenta associação significativa com a piora da 

qualidade seminal, no que diz respeito à morfologia do espermatozóide, tanto pelo critério 

da OMS, como pelo critério estrito de Tygerberg. Pacientes infectados com HPV 

apresentaram aumento na atividade de catalase seminal comparados aos pacientes sem 

infecção por HPV. 

2. A prevalência de infecção seminal por HPV foi de 44,1%, sendo 

11,8% referentes aos tipos 16 e 18. 

3. O grupo formado pelos  HPVs de alto risco oncogênico (16 e18), não 

apresentou alterações, estatisticamente significativas, nas principais características seminais, 

apesar da tendência a diminuição dos parâmetros concentração e motilidade espermática.  

4. A atividade da catalase apresentou maior aumento nos pacientes com 

HPV/DNA tipos 16 e 18. 

5. A atividade da catalase seminal está relacionada negativamente com a 

morfologia segundo o critério estrito de Tygerberg e, positivamente, com o parâmetro 

morfológico cauda quebrada, de acordo com o critério da OMS.  

6. Leucospermia não apresenta relação com infecção seminal por HPV. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

1. Aumentar o tamanho da amostra, objetivando uma resposta para a 

questão da influência do HPV na qualidade seminal,  no estresse oxidativo e, talvez, na 

infertilidade masculina, bem como um melhor delineamento do perfil epidemiológico da 

população masculina infectada. 

2. Classificar todos os pacientes HPV positivo quanto ao tipo específico. 

3. Fornecer suplementação antioxidantes aos pacientes infectados, a fim 

de avaliar o papel benéfico da terapia medicamentosa relacionada à qualidade seminal. 

4. Incluir na pesquisa pacientes com lesão peniana e comparar a 

incidência de infecção clínica e subclínica. 
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ANEXO A: Descrição dos oligonucleotídeos utilizados nas reações de PCR. 

 

Oligonucleotídeos Segmento identificado Seqüência de bases 

PCO4 ß-globina humana CAACTTCATCCACGTTCACC 

GH20 ß-globina humana GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 

PGMY09: 

F 

G 

H 

I 

J 

K 

L 

M 

N 

P 

Q 

R 

HMB01 

L1 viral  

CGTCCCAAAGGAAACTGATC 

CGACCTAAAGGAAACTGATC 

CGTCCAAAAGGAAACTGATC 

GCCAAGGGGAAACTGATC 

CGTCCCAAAGGATACTGATC 

CGTCCAAGGGGATACTGATC 

CGACCTAAAGGGAATTGATC 

CGACCTAGTGGAAATTGATC 

CGACCAAGGGGATATTGATC 

GCCCAACGGAAACTGATC 

CGACCCAAGGGAAACTGGTC 

CGTCCTAAAGGAAACTGGTC 

GCGACCCAATGCAAATTGGT 

PGMY11: 

A 

B 

C 

D 

E 

L1 viral  

GCACAGGGACATAACAATGG 

GCGCAGGGCCACAATAATGG 

GCACAGGGACATAATAATGG 

GCCCAGGGCCACAACAATGG 

GCTCAGGGTTTAAACAATGG 

GP05+ (interno) L1 viral TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 

GP06+ (interno) L1 viral CTTATACTAAATGTCAAATAAAAAG 

419-438 (externo) E6/E7 viral HPV16 TGTCAAAAGCCACTGTGTCC 

637-656 (externo) E6/E7 viral HPV16 GAGCTGTCATTTAATTGCTC 

493-512 (interno) E6/E7 viral HPV16 TCGGTGGACCGGTCGATGTA 

606-625 (interno) E6/E7 viral HPV16 GATCAGTTGTCTCTGGTTGC 

426-445 (externo) E6/E7 viral HPV18 TGCCAGAAACCGTTGAATCC 

674-693 (externo) E6/E7 viral HPV18 TCTGAGTCGCTTAATTGCTC 

492-511 (interno) E6/E7 viral HPV18 ATAGCTGGGCACTATAGAGG 

596-615 (interno) E6/E7 viral HPV18 TGCAATGTTGCCTTAGGTCC 
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ANEXO B 

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
 

I- DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA 
 

1. NOME DO PACIENTE:......................................................................................... 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE No.:................................ SEXO:  M (  ) F(  ) 

DATA NASCIMENTO: ....../....../...... 

ENDEREÇO:...........................................................................................................  

No. .................  APTO........................   CEP:.......................................................... 

               TELEFONE: DDD (........) ...................................................................................... 

 
 

II – DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTÍFICA 
 

2.1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: 
“INFECÇÃO VIRAL CAUSADA PELO PAPILOMAVÍRUS  HUMANO TIPOS 
16 E/OU 18 E SUA INFLUÊNCIA NA QUALIDADE SEMINAL E NO 
ESTRESSE OXIDATIVO.” 
 
2.2 UNIDADE EXECUTORA:  
Universidade de Caxias do Sul, Caxias do Sul, RS 

 
2.3 PESQUISADORES 
Bioq. Letícia Lucchese (mestranda Biotecnologia) 
Prof. Dra. Jovana Mandelli (DCBM – CCBS - UCS) 
Prof. Dra. Mírian Salvador (DCBM – CCBS - UCS) 
Prof. Dr. Eduardo Pretto Serafini (DCBM – CCBS - UCS) 
Prof. Dr. Fábio Firmbach Pasqualotto (DCBM e CCBS / UCS) 
Prof. Msc. Renato Rombaldi (DCBM – CCBS - UCS)  
 
2.4 ENDEREÇOS PARA CONTATO: 
Dr. Fábio Firmbach Pasqualotto 
Conception – Centro de Reprodução Humana 
Rua Pinheiro Machado, 2569 sala 23/24 
CEP: 95020170, Caxias do Sul, RS, Brasil 
Fone/Fax: (054) 3214 4095 
e-mail: Fabio@conception-rs.com.br  
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2.5 AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

(  )SEM RISCO (X) RISCO MÍNIMO        (  ) RISCO MÉDIO 
(  )RISCO BAIXO (   ) RISCO MAIOR 

(probabilidade de que o indivíduo sofra algum dano como conseqüência imediata ou 
tardia do estudo) 
 
2.6 DURAÇÃO DA PESQUISA:  
24 meses 
 
 
 

III- EXPLICAÇÕES AO PACIENTE SOBRE A PESQUISA: 
 
A infertilidade conjugal incide sobre 15% dos casais em idade reprodutiva. O 

homem corresponde a 50% das causas. Além disso, pacientes com câncer de 
testículo, leucemia e linfoma podem apresentar esterilidade permanente com os 
atuais tipos de tratamento usados. 

1. Objetivos da pesquisa: 
Estudar a presença do vírus HPV no plasma seminal/espermatozóides de homens 

cujas mulheres apresentem o vírus do HPV humano. Além disso, correlacionar a 
presença do HPV com as principais características seminais (concentração, 
motilidade e morfologia espermática) e com a presença ou não de infertilidade. Por 
fim, avaliar os marcadores do estresse oxidativo e comparar pacientes que 
apresentam positividade para o HPV com pacientes negativos para o HPV. Caso 
exista uma correlação da presença do HPV e as principais características seminais, 
ou presença ou não de infertilidade, estabelecer o screening do vírus do HPV nos 
pacientes masculinos com dificuldade para estabelecer gravidez ou com alterações 
seminais. Com o tratamento do vírus do HPV nos pacientes com infertilidade, 
diminuiríamos a necessidade de tratar pacientes com tecnologia mais cara como 
inseminação intrauterina ou mesmo fertilização in vitro e aumentaríamos as taxas de 
gravidez com a utilização de terapias contra o vírus do HPV, visto que existe uma 
correlação já bem estabelecida na literatura entre estresse oxidativo e baixas taxas de 
gravidez mesmo com técnicas de fertilização in vitro. 

2. Procedimentos que serão utilizados e propósitos, incluindo a identificação 
dos procedimentos que são experimentais: 

Medida da peroxidação lipídica da membrana dos espermatozóides, níveis de 
catalase e superóxido dismutase, avaliar concentração, motilidade e morfologia 
espermática, a presença ou não do papiloma vírus nas amostras seminais. 

3. Desconfortos e riscos esperados: 
Desconforto mínimo, resumindo-se à coleta de sêmen (espermograma) pelo 

paciente, a qual possui uma duração aproximada de 10 a 30 minutos. 
4. Benefícios que poderão ser obtidos: 
O resultado do exame laboratorial (espermograma e presença ou não do HPV na 

amostra seminal) será comunicado ao paciente. 
5. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o indivíduo: 
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Os procedimentos alternativos (eletroejaculação) vão requerer metodologia e 
sofisticação maior que a proposta aqui apresentada, além de ser de maior custo. 

IV – ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE 
GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA: 

 
1. O voluntário participará de maneira gratuita deste projeto com a doação de 

sêmen para a realização de análises bioquímicas e testes específicos no sêmen. 
2. Acesso, a qualquer tempo, às informações sobre procedimentos, riscos e 

benefícios relacionados à pesquisa, inclusive para dirimir eventuais dúvidas. 
3. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de 

participar do estudo, sem que isto traga prejuízo à continuidade da assistência. 
4. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade. 
5. Todas as análises bioquímicas serão realizadas de forma confidencial, não 

sendo identificado o voluntário. As publicações não incluirão qualquer referência ao 
nome do doador que possam identificá-lo. 

 
 
V – OBSERVAÇÕES COMPLEMENTARES 
Após realizar todos os testes e avaliar a presença do HPV no sêmen, as amostras 

serão descartadas, não podendo ser utilizadas para outro fim. 
 
 
VI – CONSENTIMENTO PÓS-ESCLARECIDO 
Declaro que, após convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido 

o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa. 
 
 
 
 
Caxias do Sul,  de   de             . 
 
 
 
 
____________________________________________  
Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsável legal 
 
 
 
________________________________ 
Assinatura do pesquisador 
(carimbo ou nome Legível) 
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ANEXO C 
 

FICHA DE AVALIAÇÃO 
                                          

IDENTIFICAÇÃO:      PROTOCOLO: 
Nome:                            Idade _______________                       
DN:                             Local de nascimento: __________________                                      
Endereço:__________________________________________________________ 
Cidade:                                                               _____Estado: _________________ 
Telefone res.:        Tel. contato: ________________________                 
 
Escolaridade: 
�  1°grau     �  2°grau     �  3°grau     �  curso técnico     �  incompleto     �  completo 
Profissão:__________________________________________________________ 
 
ANTECEDENTES PESSOAIS: 
-Doenças � não         � diabetes     � tuberculose   � tireoidopatia  
  � doença respiratória     � neuropatia     
                        � fibrose cística do pâncreas                 Outras: ________________ 
 
-DST  � não     �  HPV     �  Lues     � gonorréia    �  HIV    � UNG 
  Outras:  _______________________________________________ 
 
-Orquiepididimite: � não         � sim 
 
-Lesão testicular:    � não         � orquite pós-caxumba   � esquerda    � direita 
   � trauma                          � esquerda    � direita 
   � torção                           � esquerda    � direita 
   Outras:  ________________________________________ 
 
-Varicocelectomia: � não         � sim                              � esquerda    � direita 
-Criptorquidia  � não         � sim                              � esquerda    � direita 
 Tratamento:  � não         � sim                              � cirúrgico    � clínico 
 
-Outra cirurgia:         � não         � vasectomia                � hérnia inguinal      
                                  � hidrocelectomia                         Outras: _______________ 
 
HÁBITOS: 
 
-Tabagismo:  � não         � sim          ____cigarros/dia  por____anos 
   Início aos____anos       Parou há____anos 
-Café:   � não         � sim          ____copos de cafezinho(____litros) 
   � dia          � semana           � mês 
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-Refrigerante base de cola: � não         � sim   (____litros) 
    � dia          � semana        � mês 
 
-Alcoolismo:   � não         � sim 
    � vinho              ____ copos         � dia     � semana     � mês 
    � cerveja           ____copos          � dia     � semana     � mês 
    Outros: __________ copos         � dia     � semana     � mês 
 
-Chimarrão:   � não         � sim  ____cuias  (____litros) 
    � dia          � semana       � mês 
 
-Drogas:   � não         � sim   tipo_________     ____vezes por/____ 
 
-Medicamentos:  � não         � sim          Tipo_____________ Tempo_____ 
  Viagra   � não         � sim  Qdo _____________ 
 
         
-Fatores ambientais e/ou ocupacionais:  � não         � sim        
                                                                � calor       � fatores tóxicos    � prod.químicos         
          Outros:  _________________________ 
 
FUNÇÃO SEXUAL: 
-Ereção:   � normal        � inadequada 
-Ejaculação:   � normal        � inadequada 
 Especificar: 
-Parceiras no último ano: 
EXAME FÍSICO: 
 Altura:    ______ m                Peso: _______ Kg      
DADOS COMPLEMENTARES: 
-Nome da parceira: _____________________________________________________ 
-N° ficha da parceira: __________________     HPV       � não         � sim 
-Motivo acompanhamento amb. UCS: ______________________________________ 
-Início do acompanhamento: ______________________________________________ 
-Duração do atual relacionamento: _____anos 
-Filhos deste relacionamento:            � não         � sim        Quantos: Idade: 
-Filhos de outros relacionamentos:    � não         � sim        Quantos: Idade: 
-Período de abstinência: _________________ 
Demais informações relevantes: 
-Relacionamentos extraconjugais nos últimos 24 meses:   � não        � sim        Quantos: _ 
-Uso preservativo:        � nunca    � as vezes  � sempre 
-Houve intercorrência    � não        � sim        Quais: 
-Houve perda de material:   � não        � sim 
 
Data: ____/____/____ 
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ANEXO D 
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