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DIAGNOSTICO DO Papilomavirus humano EM LESOES CLINICAS E
SUBCLINICAS DE PENIS: AVALIACAO DA EFICACIA DIAGNOSTICA DOS
METODOS COLETA DE MATERIAL COM ESCOVA E PCR, PENISCOPIA E

HISTOLOGIA

RESUMO

A infeccdo genital pelo Papilomavirus humano € uma das doengas sexualmente
transmissiveis de maior frequéncia, sendo que cerca de 40 gendtipos foram detectados na
regido anogenital feminina e masculina.

Este estudo visou avaliar a eficacia diagndstica dos métodos coleta de material com
escova e PCR, peniscopia e histologia, para diagnostico do Papilomavirus humano em
infeccdes clinicas e subclinicas de pénis, bem como estabelecer o perfil epidemioldgico da
populacdo masculina contaminada. Para tanto, desenvolveu-se um estudo prospectivo em
homens que procuraram o servico de urologia com lesdo no pénis, e em homens parceiros
sexuais de mulheres portadoras de lesbes de baixo ou alto grau do colo uterino. Os
pacientes foram submetidos a entrevista epidemioldgica, peniscopia e coleta das amostras
com escova e por biopsia. Avaliou-se a sensibilidade, a especificidade e a razdo de
probabilidade positivo e negativo dos métodos coleta com escova e PCR, peniscopia e
histologia para diagnostico da infec¢do pelo HPV. Dos 80 homens estudados, 38 (47,5%)
apresentaram-se negativos para HPV/DNA e 42 (52,5%) apresentaram-se positivos para
HPV/DNA, dos quais 29 (36,2%) eram portadores de infec¢do clinica, 12 (15%) eram
portadores de infeccdo subclinica, e um (1,3%) era portador de infeccdo latente.

As medidas de desempenho dos métodos diagnosticos da infecgdo clinica pelo HPV

foram consideradas muito boas para os métodos coleta de material com escova e PCR,
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histologia e peniscopia + histologia; e a coleta de material com escova e PCR foram os
métodos que apresentaram o melhor desempenho, quando empregados isoladamente, para
diagnostico da infeccdo subclinica pelo HPV.

O estudo epidemiolégico evidenciou média de idade do grupo HPV/DNA positivo
de 28,1+9,6 anos, com clara prevaléncia dessa infecgdo abaixo de 29 anos. Houve
associacdo estatistica entre as variaveis, média de idade, estado marital solteiro, idade da
primeira relacdo sexual <16 anos, nimero de parceiras >2 no ultimo ano e infecgdo pelo

HPV.
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DIAGNOSIS OF THE Human Papillomavirus IN CLINICAL AND SUBCLINICAL
LESIONS OF THE PENIS: EVALUATION OF THE DIAGNOSTIC EFFICIENCY
OF THE METHODS MATERIAL COLLECTION BY BRUSH AND PCR,

PENISCOPY AND HISTOLOGY

ABSTRACT

Genital infection by the human Papillomavirus is one of the most frequent sexually
transmitted diseases, and about 40 genotypes were detected in female and male anogenital
region.

The aim of this study was to evaluate the diagnostic efficiency of the colletction
methods by brush and PCR, peniscopy and histology for HPV diagnosis of the human
Papillomavirus in clinical and subclinical penis infections, as well as to determine
epidemiologic contaminated profile male population. A prospective study was carried out
in men seeking for treatment at the urology service due to lesion in the penis, as well as in
men whose sexual partners are women with either serious or mild lesions in the uterine
cervix. The patients have been subjected to epidemiologic interview, peniscopy and to
sample collection by brush and biopsy. The collection of methods by brush and PCR,
peniscopy and histology, used for the diagnosis of HPV infection, have been assessed in
terms of their sensitivity, their specificity and also regarding the ratio between their positive
and negative probability. Of the 80 men included in study, 38 (47.5%) were negative for the
HPV/DNA, whereas 42 (52.5%) were positive to HPV/DNA, out of whom 29 (36.2%) had

clinical infection, 12 (15%) had subclinical infection and one (1.3%) had a latent infection.
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The performance standards of the diagnostic methods for clinical HPV infection
was considered excellent for brush and PCR, histology and peniscopy + histology; brush +
PCR were the methods that showed the best performance when used alone for the diagnosis
of subclinical HPV infection.

The epidemiologic analysis showed an mean age 28,1+9,6 years for HPVV/DNA
positive group, with a clear prevalence of this infection in people with less age of 29 old.
There were significant difference between HPV infection and the following variables: age,
marital status-single, first sexual intercourse before 16 old and number of sexual partners in

the last 2 or more years.
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1. INTRODUCAO

A infeccdo genital provocada pelos diferentes tipos de Papilomavirus humano
(HPV) é, na atualidade, uma das doencas sexualmente transmissiveis (DST) de maior
frequiéncia e das mais estudadas, mormente pelo seu importante papel na génese do cancer
do colo uterino e pela possibilidade de inducdo de uma numerosa variedade de lesdes
epiteliais proliferativas em diferentes partes do corpo humano. Assim posto, merece énfase
a infeccdo da area genital por alguns gendtipos de Papilomavirus humano, denominados de
alto risco oncogénico, que podem originar lesdes com potencial evolutivo para carcinomas
do colo uterino, vagina e vulva.

Nos ultimos 30 anos, presenciou-se uma extraordinaria revolucdo na compreensao,
administragdo, diagnose e controle acerca do HPV. Todo esse conhecimento proporcionou
um impacto positivo significante, que apesar dos progressos, permanece como uma das
principais causas de morbidez. As mudangas mais singulares na diagnose do HPV
estiveram relacionadas ao aparecimento e emprego crescente da biologia molecular como
método diagnostico, permitindo melhor compreensdo dos mecanismos celulares pelos
quais 0 HPV esta envolvido na génese neoplésica.

Na atualidade, as técnicas diagndsticas utilizadas para identificar a infec¢do pelos
Papilomavirus enfatizam a anamnese e 0 exame fisico, bem como o emprego de métodos
complementares, tais como o citologico, histoldgico, imuno-histoquimico, microscopia
eletrbnica e a biologia molecular. Entretanto, gradativa e definitivamente, a deteccdo do
HPV tem se baseado em seus efeitos morfoldgicos virais sobre a célula ou pela deteccéo de
seu acido desoxirribonucléico (DNA).

A forte associacdo entre o Papilomavirus humano e os cénceres da regido

anogenital pressupbe a utilizacdo de métodos diagnosticos que permitam identificar o



virus, estabelecer o seu genotipo e classifica-lo de acordo com o seu potencial de baixo ou
alto risco oncogénico. Desta maneira, indubitavelmente, o emprego de técnicas de biologia
molecular, pela maior especificidade demonstrada, € a conduta mais adequada. Destaca-se
a importancia do método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) visto que, dependendo
da metodologia de coleta empregada, poderemos ter nas amostras niveis muito baixo de
DNA viral para serem identificados, resultantes do pouco material viral existente na célula
ou da pequena quantidade de material coletado.

O homem tem uma funcdo importante na disseminacdo do HPV e muito tem-se
discutido sobre o seu papel nas freqlentes recidivas e persisténcia da infeccdo na mulher,
bem como sobre a importancia de seu tratamento para reducdo das taxas de lebes
precursoras do cancer do colo uterino. O diagnostico da infeccdo pelo HPV no homem
ganha importéncia, jA que frequentemente é assintoméatico, o que torna o individuo
contaminado um reservatorio de virus, com um papel determinante na transmissao e
perpetuacdo dessa doenca. O emprego de métodos bioldgicos de diagnostico para rastrear o
HPV pode proporcionar uma melhora no tratamento, no acompanhamento e na prevencéao
de sequielas maiores e do cancer de pénis, mesmo que esse Seja raro em nossa regido. Tais
métodos também auxiliam na prevencdo da disseminacdo do HPV, oportunizando uma de
orientacdo sensata e real do casal, além de permitir amenizar o impacto da infec¢do na
mulher.

Em virtude das repercussdes da infeccdo do HPV na espécie humana, bem como da
necessidade de se identificar um método diagndstico de facil execucdo, ndo-invasivo, de
menor custo, de alta sensibilidade na identificacdo e classificacdo do HPV, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a eficacia diagnostica dos métodos, coleta de material

com escova e PCR, peniscopia e histologia, em infec¢des clinicas e subclinicas de pénis



compativeis com HPV, bem como estabelecer o perfil epidemiologico da populagdo

masculina contaminada.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A infeccdo pelo Papilomavirus humano é extremamente freqliente em todo o
mundo (MENZO et al., 2001). Os varios tipos de Papilomavirus humano (HPV) induzem a
uma variedade de lesbes epiteliais proliferativas em diferentes locais do corpo humano.
Embora a maior parte das infeccdes seja de natureza benigna, a infeccdo da area genital por
alguns genotipos de HPV, denominados de alto risco, resulta em lesGes que possuem
grande potencial para progredir para carcinomas (STUBENRAUCH et al., 2000; SWAN et
al., 1999). Tal foi a forca das evidéncias associando o HPV ao cancer do colo uterino, que
a International Agency for Research on Cancer (IARC) promoveu uma reunido de
consenso e considerou os HPV 16 e 18 carcinogénicos para a espécie humana (World
Health Organization, 1995).

No Brasil, o Ministério da Saude e o Instituto Nacional do Céncer, em estudo
intitulado “Estimativas sobre a Incidéncia e Mortalidade por Céancer no Brasil — 2002,
como parte do sistema de vigilancia do cancer, realizou estimativa para 0 mesmo ano,
sobre a incidéncia e mortalidade por cancer. O estudo forneceu um conjunto de
informacgdes que permitiram um melhor entendimento do cenario brasileiro uma vez que
analisou as neoplasias malignas no sexo feminino e a localizacdo do maior nimero de
incidéncias. Foi observado que estas, ocorreriam nas seguintes localizacBes primarias:
mama, pele, colo do Utero e cdlon e reto, em ordem decrescente. No mesmo estudo, a
analise da mortalidade estimou que as maiores incidéncias ocorreriam nas seguintes
localizagdes: mama, pulméo, colon e reto, colo do utero e estdmago. Identificou, também,
que na regido sul do Brasil, as maiores taxas de incidéncia de cancer entre mulheres, em
ordem decrescente de ocorréncia, correlacionar-se-iam a pele (ndo-melanéticos), a mama,

ao colo uterino e colon e ao reto. Quanto as maiores taxas de mortalidade, em ordem



decrescente de ocorréncia, correlacionar-se-iam a mama, ao pulmao, ao célon e reto e ao

colo do utero (KLIGERMAN, 2002).

2.1. Biologia do HPV

O HPV é um DNA-virus, ndo cultivavel, da familia Papilomaviridae, género
Papillomavirus (HOWLEY and LOWY, 2001), capaz de induzir no homem uma grande
variedade de lesdes proliferativas (VERNON et al., 2000). Até o momento, mais de 100
gendtipos diferentes de HPV foram identificados, dos quais aproximadamente 40 foram
detectados na area anogenital (KLETER et al., 1999). O virus possui um genoma de DNA,
constituido por 7.200 a 8.000 pares de base, de cadeia dupla, contido num capsideo externo
de proteina virdtica que mede cerca de 55 nandmetros de diametro. Tal capsideo € formado
por 72 subunidades (capsémeros), com arranjo icosaédrico, sendo por este motivo de
aparéncia esférica a microscopia eletrénica (BOUSARGHIN et al., 2002; BOUDA et al.,
2000). O HPV ¢ constituido por dois tipos de proteinas estruturais: L1 (proteina maior),
que é género-especifica, sendo sua presenca correlacionada a presenca de HPV intacto nos
tecidos; e L2 (proteina menor), que é altamente tipo-especifica (BOUSARGHIN et al.,
2002).

Os genes que compdem o genoma viral dos HPV podem ser divididos em dois
grupos funcionais: genes tardios (Late “L”) e genes precoces (Early “E”), sendo cada um
constituido por uma série de "regides" ou opening reading frames (ORFs) que codificam as
proteinas virais. O segmento E, que representa 45% do genoma, € constituido por oito
ORFs e codifica proteinas relacionadas com a replicacdo e controle do genoma viral. O
segmento L, que representa 40% do genoma, é responsavel por codificar as proteinas

estruturais do capsideo do virus. Entre 0s segmentos L e E existe um outro segmento,



denominado de long control region (LCR), que representa 15% do genoma e contém
elementos regulatorios da expressao genetica e da replicacdo do DNA (SOUSA et al.,

1990).

2.2. Proteinas virais

A organizacdo molecular do genoma dos Papilomavirus humano pode ser melhor

entendida com a Figura 1.

Figura 1. Mapa do HPV 16, mostrando o genoma circular com 7.905 pares de bases, 0s
genes precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7), os genes tardios (L1 e L2) e a long control
region (KENNEDY et al., 1991).
2.2.1. Gene E1

A regido codificadora do gene E1 leva a producdo de uma fosfoproteina de 68 kDa
com atividade helicasica e ATPasica intrinseca, que além de possuir alta afinidade pelo
DNA é responsével pela manutencdo na forma epissomal do DNA vir6tico (LUSKY and
BOTCHAN, 1985, 1984). A proteina E1 em conjunto com a proteina E2 formam o

complexo E1-E2 sendo esse de extrema importancia nos mecanismos de replicacdo viral

(SCHEFFNER et al., 1994).



2.2.2. Gene E2

A proteina codificada pelo gene E2, além de controlar a transcricdo de outros genes
como E6 e E7, parece possuir atividade estimuladora da funcdo da proteina supressora do
crescimento tumoral p53. Desaintes et al. (1997) demonstraram que a expressdao de E2

pode resultar em apoptose celular.

2.2.3. Gene E4

A expressdao da proteina E4 é tardia no ciclo produtivo virdtico ocorrendo
primariamente no citoplasma (DOORBAR et al., 1986) e sua funcdo ainda esta para ser
melhor esclarecida, acreditando-se que sua producéo esteja ligada a diferenciacdo terminal
dos queratindcitos. Para alguns autores, a proteina E4 seria responsavel pela alteracdo da
arquitetura celular conhecida como coilocitose (ROBERTS et al., 1997; DOORBAR et al.,
1986)e o rompimento na arquitetura da célula pode facilitar a liberacdo de particulas

viréticas (DOORBAR et al., 1991).

2.2.4. Gene E5

O gene E5 ndo aparece em todos os tipos de HPV, além de poder estar inativo em
alguns outros. A proteina E5 tem-se atribuido papel relacionado a transformagéo induzida
pelos HPV tipo 1, 6 e 16 (CRUSIUS et al., 1997).

Com relacdo as taxas de proliferacdo celular, a proteina codificada pelo gene E5
parece ainda operar em conjunto com o fator de crescimento epidermoide no sentido de

favorecer a proliferacéo celular.



2.2.5. Gene E6

A proteina E6 desempenha importante papel nos processos que culminam com
transformacdo celular neoclassica, em especial pelo fato dessa proteina interagir de
maneira a acelerar os mecanismos de degradacao fisioldgica da proteina supressora do
crescimento tumoral p53 (SCHEFFNER et al., 1991; WERNESS et al., 1990), fendmeno

esse que interfere profundamente nos mecanismos de apoptose e reparo do DNA.

2.2.6. Gene E7

Da mesma forma que E6, a proteina codificada pelo gene E7 também exerce papel
importante nos mecanismos de transformacéo celular, ndo através de p53, mas por interagir
com a proteina supressora de tumores retinoblastomas (pRB) (DYSON et al., 1989) e
aumentar sua degradacdo através da via ubiquitina-proteassomo, a mesma via envolvida na
degradacéo de p53. O E7 de HPV 16 possui uma afinidade com a pRB, 5 a 20 vezes maior

que 0 E7 de HPV 6 e 11 (MUNGER et al., 1989).

2.2.7.GenesLlelL?2

Os dois genes tardios (Late) L1 e L2 codificam as proteinas do capsideo viral (LI et
al., 1987; KOMLY et al., 1986). O L1 é o mais conservado ORF dentro do genoma do
HPV, possuindo cerca de 40% de aminoacidos homologos, presentes em distintos tipos de

HPV .

2.3. Integracdo do genoma viral ao genoma humano
O genoma dos HPV, por razdes ainda néo esclarecidas, pode integrar-se ao genoma

humano, sendo essa etapa fundamental para a transformacdo neoplasica. Durante o



processo de integracéo, parece haver preferéncia por areas do genoma humano proximas a
oncogenes. O genoma viral, quase que invariavelmente, ¢ aberto ao nivel das regides
E1/E2 que, entre outras atividades, controlam a transcri¢do dos genes E6 e E7 (WELLS et
al., 2000). Nessa condicao, E6 e E7 encontrar-se-do livres de controle transcritivo e, dessa
forma, poderdo efetivamente interferir nos mecanismos de controle do ciclo celular. Os
tipos virais que com mais frequéncia integram-se ao genoma humano séo os tipos 16 e 18
(LOWY et al., 1994). Eentretanto, a integracdo viral também €é observada nas infeccbes
virais dos tipos 31, 33 e 35. Esses cinco tipos virais sdo 0s mais encontrados nas lesdes
intra-epiteliais precursoras e no proprio carcinoma escamoso do colo uterino (MUNOZ et
al., 2003). E importante ressaltar que as infeccdes por HPV isoladamente ndo s&o capazes,
por si sO, de induzir progressao para neoplasia invasora, sendo que menos de 2% das lesbes
induzidas por esse virus evoluirdo para invasdo, o que demonstra, indubitavelmente, a
necessidade de outros eventos moleculares para o surgimento do fendtipo invasivo
(MENER et al., 2000).

Nas lesdes benignas induzidas pelo HPV, o DNA viral é encontrado na forma
epissomal, ou seja, ndo integrado ao genoma da célula hospedeira e em multiplas cépias. Ja
nas lesdes malignas induzidas pelo HPV, o DNA viral integra-se ao genoma da célula
hospedeira (DURST et al., 1985; SCHWARZ et al., 1985) formando uma ligacdo estavel
que interfere na capacidade celular de se replicar de maneira autbnoma.

Nas lesbes malignas induzidas pelo HPV, o sitio de ligacdo nos cromossomas é
aleatdrio, porém constante em todas as células de um mesmo tumor, parecendo ter alguma
preferéncia por locais frageis ou proximos a oncogenes celulares. Conforme Wells et al.
(2000), o sitio de abertura da molécula circular do DNA do virus é especifico, ou seja,

sempre se abre no mesmo local, entre E1 e E2. Observaram, ainda, que o E2 é responsavel



por reprimir a transcricdo dos genes virais E6 e E7. Uma vez que E2 é inativado pela
abertura da molécula virdtica, ha um aumento consideravel da expressao dos genes E6 e
E7. O potencial oncogénico do virus é relacionado aos produtos desses genes, que
interagem e inativam proteinas celulares derivadas dos genes supressores de tumores p53 e
pl05-RB, além de promover a degradacdo dos referidos genes, blogueando sua funcao
(WERNESS et al., 1990). A oncogenicidade, portanto, vai depender diretamente do grau
de afinidade entre as proteinas derivadas dos genes supressores de tumores e as proteinas
virais derivadas de E6 e E7. Assim sendo, os produtos dos genes E6 e E7 dos HPV de alto
risco (tipos 16, 18 e 31) apresentam grande afinidade com as proteinas derivadas de p53 e
pl05-RB (SCHEFFNER et al., 1990; WERNESS et al., 1990), enquanto os produtos
derivados dos genes dos virus de baixo risco (tipos 6 e 11) possuem baixa afinidade. O
resultado da integracdo do virus € a imortalizacdo das células em que o HPV foi integrado
(WOODWORTH et al., 1990; MUNGER et al., 1989). Tais células exibem
morfologicamente figuras de mitose anormais, pleomorfismo nuclear, valores de DNA
aneupldides, consistentes com numero cromossomial anormal e alteracdo arquitetural dos
cromossomos. Porém, estas células s6 passam a ser precursoras de tumores quando 0s

genes transformantes E6 e E7 sdo expostos a oncogenes celulares ativados.

2.4. Classificacdo do HPV

Atraves de técnicas moleculares e com a presenca de DNA viral em lesdes benignas
e malignas do colo uterino, os HPV foram classificados em baixo potencial para
desenvolvimento de lesdes malignas, chamados de baixo risco oncogénico, e alto potencial
para desenvolvimento de lesGes malignas, chamados de alto risco oncogénico. Neste

contexto os HPV 6, 11, 40, 42, 43 e 44 séo considerados de baixo risco oncogénico,
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enquanto que os HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68 pertencem ao
grupo de alto risco oncogénico (BOSCH et al., 1995; LORINCZ et al., 1992; VAN
RANST et al., 1992). Munoz et al. (2003), em seu estudo, classificou quinze HPV como
sendo de alto risco oncogénico (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82),
trés de provavel alto risco oncogénico (26, 53 e 66), o que sugere serem classificados como
alto risco oncogénico, e doze de baixo risco oncogénico (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70,
72, 81 e C16108), existindo uma relacdo entre a classificacdo epidemioldgica e a

classificacédo filogenética.

2.5. Co-fatores na infeccdo pelo HPV

Como a maioria das infec¢bes pelos HPV, mesmo pelos de alto risco oncogénico,
ndo necessariamente determinam o desenvolvimento neoplasico, estudam-se fatores
ambientais ou do proprio hospedeiro, que podem ser necessarios para o desenvolvimento
neoplasico. Exemplos destes co-fatores seriam os horménios, resposta imunoldgica e
heranca genética. Como co-fator hormonal cita-se a progesterona, portadora de acao in
vitro sobre a LCR, estimulando a transcricdo de HPV 16. Outros carcin6genos, como 0s
encontrados no fumo, podem também ter participacdo direta como mutagénicos ou por
provocarem imunodeficiéncia local (VILLA, 1997). Quanto a fatores hereditérios,
Magnusson et al. (2000) demonstraram que pelo menos 27% da variabilidade na
susceptibilidade ao desenvolvimento neopléasico no colo uterino pode ser explicada por

heranca genética.

11



2.6. Historia natural da infeccéo pelo HPV

Informacdes obtidas de estudos transversais em mulheres sobre a prevaléncia do
HPV por faixas etarias permitiu inferir que o contagio pelo HPV acontece no inicio da vida
sexual, na adolescéncia, ou por volta dos 20 anos. A infeccdo serd transitoria na maioria
das vezes e ndo havera evidéncia clinica de doenca, que poderd ser suprimida ou até
curada. Outras vezes apresentardo lesdes de menor importancia, que poderdo regredir
espontaneamente. Uma minoria de mulheres desenvolvera uma infeccdo persistente pelo
HPV, talvez como resultado da presenca de co-fatores (HO et al., 1998). Algumas destas
infeccdes persistentes podem estar associadas a tipos virais de alto risco oncogénico, que
podem originar lesGes com potencial evolutivo para carcinomas. A maior parte dessas
lesGes precursoras do cancer do colo uterino sdo diagnosticadas em mulheres com idade
entre 25 anos e 29 anos, enquanto os diagndsticos de cancer cervical sdo mais freqiientes
entre 35 anos e 39 anos (VILLA, 1997; SCHIFFMAN, 1992).

Estudos prospectivos tém corroborado estas informagdes demonstrando que, a
partir da contaminacdo, o HPV é capaz de estabelecer uma infec¢do transitoria ou
persistente. A infeccdo transitoria é a mais frequente e, apds um periodo variavel de tempo,
ndo é mais possivel detectar o DNA viral. Ja a infec¢do persistente parece ocorrer mais
frequentemente por HPV considerados de alto risco oncogénico (HO et al., 1998), que
associados a alta carga viral, seriam o0s principais fatores determinantes do
desenvolvimento de lesdes pré-invasivas (VILLA, 1997). Para legitimar as afirmacdes,
cita-se o estudo realizado por Franco et al. (1999) que avaliaram 1.425 mulheres brasileiras
em relagdo a aquisicdo e eliminagcdo do HPV. Esses autores demonstraram uma taxa de
1,3% de novas infecgdes por HPV por més, com taxa cumulativa de 38% ap6s 18 meses.

Apenas 35% permaneceram infectadas ap0s 12 meses. O tempo médio de infec¢do para
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tipos virais considerados de alto risco oncogénico foi de 13,5 meses e de 8,2 meses para 0s
de baixo risco oncogénico. Mesmo nos casos de infecgdo persistente, existe a possibilidade
de regressdo das lesdes, e apenas uma minoria de mulheres apresentardo uma leséo
precursora de cancer no colo uterino que, ndo-diagnosticada e tratada, poderd progredir
para o cancer.

Ao contrario, do que ocorre na populacao feminina, ndo existem dados consistentes
sobre a historia natural da infeccdo pelo HPV na populacdo masculina, apesar da sua
prevaléncia ser significativa. Excetuando-se pela baixa frequéncia de lesbes precursores do
cancer e do proprio cancer genital masculino, ndo ha motivos para se acreditar que a

historia natural seja muito diferente.

2.7. Formas de contaminacéo pelo HPV

Considera-se que o HPV seja de transmissdo preferencialmente sexual (ROTOLA
et al., 1994; SIEGEL and MELLINGER, 1992), mas dependendo do tipo de HPV e das
lesBes clinicas associadas a ele, os HPV podem ser transmitidos pelo contato da pele com
fomites (instrumental médico), perinatal ou por auto-inoculagdo (pelo cogar, morder ou
roer verrugas).

O conhecimento da infeccdo pelo HPV nas fases latente e subclinica ainda €
limitado, dificultando a informac&o sobre a transmissdo sexual da infeccdo durante essas
fases. O herpes genital, uma doenca sexualmente transmissivel comum como a infeccéo
pelo HPV, pode ser transmitido primariamente pelo verter de virus em pacientes sem sinais
ou sintomas de doenca (MERTZ et al., 1992). Conforme Strand et al. (1993), essa situagédo
poderia ser semelhante a da infeccdo pelo HPV, pelo fato da prevaléncia de HPV/DNA

entre pacientes assintomaticos em clinicas de doencas sexualmente transmissiveis.

13



Brown et al. (1999) sugerem que nem todo contato com o HPV ¢é capaz de
estabelecer uma infeccdo, sendo a infectividade esperada entre parceiros sexuais, em torno
de 60%. A infeccéo inicia-se pela camada basal do epitélio, em locais em que se encontra
mais exposta, como na juncdo dos epitélios escamoso e colunar do colo uterino, ou apos
microtraumas que possivelmente ocorrem durante o coito (SIEGEL and MELLINGER,
1992; JENSON et al., 1987).

Diversos autores ja demonstraram a presenca do HPV em liquido amniético, na
pele e orofaringe de recém-nascidos, em proporcdes de até 73% (TSENG et al., 1998;
KAYE et al., 1996; CASON et al., 1995; KAYE et al., 1994; PAKARIAN et al., 1994).
Apesar destas altas incidéncias, ndo se observa uma grande proporcdo de criangas com
lesGes, como seria esperado, caso toda contaminacgdo resultasse em lesdo. Ao contrario, 0s
casos sao esporadicos e traduzem-se pela presenca de condilomas na genitalia externa de
recém-nascidos e pré-escolares, além da papilomatose juvenil recorrente, na qual estdo

presentes lesdes em orofaringe.

2.8. Prevaléncia da infecc¢éo pelo HPV em homens

O DNA do HPV genital tem sido detectado em 3,6% a 84% dos homens
(KOTOULAS et al., 1996), dependendo da populacdo em estudo e das diferencas
metodoldgicas. Alguns autores encontraram uma prevaléncia de HPV/DNA em homens
saudaveis, em torno de 5%, com um pico de 8% a 11% na faixa etaria de 16 anos a 35 anos
de idade (DILLNER et al., 2000a; MOSCICKI et al., 2000; MOSCICKI, 1996).
Coeficientes de prevaléncia mais altos (63% a 84%) foram relatados entre os homens que
frequentavam clinicas de doencas sexualmente transmissiveis (WIKSTROM et al., 1992;

LAW et al., 1991; MANDAL et al., 1991). Apesar da prevaléncia significativa na
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populacdo masculina, e ao contrario do que ocorre entre as mulheres, ndo ha associacao
expressiva entre infeccdo pelo HPV e tumores do aparelho geniturinario, sendo o
carcinoma de pénis uma neoplasia rara, com incidéncias mais altas em paises em
desenvolvimento. Lopes et al. (2002) referiram uma freqéncia relativa desse tumor no

Brasil e Estados Unidos, de 2,1% e 0,5% respectivamente.

2.9. Formas de apresentacdo da infeccao pelo HPV
A infeccdo pelo HPV, tanto no homem como na mulher, tem sido descrita sob trés

formas de apresentacdo: latente, subclinica e clinica.

2.9.1. Forma latente

Na forma latente da infeccdo, o DNA do HPV ¢é diagnosticado por técnicas
moleculares, ndo existindo evidéncias clinicas, citologicas, histologicas ou colposcopicas
da infeccdo (LAURO et al., 2000; SIEGEL and MELLINGER, 1992; RICHART and
WRIGHT, 1991).

Acredita-se que, nesta forma da infeccdo, o DNA viral encontra-se na forma
epissomal, aparentemente ndo funcional e replicando-se apenas uma vez a cada ciclo
celular, o que seria menos do que o numero de cdpias virais necessario para o diagndstico
molecular pelo método hibridizacdo in situ. Como o virus ndo se encontra “funcionante”
nesta forma de infeccdo, ndo existem alteracGes citoldgicas decorrentes de sua presenca.

N&o sdo conhecidos os mecanismos pelos quais 0 HPV permanece nessa forma
clinica, ao invés de estabelecer uma infeccdo produtiva, na qual seriam observadas as

alteracdes citoldgicas ou teciduais. Provavelmente, fatores imunologicos séo determinantes
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desta condicdo, influenciados pelo tabagismo, estresse fisico e psicoldgico (Hippeldinen et
al., 1994).

Seu significado biologico é desconhecido e ndo se sabe por quanto tempo o virus
pode permanecer neste estado, nem quantos casos progridem desta forma de infec¢éo para
as demais. Segundo Ferenczy et al. (1985), a presenca do HPV em tecidos normais seria a

responsavel pela recorréncia de lesGes apesar dos tratamentos.

2.9.2. Forma subclinica

Nessa forma da infeccdo, ao invés de o HPV produzir um condiloma classico
evidente, a doenca caracteriza-se por areas difusas de hiperplasia epitelial ndo-papilifera.
Apesar das diferencas macroscopicas entre o condiloma e esta forma da infeccdo, ambas
sdo caracterizadas por proliferacdo da camada germinativa basal, dismaturacdo do epitélio
e alteracdes citoldgicas caracteristicas. A maior diferenca histoldgica é que o condiloma é
francamente papilar, enquanto a forma subclinica é plana ou micropapilar (REID et al.,
1984). Empregando-se 0 método da peniscopia, as lesGes subclinicas traduzem-se por uma
area que se torna esbranquicada ap6s a aplicacdo do acido acético a 5%, podendo
apresentar-se como epitélio aceto-branco, maculas aceto-brancas e papulas aceto-brancas

(LAURO et al., 2000; BROWN et al., 1999; SIEGEL and MELLINGER, 1992).

2.9.3. Forma clinica

Esta forma da infeccé@o pelo HPV, conhecida como verruga genital ou condiloma, é
caracterizada pela presenca de lesdo exofitica na regido anogenital, visivel a olho nu, sem
técnica de magnificacdo (LAURO et al., 2000). Os aspectos das lesdes sdo de

neoformacdes sésseis, papilares, maltiplas, com a forma de pequenas cristas, origem do
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termo vulgar “crista-de-galo”. Podem ser brancas ou hipercromicas. Estdo mais presentes
em areas Umidas expostas ao atrito durante o coito, ou seja, pequenos labios e vestibulo
vulvar na mulher, e prepucio, glande e sulco balano-prepucial no homem, além das regides
anal e perianal de ambos os sexos (BUECHNER, 2002). No homem s&o infreqiientes na
uretra e, quando existentes, geralmente estdo localizadas na uretra distal e meato uretral.
Em locais extragenitais podem assumir 0 mesmo aspecto de lesbes vegetantes, que também

devem ser biopsiadas para diagndstico diferencial com tumor maligno.

2.10. Métodos diagnosticos da infeccdo pelo HPV

O diagndstico da maioria das viroses € alcangado tradicionalmente pelas técnicas de
cultura viral em células ou Orgdos, microscopia eletrdnica ou sorologia. Atualmente,
nenhum desses métodos é rotineiramente aplicado para detectar HPV, fazendo com que o
diagnostico viral do HPV seja obtido pela detec¢do dos seus efeitos morfoldgicos sobre a
célula ou, entdo, pela presenca de seu DNA.

A anamnese e 0 exame fisico representam o primeiro passo para o diagndstico das
lesbes induzidas pelo HPV. A infeccdo clinica é facilmente detectada pelo exame fisico,
através da observacdo direta das lesdes vegetantes (condilomas acuminados) na regido
genital masculina. Devido ao pleomorfismo peculiar dessas lesdes, muitas vezes o
diagndstico sera histolégico. O exame fisico ndo € capaz de diagnosticar a forma subclinica

ou latente.

2.10.1. Peniscopia

A peniscopia € um método diagnéstico para a infeccdo pelo HPV, que utiliza o

colposcopio, instrumento Otico capaz de ampliar a visdo do examinador em até 20 vezes. O
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exame consiste na avaliacdo da genitalia masculina e regido perianal sob magnificacéo,
apos a aplicacdo de acido acético 2% a 5% por 5 minutos. O acido acético coagula e
precipita as proteinas intracelulares, revelando lesdes brancas, ou acentuando lesGes com
relevos. Essa reacdo é reversivel e superficial, podendo ser reproduzida com facilidade. A
coagulacao € visivel se a quantidade de proteina na célula for maior do que no tecido
normal, situacdo observada quando ha replicacdo viral. As lesdes coradas podem ser
planas, ou papulosas, ou, ainda, apresentarem-se em pequenas lesdes papiliferas,
normalmente bem demarcadas, podendo apresentar alcas capilares na porcdo central.
Identificadas as areas anormais, pode-se direcionar biopsias para diagndstico histologico
(LAURO et al., 2000; HIPPELAINEN et al., 1991). Este método ndo é capaz de
diagnosticar a forma latente da infeccdo e pode apenas sugerir a presenca do HPV na
forma subclinica. Apresenta desempenho diagndstico insatisfatorio pois apresenta altas
taxas de resultados falso-positivos, obrigando biopsias para o diagnostico diferencial.
Como a frequéncia de lesdo pré-invasiva é muito baixa na genitalia masculina, a biopsia
pode ser uma medida demasiada invasiva se tiver o Unico objetivo de esclarecer o

diagndstico.

2.10.2. Citologia e histologia

Os métodos citolégico e histolégico baseiam-se no efeito do virus sobre as células e
tecidos infectados, sem identificar propriamente o virus. A primeira, a citologia, depende
da esfoliacdo das celulas patoldgicas que representam a lesdo subjacente, sendo atil na
investigacdo da infeccdo pelo HPV em determinas areas (juncdo dos epitélios escamoso e
colunar do colo uterino), ainda que possa apresentar limitacfes e desvantagens em outras.

A histologia, assim como a citologia, representa um meio de diagnostico indireto e
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interpretativo, com resultados falso-positivo e falso-negativo, que depende da realizacdo de
uma biopsia da éarea infectada. Os achados histopatolégicos mostram alteracfes
arquiteturais e citoldgicas, que se caracterizam pela atipia coilocitética (vacuolizagédo
perinuclear acompanhada de hipercromasia e aumento do volume nuclear), considerada
como patognoménica para infeccdo pelo HPV (MAYMON et al., 1994; KOSS, 1990;
BOON and KOK, 1985; MEISELS and FORTIN, 1976). A histologia confirma a
existéncia de doenca nas lesdes subclinicas e informa a existéncia desde processos
inflamatorios até tumorais.

Os meétodos diagnosticos peniscopia, citologia e histologia apresentam baixa
especificidade, tornando dificil o diagnostico preciso de HPV. Sdo métodos que néo

identificam infec¢es latentes, tampouco predizem o tipo de HPV associado as lesdes.

2.10.3. Microscopia eletronica

A microscopia eletrbnica demonstra a presenca de particulas viréticas de aspecto
esférico medindo cerca de 55nm de didmetro, com arranjo cristalino ou dispersas pelo
nacleo, ou ainda no citoplasma, quando ha ruptura da membrana nuclear (HILLS and
LAVERTY, 1979). As particulas virais visualizdveis ao microscépio eletronico
apresentam-se idénticas nas suas dimensdes e na organizacdo do genoma, nao
identificando o tipo viral, ja que os HPV diferem entre si na seqliéncia de nucleotideos do

DNA. E um método empregado para localizar a particula viral dentro da célula hospedeira.

2.10.4. Imuno-citoquimico e imuno-histoquimico

O HPV pode ainda ser demonstrado por técnicas de imuno-citoquimica/imuno-

histoquimica. E um tipo de pesquisa que, por ser qualitativa, utiliza anticorpos como
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reagentes especificos para a identificacdo dos antigenos do HPV. Esse método detecta o
revestimento protéico das particulas virais do HPV, sendo utilizados anticorpos policlonais
contra antigenos especificos aos varios tipos de HPV (SYRJANEN and PYRHONEN,
1983; WOODRUFF et al., 1980). Apresenta alta especificidade, porém detecta somente 0s
virus na forma epissomal, isto €, ndo integrado ao genoma do hospedeiro, predominante
nas lesdes de baixo grau. A sensibilidade € menor quando ha integracdo do genoma viral
ao da célula hospedeira, como nos casos de lesbes precursoras do cancer, carcinomas
epidermdides invasores e adenocarcinomas. Devido a sua baixa sensibilidade, a técnica

imuno-histoquimica ndo é o método de escolha para o diagnostico da infeccéo pelo HPV.

A forte associacdo entre o HPV e carcinomas da regido anogenital implica a
utilizacdo de métodos diagnosticos que permitam identificar o virus e estabelecer sua
tipagem como alto ou baixo risco oncogénico. Desta maneira, 0 emprego de técnicas de
biologia molecular com maior especificidade € mais adequado.

Na prética diéria, sdo basicamente trés as técnicas biomoleculares utilizadas na
deteccdo de HPV/DNA. S&o elas: captura hibrida, hibridizacdo in situ e reacdo em cadeia

da polimerase.

2.10.5. Captura hibrida

A captura hibrida é uma técnica molecular extremamente especifica e de facil
execucdo que fornece, a partir das amostras, a tipagem viral por grupos (alto e baixo risco
oncogénico) alem de permitir estimativa da carga viral (COX et al., 1995). Este método
utiliza sondas de acido ribonucleico (RNA) especificas para 18 dos 30 tipos de HPV que

mais freqiientemente acometem o trato genital, com formacgéo de "hibridos” DNA:RNA.
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Caso existam particulas virais, os hibridos formados entre o0 DNA viral e as sondas
especificas sdo capturados na parede do tubo de reacdo recobertos com anticorpos
especificos marcados com fosfatase alcalina. As sondas ndo-reagentes sdo lavadas e a
deteccdo da reacdo é feita através de adicdo de substrato quimioluminescente da fosfatase
alcalina. A conseqiente emissdo de luz é lida por lumindmetro sendo a intensidade da luz
proporcional a quantidade de HPV na amostra, fato que permite avaliar quantitativamente
a carga viral. Os tipos virais detectados sdo divididos em dois grupos: grupo de baixo risco
oncogénico:  6/11/42/43/44; grupo de intermediario/alto  risco  oncogénico:

16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68.

2.10.6. Hibridizacao in situ

A hibridizacdo in situ (SYRJANEN and SYRJANEN, 1986) permite a localizacdo
do DNA viral dentro das células, esteja este nas células ou em preparados citoldgicos
representativos. Da mesma forma que os outros métodos, baseia-se no pareamento
complementar de sondas especificamente projetadas para detectar tipo viral especifico. As
referidas sondas sdo previamente marcadas com substancias como biotina ou digoxigenina,
podendo utilizar-se também de material radioativo, se necessario. O teste de hibridizacao
in situ pode ser feito diretamente, ou ap6s a amplificacdo do DNA/RNA com PCR. Sem
duvida, a maior das vantagens com relacdo a técnica de hibridizacédo in situ diz respeito a
possibilidade de detectar ndo somente o tipo viral e a sua localizacdo nas areas infectadas,
mas principalmente o estado fisico do virus, se epissomal ou incorporado ao genoma da
célula hospedeira. A desvantagem estd em ser menos sensivel que o método reacdo em

cadeia da polimerase.

21



2.10.7. Reacdo em cadeia da polimerase - PCR

O método PCR foi amplamente empregado nestas Gltimas décadas para a diagnose
e monitoracdo de certas doencas infecciosas que, juntamente com outras tecnologias,
determinaram uma transi¢do rapida da tecnologia diagnostica, devido a sensibilidade
extrema, especificidade e diversidade. Destaca-se 0 PCR no diagnoéstico das infecgBes pelo
HPV, por se tratar de um procedimento simples, rapido e extremamente especifico. Esse
método corresponde a um processo enzimatico-dirigido para reproduzir DNA in vitro,
amplificando quantidades minimas de sequéncias especificas de DNA-alvo (10 a 100
moléculas de DNA) em milhdes de cdpias, sendo empregado em amostras citologicas ou
histol6gicas com niveis muito baixos de DNA viral, resultantes do pouco material viral na
célula ou pela pequena quantidade de material coletado. O PCR é um processo térmico
ciclico que inclui trés etapas: (1) durante a desnaturacdo a 95°C, a fita dupla do DNA-alvo
é separada em fitas Unicas; (2) os iniciadores se anelam ao DNA-alvo a 37°C-55°C. O
conjunto de iniciadores (MY09 e MY11l) anelam especificamente as suas sequéncias
complementares de DNA-alvo de fita Unica. A distancia entre os dois iniciadores é,
geralmente, de umas poucas centenas de nucleotideos; (3) a extensdo do iniciador é
desempenhada por uma DNA polimerase termostavel (a 72°C). A DNA polimerase gera
fitas “filhas” de DNA que atravessam a regido entre os dois iniciadores. Ambas as fitas
simples iniciais de DNA, por conseguinte, sdo convertidas em quatro fitas simples, as quais
servem de modelo para um novo ciclo subseqiente de PCR, fazendo com que a
concentracdo de DNA-alvo cresca exponencialmente. O PCR esta concluido apés 35 a 40
ciclos. Subseqiientemente, a amplificacdo de PCR é detectada apds a eletroforese em gel,
por meio da visualiza¢do do fragmento de DNA especifico ampliado, corado pelo brometo

de etidio (BERNARD et al., 1994).
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A utilizacdo deste método € justificada (1) pela possibilidade de trabalho com
quantidades minimas de DNA viral nas amostras; (2) por apresentar 0os mais altos niveis de
sensibilidade na deteccdo do HPV; (3) por permitir uma avaliacdo aprofundada dos dados

epidemioldgicos; e (4) por ser uma técnica relativamente simples.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Pacientes

O estudo desenvolveu-se de modo prospectivo, entre fevereiro de 2003 e fevereiro
de 2004, em homens com lesdo de pénis que procuraram o servico de Urologia, na
Universidade de Caxias do Sul e no Centro Especializado de Servicos do Sistema Unico de
Salde de Caxias do Sul, e em homens parceiros sexuais de mulheres portadoras de les6es
de baixo ou alto grau do colo uterino, atendidas no Ambulatorio de Patologia do Trato
Genital Feminino da Universidade de Caxias do Sul.

Este estudo foi realizado com a apreciacio e aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade de Caxias do Sul.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1) e o instrumento de
avaliacdo epidemioldgica (Anexo 2) foram obtidos, em entrevista individual durante a
peniscopia, de todos os pacientes que participaram do estudo.

O estudo néo apresentou Conflito de Interesses.

3.2. Padréo ouro

Para avaliar o desempenho dos métodos diagndsticos PCR em amostra obtida com
escova, peniscopia e histologia, em infec¢des no pénis pelo HPV, nas formas clinica e
subclinica, considerou-se como “padrdo ouro” as amostras obtidas por biopsia, que
apresentaram resultados positivos para a -globina e resultados positivos para HPV/DNA

no método PCR.
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3.3. Classificacdo das lesbes conforme a presenca de HPV/DNA e a forma de
apresentacdo da infeccao viral

O grupo de individuos estudado foi classificado da seguinte forma:

- HPV/DNA negativo, quando apresentaram HPV/DNA negativo nas amostras
obtidas com escova (de mucosa e epitélio escamoso) e por biopsia;

- infeccgdo clinica, quando apresentaram HPV/DNA positivo na amostra obtida com
escova e/ou biopsia, e lesdo exofitica (verruga genital), branca ou hipercrémica na genitalia
externa, visivel a olho nu, sem técnica de magnificacao;

- infeccdo subclinica, quando apresentaram HPV/DNA positivo na amostra obtida
com escova e/ou biopsia, e presenca de lesdes esbranquicadas a peniscopia tais como
epitélio aceto-branco, ou maculas aceto-brancas, ou papulas aceto-brancas, observadas
apos a aplicacdo do acido acético a 5%;

- infeccgdo latente, quando apresentaram HPV/DNA positivo na amostra obtida com

escova, e peniscopia negativa apds a aplicacdo do acido acético a 5%.

3.4. Avaliacao epidemioldgica

A prevaléncia do HPV é significativa no homem, mas ao contrério do que ocorre
entre as mulheres, ndo ha associacdo expressiva entre a infeccdo viral e tumores do
aparelho genital masculino. Esse comportamento diferente da infeccdo pelo HPV no
homem e devido a falta de um melhor entendimento sobre os fatores de risco para
aquisicdo da infeccdo viral em questdo, elaborou-se o estudo epidemiologico que
considerou as seguintes variaveis:

- idade (<19 anos, >20 anos e <29 anos, >30 anos e <39 anos, >40 anos e <49 anos,

>50 anos e <59 anos, >60 anos e média da idade em anos);
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- raca (branca e ndo-branca);

- nivel de instrucdo (analfabeto, fundamental, médio e superior; completo ou
incompleto);

- renda familiar (média em reais, calculada em janeiro de 2004);

- estado marital (casado, solteiro e amigado);

- idade da primeira relacdo sexual - IRS (<16 anos, >17 anos e <20 anos, >21 anos e
<30 anos e média da idade em anos da IRS);

- numero de parceiras sexuais ao longo da vida (>1 e <10 parceiras, >11 e <50
parceiras, >51 parceiras e nimero médio de parceiras sexuais);

- ndmero de parceiras sexuais no Gltimo ano (uma parceira sexual, >2 parceiras
sexuais e numero médio de parceiras sexuais);

- tabagismo (ndo-fumante, <10 cigarros/dia e >10 cigarros/dia);

- historia de postectomia (sim e néo);

- relagOes sexuais com prostitutas (sim e ndo);

- frequéncia do uso de método anticonceptivo de barreira (condom) nas relac6es
sexuais com prostitutas (nunca, eventual, frequente e sempre);

- frequéncia do uso de condom nas relacBes sexuais com a companheira (nunca,
eventual, fregliente e sempre);

- estabilidade conjugal em anos (>1 e <2 anos, >3 anos e <5 anos, >6 anos € a
média de anos da estabilidade conjugal);

- homossexualismo (sim e ndo, passivo ou ativo);

- frequéncia do uso de condom nas relagdes homossexuais (nunca, eventual,

freqliente e sempre);
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- historia prévia de doenca sexualmente transmissivel (ndo, condiloma, gonorréia,
imunodeficiéncia humana adquirida, herpes genital, hepatite e cancro mole);

- historia de imunodepresséo (sim e néao);

- indicacdo da peniscopia (condiloma no pénis, parceira infectada pelo HPV e
controle apds tratamento para HPV).

Os pacientes estudados foram submetidos (1°) ao exame fisico especial, onde foram
buscadas, a olho nu, lesdes verrucosas na genitalia externa, pénis, regido pubiana, pele
escrotal e regido perianal; (2°) a peniscopia, realizada com auxilio de colposcopio DF
Vasconcelos, modelo CP-M2500 (cinco aumentos, 3x, 4x, 7X, 13x e 17x), ap0s aplicacdo
na genitalia externa de acido acético a 5% por um periodo de 5 minutos; (3°) coleta da
amostra com escova, orientada pela peniscopia; (4°) coleta da amostra por biopsia,
orientada pela peniscopia.

As imagens identificadas a peniscopia foram classificadas em lesdo condilomatosa
(verruga acuminada, verruga pigmentada e ndo-pigmentada), em lesdo suspeita de HPV
(lesdo macular, areas aceto-brancas, papulas peroladas, papiloma e lesdo eritematosa), em

lesdo ndo-suspeita de HPV (Ulcera, aumento da vascularizagdo) e normal.

3.5. Métodos de amostragens utilizadas

Foram empregados 0s seguintes métodos de amostragens:

3.5.1 Coleta da amostra com escova (de mucosa e epitélio escamoso)
A amostra com escova foi obtida utilizando-se a escova especial Urotest, com a
qual raspou-se a genitdlia na seguinte ordem: meato uretral, imagens clinicas e/ou

subclinicas, regido pré-balanica dorsal e ventral, mucosa prepucial e haste peniana. A
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escova foi acondicionada em tubo Eppendorf com 500uL de solucdo TE (Tris HCI, pH 7,5
— 10mM; EDTA, 1mM), mantendo-se refrigerada entre 2°C e 4°C, até ser submetida a

extracdao de DNA.

3.5.2 Coleta da amostra por biopsia

A amostra foi obtida por biopsia dirigida (orientada pela peniscopia) das imagens
compativeis ou ndo para HPV.

A biopsia foi realizada apés infiltracdo de xylocaina a 1% sob as imagens clinicas
ou suspeitas (subclinicas) de infeccdo pelo HPV, e seguindo-se a coleta do fragmento de
tecido com o auxilio da pinga “dente-de-rato” e da tesoura de “iris curva”. O material
colhido foi sistematicamente dividido em duas partes: uma parte foi acondicionada em
tubo Eppendorf com 500uL de formol a 10%, sendo posteriormente emblocada em
parafina e submetida a avaliacdo histologica; a outra parte foi acondicionada em tubo
Eppendorf com 500uL de solugdo TE, mantendo-se refrigerada entre 2°C e 4°C, até ser
submetida a extracdo de DNA.

As amostras foram devidamente identificadas por nimeros, assim como 0s dados

epidemioldgicos.

3.6. Analise e classificacdo histologica

A avaliacdo histoldgica de parte da amostra obtida por biopsia foi considerada:

- positiva para HPV, quando foram observados sinais citoarquiteturais sugestivos
de atipias coilocitdticas;

- negativa para HPV, quando a avaliagdo histologica identificou normalidade ou

processos inflamatorios cronicos inespecificos;
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- sugestiva para HPV, quando a avaliacdo histoldgica sugeriu qualquer uma das
alteracdes: papilomatose, hiperplasia, queratinizacdo ou hiperceratose.
As amostras obtidas por biopsia foram submetidas a uma segunda avaliacdo

histologica pelo mesmo patologista.

3.7. Extracdo do DNA total das amostras obtidas com escova e por biopsia

Para extracdo do DNA total utilizou-se o Kit comercial Gentra Systems da
Puregene™ From Buccal Cells.

Inicialmente foi descartado o sobrenadante (solucdo de TE) da amostra obtida por
biopsia, e adicionaram-se 100uL de solugdo de TEP’s (Tris 1M, pH 8; EDTA, 0,5M; SDS
10%; Proteinase K, 20mg/ml - 200uL), colocando a amostra em banho a uma temperatura
de 56°C, por um periodo de 12 horas a 18 horas, no aparelho Banho Maria Dubnoff da
marca Marconi, modelo MAQ93, série 973846.

Apos esse tratamento, as amostras obtidas por biopsia e com escova foram agitadas
em vortex, marca Biomatic, série 291, durante 60 segundos. As escovas foram retiradas
dos tubos originais e colocadas em outros tubos Eppendorf devidamente identificados e
armazenados a uma temperatura de 2°C a 4°C. Acrescentaram-se as amostras 300uL de
solucdo de lise, do kit de extracdo de DNA, e novamente submetidas a banho a 65°C
durante 45 minutos. Passado este tempo, adicionou-se as amostras 1,5uL de RNAse
(4mg/ml) que continham agora células lisadas, e distribuiu-se a RNAse nessa solucdo,
empregando-se movimentos repetidos de inversao manual das mesmas (cerca de 25 vezes).
Em seguida, foram levadas ao banho a 37°C durante 30 minutos. Passado esse tempo, as
amostras foram esfriadas a temperatura ambiente, e adicionaram-se 100uL de solucdo de

precipitacdo de proteinas do kit de extracdo de DNA. A seguir, as amostras foram agitadas
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rigorosamente no vortex durante 20 segundos, com objetivo de misturar as solucdes,
acentuando a lise. Posteriormente, foram resfriadas em um recipiente contendo gelo e
agua, durante 5 minutos. Apos, as amostras foram centrifugadas por um periodo de 5
minutos a 13.000 rotagdes por minuto (rpm), no aparelho Costar Mini Centrifuge, modelo
10, série 06621.

Para a precipitagdo de DNA, coletaram-se 300puL do sobrenadante das amostras
centrifugadas, colocando-as em novo tubo Eppendorf devidamente identificado,
descartando-se o restante. Adicionaram-se 300uL de isopropanol a 100% (2-propanol) e
misturou-se a solucdo empregando-se movimentos repetidos de inversdo manual (cerca de
50 vezes). Mantiveram-se as amostras em repouso, em temperatura ambiente, por um
periodo de 5 minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas durante 7 minutos a
13.000 rpm. O sobrenadante da solucdo foi descartado e se deixou as amostras secarem de
forma espontanea sobre papel absorvente. Uma vez secas, adicionaram-se 300pL de etanol
a 70% e misturou-se a solugédo, empregando-se novamente movimentos suaves e repetidos
de inversdo manual (cerca de 5 vezes). As amostras foram centrifugadas, durante 1 minuto,
a 13.000 rpm. O etanol a 70% foi retirado dos tubos Eppendorf, virando-os
cuidadosamente. A secagem espontanea das amostras foi alcangada aguardando-se um
periodo aproximado de 15 minutos.

Para a hidratacio do DNA adicionaram-se as amostras 20uL de solucdo de
hidratacdo de DNA, do kit de extracdo de DNA, e em seguida essas amostras foram
colocadas em banho a 65°C durante 60 minutos. Posteriormente, foram estocadas a uma

temperatura entre 2 e 4°C, até serem submetidas a amplificacdo para 3-globina e HPV.
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3.8. Amplificacé@o do gene B-globina humana

As amostras de DNA obtidas a partir das metodologias de extragdo foram
amplificadas utilizando-se os oligonucleotideos PCO4 (seqiiéncia 5’ para 3’: CAA CTT
CAT CCA CGT TCA CC) e GH20 (seqiiéncia 5 para 3’: GAA GAG CCA AGG ACA
GGT AC), que amplificam um fragmento de 268 pares de base (pb) do gene B-globina
humana, garantindo a qualificacdo e quantificacdo do DNA para analise de HPV (SAIKI et
al., 1986).

Empregaram-se 19uL de solucdo (2uL de solucdo tampédo 10X; 0,4uL de dNTP —
12,5mM de dATP, 12,5mM de dCTP, 12,5mM de dTTP e 12,5mM de dGTP; 0,4uL de
MgCl, — 50mM; 0,2uL de PCO,4— 200ng/pL; 0,2uL de GH,O — 200ng/uL; 0,15uL de Taq
polimerase 5u/pL, da marca Invitrogem; e 15,65uL de dgua) para cada 2L de amostra de
DNA. Uma reacdo foi realizada com todos os componentes acima citados e sem DNA foi
incluida em todas as amplificacdes, chamada de controle negativo.

As amplificacbes foram realizadas em termociclador modelo PTC 100 (MJ
Research, Watertown, Mass). Os parametros de termociclagem para deshaturacdo,
anelamento e extensao das fitas de DNA foram: 95°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos
de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 55°C e 1 minuto a 72°C. Ao final dos 40 ciclos foi
realizada uma extenséo final de 5 minutos a 72°C e posterior manutengdo a 4°C, por um
periodo de 5 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a
1%, em tampéo TBE 1X (50mM de solucéo de Tris, 50mM de acido borico, 2,5mM EDTA
pH 8,0), acrescidos de brometo de etidio 0,05%, sob voltagem constante de 3V/cm. Como
marcador de peso molecular foi utilizado DNA ¢ X 174RF Hae Il Fragments (40ug —

0,5ug/uL) e como reagdes controle, para verificagdo da presenca de DNA humano, células
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humanas da linhagem SiHa. Em seguida, a visualizacdo dos correspondentes 268 pares de
base do gene da 3-globina humana foi realizada empregando-se luz ultravioleta.
As amostras negativas para a amplificacdo do gene da B-globina humana foram

submetidas a uma nova extracao.

3.9. Amplificacdo do DNA viral com oligonucleotideos MY9 e MY11

As amostras de DNA B-globina positivas foram amplificadas empregando-se 0s
oligonucleotideos MY9 (seqiiéncia 5° para 3°: GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG) e
MY 11 (seqiiéncia 5’ para 3’: CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC)*, descritos por
Manos et al. (1989), que amplificam uma regido muito conservada de 450 pares de base do
gene L1 dos HPV. Para tanto, empregaram-se 49uL de solucdo (5uL de solugdo tampéo
10X; 0,97uL de dNTP — 12,5mM de dATP, 12,5mM de dCTP, 12,5mM de dTTP e
12,5mM de dGTP; 0,97uL de MgCl, — 50mM; 0,5uL de MY9 — 200ng/pL; 0,5uL de
MY11 — 200ng/uL; 0,35uL de de Taq polimerase 5u/uL, da marca Invitrogem; e 40,71puL
de agua) para cada 2uL de amostra de DNA. As amplificagdes foram realizadas no
termociclador modelo PTC 100 (MJ Research, Watertown, Mass), aplicando-se 0s mesmos
parametros de termociclagem para deshaturacdo, anelamento e extensao das fitas de DNA
utilizados na amplificagdo do gene da B-globina humana citados acima.

Os produtos de amplificacdo foram avaliados por eletroforese em gel de agarose,
conforme descrito no item 3.8 para a analise de -globina humana. Os resultados foram
analisados e comparados com o0s controles positivos e negativos na mesma reagéo,

considerando-se controle positivo a amplificagdo da linhagem de células humanas

“M, W, Y e RR representam nucleotideos diferentes em um conjunto de primer definidos como MY9 e
MY11.
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denominadas SiHa (que contém o HPV 16), e controle negativo a reacdo sem DNA. Em
seguida, foi realizada a visualizacdo dos fragmentos de DNA humano empregando-se luz

ultravioleta.

3.10. Tipificacéo viral

Os produtos da amplificacdo de HPV foram digeridos com enzimas de restricdo
Amplified Fragment Length Polymorphism (RFLP) e submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida, da seguinte forma: cada enzima de restricdo, juntamente com o seu
respectivo tampéo, foram colocados em tubos de Eppendorf individualizados, conforme
Tabela 1. A cada um destes tubos acrescentaram-se 8,5uL de uma mesma amostra positiva
para DNA viral, previamente diluida na proporcdo 1:2. Posteriormente as solugdes foram
colocadas no banho a 37°C, por um periodo entre 13 horas a 17 horas. Passado esse tempo,
aplicou-se em cada fenda do gel de poliacrilamida a solucdo composta de 10uL de DNA
viral e 2uL de tamp&o de amostra (250mg/% de azul de bromofenol e 15mg/% de ficol).
Apos a aplicacdo das amostras no gel de poliacrilamida, realizou-se a corrida eletroforética
com TBE 10X, em cuba de eletroforese vertical, a uma voltagem média de 75V/cm, por
um periodo de 2 horas e 30 minutos. No momento seguinte, o gel de poliacrilamida foi
imerso em solucdo fixadora (15ml de etanol, 1ml de &cido acético e 134ml de &gua
destilada), durante 10 minutos. Posteriormente, adicionou-se 20ml de solucdo corante (0,39
de nitrato de prata e 20ml de agua destilada), e agitou-se de forma manual e suave durante
10 minutos. Em seguida, o gel foi lavado com agua destilada (duas vezes) e adicionou-se a
este o revelador (4,59 de NaOH, 150ml de agua destilada e 0,5ml de formol). O gel de

poliacrilamida foi agitado até o momento em que iniciou a visualizagdo das bandas de

33



digestdo do DNA viral. Nesse momento, o revelador foi retirado e adicionaram-se 150ml
de fixador, que permaneceu por um periodo de 15 minutos. Passado esse tempo, retirou-se
o fixador e adicionou-se a solucdo secante (40ml de etanol, 12ml de acido acético e 48ml
de &gua) por um periodo de uma hora.

As amostras HPV/DNA positivas foram analisadas individualmente para a tipagem
viral e comparadas ao controle negativo (reacdo sem enzima), na mesma reacdo. A
classificacédo viral foi realizada apds a revelacdao do gel de poliacrilamida, comparando-se
os padrdes de bandas obtidos a partir da digestdo enzimatica do DNA viral com os padrdes

descritos por Bernard et al. (1994), conforme os Anexos 3 e 4.

Tabela 1. Reacdo de digestdo enzimatica para cada amostra de HPV amplificado.

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo4 | Tubo5 | Tubo6 | Tubo7 | Tubo 8
Enzima BamHlI Ddel Haelll Hinfl Pstl Rsal Mbol -
pL 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Tampdo | React3 | React3 | React2 | React2 | React2 | Reactl | React4 -
puL 1 1 1 1 1 1 1
DNA 8,5 8,5 8,5 8,5 8,5 8,5 8,5 8,5
puL

3.11. Andlise estatistica

Os dados levantados foram tabulados no programa Statistical Package for the

Social Science (SPSS) — versao 10.0. Avaliou-se a sensibilidade, a especificidade e a razdo
de probabilidade (Likelihood ratio) positivo (RP+) e negativo (RP-) dos métodos
diagnosticos, material coletado com escova e PCR, peniscopia e histologia, para
diagnostico do HPV em pénis. As medidas de desempenho foram obtidas a partir da

comparacgdo entre os métodos diagnosticos testados e o “padrio ouro” — item 3.2. Para
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analise estatistica aplicaram-se 0s testes descritivo e Pearson, considerando-se como

significante p<0,05.

A sensibilidade é definida como a propor¢do dos individuos com a doenca que tem
um teste positivo para a doenca (JAESCHKE et al., 1994). Um teste sensivel raramente
deixa de encontrar pessoas com a doenca, isto €, um teste sensivel é usualmente positivo na
presenca de doenca — Figura 2. Considerou-se resultado falso-negativo o percentual de
casos doentes que o teste deixou de diagnosticar (falso-negativo = 100 - % de sensibilidade

do teste).

A especificidade é a propor¢do dos individuos sem a doenca que tém um teste
negativo para doenca (JAESCHKE et al., 1994). Um teste especifico raramente classificara
erroneamente pessoas sadias em doentes, isto €, um teste especifico é util para confirmar
um diagnostico sugerido por outros dados ou testes — Figura 2. Considerou-se resultado
falso-positivo o percentual de casos “ndo-doentes” que o teste sugeriu doenca (falso-

positivo = 100 - % de especificidade do teste).

Testes diagnosticos com sensibilidade e especificidade muito abaixo de 50% sao
considerados inadequados, mas se ambas forem 99%, o teste sera considerado de excelente
resultado (JAESCHKE et al., 1994). Sem duvida, é desejavel dispor de um teste que seja
altamente sensivel e altamente especifico. Infelizmente, com freqiéncia isso ndo é
possivel. Ao contrério, existe um contrabalanco entre sensibilidade e especificidade de um

teste diagnostico.

As razbes de probabilidade representam uma forma alternativa de descrever o

desempenho de um teste diagnéstico (JAESCHKE et al., 1994). Elas sumarizam 0 mesmo
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tipo de informacdo que a sensibilidade e a especificidade e podem ser usadas para calcular

a probabilidade de doenca ap6s um teste positivo ou negativo — Figura 2.

Doenga
Presente Ausente
Teste Positivo a B at+b
Negativo c D c+d
atc b+d

Sensibilidade = a /(a + c)

Especificidade =d /(b + d)

Razao de probabilidade positivo = [a /(a + ¢)] / [b/(b + d)]

Razdo de probabilidade negativo = [c/(a+ c)] / [d /(b + d)]

Figura 2. Caracteristicas e defini¢bes do teste diagnostico (JAESCHKE et al., 1994).

Para fins eminentemente praticos, e considerando-se melhor o entendimento da
analise e discussdo especifica da Tabela 4, Medidas de desempenho dos métodos
diagnosticos para HPV, os Grupo 1, Grupo 2 e Grupo 3 foram denominados da seguinte
forma:

- Grupo 1: constituido pelo grupo de pacientes HPV/DNA positivo portadores de
infeccdo nas formas clinica ou subclinica;

- Grupo 2: constituido pelo grupo de pacientes HPV/DNA positivo portadores
somente de infec¢do na forma clinica;

- Grupo 3: constituido pelo grupo de pacientes HPV/DNA positivo portadores

somente de infec¢do na forma subclinica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram examinados 85 homens, dos quais 44 (51,8%) eram oriundos de
ambulatorios de doencas sexualmente transmissiveis e 41 (48,2%) convidados a participar
do estudo, cujas parceiras sexuais eram infectadas pelo HPV ou eram portadoras de lesdes
precursoras do cancer do colo uterino (diagnosticos pelos métodos citoldgico e
histologico). Desse total de 85 homens, 38 (47,5%) apresentaram-se negativos para
HPV/DNA, 29 (36,2%) eram portadores de infeccdo pelo HPV na forma clinica, 12
(15,0%) eram portadores de infeccdo pelo HPV na forma subclinica, e um (1,3%) era
portador de infeccdo pelo HPV na forma latente. Excluiram-se do estudo 5 casos (5,9%)
que apresentaram resultados negativos para a -globina aplicada nas amostras coletadas
por biopsia, eliminando-se desta maneira, os resultados falso-negativos para amplificacdo

viral.

4.1 Estimativa da eficacia do método de coleta com escova através da amplificacdo do
gene da B-globina

A visualizagdo da amplificacdo empregando-se os primers PCO4 e GH20, dos 268
pares de bases correspondentes ao gene 3-globina humana, foi realizada em gel de agarose
empregando-se a luz ultravioleta, conforme esta demonstrado na Figura 3. A amplificacdo
do gene B-globina, garante a qualificacéo e quantificacdo do DNA para analise de HPV.

A B-globina aplicada nas amostras coletadas com a escova foi positiva em 85,9%
dos 80 casos estudados. No grupo de pacientes HPVV/DNA negativo e HPV/DNA positivo,
a P-globina aplicada nas amostras coletadas com a escova foi positiva em 86,8% e 83,3%,

respectivamente (Tabela 2).
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Em estudo que considerou a avaliacdo de 175 homens cujas companheiras

apresentavam anormalidades identificadas pela citologia, colposcopia e histologia, Bleeker

et al. (2002) referiram um percentual de B-globina positiva de 74%, nas amostras coletadas

com swab, dos pacientes com HPV/DNA positivo.

Tabela 2. Amplificacdo para B-globina e HPV nas amostras obtidas com escova e por

biopsia.
HPV/DNA HPV/DNA positivo
Forma de ; negativo n=42
~ Categorias = = =
obtencéo g Infecgdo Infeccéo Infecgéo Total
das n= 38 clinica subclinica latente HPV/DNA
amostras n=29 n=12 positivo
n % n % n % % n %
Amplificagdo com -globina
Positivo 33 86,8 26 89,7 8 66,7 100 35 833
Com Negativo 5 13,2 3 103 4 33,3 - 7 16,7
escova Amplificagcdo para HPV
Positivo - - 19 655 4 33,3 100 24 571
Negativo 33 86,8 10 345 8 66,7 - 18 429
Amplificagdo com B-globina
Por Positivo 38 100 29 100 12 100 - 41 100
biopsia Negativo * - 0 - 0 - - 0 0
Amplificagdo para HPV
Positivo - - 29 100 12 100 - 41 100
Negativo 38 100 0 - 0 - - 0 0

* Representam 0s 5 casos excluidos da pesquisa por apresentarem resultados negativos para a -globina

aplicada nas amostras coletadas por biopsia, eliminando-se desta maneira, os resultados falso-negativos para

amplificago viral.

Provavelmente, a maior parte desses resultados negativos para a B-globina em

material obtido com escova possa ser explicado pela limitacdo da escova na obtencdo da
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amostra, pela quantidade limitada de células humanas contidas na amostra e pela técnica

empregada de amplificagéo para a B-globina.

1353pb
872pb

603ph

310pb
194pb

268 pb 3-globina

DNA ¢ X B-glob B-glob B-glob B-glob B-glob B-glob Controle Controle
174RF + + + + + +  negativo positivo

Figura 3. Amplificacdo de 268 pares de base do gene da -globina humana empregando-se
0s primers PCO4 e GH20 em gel de agarose. B-glob + = amplificagdo positiva para -
globina. Controle positivo = amplificacdo positiva para B-globina - controle com células
humanas da linhagem SiHa. Controle negativo = controle sem DNA humano -
amplificacdo negativa para -globina. DNA ¢ X 174RF = marcador de peso molecular.

A B-globina aplicada nas amostras coletadas por biopsia foi positiva em 100% dos
pacientes HPVV/DNA negativo e 100% dos pacientes com HPV/DNA positivo (Tabela 2).
Para fins de comparacdo entre os métodos de coleta com escova e por biopsia, eliminaram-
se cinco amostras negativas para a amplificagdo do DNA humano em material obtido por
biopsia. Essas amostras foram submetidas a nova amplificagdo com p-globina e foram
excluidas do estudo, por apresentarem-se novamente negativas. Tabrizi et al. (1992),

estudando 215 homens parceiros sexuais de mulheres com citopatoldgico do colo uterino

sugestivo de infeccdo pelo HPV ou de lesdes precursoras do céncer do colo uterino,
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constataram que em 55 amostras coletadas por biopsia de 82 pacientes portadores de lesdes
clinicas compativeis com infec¢do pelo HPV, havia uma taxa de positividade para a B-
globina de 85%.

Os resultados negativos no experimento de amplificacdo para a [-globina das
amostras obtidas por biopsia podem ser atribuidos a presenca de inibidores ou a técnica
utilizada na extracdo do DNA.

As taxas de positividade da amplificacdo para B-globina nas amostras obtidas com
escova e por biopsia foram consideradas excelentes, comparando-se aos resultados
compilados na literatura; entretanto, devem ser realizados estudos que visem a melhoria da

eficiéncia do método de coleta da amostra e de extracdo de DNA.

4.2 Detecgdo de HPV por amplificagédo do loco L1

A visualizagdo da amplificagdo do DNA viral, empregando-se os primers MY9 e
MY11, foi realizada em gel de agarose empregando-se a luz ultravioleta, conforme
demonstrado na Figura 4.

A amplificagdo para HPV nas amostras coletadas com escova foi positiva em
57,1% dos pacientes que apresentaram infeccdo pelo HPV nas formas clinica, subclinica e
latente (Tabela 2). Bleeker et al. (2002) empregando os métodos PCR e hibridizacéo in
situ em amostras coletadas com swab obtiveram percentual de 59% de positividade para a
amplificacdo de HPV.

No estudo em questdo, avaliou-se a amplificagcdo para HPV nas amostras coletadas
com escova nas infecgdes clinicas e subclinicas, e os percentuais obtidos foram de 65,5% e
33,3%, respectivamente (Tabela 2). Bleeker et al. (2002), aplicando os métodos PCR e

hibridizac&o in situ, encontraram HPV/DNA positivo em 67% dos raspados realizados em
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pacientes que apresentavam lesdo a peniscopia e 37% de HPV/DNA positivo em raspados

obtidos de pacientes que ndo apresentavam lesdo visivel.

1353pb

603pb
310pb
194pb

450pb

HPV HPV HPV Controle  Controle DNA ¢X
+ + + positivo  negativo  174RF

Figura 4. Amplificacdo para HPV com os primers MY9 e MY 11 em gel de agarose. HPV +
= amplificagdo positiva para HPV/DNA. Controle positivo = amplificagdo positiva para
HPV/DNA - células humanas da linhagem SiHa — que contém o HPV 16. Controle
negativo = solugdo sem DNA - amplificagdo negativa para HPV/DNA. DNA ¢ X 174RF =
marcador de peso molecular.

A amplificacdo para HPV foi positiva em 100% das amostras obtidas por biopsia
das infec¢es clinicas e subclinicas (Tabela 2). Tabrizi et al. (1992) realizaram biopsia em
55 de 82 pacientes portadores de lesbes clinicas compativeis com infeccdo pelo HPV.
Destas 55 amostras, a técnica convencional de hibridacdo detectou HPV em 29 amostras
(53%) e a técnica de PCR detectou HPV em 47 amostras (85%).

Os percentuais de positividade para a amplificagio de HPV/DNA nas amostras
obtidas com escova, na forma subclinica de infeccdo pelo HPV, foram considerados
razoaveis, resultado semelhante aos encontrados por Bleeker et al. (2002). Esse percentual

considerado baixo, foi resultado da ndo-amplificacdo para B-globina e para HPV, de 4
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casos e 8 casos respectivamente, que pode ser atribuido a presenca insuficiente de DNA
humano ou viral na amostra coletada com escova.

As taxas de positividade para amplificacdo do HPV em amostras obtidas com
escova nas infecgbes subclinicas pelo HPV, apesar de semelhantes aos resultados
compilados na literatura, foram consideradas razoaveis, indicando que novos estudos
devam ser realizados sobre técnicas de coleta, com o objetivo de alcancar quantidades

adequadas de DNA humano e viral na amostra.

4.3 Avaliacdo do desempenho dos métodos diagnosticos - amostra obtida com escova e
PCR, histologia e peniscopia, para diagnostico da infeccéo pelo HPV

A avaliacdo da eficacia de um teste diagnéstico baseia-se na sua relagcdo com algum
meio de saber se a doenca estad ou ndo presente e, para tanto, considerou-se como “padrdo
ouro” o grupo de individuos que apresentaram, em amostras obtidas por biopsia, resultados
positivos para a B-globina e resultados positivos e negativos para a amplificacdo do
HPV/DNA no método PCR. Comparou-se ao “padrdo ouro” os resultados dos seguintes
métodos: amostra obtida com escova e PCR, histologia e peniscopia, avaliando-se as
medidas de desempenho dos mesmos, conforme a Tabela 3.

Para fins eminentemente praticos, e considerando-se o melhor entendimento da
andlise e discussdo especifica da Tabela 3, denominou-se o grupo portador de infecgdo
pelo HPV na forma clinica e o grupo portador de infeccdo pelo HPV na forma subclinica
de Grupo 1; o grupo portador de infeccéo pelo HPV na forma clinica de Grupo 2; e o grupo

portador de infeccdo pelo HPV na forma subclinica de Grupo 3.
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Na Tabela 3, a analise do Grupo 1 apontou um 6timo desempenho da sensibilidade
para 0s métodos peniscopia (97%) e PCR em amostras obtidas com escova (79%), e um
bom desempenho para a histologia (59%), quando aplicados isoladamente.

No que diz respeito ao desempenho da sensibilidade dos métodos diagnosticos
aplicados especificamente ao Grupo 2, quando empregados isoladamente, considerou-se
Otimo para peniscopia (96%), bem como para 0 PCR em amostra obtida com escova
(90%). Para a histologia (73%), considerou-se muito bom.

Quanto ao desempenho dos métodos diagndsticos aplicados isoladamente no Grupo
3, 0s mesmos demonstraram Otima sensibilidade para peniscopia (92%), bom desempenho
para PCR em amostra obtida com escova (50%) e ruim para a histologia (27%).

Quando se associaram 0s métodos diagnosticos peniscopia + histologia ou
peniscopia + PCR em amostra obtida com escova, o desempenho da sensibilidade foi
considerado excelente (100%) para os Grupos 1, 2 e 3.

Avaliando-se a especificidade dos métodos diagndsticos empregados isoladamente
nos Grupos 1, 2 e 3, observou-se 6timo desempenho do PCR em amostra obtida com
escova (>90%), muito bom para o método histologia (>70%), enquanto que o método
diagnostico peniscopia foi considerado ruim (<17%).

Quando se associaram 0s métodos diagndsticos peniscopia + PCR em amostra
obtida com escova, a especificidade foi considerada boa (67%) nos Grupos 1, 2 e 3,
enquanto que a especificidade na associacdo dos metodos peniscopia + histologia foi

considerada boa (67%) no Grupo 2 e ruim (40%) nos Grupos 1 e 3.
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Tabela 3. Medidas de desempenho dos métodos diagndsticos para HPV.

Sensibilidade Especificidade Razdo de Razdo de
probabilidade probabilidade
% % positiva negativa
Grupo 1*
PCR em amostra obtida com escova 79 93 11,29 0,23
Histologia 59 70 1,97 0,59
Peniscopia 97 13 1,11 0,23
Peniscopia + Histologia 100 40 1,67 0
Peniscopia + PCR em amostra obtida com escova 100 67 3,0 0
Grupo 2**
PCR em amostra obtida com escova 90 92 11,25 0,11
Histologia 73 86 521 0,31
Peniscopia 96 17 1,16 0,24
Peniscopia + Histologia 100 67 3,0 0
Peniscopia + PCR em amostra obtida com escova 100 67 3,0 0
Grupo 3***
PCR em amostra obtida com escova 50 93 7,14 0,54
Histologia 27 70 0,90 1,04
Peniscopia 92 13 1,06 0,62
Peniscopia + Histologia 100 40 1,67 0
Peniscopia + PCR em amostra obtida com escova 100 67 3,0 0

*Grupo 1: métodos diagnosticos aplicados no grupo de pacientes com infeccao clinica e subclinica. **Grupo
2: métodos diagndsticos aplicados no grupo de pacientes com infeccdo clinica. ***Grupo 3: métodos
diagndsticos aplicados no grupo de pacientes com infec¢do subclinica.

Com o intuito de avaliar a sensibilidade e especificidade dos testes diagndsticos
empregaram-se as razdes de probabilidades positivo e negativo, que representam uma

forma alternativa de descrever o desempenho de um teste diagnostico.
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Avaliando-se a RP- dos métodos diagnosticos, quando empregados isoladamente,
PCR em amostra obtida com escova e peniscopia, definiram-se 0s mesmos como sendo
muito bons nos Grupos 1 e 2, e razoavel no Grupo 3 (valores quanto mais proximo de zero
evidenciam um melhor desempenho do teste), caracterizando o desempenho dos testes
como bom (para os Grupos 1 e 2) e razoavel (para o Grupo 3) para identificacdo dos
individuos ndo-doentes. No Grupo 3, o método diagnostico PCR em amostra obtida com
escova, quando empregado isoladamente, foi o que apresentou melhores resultados para
identificacdo de homens ndo-doentes. A RP- dos métodos peniscopia + histologia e
peniscopia + PCR em amostra obtida com escova, apresentaram um étimo desempenho
(valor igual a zero) nos Grupos 1, 2 e 3, demonstrando a étima capacidade desses testes em
identificar os pacientes ndo-doentes.

Estudou-se o desempenho dos métodos diagnodsticos no grupo de individuos
portadores de infeccdo na forma clinica pelo HPV (Tabela 3) e observou-se que 0s
métodos histologia e PCR em amostra obtida com escova apresentaram baixas taxas de
resultados falso-negativos (<27%) e falso-positivos (<10%), na presenca e auséncia de
doenca, respectivamente. Esses percentuais sdo as resultantes dos percentuais maximos
esperados de acerto (100%) menos os percentuais de sensibilidade dos testes (73% e 90%)
e especificidade (86% e 92%), respectivamente, como foi referido no item 3.11. O método
peniscopia apresentou uma alta taxa de resultados falso-positivos (83%) na auséncia de
doenca. Os métodos peniscopia + PCR em amostra obtida com escova e peniscopia +
histologia apresentaram taxas iguais para resultados falso-negativos (zero) e falso-positivos
(23%) na presencga e auséncia de doenca, respectivamente. A analise dos resultados de

desempenho dos métodos diagnosticos para a infeccdo pelo HPV na forma clinica
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demonstrou excelentes resultados para os métodos PCR em amostra obtida com escova,
peniscopia + histologia e peniscopia + PCR em amostra obtida com escova.

Na avaliacdo do desempenho dos métodos diagnosticos no grupo de individuos
portadores de infeccdo na forma subclinica pelo HPV, observou-se que o método
histologico apresentou uma alta taxa de resultados falso-negativos (73%) na presenca de
doenca, e que 0 método peniscopia apresentou uma alta taxa de resultados falso-positivos
(87%) na auséncia de doenca (as equacOes para obtencdo das taxas de falso-positivo e
falso-negativo, estdo referidas no item 3.11). O método PCR em amostra obtida com
escova apresentou uma taxa de falso-negativo de 50%. Os métodos peniscopia + PCR em
amostra obtida com escova e peniscopia + histologia apresentaram uma taxa igual a zero
para resultados falso-negativos na presenca de infeccdo subclinica. O método peniscopia +
histologia apresentou uma taxa maior de resultados falso-positivos (60%) que o método
peniscopia + PCR em amostra obtida com escova (23%), no estudo do grupo de homens
ndo-doentes. Diante da analise dos resultados, o0 método peniscopia + PCR em amostra
obtida com escova foi o que apresentou os melhores resultados para diagndstico de

infecgdo pelo HPV no pénis, na forma subclinica.

4.4 Resultados da localizagéo e do tipo de lesdo a peniscopia

A analise das areas mais acometidas pelas infec¢es clinicas e subclinicas pelo
HPV foram a mucosa prepucial (61%), a regido frénica (31,1%), a glande e o sulco balano-
prepucial (17,1%), o corpo do pénis (12,2%), o escroto e a virilha (2,8%), conforme esta

apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4. Correlacdo entre HPV/DNA positivo e a localizacdo das infecgdes clinicas e

subclinicas na genitalia masculina.

HPV/DNA positivo
n=42*

Local das imagens Infeccdo clinica** Infeccdo subclinica** Total

n=29 n=12 n=41
n % n % n %
Meato uretral 1 3,4 - - 1 2,4
Glande 5 17,2 2 16,7 7 17,1
Sulco balano-prepucial 3 10,3 4 33,3 7 17,1
Regido frénica 9 31,0 5 41,7 14 31,1
Mucosa prepucial 20 68,9 5 41,7 25 61,0
Corpo do pénis 5 17,2 - - 5 12,2
Escroto 1 3,4 - - 1 2,4
Virilha 1 34 - - 1 2,4

* 1 paciente era portador de infeccdo latente. ** Mais do que um tipo de imagem de infeccéo clinica ou
subclinica pode ter sido identificada no mesmo individuo.

Hippeléinen et al., em 1991, referiram como as areas genitais mais acometidas o
preplcio (60,9%), a regido frénica (48,4%), o corpo peniano (39%) e o meato uretral
(21,8%). Hippeldinen et al., em 1993, referiram o prepucio/regido frénica (30,3%),
glande/sulco bélano-prepucial (10,2%) e corpo peniano (5,1%) como o0s locais mais
acometidos. Lauro et al., em 2000, identificou as &reas mais atingidas como o prepucio
(54,7%), o sulco balano-prepucial (22,6%), a glande (13,2%) e 0 meato uretral (9%).

Siegel & Mellinger, em 1992, referiram como areas mais acometidas o sulco
balano-prepucial, o preplcio e 0 corpo peniano.

No estudo, as areas mais acometidas nas formas clinicas e subclinicas de infeccdo
pelo HPV foram a mucosa prepucial e a regido frénica, provavelmente por serem as areas
de maior umidade e de maior exposi¢ao a microtraumas durante a atividade sexual.

Os percentuais das imagens identificadas na peniscopia (Tabela 5), nos grupos
HPV/DNA positivo e negativo, classificadas como lesdo condilomatosa, foram de 36,6%

na forma de verruga acuminada, de 3,8% na forma de verruga pigmentada e de 1,3% na
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forma de verruga ndo-pigmentada; como lesdo sugestiva de HPV, foi de 26,3% na forma

de lesdo macular, de 20% na forma de papulas peroladas, de 8,8% na forma de areas aceto-

brancas, de 5,0% na forma de papiloma, de 3,8% na forma de papula ndo-pigmentada e de

2,5% na forma de lesdo eritematosa; e como lesdo ndo-sugestiva de HPV, foi de 1,3% na

forma de Glcera e de 1,3% na forma de leséo herpética.

Tabela 5. Correlacdo entre HPV/DNA e o tipo de leséo identificada na peniscopia.

HPV/DNA HPV/DNA positivo
negativo n=42*
Tipo de lesdo para HPV Infeccdo clinica Infeccéo Total
subclinica n=80
n=38** n=29** n=12**
n % n % n % n %
Lesdo condilomatosa
Verruga acuminada 3 7,9 26 89,7 - - 29 36,3
Verruga pigmentada 1 2,6 2 6,7 - - 3 3,8
Verruga ndo-pigmentada 1 2,6 - - - - 1 1,3
Les&o sugestiva
Papulas peroladas 12 31,6 - - 4 33,3 16 20,0
Lesdo macular 12 31,6 5 17,2 4 33,3 21 26,3
Papiloma - - 3 10,3 1 8,3 4 50
Areas aceto-brancas 3 7,9 1 3,4 3 25,0 7 8,8
Lesdo eritematosa 1 2,6 - - 1 8,3 2 25
Papula ndo-pigmentada 3 79 - - - - 3 3,8
Lesdo ndo-sugestiva
Ulcera 1 2,6 - - - - 1 1,3
Lesdes herpéticas 1 2,6 - - - - 1 1,3

* 1 paciente era portador de infeccdo latente. ** Mais do que um tipo de lesdo pode ter sido identificado no

mesmo individuo.

A peniscopia dos pacientes HPVV/DNA negativo identificou a presenca de leséo

condilomatosa, leséo sugestiva e lesdo ndo-sugestiva para infecgdo pelo HPV, em 13,2%,

81,6% e 5,2% dos casos, respectivamente. No grupo de pacientes com infecgdo na forma

clinica pelo HPV, a peniscopia identificou lesdo condilomatosa, lesdo sugestiva e lesdo
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ndo-sugestiva para infeccdo pelo HPV em 96,4%, 31% e 0% dos casos, respectivamente. A
peniscopia realizada nos pacientes com infeccdo na forma subclinica identificou
preponderantemente lesGes sugestivas para infeccdo pelo HPV, caracterizadas pelas
papulas peroladas (33,3%), lesdo macular (33,3%) e area aceto-brancas (25%), como as
mais frequentes.

Tabrizi et al. (1992) estudando 215 homens, parceiros sexuais de mulheres com
citopatologico do colo uterino sugestivo de infeccao pelo HPV ou de lesGes precursoras do
cancer do colo uterino, consideraram a peniscopia normal em 133 casos (62%).
Observaram, também, lesdo subclinica em 14 (6%) e leséo clinica evidente em 68 (32%),
sendo que 14 desses parceiros sexuais apresentavam lesdes subclinicas associadas.

No estudo em questdo, quando a peniscopia sugeriu lesdo sugestiva, a mesma
esteve presente em 81,6% dos pacientes HPVV/DNA negativo, em 31% dos pacientes com
infeccdo clinica e na totalidade dos pacientes com infeccdo subclinica. Nicolau et al., em
1997, na Escola Paulista de Medicina — S&o Paulo, num estudo prospectivo de 190
parceiros sexuais de mulheres com infeccdo genital pelo HPV, associadas ou ndo a lesdes
precursoras do colo uterino, relacionaram a citologia, a histologia e a peniscopia como
métodos complementares entre si.

Bergman & Nalick (1992) indicaram a técnica da peniscopia para homens de alto
risco para infeccdo pelo HPV e para parceiros sexuais de mulheres que apresentem lesées
precursoras de cancer genital. Indicaram, também, no pos-tratamento de homens com
lesGes provocadas pelo virus.

Diante da performance da peniscopia, no estudo, observou-se a dificuldade da

técnica como método isolado de diagndstico de infecgdo pelo HPV.
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4.5 Resultados da analise histoldgica

Os resultados obtidos com a anélise histologica da amostra obtida por biopsia, no

grupo de pacientes HPV/DNA positivo, evidenciaram a coilocitose como achado mais

frequente (59,5%), conforme mostra a Tabela 6. Hippeldinen et al., em 1991, ao estudar

um grupo HPV/DNA positivo encontraram taxa de coilocitose de 53,7%, enquanto que

Nicolau et al., em 1997, empregando a mesma metodologia, identificaram percentual de

50%.

Tabela 6. Correlacdo entre HPV/DNA e o achado histoldgico.

HPV/DNA HPV/DNA positivo
negativo n=42%
Histologia Total
Infeccéo Infeccéo HPV/DNA
n=38** clinica subclinica Positivo
n=29** n=12** n=41
n % n % n % n %
Positiva para HPV
Coilocitose 7 18,4 22 759 3 25,0 25 59,5
Sugestiva para HPV
Hiperplasia 1 2,6 - - 2 16,7 2 48
Queratinizacdo 8 21,1 2 6,9 4 33,3 6 14,3
Papilomatose 8 21,1 13 448 4 333 17 40,5
Hiperceratose 1 2,6 1 3,4 - - 1 2,4
Disceratose - - 1 3,4 - - 1 2,4
Negativa para HPV
Inflamagéo crénica inespecifica 7 18,4 - - 2 16,7 2 48
Normal 6 15,8 1 3,4 3 25,0 4 9,5

* 1 paciente era portador de infeccdo latente. ** Mais do que um tipo de alteracdo histolégica pode ter sido

identificada na mesma amostra.

No grupo de pacientes HPVV/DNA positivo, os achados histologicos sugestivos para

a infeccdo pelo HPV, como a papilomatose (40,5%) e a queratinizacédo (14,3%), foram 0s

mais frequentes.
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Na andlise da Tabela 6, a histologia foi considerada positiva para HPV em 75,9% e
25% dos pacientes que apresentaram infeccdo pelo HPV nas formas clinica e subclinica
para HPV, respectivamente; sugestiva para HPV em 58,5% e 83,3% dos pacientes que
apresentaram lesdo clinica e subclinica para HPV, respectivamente; ndo-sugestiva para
HPV em 3,4% e 41,7% para aqueles que apresentaram infeccdo clinica e subclinica para
HPV, respectivamente. Ainda na Tabela 6, a histologia foi positiva para HPV em 59,5%
dos pacientes HPV/DNA positivos e em 18,4% dos pacientes HPV/DNA negativos; foi
sugestiva para HPV em 64,4% dos pacientes HPV/DNA positivos e em 45,2% dos
pacientes HPV/DNA negativos; e foi negativa para HPV em 14,3% dos pacientes
HPV/DNA positivos e em 34,2% dos pacientes HPV/DNA negativos. A histologia
demonstrou alteracbes benignas em todas as amostras estudadas, ndo sendo identificadas
lesGes precursoras para neoplasia de pénis.

Resultados semelhantes foram observados por Hippeldinen et al. (1991) que
referiram histologia positiva em 53,7% dos casos de HPV/DNA positivo, histologia
suspeita em 58,8% dos casos de HPV/DNA positivo e histologia negativa ou néo-
especifica em 4,6% dos casos de HPV/DNA positivo. A histologia foi positiva ou
sugestiva para HPV em 65,8% dos pacientes HPVV/DNA negativo. Strand et al. (1996),
encontraram histologia positiva para coilocitose em 76,9% dos casos de HPV/DNA
positivo e histologia negativa em 67,5% dos casos de HPV/DNA negativo.

Teixeira et al., em 1999, empregando os métodos diagndsticos peniscopia e
histologia, estudaram 377 homens, parceiros sexuais de mulheres com lesbes precursoras
de cancer do colo uterino, e encontraram percentual de 68,6% de alteracdes histoldgicas

sugestivas de infeccdo pelo HPV em material obtido por biopsias de lesdes subclinicas.
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A coilocitose e outros sinais morfologicos atribuidos a infeccdo pelo HPV, tais
como a hiperplasia, a papilomatose e a queratinizacdo, estiveram presentes em ambos 0s
grupos HPV/DNA positivo e negativo. Os resultados desse estudo ndo permitem a
inferéncia da coilocitose como sinal patognoménico de infeccdo pelo HPV na area
urogenital masculina, posto que apresentou tanto resultados falso-positivos quanto falso-
negativos. Esse fato poderia ocasionar informacGes falsas ao paciente.

A grande indicacdo do estudo histoldgico é a determinacdo do diagndstico das

lesBes precursoras e invasoras da regido urogenital.

4.6 Resultados epidemioldgicos

Foram incluidos, no estudo, homens com lesdes de pénis provenientes de
ambulatorios de DST e homens parceiros sexuais de mulheres ou infectadas pelo HPV ou
portadoras de lesdes precursoras do cancer do colo uterino (diagnostico pela citologia e/ou
histologia).

As Tabelas 7, 8, 9 e 10 descrevem os correlatos epidemioldgicos da populacao
estudada, comparando os grupos HPV/DNA positivo e negativo em relagcdo as variaveis
estudadas, a partir de questionario respondido no momento da coleta das amostras (Anexo
2).

O estudo dos 42 homens que apresentaram HPV/DNA positivo revelou uma média
de idade de 28,1+9,6 anos (com idade minima de 19 anos e idade maxima de 54 anos).
Quando se comparou a média de idade entre os grupos HPV/DNA positivo e negativo,
observou-se associacdo estatistica significante (p=0,045) entre a variavel estudada e a

infeccdo pelo HPV (Tabela 7).
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Tabela 7. Dados epidemioldgicos - 1.

HPV/DNA positivo HPV/DNA negativo
Variaveis Categoria n=42 n=38 Valor de p*
n % n %

Idade <19 5 11,9 1 2,6

>20 e <29 22 52,4 16 42,1

>30 e <39 10 23,8 12 31,6

>40 e <49 3 71 9 23,7

>50 & <59 2 48 - )

260 - - - 0,071

Média em anos 28,1+9.6 31,748,3 0,045
Raca Branca 36 85,7 33 86,8

N&o-branca 6 14,2 5 13,2 NS**
Nivel de ensino Analfabeto 1 2,4 - -

Fundamental (completo

ou incompleto) 19 45,2 22 57,9

Médio (completo ou

incompleto) 19 45,2 12 31,6

Superior (completo ou

incompleto) 3 7,1 4 10,5 NS
Renda familiar *** Média 1.269,00+1.444,90 889,20+519,80 NS
Estado marital Casado 15 35,7 19 50,0

Solteiro 21 50,0 6 15,8

Amigado 6 14,3 13 34,2 0,003

* Teste de Pearson. Considerou-se estatisticamente significante p<0,05 entre HPV/DNA positivo e
HPV/DNA negativo. ** NS = associacdo estatisticamente ndo significante. *** Calculo em reais, em janeiro

de 2004.

A literatura compilada, que empregou técnicas biomoleculares, referiu as seguintes

média das idades dos pacientes HPVV/DNA positivos: Wikstrom et al. (2000), 27,1 anos;

Strand et al. (1996), 25 anos; Rotola et al. (1994), 28,1 anos; Bergman & Nalick (1992), 27

anos; e Hippeléinen et al. (1991), 28,6 anos. Bleeker et al. (2002), em seu estudo realizado

entre 1993 e 1999, em 175 homens cujas parceiras sexuais apresentaram neoplasia intra-

epitelial cervical, a idade média do grupo analisado foi de 38 anos, a mais alta entre as

encontradas na literatura concernente.
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A média da idade do grupo de homens infectados pelo HPV se mostra em
conformidade com o encontrado na literatura, apesar de o estudo apresentar alguns vieses
devido aos critérios de inclusdo como, por exemplo, a procedéncia dos homens estudados.

Considerando-se a analise dos diferentes niveis de faixas etarias, observou-se uma
clara prevaléncia de HPV/DNA positivo abaixo de 29 anos (64,3%), prevaléncia que cai
consideravelmente nas faixas etarias seguintes. Seguindo-se a mesma metodologia, 0
estudo de Castellsagué et al. (1997) demonstrou prevaléncia, para essa mesma faixa etaria,
de 14,3% na Espanha (populacdo considerada pelos autores de baixo risco para infeccdo
pelo HPV) e 18,5% na Colémbia (populacdo considerada pelos autores de alto risco para
infeccdo pelo HPV), taxas muito inferiores as detectadas no presente estudo. Franceschi et
al. (2002), em seu estudo caso-controle realizado em diferentes paises, ndo apontaram
associacdo entre idade e infeccéo pelo HPV.

O estudo do grupo de homens HPV/DNA positivo ndo permitiu inferir que o
contdgio pelo HPV tenha acontecido abaixo dos 19 anos e em iniciantes na atividade
sexual; contudo, na analise das faixas etarias, destacou-se o alto percentual de infeccdo
pelo HPV (5/6 casos; 83,3%) para a faixa etaria até 19 anos, resultado ndo observado para
as demais faixas etarias, bem como a importante diminuicdo da prevaléncia da infec¢do
pelo HPV apo6s os 39 anos. A resposta imunoldgica poderia esclarecer a alta prevaléncia do

HPV em idade precoce e sua acentuada reducao apds os 39 anos.

Avaliando-se a racga dos pacientes envolvidos, a presenca de DNA/HPV foi maior
na raca branca (85,7%) do que na ndo-branca (14,1%), ndo havendo diferenca dos
percentuais encontrados no grupo HPV/DNA negativo (86,8% vs. 12,1%), conforme

mostra a Tabela 7. Tal fato pode ser explicado pelas diferengas raciais caracteristicas da
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regido sul do pais. Castro et al. (1994), em estudo realizado na Universidade Federal
Fluminense, no Rio de Janeiro, encontraram uma participacao de 60% de individuos de cor

branca e 40% de nao-brancos.

No quesito relacionado a avaliacdo do nivel de instrucdo observou-se que 90,4%
dos pacientes com HPV/DNA positivo haviam completado o nivel médio de ensino,
enguanto que no grupo de pacientes HPV/DNA negativo, o percentual foi de 89,5%, nédo se
evidenciando associacao estatisticamente significativa (Tabela 7). Castro et al. (1994), em
uma amostra de 40 militares do sexo masculino de uma unidade militar sediada no Rio de
Janeiro, encontraram um percentual de 45% para nivel médio. Hippeldinen et al. (1993),
em estudo realizado na Finlandia, avaliaram 432 homens HPV/DNA positivo, e
encontraram percentual de 40% para o nivel educacional tedrico e 60% para o nivel
vocacional. Castellsagué et al. (2002), em estudo multicéntrico que considerou homens
afetados pelo virus, circuncisados ou ndo, e naturais do Brasil, Colémbia, Tailandia,
Filipinas e Espanha, encontraram percentual de 39,6% para o nivel de ensino fundamental
e 19,5% para o nivel de instrugdo médio ou superior.

No que diz respeito ao estudo da varidvel nivel de instrucdo, a amostra estudada
pode ndo representar a totalidade dos homens contaminados na regido de Caxias do Sul, ja
que imagina-se que aqueles com ensino médio e superior tenham maiores e melhores
informacdes sobre a doenca da qual s&o portadores, bem como possuam maiores
possibilidades de tratamento em clinicas particulares. Assim, o grupamento de homens
HPV/DNA positivo, na maioria (90,4%) portadores de instrucdo de nivel fundamental e
médio, € representativo de uma camada da populacdo menos assistida e instruida,

contumazes usuarios do Sistema Unico de Satide. Em virtude das informagdes obtidas, que
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sugerem intensa precariedade na educacdo para a saude, seria adequada uma avaliacdo
epidemioldgica a propdsito de informacdes a respeito da educacdo sexual recebida nas

escolas e no lar.

O estudo da média da renda familiar ndo evidenciou associacdo entre 0S grupos
HPV/DNA positivo e negativo (R$1.269,00+1.44490 e R$889,20+519,90,
respectivamente), conforme mostra a Tabela 7. Embora esse tema ndo tenha sido discutido
na literatura consultada, mesmo assim merecem énfase os altos valores percebidos na
amostra avaliada. Pode ser representativa do alto poder aquisitivo da regido, mesmo para

trabalhadores de baixo e médio nivel de instrucéo.

Analisando-se 0 estado marital, observou-se uma associacdo estatisticamente
significativa entre HPV/DNA positivo (p=0,03) e o grupo de solteiros (Tabela 7). Ao se
agrupar casados e amigados, individuos com suposta estabilidade conjugal, o percentual de
HPV/DNA positivo foi de 50%, resultado semelhante ao encontrado por Castro et al.
(1994), que referiram percentual de 57,5%.

A associacgéo entre o estado marital solteiro e infeccdo pelo HPV pode ser explicada
pela maior média do numero de parceiras sexuais no ultimo ano (4,48+3,0 parceiras
sexuais), quando comparada a média do grupo negativo para HPV/DNA (2,5+2,4 parceiras

sexuais).

No estudo da idade da primeira relacdo sexual (IRS) observou-se uma associacao
altamente significativa entre HPVV/DNA positivo e idade da primeira relacdo sexual <16

anos (p=0,036), conforme Tabela 8. Castellsagué et al. (2002), estudando homens
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circuncisados e nao-circuncisados, encontraram IRS abaixo de 16 anos, num percentual de

4,2% e 22,9%, respectivamente. O mesmo autor, em 1997, estudando 816 homens na

Espanha e na Colémbia, relatou uma taxa de 20,1% para a idade da primeira relacao sexual

inferior a 15 anos. Os dois trabalhos citados empregaram técnicas biomoleculares para

diagnostico da infeccdo pelo HPV. Franceschi et al. (2002) encontraram percentual de

20,4% para a idade da primeira relacdo sexual <16 (p=0,67).

Tabela 8. Dados epidemioldgicos - 1.

HPV/DNA positivo HPV/DNA negativo
Variaveis Categoria n=42 n=38 Valor de
n % n % p*
Idade da primeira relacdo <16 37 88,1 24 63,2
sexual na vida >17 e <20 4 9,5 13 34,2
>21e <30 1 2,4 1 2,6 0,025
Média em anos 17,7423 16,9+2,3 0,017
NUmero de parceiras sexuais >1e <10 14 34,1 17 44,7
durante a vida >11e <50 23 56,1 20 52,6
>51 4 9,8 1 2,6 NS**
Média 26,5+29,3 18,4+17,5 NS
NUmero de parceiras sexuais 1 14 33,3 24 63,2
no altimo ano >2 28 66,7 14 36,8 0,008
Média 3,5+2,9 1,741,3 0,001
Estabilidade conjugal emanos >1e <2 23 59,0 15 39,5
>3e<5 3 7,7 7 18,4
>6 13 33,3 14 36,8 NS
Média em anos 4,845,9 7,3+7,7 NS
Tabagismo Né&o 26 61,9 21 55,3
<10 8 19,0 4 10,5
>10 8 19,0 13 34,2 NS

* Teste de Pearson. Considerou-se estatisticamente significante p<0,05 entre HPV/DNA positivo e
HPV/DNA negativo. ** NS = associacdo estatisticamente ndo significante.
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No estudo, a média da idade da primeira relacdo sexual no grupo de homens
HPV/DNA positivo foi de 17,7+2,3 anos, apresentando uma associacdo estatistica
significante entre HPVV/DNA positivo e media da idade da IRS (p=0,017). Hippeléinen et
al., em 1993, em estudo epidemioldgico, identificaram média da idade para IRS de
16,2+1,5 anos (p=0,13). Rotola et al. (1994), em estudo desenvolvido na Universidade de

Bologna, Italia, encontraram média da idade de 18 anos para IRS.

Na pesquisa em questdo, observou-se que os individuos HPV/DNA negativo e que
tiveram até 10 parceiras sexuais durante a vida, apresentaram percentual de ocorréncia de
44,7%, superior ao percentual de 34,1% dos individuos HPVV/DNA positivo. Na medida em
que houve aumento do numero de parceiras sexuais (>11 parceiras), aumentou o percentual
de individuos HPV/DNA positivos (65,9%), ainda que esse quesito ndo tenha sido
estatisticamente significativo (Tabela 8). Castellsagué et al. (2002), estudando homens
ndo-circuncisados e com 5 ou menos parceiras sexuais durante a vida, encontraram
individuos HPV/DNA positivo num percentual de 12,5%; quando o nimero de parceiras
sexuais durante a vida era superior a 5, o percentual aumentou para 44,7%. Franceschi et
al. (2002) referiram em seus estudos associacdo entre HPV/DNA positivo e 0 nimero de
parceiras sexuais durante a vida, ou seja, abaixo de 10 parceiras sexuais, 0 percentual foi
de 21,1%; acima de 10 parceiras, o percentual foi de 43,3% (p<0,01). Assim, maior risco
de adquirir infeccdo pelo HPV parece estar intimamente relacionado ao maior nimero de

parceiras sexuais durante a vida.

Ao se estudar o nimero de parceiras sexuais no Ultimo ano, observou-se uma

associacdo altamente significativa (p=0,008) entre 0 nimero de parceiras igual ou superior
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a 2 e infeccdo pelo HPV (Tabela 8). Na consulta a literatura especifica, constata-se que
essa variavel ndo foi avaliada pelos pesquisadores do tema. No entanto, ele corrobora o
resultado ja citado, em que o aumento do nimero de parceiras sexuais tende a aumentar o

risco de infeccédo pelo HPV.

Neste estudo, conforme mostra a Tabela 8, 0 menor tempo de estabilidade conjugal
(>1 e <2 anos) e maior tempo de estabilidade conjugal (>6 anos) apresentaram 0s maiores
percentuais de homens infectados pelo HPV, resultado que ndo demonstrou associacéo
estatisticamente significante quando comparado ao grupo HPV/DNA negativo.
Hippel&dinen et al., em 1993, observaram percentuais de 68,2% e 31,7% de estabilidade

conjugal até 2 anos e acima de 2 anos, respectivamente (NS).

Na Tabela 8, observou-se que apenas 38% do grupo HPV/DNA positivo
apresentavam o habito de fumar (NS). Franceschi et al. (2002), num estudo caso-controle,
em diferentes paises, ndo apontaram associacdo entre o habito de fumar e a infeccdo pelo
HPV. Wikstrom et al. (2000), ao realizar estudo caso-controle com 147 homens
HPV/DNA positivo, referiram um percentual de 28% (NS). Rotola et al. (1994), 51,3%;
Hippelainen et al. (1993), 60,9% (NS); e Hippeldinen et al. (1991) encontraram percentual
de 60,4% para tabagistas.

Villa (1997) descreveu a acgdo carcinogénica do fumo, direta ou indireta, na génese
do céncer do colo uterino.

O presente estudo ndo encontrou associacao estatistica entre a infecgdo pelo HPV
em homens e o habito de fumar, diferentemente do que é observado nas mulheres. Essa

observagdo corrobora a afirmacéo de que o tabaco, a imunidade local e a estrutura epitelial
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diferente na genitalia feminina favorecem a infeccdo pelo HPV e a génese de lesGes

precursoras e invasoras do colo uterino.

Tabela 9. Dados epidemioldgicos - I11.

HPV/DNA HPV/DNA
Variaveis Categoria positivo negativo Valor de
n=42 n=38 p*
n % n %
Historia de postectomia Sim 5 11,9 4 10,5
Néao 37 88,1 34 89,5 NS**
Relagdes sexuais com prostitutas Sim 20 47,6 23 60,5
Néo 22 52,4 15 39,5 NS
Uso de condom nas relacdes sexuais com Sim 18 85,7 11 47,8
prostitutas Né&o 3 14,3 12 52,2 0,008
Frequéncia do uso de condom nas Nunca 3 14,3 8 40,0
relagdes sexuais com prostitutas Eventual 7 33,3 5 25,0
Frequente 2 9,5 - -
Sempre 9 42,9 7 35,0 NS
Freqiiéncia do uso condom nas relagbes Nunca 28 66,7 22 57,9
com a companheira sexual Eventual 10 23,8 12 31,6
Freqlente 2 4,8 2 53
Sempre 2 4,8 2 53 NS

* Teste de Pearson. Considerou-se estatisticamente significante p<0,05 entre HPV/DNA positivo e

HPV/DNA negativo. ** NS = associagdo estatisticamente ndo significante.

A postectomia esteve presente em percentuais semelhantes no grupo HPV/DNA

positivo (11,9%) e negativo (10,5%), conforme mostra a Tabela 9. Castellsagué et al.

(2002) estudando homens com (n=292) e sem postectomia (n=847), em diferentes paises,

encontraram percentuais de infeccdo pelo HPV de 5,5% e 19,6%, respectivamente, e

referiram associagdo entre a circuncisao e risco reduzido de infec¢do genital pelo HPV,

além de risco reduzido de cancer cervical em mulheres de parceiros sexuais de alto risco

para HPV. Assim, concluiram que a circuncisdo pode ser considerada um importante co-

fator na historia natural da infeccdo pelo HPV, pela influéncia na aquisi¢do e transmisséo
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do HPV como doenca sexualmente transmissivel e génese do cancer cervical. No mesmo
trabalho, estudando a populacdo masculina brasileira, o autor referiu indice de 6,1% de

circuncisao.

A Tabela 9 demonstrou que a analise do contato sexual prévio com prostitutas
surpreendentemente ndo esteve associado a infec¢do pelo HPV. O grupo HPV/DNA
positivo mostrou menor percentual de relaces sexuais com mulheres trabalhadoras do
sexo (47,6%) e em contrapartida os homens HPV/DNA negativo apresentaram maior
numero de contatos (60,6%). Franceschi et al. (2002) referiram percentual de homens com
contato sexual com prostitutas de 57,6% (NS), enquanto que Castellsagué et al., em 2002,
referiram taxa de 20,4% e Castellsagué et al.,(1997), na Espanha, 41,6%, e na Colémbia,
61,4%. A ndo-associacao entre contato prévio com prostitutas e infeccdo pelo HPV pode
ser explicado pelo pequeno tamanho amostral e pela origem dos encaminhamentos dos
pacientes estudados.

Observou-se, durante a entrevista epidemioldgica, mesmo que esta ndo tenha
contemplado tal fato, que na grande maioria dos 80 homens estudados teve contato prévio
com mulheres que exercem a prostituicdo de forma eventual e no passado. Sabe-se que as
mulheres que exercem a prostituicdo, por apresentarem um maior nimero de parceiros
sexuais, apresentam um maior risco de aquisicdo e disseminacdo de doencas sexualmente
transmissiveis. Tais aspectos indicam a necessidade de um levantamento epidemioldgico
mais bem elaborado e aprofundado para a variavel em questdo, buscando outros aspectos

do comportamento sexual.
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Conforme Tabela 9, cerca de 85,7% do grupo HPV/DNA positivo utilizaram
condom (eventual, frequente e sempre) durante as relacbes sexuais com prostitutas.
Franceschi et al. (2002), em estudo semelhante realizado no Brasil, observaram taxa de
86%. Os mesmos autores referiram que 37% dos homens estudados, em diferentes paises,
usaram regularmente condom durante as relacGes sexuais com prostitutas.

Na Tabela 9 observou-se que o percentual de individuos HPV/DNA positivo que
sempre usaram condom durante a relacdo sexual com prostitutas foi de 42,9%, os que
usaram o meétodo de barreira de forma eventual foi de 33,3%, enguanto que o0 usaram
frequentemente foi de 9,5%. Franceschi et al. (2002) estudando homens com HPV,
relataram que 20,6% sempre usaram condom durante atividade sexual com prostitutas,
ocasionalmente, 16% e nunca, 16,3%. Castellsagué et al. (2002), estudando homens
circuncisados e infectados pelo HPV, encontraram “nunca ou ocasionalmente” em 17,1%,
“usualmente ou sempre”, em 27%.

O estudo demonstrou que o grupo HPV/DNA positivo usou de forma mais
adequada o condom nas relacGes sexuais com prostitutas. Embora o estudo ndo tenha
confirmado o importante papel de protecdo do condom, esse fato, indica a possibilidade de
existéncia de outros fatores de risco (epidemiol6gicos e comportamentais) na populacéo
infectada pelo HPV. Sdo necessarios novos estudos epidemiolégicos para a varidvel em

questdo no sentido de se entender melhor os resultados obtidos.

Quando se estudou o uso de condom com a atual companheira, verificou-se que
66,7% do grupo HPV/DNA positivo nunca empregaram tal metodo. No grupo HPV/DNA
negativo, o percentual dos que nunca usaram condom foi de 57,9%. Hippeléinen et al.

(1993) apontaram a importancia do condom como fator de protecéo na infeccéo pelo HPV.
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No grupo de pacientes HPV/DNA positivo todos eram heterossexuais e apenas um
apresentava historia de imunossupressao adquirida, conforme se constata na Tabela 10. No
grupo HPV/DNA negativo, um paciente referiu ser homossexual. Dados da literatura
demonstraram que pacientes portadores de imunidade celular deprimida apresentam um
risco maior de infeccdo pelo HPV, desde infeccdo e lesdes pré-invasivas até invasivas da
regido anogenital (Scott et al., 2001; Dillner et al., 2000b). Imagina-se que, devido ao

tamanho amostral, os resultados obtidos tenham ficado prejudicados.

Tabela 10. Dados epidemiologicos - 1V.

HPV/DNA HPV/DNA
Variaveis Categoria positivo negativo Valor de
n=42 n=38 p*
n % n %
Homossexualismo Sim - - 1 2,6
Né&o 42 100,0 37 97,4 NS**
Freqiéncia do uso do Sempre - - 1 100,0
condom nas relaches NS
homossexuais
Historia prévia de Néo 30 71,4 20 52,6
Doencas sexualmente Condiloma 4 9,5 6 15,8
transmissiveis ** Sifilis - - 1 2,6
Gonorréia 7 16,7 10 26,3
Hepatite - - 1 2,6
HIV 1 2,4 - -
Herpes genital - - 3 7,9
Chato 1 2,4 - -
Cancro mole 1 2,4 - -
Clamidia - - 1 2,6 NS
Imunodepressao Sim 1 2,4 - -
Néo 41 97,6 38 100 NS
Indicacéo da Prurido peniano 1 2,4 3 7,9
peniscopia*** Condiloma no pénis 26 61,9 6 15,8
Parceira infectada pelo HPV 20 47,6 33 86,8
Controle ap0s tratamento para
HPV - - 2 5,3
Condiloma anal 1 2,4 1 2,6 0,002

* Teste de Pearson. Considerou-se estatisticamente significante p<0,05 entre HPV/DNA positivo e
HPV/DNA negativo. ** NS = associagdo estatisticamente néo significante. *** Pode haver mais do que uma
resposta para 0 mesmo individuo.
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A historia prévia de doencas sexualmente transmissiveis foi menor no grupo
HPV/DNA positivo, observando-se percentual de 28,6% (NS), conforme mostra a Tabela
10. Wikstrom et al. (2000), no estudo desenvolvido no Hospital Universitario de Malma,
Suécia, referiram taxa de doenca sexualmente transmissivel prévia de 23% (NS), enquanto
que Hippeléinen et al. (1991), referiram percentual de 15,8%.

As doencas sexualmente transmissiveis mais referidas, em ordem decrescente de
citacdo por ambos os grupos, foram a gonorréia, o condiloma acuminado e o herpes
genital. Hippeldinen et al. (1991) encontram em seu estudo infec¢des pela Clamidia e
gonorréia.

Os resultados desse estudo ndo demonstraram uma associacdo estatistica
significativa entre historia prévia de doenca sexualmente transmissivel e infec¢do pelo

HPV.

Avaliaram-se as indicacOes da peniscopia (Tabela 10) no grupo HPV/DNA
negativo e observou-se que a indicacdo de parceira infectada pelo HPV esteve presente em
86,8%, de controle apds o tratamento para HPV em 5,3%, de condiloma peniano em 15,8%
e de condiloma anal, em 2,6%. No grupo HPV/DNA positivo evidenciaram-se as seguintes
indicacdes: condiloma peniano (61,9%), parceira com infeccdo pelo HPV (47,6%), e

prurido peniano e condiloma anal (2,4%).

Na Tabela 11, observou-se altos percentuais de mulheres infectadas pelo HPV no

grupo de homens HPV/DNA negativo (86,8%) e no grupo de homens portadores de lesbes

subclinicas (83,3%). O estudo do grupo de pacientes portadores de infeccéo clinica pelo
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HPV demonstrou o menor percentual (34,5%) de companheira infectada pelo HPV. O

diagnostico de HPV na companheira foi sugerido pela citologia, colposcopia e histologia.

Tabela 11. Correlagéo entre HPV/DNA no homem e companheira sexual com HPV.

HPV/DNA HPV/DNA positivo
negativo n=42
Companheira infectada
pelo HPV*
n=54 Infeccéo Infeccéo Infecgéo Total
n=38 clinica  subclinica latente
n=29 n=12 n=1 n=42
n % n % n % n % n %
Presente 33 86,8 10 345 10 833 1 100 21 500
Ausente 5 13,2 19 655 2 16,7 - - 21 50,0

*Diagndstico de infecgdo pelo HPV pelos métodos citologia e/ou histologia.

Vérias sao as possibilidades de explicacdo da relacdo entre companheira infectada
pelo HPV (54/80 casos; 64,5%) e parceiro sexual HPVV/DNA negativo (86,8%) ou portador
de infeccdo na forma subclinica (83,3%). A prevaléncia da infeccdo pelo HPV pode
apresentar ampla variacdo, intimamente dependente da metodologia diagnostica
empregada. Tem-se aceito, também, como explicacdo plausivel, a baixa concordancia de
prevaléncia da infeccdo pelo virus observada entre os pares sexuais, por diferentes
variaces da atividade bioldgica em homens e mulheres, ou seja, 0s homens apresentam
maiores taxas de regressao espontanea da doenca, enquanto as mulheres, maiores taxas de
infeccOes persistentes. Assim, o comportamento das infecgOes pelo HPV parecem ser
diferentes por motivos diversos; sobressaem a imunidade local e as diferengcas na

organizacao do epitélio genital em ambos os sexos. Merece pesquisa mais aprofundada o
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conhecimento do comportamento biolégico e epidemioldgico da infeccdo pelo HPV em

homens.

4.7 Tipagem viral

O perfil da digestdo enzimatica (enzimas de restricdo) dos produtos de DNA viral
amplificados, foi visualizado em gel de poliacrilamida (Figura 5) e comparado aos padrdes

de bandas descritos por Bernard et al. (1994) - Anexos 3 e 4.
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Figura 5. Perfil de digestdo de HPV11 em gel de poliacrilamida. Fragmento de 449 pares
de bases amplificadas com MY9 e MY11 e digerido com enzimas de restricdo. Controle

sem enzimas = solu¢gdo com DNA e sem enzimas de restricio. DNA ¢ X 174RF =
marcador de peso molecular.

Os percentuais dos tipos de HPV identificados neste estudo foram: HPV 6 — 54,8%,
HPV 11 - 40,5%, HPV 61 — 2,4%, HPV 33 - 2,4%, HPV 84 — 2,4%, sendo que um

paciente apresentou infeccéo dupla.
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No estudo, o grupo HPV/DNA positivo, composto de parceiros sexuais de mulheres
atendidas no Ambulatério de Patologia do Trato Genital Feminino da Universidade de
Caxias do Sul e portadoras de lesGes de alto e baixo grau do colo uterino, apresentou
prevaléncia dos tipos virais 6 e 11. Paesi et al. (2003), na Universidade de Caxias do Sul,
em um estudo prospectivo, entre agosto de 2000 a dezembro de 2000, em mulheres
portadoras de lesdes de baixo ou alto grau do colo uterino, observaram a prevaléncia dos
tipos virais 16 e 18.

Franceschi et al. (2002), em estudo caso-controle, de parceiros sexuais de mulheres
portadoras de carcinomas in situ e carcinomas invasores do colo uterino, encontraram a
prevaléncia dos HPV tipo 16, 18, 31 e 33, de alto risco oncogénico.

Castellsagué et al. (1997), estudando casais infectados pelo HPV, encontraram
pouca concordancia compartilhada nos tipos de HPV identificados (31,8%), resultado
possivelmente relacionado a diferenca de metodologia diagndstica empregada para cada
grupo.

Tabrizi et al. (1992), estudando amostras histolégicas benignas de infeccdo pelo
HPV, em parceiros sexuais de mulheres com citopatoldgico do colo uterino sugestivo de
infeccdo pelo HPV ou de lesbes precursoras do cancer do colo uterino, encontraram
percentual de 73% para os tipos virais 6 e 11.

Os resultados observados neste estudo, juntamente aos resultados da literatura
pesquisada, mostraram uma baixa concordancia de prevaléncia da infeccdo pelo HPV entre
homens de alto risco para infeccdo pelo viral e mulheres portadoras de lesbes de alto e
baixo grau do colo uterino, a qual poderia ser explicada por diferentes variacGes da
atividade biologica, pela imunidade local e pela diferencas na organizacdo do epitélio

genital em ambos os sexos. Na mesma populacdo masculina e feminina mencionada acima,
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observou-se uma baixa concordancia entre a prevaléncia dos tipos virais, resultado que
poderia sugerir a possibilidade de transmissdo viral multipla e presenca de fatores que
predispem a infeccdo genital por um ou mais virus, em ambos os sexos. Esses fatos
indicam a necessidade de estudo prospectivo em amostras de epitélios genitais de pares
sexuais, empregando-se a mesma metodologia diagnéstica para HPV, visando buscar
melhor conhecimento sobre o comportamento biolédgico da infecgéo viral.

Os resultados deste estudo corroboram os dados ja obtidos na literatura, no que se
refere a epidemiologia e a tipagem viral, com excecdo das seguintes variaveis: numero de
parceiras sexuais no ultimo ano e renda familiar.

Este estudo demonstrou, com originalidade, a associacdo entre o0 numero de
parceiras sexuais no Ultimo ano > 2 e infeccdo pelo HPV, fortalecendo o conceito de que,
quanto maior nimero de parceiras sexuais, maiores sdo as chances de aquisicdo e
transmisséo da infecgdo em questéo.

O emprego da escova e PCR para diagndstico do HPV em pénis foi o método
diagnostico que apresentou melhor desempenho, resultado que aponta para uma mudanca
da terapéutica médica vigente no que se refere a metodologia diagnostica empregada para

a infeccdo do HPV.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que:

1. Os seguintes métodos diagndsticos apresentaram resultados considerados
satisfatorios para a identificacdo da infeccdo clinica do HPV: coleta de material com
escova e PCR, histologia e peniscopia + histologia.

2. A coleta de material com escova e PCR foi 0 método diagnostico que apresentou
a melhor medida de desempenho, considerado bom, para diagnostico da infeccdo
subclinica.

3. A média de idade do grupo HPV/DNA positivo foi de 28,1+9,6 anos, com clara
prevaléncia dessa infeccdo em idade abaixo de 29 anos.

4. Houve associacao estatistica entre as seguintes variaveis e infeccdo pelo HPV:
estado marital solteiro, idade da primeira relacdo sexual <16 anos e nimero de parceiras
sexuais no ultimo ano >2.

5. Os tipos virais mais frequentes de HPV no pénis foram os tipos 6 e 11, de baixo

risco oncogénico.
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6. PERSPECTIVAS

- Necessidade de estudos que visem a melhoria da eficiéncia do método de coleta
de amostra e melhoria da técnica de extracdo do material genético humano e viral.

- Necessidade de estudo, prospectivo, em pares sexuais de risco para HPV
(mulheres com lesdo de baixo ou alto grau do colo uterino e seus respectivos parceiros
sexuais), submetidos a mesma metodologia molecular para diagndstico da infeccédo pelo

HPV.
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8. ANEXOS
Anexo 1.

UNIVERSIDADE DE CAXIAS DO SUL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA COLETA DE
MATERIAL DE LESAO DE PENIS

Sr. , 0 Ambulatério de Urologia do
Ambulatério Central da Fundacdo Universidade de Caxias do Sul, esta realizando pesquisa
em lesdes penianas que podem estar sendo causadas pelo virus chamado Papilomavirus
humano ou HPV.

Para identificarmos o virus € necessario que se faca a coleta com uma pequena
escova de pléstico diretamente da lesdo, a qual posteriormente sera analisada em
laboratdrio. Esta coleta podera causar dor de discreta intensidade.

Apobs a coleta com a escova, se fara retirada de um fragmento da lesdo. Este
procedimento é realizado com anestesia local e tem como objetivo comparar a lesdo com
os achados do material coletado com a escova. Este procedimento causara discreta dor ja
que ¢é realizado sob anestesia local.

Esta pesquisa tem como objetivo diagnosticar as lesbes penianas causadas pelo
HPV, bem como, identificar qual dos tipos de HPV ocorrem com mais freqiiéncia em
nossa regido, para que melhor possamos orientar e tratar todos os acometidos por esta
doenca.

Gostariamos de esclarecé-lo que o HPV pode estar presente nas genitalias
masculinas e femininas, sendo considerado fator de risco para desenvolvimento de doencas
que precedem o cancer do pénis, da vulva, da vagina e do colo uterino.

A sua participacdo nesta pesquisa € sigilosa, s6 os médicos envolvidos diretamente
com a pesquisa é que saberdo do resultado, sendo sua privacidade resguardada, ndo sendo
relacionadas com sua pessoa. Caso a presenca do HPV seja positiva, vocé serd informado e
a equipe médica utilizara tal dado para melhor acompanhamento do meu caso.

Este exame ndo lhe trard despesas e a qualquer momento poderd retirar tal
consentimento para participar da pesquisa; porém, seu acompanhamento serd continuado
pelos médicos, sem nenhum constrangimento.

O seu contato para qualquer davida sera o Dr. Renato Luis Rombaldi, que podera
ser encontrado pela parte da manhd, no Ambulatério de Medicina Materno-fetal do Servigo
de Obstetricia do Hospital Geral de Caxias do Sul.

Estou satisfatoriamente esclarecido e autorizo as coletas de material da lesdo
do meu pénis, com a finalidade de pesquisar a presenca do virus HPV.

Assinatura

Caxias do Sul, de de 2003.
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Anexo 2.

UNIVERSIDADE DE CAXIAS DO SUL

FICHA EPIDEMIOLOGICA

Data: / /

Nome: N°
Idade: Cor: Estado civil:
Nivel de instrucéo:

Renda Familiar: Profisséo:

Fumo: cigarros/dia

Inicio da atividade sexual: anos

Fimose: [1 Ndo [ Sim
N° de parceiras sexuais/vida:

N° de parceiras sexuais no Gltimo ano:

Sexo com prostitutas: [ Ndo [ Sim
N° de relacGes sexuais:
Uso de camisinha:[] Eventual [ Freqgiiente [1Sempre [ Nunca
Relacdes homossexuais: [1 N&o [ Sim 1 Ativo [ Passivo
Uso de camisinha:LJ Eventual [ Freqiiente LI Sempre L Nunca
Uso de camisinha com a companheira:
Frequéncia: [ Eventual [ Freqiiente [ Sempre Nunca
N° em anos de convivio com a sua atual parceira: [

DST:

Postectomia: Idade em que foi realizada:

Imunossupressao:

Queixa do paciente (Sintomas):

Descri¢do dos achados clinicos:
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Anexo 3.

Tipo do HPV BamHI Ddel Haelll Hinfl Pstl Rsal Sau3Al
HPV 6b 449 382 217 234 449 161 366
67 124 215 149 63
108 72 20
Uncut: 449 pb 67
HPV 11 336 447 217 234 242 216 336
83 2 124 215 207 135 63
108 72 20
Uncut: 449 pb 26
HPV 13 372 326 204 240 213 175 372
83 62 127 215 242 135 63
67 124 73 20
Uncut: 445 pb 72
HPV 16 452 452 444 452 216 310 369
8 210 72 63
Uncut: 452 pb 26 70 20
HPV 18 372 432 455 455 242 135 372
83 23 213 125 63
85 20
72
Uncut: 455 pb 38
HPV 26 455 455 455 455 102 365 372
353 72 63
Uncut: 455 pb 18 20
HPV 31 452 283 328 237 216 380 369
167 124 215 210 72 63
Uncut: 452 pb 2 26 20
HPV 31b 452 285 328 237 216 380 369
90 124 215 210 72 63
Uncut: 452 pb 77 26 20
HPV 32 366 320 317 234 449 216 366
83 21 124 215 161 63
Uncut: 449 pb 108 8 72 20
HPV 33 449 320 449 234 242 236 267
7 215 207 102 162
52 72 20
Uncut: 449 pb 39
HPV 34 458 211 334 458 253 186 438
151 124 179 161 20
88 26 96
Uncut: 458 pb 8 15
HPV 35 452 294 261 452 426 171 369
135 180 26 161 63
23 8 72 20
Uncut: 452 pb 3 42
HPV 39 455 324 455 355 330 260 249
131 100 125 123 123
72 63
Uncut: 455 pb 20
HPV 40 240 297 447 455 455 365 240
132 158 8 90 132
83 63
Uncut: 455 pb 20
HPV 42 366 341 449 234 449 242 366
83 108 215 135 63
Uncut: 449 pb 72 20
HPV 44 455 297 223 455 455 222 405
112 124 161 30
Uncut: 455 pb 46 108 72 20
HPV 45 372 324 447 445 242 338 372
83 131 8 213 72 63
Uncut: 455 pb 45 20
HPV 51 237 362 379 452 452 380 237
215 90 73 72 132
63
Uncut: 452 pb 20
HPV 52 449 357 258 449 423 449 366
92 183 26 63
Uncut: 449 pb 8 20
HPV 53 449 206 232 368 449 449 342
158 217 81 87
Uncut: 449 pb 85 20
HPV 54 369 452 217 234 452 138 369
83 127 218 125 63
108 117 20
Uncut: 452 pb 72
HPV 55 455 112 215 215 455 165 405
111 124 207 161 30
101 108 33 72 20
85 8 57
Uncut: 455 pb 46

Amplified Fragment Length Polymorphism (RFLP). Padrdes para HPV de mucosa. Os
padrdoes foram obtidos empregando os primers MY09/MY11l que amplificam uma

sequéncia de ~ 450 pb L1. Bernard et al. (1994).
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Anexo 4.

Tipo do HPV BamHI Ddel Haelll Hinfl Pstl Rsal Sau3Al
HPV 56 449 307 275 449 242 310 429
142 166 207 72 20
8 49
Uncut: 449 pb 18
HPV 57 449 211 449 449 296 449 328
142 153 38
50 33
46 26
Uncut: 449 pb 24
HPV 58 449 348 449 235 216 306 366
101 214 207 111 57
26 32 20
Uncut: 449 pb 6
HPV 59 452 452 396 452 426 452 402
56 26 24
20
Uncut: 452 pb 6
HPV 61 455 455 212 455 455 185 372
211 180 63
24 72 20
Uncut: 455 pb 8 18
HPV 62 449 449 232 449 341 359 399
217 108 72 30
Uncut: 449 pb 18 20
HPV 64 375 211 334 367 253 186 375
83 151 124 91 179 161 63
87 26 72 20
Uncut: 458 pb 9 39
HPV 66 (PAP88) 366 291 449 449 207 449 366
83 158 150 63
66 20
Uncut: 449 pb 26
HPV 67 449 307 266 234 423 310 366
92 183 215 26 72 63
Uncut: 449 pb 50 67 20
HPV 68 (ME180) 372 455 455 215 455 260 249
83 140 85 123
100 72 63
Uncut: 455 pb 38 20
HPV 69 372 455 223 455 455 365 372
83 183 72 33
49 18 30
Uncut: 455 pb 20
MM4 (W138) 455 288 455 241 455 383 435
Uncut: 455 pb 167 214 72 20
MM7 (PAP291) 369 452 383 452 317 380 369
LVX82 83 69 135 72 63
Uncut: 452 pb 20
MM8 (PAP155) 452 220 346 214 452 310 369
142 106 106 142 63
90 95 20
Uncut: 452 pb 37
MM9 (PAP238A) 458 243 458 458 432 201 408
215 26 161 30
Uncut: 458 pb 96 20
LVX100 452 297 220 452 452 362 369
155 208 72 63
Uncut: 452 pb 24 18 20
1539 455 243 455 241 455 383 435
Uncut: 455 pb 212 214 72 20
CP141 372 455 232
LVX160 83 117 240 242 231 372
106 215 213 123 63
72 20
Uncut: 455 pb 29
CP6108 369 246 325 452 452 380 369
83 152 127 72 33
54 24
20
Uncut: 452 pb 6
CP8304 452 452 127 452 341 452 432
121 111 20
108
Uncut: 452 pb 96
CP4173 455 300 220 455 455 365 372
LVX100* 155 211 72 63
Uncut: 455 pb 24 18 20
CP8061 452 320 217 346 360 380 381
132 127 106 92 72 51
Uncut: 452 pb 108 20

*Incluiu umas trés bases eliminadas comparadas ao CP4173; porém, a digestdo global da
Amplified Fragment Length Polymorphism (RFLP). Padrdes para HPV de mucosa. Os
padrdoes foram obtidos empregando os primers MY09/MY11l que amplificam uma
sequéncia de ~ 450 pb L1. Bernard et al. (1994).

81



	Tese papilomavirus - Renato Luís Rombaldi.pdf
	Catalogação na fonte elaborada pela bibliotecária
	Márcia Carvalho Rodrigues – CRB 10/1411


