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RESUMO

O Papilomavirus Humano (HPV) estd associado a um amplo espectro de
lesdes em humanos, incluindo verrugas e displasias do epitélio genital. Mulheres
infectadas pelo HPV podem desenvolver lesdes cervicais de baixo grau e haver
regressdo espontanea dessa lesdo decorrente da resposta imunoldgica do
hospedeiro, como também evoluir para lesbes mais severas, de alto grau
oncogénico levando ao cancer de colo de utero. O homem é o principal elo na
cadeia epidemioldgica do HPV atuando como portadores e transmissores dos tipos
oncogénicos contribuindo para aumentar de forma substancial o risco de ocorréncia
do cancer cervical nas parceiras e ainda com menos frequéncia ele pode
desenvolver cancer de pénis ou de anus. Atualmente sdo conhecidos mais de 230
tipos de HPV, sendo que cerca de 40 infectam a mucosa e estes séao divididos em
dois grupos: de alto risco oncogénco (tipos 16,18, 31, 33, 45 e 66) e baixo risco
oncogeénico (tipos 6, 11, 42, 43 e 44). A infeccdo pelo HPV é de dificil controle e de
incidéncia mundial crescente, podendo o paciente apresentar-se assintomatico ou
desenvolver sintomas clinicos. A participacdo do homem na infec¢do por HPV deve
ser avaliada ndo apenas em termos de prevaléncia das infec¢des sintomaticas, mas
também do potencial oncogénico das lesGes assintomaticas. A infeccdo da regido
genital masculina ocorre quase exclusivamente por via sexual, contribuindo para
aumentar de forma substancial o risco de ocorréncia do cancer cervical nas
parceiras. Este trabalho teve como objetivo identificar e quantificar DNA de HPV por
RQ-PCR (PCR em Tempo Real) e os tipos virais, relaciona-los com co-fatores
predisponentes a infeccdo e a presenca de lesbes detectaveis. O estudo foi
realizado em 61 pacientes que procuraram atendimento urolégico em consultorio
médico no periodo de 2009 a 2010. Todos os pacientes foram submetidos ao exame
de peniscopia e coleta de material da leséo, para detec¢cdo do DNA de HPV por RQ-
PCR, respondendo a um questionario com dados epidemioldgico e clinicos Dentre
0s pacientes estudados 57 tiveram peniscopia positiva, sendo que 84,2%
apresentaram leséo verrucosa. Com relagéo a pesquisa de DNA de HPV 51(83,6%)
foram positivos e os tipos mais comuns foram o HPV6(56,8%), HPV11(17,6%)
HPV16(15,6%) e HPV18(2%).

Palavras - chave: Papilomavirus humano, PCR em Tempo Real, Peniscopia, Tipos virais.



ABSTRACT

The Human Papillomavirus (HPV) is associated with a wide spectrum of lesions
in humans, including warts and genital epithelial dysplasia. HPV-infected women can
develop cervical lesions of low grade that may either retract spontaneously because
of the host immune response or evolve into more severe lesions of highly oncogenic
grade leading to cervix cancer. HPV infection can also evolve into more severe
lesions, called high-level lesions, and progress to cervical cancer. The man is the
main link in the HPV epidemiological chain, acting as carriers and transmitters of
oncogenic types and contributing to substantially increase the risk of cervical cancer
on his partner. Less frequently, he may eventually develop penis or anus cancer.
Currently there are over 230 known types of HPV; about 40 types infect the mucosa,
and they are divided into two groups: oncogenic of high risk (types 16, 18, 31, 33, 45
and 66) and oncogenic of low risk (types 6, 11, 42, 43 and 44). HPV infection is
difficult to control and presents increasing incidence worldwide, and the patient can
be asymptomatic or develop clinical symptoms. The participation of man in HPV
infection should be evaluated not only in terms of prevalence of symptomatic
infections, but also because of the oncogenic potential of asymptomatic lesions. The
infection of the male genital region occurs almost exclusively through sexual
intercourse, contributing to substantially increase the risk of cervical cancer in the
partners. The aim of this study was to identify and quantify the HPV DNA by RQ-PCR
(PCR Real-Time), as well as to determine the viral types and relate them to co-
factors predisposing to infection and to the presence of detectable lesions. The study
involved 61 patients who sought urology treatment in physician's offices from 2009 to
2010. All patients were given a questionnaire with epidemiological and clinical data.
They also underwent peniscopy examination and had the lesion material collected for
the detection of HPV DNA by RQ-PCR. Among the patients studied, 57 had positive
peniscopy, and 84.2% showed verrucous lesions. Regarding the HPV DNA search,
51 (83.6%) were positive and the most common types were: HPV6 (56.8%), HPV11
(17.6%), HPV16 (15.6%) and HPV18 (2%).

Key - words: Human Papillomavirus, Real-Time PCR, Peniscopy, Viral types.
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1 INTRODUCAO

O Papilomavirus Humano (HPV) est4 associado com um amplo espectro de
lesbes em humanos, incluindo verrugas e displasias do epitélio genital. Atualmente,
sdo conhecidos mais de 230 tipos de HPV, sendo que cerca de 40 infectam a
mucosa e esses sao divididos em dois grupos: de alto risco oncogénico (tipos 16,18,
31, 33, 45 e 66) e sendo os tipos 16 e 18 os mais comuns, e baixo risco oncogénico
(tipos 6, 11, 42, 43 e 44), sendo 06 e 11 mais comuns, de acordo com a habilidade
de integrar-se ao genoma do hospedeiro e desenvolver lesdes malignas ou

benignas.

A infeccdo pelo HPV é uma IST (Infeccdo Sexualmente Transmitida) com
incidéncia mundial crescente e de dificil controle, podendo apresentar-se de forma
latente ou subclinica, frequentemente assintomatica, podendo ser reativada em
estados de imunodepressao, resultando no aparecimento de condiloma acuminado
ou carcinoma. A principal via de transmissao do HPV é a via sexual. Outras vias tais
como, contato com fémites contaminadas e transmissao vertical de méae para filho, ja

foram propostas.

A exposi¢do ao HPV acontece mais frequentemente em mulheres jovens e
sexualmente ativas, com um pico de prevaléncia da infeccdo entre 20 a 25 anos.
Estudos mostram que mulheres infectadas por HPV de alto risco oncogénico tem um
grande risco de progressao para NIC (Neoplasia Cervical Intraepitelial) se
comparadas com mulheres infectadas por HPV de baixo risco oncogénico, e uma
incidéncia elevada de canceres de colo uterino se comparada as mulheres nao
infectadas. No homem, a infeccao pelo HPV pode evoluir para cancer de pénis ou de

anus.

Considerando que, o homem é o principal elo na cadeia epidemiologica do
HPV, atuando como portadores e transmissores de tipos oncogénicos para suas
parceiras e a escassez de estudos moleculares e epidemiologicos sobre essa

infecc@o entre os homens de nossa regido, o diagnéstico dessa infec¢cao nestegrupo



populacional é de grande importancia para a prevencdo do cancer cervical em

mulheres e para a saude do homem.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histoérico

Desde a Grécia e Roma antigas encontramos relatos sobre verrugas genitais.
Hunter (1786) fez uma descricdo das verrugas genitais como manifestacao sifilitica
(apud YAMAMOTO, ALVES,1998, p. 1) Em seguida, Bell (1793), descreveu que
essas verrugas nao estavam relacionadas com sifilis e mais tarde, tal fato foi
reconhecido por outros pesquisadores (apud YAMAMOTO, ALVES 1998, p. 1). Tais
verrugas, posteriormente foram consideradas como lesBes trauméticas do ato
sexual, e somente durante a Guerra da Coréia foi verificado que mulheres de
soldados com condiloma acuminado adquiriam a doenca por transmissao sexual;
sendo, portanto classificadas como decorrentes de infecgcdes transmissiveis
sexualmente (COURA, 2008).

Virchow (1867) descreveu que essas verrugas eram elevacfes semelhantes a
couve-flor, denominando-as de condiloma. Na Alemanha, os condilomas foram
divididos em acuminado (papilas pontiagudas) e plano (lesdes umidas) (apud
YAMAMOTO, ALVES,1998, p. 2.).

Waelsch (1918) realizou um importante trabalho que demonstrou
experimentalmente que verruga vulvar e condiloma acuminado eram causadas pelo
mesmo extrato filtrado. Ele inoculou extrato de condiloma genital em pele humana e
produziu verruga comum, e quando inoculou 0 mesmo extrato em membrana
mucosa produziu condiloma. No Brasil, Magalhdes (1920), observou que tais
verrugas eram infectantes até 72 horas apos a colheita e o periodo de incubacéo era
de 20 dias, para manifesta¢des cutaneas visiveis em bezerros. Varios outros autores
fizeram experimentos a procura do agente etioldégico dessas verrugas, encontrando-
as em homens, bovinos, coelhos e cédes, e definiram que tais virus possuiam

epiteliotropismo e eram espécie-especificos. Assim, ap0s a revisdo dos
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experimentos alguns autores concluiram que havia somente um agente etioldgico
para todos os tipos de verrugas (apud YAMAMOTO, ALVES, 1998, p. 2).

Shope (1933) realizou experiéncias infectando coelhos selvagens e coelhos
domeésticos, podendo observar que o periodo de incubacéo, ou seja, o periodo entre
a inoculacdo do virus e o0 aparecimento das primeiras lesdes cuténeas
papilomatosas., era de seis a doze dias. Constatou-se que a infeccdo também
poderia induzir imunidade especifica e atribuiu que seria esse o possivel agente de
cancer em mamiferos. (apud YAMAMOTO, ALVES, 1998, p. 2).

Kidd (1938) observou que houve regressdo espontanea dos papilomas em
coelhos através de uma resisténcia generalizada originada do hospedeiro, em
oposicao a proliferacdo nas células infectadas por virus. Em outro experimento, foi
demonstrado também o desenvolvimento da imunidade e a persisténcia ou
regressdo espontanea da lesdo (apud YAMAMOTO, ALVES, 1998, p. 2). A
verdadeira etiologia dos condilomas s6 foi demonstrada em 1949, por meio de
microscopia eletrdnica, com a observacao de particulas virais em verrugas cutaneas,
distribuidas em padrédo cristalino, sendo mais tarde relacionado ao papiloma
humano, classificado no grupo papova. ApOs essa observacdo em microscopia
eletrbnica, realizaram-se heteroinoculagbes com o HPV determinando assim o
periodo de laténcia entre trés a doze meses apols a infec¢cdo (apud YAMAMOTO,
ALVES, 1998, p. 3).

Assim, em 1974, Zur Hausen et. al., iniciaram estudos que levaram a
identificacdo de DNA do HPV por hibridizagcdo molecular e a possivel existéncia de
diferentes tipos virais nos condilomas acuminados, ficando bem estabelecida a
heterogeneidade genética, sendo tais parametros usados até hoje para caracterizar
0s tipos virais (apud YAMAMOTO, ALVES, 1998, p.3)

2.2 Papilomavirus Humano

Os Papilomavirus sao virus nao envelopados, portanto muito resistentes as
condi¢cdes do meio, sdo pouco sensiveis ao calor ou ainda ao cloro usado nas
piscinas. Possuem 52 a 55 nm de didmetro, de simetria icosaédrica, constituido por
DNA circular de dupla hélice contendo 8000 pares de bases (VILLA,1998). Sao
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epiteliotroficos, e infectam o epitélio cutdneo e mucoso, sendo responsaveis por
tumor benigno e maligno (PRETET et al., 2010).

O genoma do papilomavirus contém de 9 a 10 genes divididos em regides,
sendo que 7 a 8 estdo na regido precoce ou early e 2 na regido tardia ou late. Esses
genes precoces estao envolvidos na replicacdo do DNA viral (E1 e E8), no controle
da transcricdo (E2 e E8), na maturacéo do virus (E4) e no estimulo da proliferacéo e
transformacao celular (E5, E6 e E7). A regido tardia compreende 2 genes, L1 e L2,
que representam as proteinas principais e secundérias do capsideo viral
(VILLA,1998).

O HPV é classificado em diferentes tipos virais, com base na sequéncia de
nucleotideos do DNA viral e atualmente sdo reconhecidos cerca de 230 tipos de
virus. Os tipos 6, 11, 42, 43 e 44 sao 0s mais comuns e estdo associados as lesdes
benignas, como condiloma acuminado e verrugas com raros casos para evolugao
maligna. Os tipos 16, 18, 31, 33, 45 e 66 estdo associados a lesdo de alto grau e
cancer cervical (IARC,1995).

O ciclo de multiplicagéo viral inicia quando o HPV infecta nas mulheres, as
células-tronco do epitélio nas zonas de junc¢do, por microlesdes da ectocérvice, que
ficam sob controle das proteinas precoces E1 e E2. Isso permite obter de 50 a 100
copias de DNA viral por célula e constitui a fase de estabelecimento. Essa etapa do
ciclo de multiplicacéo é chamada de ndo produtiva, pois ndo ha producéo de virions,
ocorrendo durante a fase S do ciclo celular. Em seguida, temos a fase de
conservacdo dos genomas, mantendo um numero constante de genomas de HPV
com o decorrer das divisdes celulares. Os genomas recém-sintetizados distribuem-
se, como o DNA celular, em cada célula-filha. A proteina E2 desempenha papel
importante na segregacdo dos genomas virais durante a divisao celular. De forma
concomitante, a transcricdo dos genes tardios é ativada. A expressdo das proteinas
L1 e L2 nas camadas mais superficiais do epitélio permite entdo, a encapsidacao do
genoma e a producdo de novos virions infecciosos, que séo liberados no meio
exterior com as células descamantes. A mucosa fica muito infectante levando a um
grande risco de transmiss&o do HPV (PRETET et al.,2010).

O ciclo viral € dependente do ciclo celular. Apds o virus infectar as células, e
guando estes ndo estdo replicando ativamente, as proteinas virais E6 e E7 séo
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expressas em baixa quantidade. Quando a replicacdo torna-se ativa a producdo
dessas proteinas eleva-se, entdo a proteina viral E7 leva a degradacdo de p130,
uma proteina reguladora do ciclo celular, necesséaria a conservacdo das células em
fase de quiescéncia, e a proteina E6, por sua vez, liga-se a p53 (conhecida como
proteina pro-apoptotica) inibindo a atividade transcricional, o que limita sua

capacidade de interromper o ciclo celular (PRETET et al.,2010).

O mecanismo de inducdo a carcinogénese tem sido intensamente estudado
nos HPVs oncogénicos, e, hoje sabe-se que é resultado da acdo conjunta das
proteinas E6, E7 e E5, chamadas de oncoproteinas. A proteina celular E6 e 0
complexo E6AP (E6 activanting protein), associam-se a proteina p53 marcando a
sua degradacédo pelo sistema celular mediado pela ubiquitina. A proteina p53 € um
importante supressor tumoral, envolvida no controle do ciclo celular, na transcricao
de genes controladores da proliferacdo e na inducdo da apoptose. A sua
degradacdo mediada pela E6 dos HPVs oncogénicos resulta em um desequilibrio da
proliferacdo celular. A proteina viral E7, por sua vez, associa-se a proteina pRb,
outro importante supressor tumoral, inativando-a. A proteina E5 insere-se na
membrana da célula infectada e promove a associacdo dos receptores do fator de
crescimento epitelial (EGFR), mimetizando a acdo desse fator, o que resulta em
estimulo da proliferacdo celular (SCHMITT, 2006).

2.3 Epidemiologia

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano é uma doenga de maior incidéncia e
prevaléncia no mundo, sendo altamente considerada como uma lesdo pré-
neoplasica, podendo afetar 6rgdos genitais, regido anal e cavidade oral (HOSSNE,
2008).

O cancer de colo do utero € o segundo tipo mais frequente entre as mulheres,
com aproximadamente 500 mil novos casos por ano no mundo, sendo responsavel
pelo 6bito de aproximadamente 230 mil mulheres por ano. Sua incidéncia é cerca de
duas vezes maior em paises menos desenvolvidos quando comparada com paises

mais desenvolvidos.



13

No Brasil, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de
colo de utero é o mais incidente na Regido Norte (23/100.000). Nas regides Centro-
Oeste (20/100.000) e Regido Nordeste (18/100.000) ocupa a segunda posi¢cdo mais
frequente e nas Regifes Sul (21/100.000) e Sudeste (16/100.000) ocupa a terceira
posicéo (INCA, 2010).

A estimativa para o0 ano de 2010 e 2011 no Brasil € de 18.430 casos novos de
cancer de colo de Utero, com um risco estimado de 18 casos a cada 100 mil
mulheres (INCA, 2010).

No Brasil, Girianelli et al., (2010) realizaram uma pesquisa para estimar a
prevaléncia de HPV e avaliar os fatores associados a infec¢cdo em 2.056 mulheres
de 25 a 59 anos, onde resultou na prevaléncia de HPV de 12,8% para tipos de alto
risco oncogénico e 5% para HPV de baixo risco oncogénico. Houve uma redugéo na
prevaléncia de HPV para tipos de alto risco oncogénico com o avanco da idade e um
recrudescimento no grupo etario de 55 a 59 anos. Os fatores relacionados ao

comportamento sexual mostraram-se associados a infec¢ao pelo HPV.

Ainda que menos frequente, os homens poderédo desenvolver cancer de pénis
ou de anus (NYITRAY, 2008). No Chile, 62 estudantes universitarios, homens
voluntarios e assintomaticos, foram analisados através da coleta de células por
esfoliacdo do corpo do pénis e sulco coronal. Neste estudo, a prevaléncia da
infecgao pelo HPV foi de 84%, sendo que, no pénis foi detectado HPV em 77% dos
pacientes e no sulco coronal em 66%. Os tipos mais comuns detectados foram o
HPV 16 (45%), o HPV 11 (19%), HPV 6 (10%) e HPV 18 (9%), concluindo que a
infeccdo por HPV é altamente freqiente em homens jovens e com predominancia de
tipos de alto risco oncogénico (GUZMAN, 2008).

No Rio de Janeiro, um estudo prospectivo foi realizado para determinar a
prevaléncia do DNA de HPV em cancer de pénis, onde analisou-se 80 casos de
pacientes em tratamento em trés diferentes hospitais. Desses pacientes, 72 foram
diagnosticados como carcinoma invasivo de células escamosas e oito como
carcinoma verrucoso. Os resultados mostraram que foi detectado DNA de HPV em
75% dos pacientes com carcinoma invasivo e 50 % dos pacientes com carcinoma
verrucoso. HPV de alto risco foram detectados em 15 dos 54 (27,8%) pacientes com

tumor invasivo e em 1 de 4 (25%) pacientes com lesdo verrucosa. O tipo viral mais
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encontrado foi HPV16. O autor concluiu que a infeccao pelo HPV pode ter

contribuido para a malignidade do cancer de pénis (SCHEINER, 2008).

A infeccdo por HPV € a principal causa de cancer anal em homens
americanos sendo que em trés décadas, a incidéncia dessa infeccdo aumentou em
3 vezes e pouco se sabe sobre a epidemiologia da infeccdo anal por HPV,
principalmente em heterossexuais. Em duas cidades dos Estados Unidos, dados
comportamentais e espécimes biologicas foram coletados em 253 homens
comprometidos sexualmente com mulheres, durante o ano anterior. A analise dos
resultados estabeleceu prevaléncia total da infecgéo anal do HPV de 24,8% em 222
homens que confessaram ter tido relacionamento sexual com homens. Dos homens
com infeccdo anal, 33,3% tiveram HPV tipo oncogénico. Os fatores de risco,
associados com o HPV anal independem do nimero de parceiras sexuais durante a
vida e a frequéncia de sexo com as parceiras. Os resultados sugeriram que a
infeccdo anal por HPV pode ser comum em homens heterossexuais (NYITRAY,
2008).

A participagédo do homem na infecgéo por HPV deve ser avaliada n&o apenas
em termos de prevaléncia das infec¢cdes sintomaticas, mas também quanto ao
potencial oncogénico das lesdes assintomaticas que ocorre em torno de 10% em
homens sexualmente ativos na populacdo em geral, e aumenta para 65% em
parceiros de mulheres HPV positivas ou com alteracdo no Papanicolau. Assim, o
diagnéstico da infeccdo pelo HPV em homens oligossintomaticos ou mesmo
assintoméaticos, é de consideravel importancia para prevenir uma sequéncia de
eventos que possam levar a condilomatose feminina ou a neoplasia escamosa do
colo uterino (SOUZA, NERY, ANDRADE, 2006).

Como ocorre em infecgéo de transmisséo sexual o homem é o principal elo na
cadeia epidemioldgica do HPV. A infec¢do da regido genital masculina ocorre quase
exclusivamente por via sexual, atuando estes como portadores e transmissores de
tipos oncogénicos, contribuindo para aumentar de forma substancial o risco de
ocorréncia do cancer cervical nas parceiras. A maior informacgao sobre a participacao
masculina na carcinogénese cervical advém do estudo multicéntrico coordenado
pela International Agency for Research of Cancer (IARC), em que foi feita avaliacao

envolvendo mais de 1900 casais que foram distribuidos em sete grupos mediante a
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deteccdo DNA-HPV em células esfoliativas do pénis. Dados desses estudos
demonstram claramente que a infeccéo pelo HPV no pénis aumenta com o0 numero
de parceiros sexuais e com a idade precoce de inicio da atividade sexual (SOUZA ,
NERY , ANDRADE , 2006).

A progressao tumoral pela infeccdo do HPV resulta da interacdo com
determinados co-fatores, que podem ser, fatores ambientais (carcindbgeno quimico e
fisico) ou fatores relacionados ao seu hospedeiro, tais como: infeccdo pelo HPV de
alto risco, tabagismo, imunossupresséao, precocidade sexual, multiplos parceiros ou
parceiro Gnico promiscuo, multiparidade e pré-disposicdo genética (TENORIO et
al.,2005; VILLA, 1998; PINTO et al.,2002).

O Ministério da Saude, no Brasil, lancou em 2009 a Politica Nacional de
Saude ao Homem, que tem por objetivo facilitar e ampliar o acesso da populagéo
masculina aos servi¢os de saude. Essa iniciativa se deu devido a observacéo de que
0s agravos do sexo masculino sdo problemas de saude publica, e que os homens s6
procuram o0s servicos de salude quando perdem sua capacidade de trabalho
(SAUDE GOV, 2009). Essa ndo adesio as medidas de salde integral por parte dos
homens leva a um aumento da incidéncia de doencas e de mortalidade. NUmeros do
Ministério da Saude mostram que do total de mortes na faixa etaria de 20 a 59 anos,
68% foram homens, ou seja, a cada 3 adultos que morrem no Brasil,
aproximadamente 2 sdo homens (SAUDE GOV, 2009).

Por meio dessa iniciativa, o governo federal almeja que pelo menos 2,5
milhdes de homens na faixa etaria de 20 a 59 anos procurem o servico de saude ao
menos uma vez ao ano, promovendo assim a mudanca cultural (SAUDE GOV,
2009).

Essa nova politica coloca o Brasil na vanguarda das a¢fes de saude voltadas
para o homem. O pais sera o primeiro da América Latina e o segundo do Continente
Americano a implantar uma politica nacional de atencéo integral a saude do homem
(SAUDE GOV, 2009).

2.4 Aspectos Clinicos e Diagndsticos
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A infeccdo genital pelo HPV pode ser clinica, sub-clinica e latente. A forma
clinica é a mais facilmente detectada, onde a célula basal multiplica-se
aceleradamente, e permite a replicacdo viral, no qual os virions formam lesdes
tipicas, geralmente verrucosas, visiveis macroscopicamente. Essa forma em geral
estd associada aos HPV de baixo risco. A forma sub-clinica é caracteristica da
integracdo do DNA viral na célula basal, com mitoses atipicas. Ha formacéo de
lesbes epiteliais atipicas, geralmente sub-clinicas. Essa forma em geral esta
associada ao HPV de alto risco (ALMEIDA FILHO , VAL , SILVEIRA , 2007).

A forma sub-clinica é diagnosticada pela presenca de lesfes visiveis apenas
através do colposcépio e apds aplicagdo com acido acético a 5%, denominado-as de
lesdes acetobrancas, podendo ser assintomaticas em ambos os sexos (TENORIO et
al., 2005). Na forma latente ndo ha qualquer manifestacéo clinica da acao viral na
célula, sendo o HPV detectavel através da presenca do DNA pelos testes de biologia
molecular (ALMEIDA FILHO, VAL, SILVEIRA, 2007).

No homem, as lesdes sé&o predominantemente encontradas na regiao genital,
perianal e perineal, pois o virus infecta seletivamente o epitélio da mucosa e pele,
sendo mais frequentes nas regiées umidas, como glande, sulco coronal, frénulo e
face interna do prepucio. O acometimento da uretra distal € relatado em cerca de
15% a 20% dos homens, enquanto nas mulheres ocorre em 5% dos casos. Ja o
envolvimento da é&rea perianal e do canal anal € comum em ambos 0S sexos
(TENORIO et al., 2005).

Barasso (1996) avaliou 11.500 homens, parceiros de mulheres com
condilomas ou neoplasias intraepitelial cervical, e demonstrou que 45% desses
homens apresentavam les6es HPV- induzidas e 63% também tinham resultados
positivos para HPV. Neste mesmo estudo, 0 grupo controle apresentou apenas 2%
de positividade para o HPV em homens (MARTINS, 1998).

Mathé (1985) comecou a estudar o pénis inicialmente com lupa e logo apos
com colposcépio e denominou esse exame de peniscopia (MARTINS, 1998). A
peniscopia com aplicacdo do acido acético na pele da genitalia masculina tem sido
utilizada para detectar as lesdes induzidas pelo HPV no homem, particularmente as
subclinicas que constituem a forma mais frequente da infeccdo no homem. O acido

acético coagula as proteinas intracelulares, revelando lesGes brancas ou
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acentuando lesGes em relevos. A coagulacéo é visivel se a quantidade de proteinas

na célula for grande, o que ocorre durante a replicacdo viral (ANTUNES et al., 2004).

Os pacientes do sexo masculino com suspeita clinica de infeccdo pelo HPV
ou cujas parceiras tenham a infeccédo, devem ser encaminhados para a avaliacao
urolégica, com realizacdo de peniscopia, exame citologico do raspado da glande,
preplcio e uretra, e ainda, a pesquisa de DNA de HPV através de métodos
moleculares (FLEURY, 2010).

Atualmente, o diagnostico das infec¢cdes genitais por HPV baseia-se
exclusivamente, na deteccdo de acidos nucléicos virais, pois a cultura do virus é
extremamente complexa (DALSTEIN, 2010). As técnicas de biologia molecular
compdem-se de métodos que permitam a identificacdo do DNA do HPV na lesao,
sendo o padrdo-ouro para o diagnéstico da infec¢cdo pelo Papilomavirus. Sao
exemplos dessas técnicas, a hibridizacdo in situ, captura hibrida e a Reacao de
Polimerase em Cadeia (PCR) (TENORIO, 2005).

Hoje, mais de uma centena de tipos de HPV foram caracterizados, os quais
uma quarentena infecta as mucosas anogenitais. Com base em seu potencial
oncogénico, esses virus foram classificados em HPV de alto risco oncogénico (tipos
16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68,73,82), potencialmente de alto risco
oncogénico  (tipos 26,53,66) ou de baixo risco oncogénico (tipos
6,11,40,42,43,44,54,61,70,72,81,89) (DALSTEIN et al, 2010).

A tipagem viral pode ser feita pelo método de restricdo enzimatica ou com
primers tipo-especifico, tanto em material de descamacao, bidpsia ou incluido em
parafina. O sequénciamento de DNA, pode também ser usado para a identificacao
dos tipos virais, bem como utilizar-se das variantes de Southern blot, tais como: line-
blot e dot-blot com 0 mesmo objetivo (CENTRO DE GENOMAS, 2010).

A reacdo de amplificacdo em tempo real representa grande avanco nos
métodos moleculares de auxilio diagnostico, particularmente, por facilitar
sobremaneira a tarefa de quantificacdo da expressao génica em determinado tecido
ou amostra bioldgica. O uso da PCR em tempo real (RQ-PCR), para a detec¢édo dos
HPV foi essencialmente dedicado a objetivos de quantificacdo da carga viral. Essa

técnica possui vantagens consideraveis em relacdo a PCR convencional como:
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desaparecimento da etapa da p6s-PCR de analise dos amplificantes, rapidez e
volume reacionais reduzidos (DALSTEIN et al., 2010).

2.5 Tratamento e Prevencao

7z

O nivel de conhecimento sobre a infeccdo por HPV geralmente € muito
limitado, comparando aquele referente as outras IST, como destaca um estudo
realizado em uma populacédo de estudantes de Ensino Médio (HALIOUA, 2010). No
Reino Unido, 70% dos estudantes universitarios nunca ouviram falar da infec¢éo por
HPV. O conhecimento sobre a prevaléncia da infeccdo por HPV, o modo de
transmissao, os fatores de risco e a associacdo com o cancer do colo de utero séo
limitados (HALIOUA, 2010).

Quando se refere as infeccBes sexualmente transmitidas, as medidas de
prevencado devem ser direcionadas para a interrupcéo da cadeia de transmisséo e o
surgimento de novos casos. No ambito geral, a prevencao de determinada doenca
compreende a implantacdo de medidas que visam evitar que ela ocorra, além de
reduzir a morbiletalidade que pode advir (TENORIO, 2005).

Sao complexas as medidas que visam interromper a cadeia de transmissao
das infec¢des sexualmente transmissiveis, especificamente da infeccéo pelo HPV e
as possiveis infec¢des a ela associadas e o combate as lesdes HPV- induzidas.
Fundamentalmente, o aconselhamento € obrigatério, partindo-se da informacéo e da
atividade educativa em salde para a percepg¢do dos comportamentos de risco que
levam a adocdo de atitudes de carater pessoal de prevencdo (TENORIO, 2005).
Para isso, €& necessario enfatizar os métodos preventivos bem como o0s
comportamentos de risco (SOUTO, 2005).

O uso do preservativo € aconselhado, mesmo que as opinides divirjam sobre
sua real utilidade, mas ele permite diminuir o risco de transmissdo da infeccao do
HPV. Essa infeccdo pode ser contraida em caso de contato com zonas nédo
protegidas, como regides pubianas, perineais e escrotais. Dois estudos mostram que

0 uso de preservativo esta associado a taxas superiores de regressao das NIC e de
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desaparecimento do HPV cervical nas mulheres, bem como a uma regresséao das
lesGes por HPV do pénis (HALIOWA, 2010).

A vacina para prevencdo do HPV6/11,16 e/oul8 VLP esta liberada para
mulheres e podera ser liberada para homens no futuro breve (DUNNE, 2009).
Estudo realizado no Arizona e Flérida (US) com 490 homens de 18 a 40 anos que
responderam um questionario e participaram de um ensaio sorologico usando
antigenos dos HPV 6/11, 16 e 18, obteve resultados com soroprevaléncia
significantemente alta na faixa etaria de 35 a 40 anos (48%) quando comparadas
com a idade de 18 a 24 anos. Independentemente da soroprevaléncia nessa idade
mais avancada, este mesmo estudo também detectou o aumento no ndmero de
parceiras sexuais nos ultimos 3 meses. Estes dados epidemiolégicos do HPV em
homens sao Gteis em discussdes, considerando as recomendacdes para licenca da
vacina de HPV em homens (DUNNE, 2009).

A escolha do tratamento deve ser realizada observando fatores como: idade,
localizacdo das lesbes, opcado do paciente, custo e taxa de recorréncia. Sao
realizados por métodos quimicos, quimioterapicos, imunoterapicos e cirlrgicos
(FEDRIZZI, 2009).

A cauterizacdo é um método quimico utilizando o Acido Tricloroacético (ATA)
a 90%. O método quimioterapico faz uso do 5-fluorouracil, 0 método imunoterapico
usa a interleucina 2, interferons alfa e beta, retindides e imiquimodes e por ultimo

temos os métodos cirtrgicos (PASSOS et al., 2009).

2.6 Resposta Imunoldgica

Héa dois tipos de resposta a invasdo por um patégeno; a imunidade inata e
imunidade adaptativa (adquirida). A imunidade inata entra primeiro em acéo,
entretanto, nem sempre tem a capacidade de eliminar o patégeno e também néao
leva a imunidade prolongada, portanto inicia-se a imunidade adaptativa com a qual
leva o paciente a uma imunidade adquirida duradoura. As células responsaveis por

ambas respostas sdo leucdcitos e células teciduais relacionadas a eles. Todas se
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originam na medula 6ssea, de onde migram para se desenvolver e realizar suas
funcdes. Dentre essas células, temos os linfécitos que estdo divididos em classes
devido as suas moléculas de reconhecimento do antigeno e suas funcdes
(PARHAM, 2010).

As moléculas de reconhecimento do Linfocito B sdo imunoglobulinas de
superficie e dos Linfocitos T séo receptores de célula T. Essas células tém as mais
diversas funcbes, por elas realizadas durante a interacdo com outras células do
sistema imune e com células infectadas por patdogenos intracelulares, como 0s virus.
Quando ocorre a ativagdo da célula T, essa se diferencia em célula T efetora,
podendo ser de dois tipos: célula T CD8 citotoxicas que mata as células infectadas
por virus, reconhecendo os antigenos peptidicos pelas MHC (Complexo Maior de
Histocompatibilidade) de classe |, e as células T CD4 gque ajudam o macrofago e as
células B a se tornarem ativados, reconhecendo os peptideos apresentados por
moléculas MHC II. As células T CD4 por sua vez, sdo subdivididas em células Thl e
Th2. As células Thl auxiliam os macréfagos e as células Th2 auxiliam as células B
(PARHAM , 2010).

As células NK ou Natural Killer sdo linfécitos grandes que atuam na
imunidade inata, representam um terceiro tipo de linfcito distinto das células T e B.
Sao importantes na defesa contra infeccdes por virus e migram do sangue aos
tecidos infectados em resposta as citocinas inflamatoérias. Possuem dois tipos de
funcdo efetora: morte celular e secrecdo de citocinas (DUNNE, 2009; PARHAM,
2010)

O HPV, por ndo ser um virus litico, produz lesdes verrugosas ou alteracdes
celulares no epitélio escamoso sem induzir inflamagéo local. A replicagédo viral,
ocorre dentro das células epiteliais; logo apds os virus maduros sao liberados e
infectam novas células que estdo descamando. Desta forma, ha pouca
apresentacdo de antigeno viral ao sistema imune local e sistémico, uma vez que as
células da resposta imune situam-se no tecido conjuntivo abaixo do epitélio
(GUZMAN-ROJAS; ALCOCER-GONZALEZ; MADRID-MARINA, 1998).

Acredita-se que a vigilancia de células infectadas, realizada por células T e
Natural Killer (NK), sdo importantes na infeccdo e na resolugdo da doenga. Em

quase todos os casos, a infeccdo viral pelo HPV é eliminada apés a ativacado da
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resposta imune. Entretanto, ocasionalmente, as lesbes n&o regridem e a progressao
maligna da doenca pode seguir sob condicdes apropriadas. A infeccdo viral
persistente € necessaria para a progressao neoplasica e a falha da eliminacéo viral

é atribuida a uma pobre resposta imunolégica (MUNOZ, 2000).

Quando as células humanas tornam-se infectadas com virus, respondem com
a producdo e secrecdo de proteinas denominadas de interferon-a (INF-o) e
interferon B (IFNB), que bloqueiam a disseminacdo do virus as células nao
infectadas. Os interferons inibem a disseminacéo da infeccdo viral de varios modos:
previnem a replicagdo do virus dentro da célula infectada e sua disseminacé@o a
células nao-infectadas e também ativam as respostas imunes, inata e adaptativa,

gue visam as células infectadas pelos virus (PARHAM , 2010).

Nas infeccbes virais e na resposta antitumoral, as células Thl ativadas
estimulam a liberac&o de IFN-y que por sua vez, estimula os macrofagos a iniciarem
a fagocitose e a liberacdo de outras citocinas, ativando tanto a replicacdo das
células Thl e a acdo de células T CD8, quanto potencializando a atividade das
células NK (GUZMAN-ROJAS; ALCOCER-GONZALEZ; MADRID-MARINA, 1998).

Entretanto, os mecanismos exatos, que disparam uma resposta imune
eficiente contra lesdes relacionadas ao HPV, ainda ndo sdo bem compreendidos e
podem estar relacionados a ativacao do sistema imune ou a composicao genética do
hospedeiro (PINTO; TULIO; CRUZ, 2002). A maioria dos estudos enfoca a resposta
sistémica das células T as proteinas E6 e E7, principalmente dos tipos HPV 16 e 18
(BONTKES et al., 2000; KADISH et al., 2002; STEELE et al., 2005).

3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi detectar o DNA de HPV e identificar os tipos
virais correlacionando-os com a clinica e dados epidemiolégicos, em homens

atendidos em consultorio médico urolégico em Campo Grande — MS.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar a frequéncia de positividade para DNA de HPV entre os
individuosestudados;

e Relacionar a presenca de DNA de HPV e o tipo viral com fatores
predisponentes a infec¢éo;

¢ Relacionar a presenca ou auséncia de lesGes detectaveis com a positividade
para DNA de HPV e o tipo viral.

4 METODOLOGIA
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4.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo epidemioldgico descritivo, transversal, de amostragem

por conveniéncia.

4.2 Sujeitos do Estudo

Foram analisados 61 homens, de idade entre 18 a 68 anos, no periodo de
agosto de 2009 a agosto de 2010, atendidos pelo clinico em consultério urolégico,
em Campo Grande — MS. Foram incluidos na pesquisa todos o0s pacientes que
procuraram atendimento médico, que se encontravam na faixa etaria acima citada, e
que manifestaram desejo em participar da pesquisa, através do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A). Tais pacientes foram submetidos a
peniscopia e a deteccdo do DNA de HPV por RQ-PCR.

4.3 Coleta dos Dados Epidemiolégicos

Os pacientes incluidos no estudo responderam a um questionario (Apéndice
B), contendo informacfes sigilosas sobre fatores predisponentes a infeccdo e
relacionados a sua vida sexualmente ativa, como o uso de preservativo, idade da
primeira relacdo sexual, nUmero de parceiras, antecedentes de IST e historia de
HPV na parceira. Responderam também, questbes relacionadas a dados
demograficos, como idade, escolaridade, profisssao e estado civil. Foi considerada a
existéncia de diagndstico da parceira qualquer resultado de exame ou diagndstico
dado pelo médico da parceira, e considerado inexisténcia de diagnéstico quando o

parceiro néo relatou infeccédo de sua parceira.
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Com relacdo ao motivo que levou o participante a consulta, poderia ser um ou
mais de um motivo, como: ter diagndstico da parceira, ter diagndstico proprio, sinais

ou sintomas presentes ou apenas uma consulta de rotina.

4.4 Coleta dos Dados Clinicos

Foram coletados pelo urologista participante do estudo em consultério, ou em

laboratorio, durante o exame clinico ou durante a realizacdo da peniscopia.

4.5 Peniscopia e Deteccdo do DNA de HPV

O exame de peniscopia foi realizado através da avaliacdo visual, a olho nu e
utilizando o colposcopio, identificando a presenca ou nédo de condiloma acuminado e

outras lesdes suspeitas.

Durante a peniscopia, foi coletado o material bioldégico para a pesquisa de
DNA de HPV, por um técnico de laboratério, na presenca do clinico. A coleta se fez
por raspagem do epitélio, utilizando uma escova macia. As amostras foram
depositadas em solucédo conservante fornecido pelo laboratorio Centro de Genomas
(SP, Brasil), e armazenadas entre 2 °C e 8 ° C até o momento do envio ao

laboratério.

Em seguida, envolveu-se o pénis em gaze embebido em acido acético a 5%.
O exame de peniscopia foi considerado positivo se apds 5 minutos lesdes aceto-
brancas, decorrentes da coagulacdo das proteinas, fossem observadas. O exame foi

considerado negativo se a mucosa permanecesse com aspecto normal.
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4.6 Analise Molecular das Amostras Bioldgicas

As amostras coletadas foram enviadas para analise pela técnica de PCR em
Tempo Real (RQ-PCR) para quantificacdo da carga viral e tipagem viral por PCR
convencional seguida de restricdo enzimatica por RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) de acordo com Bernard et al, (1994), no Laboratério Centro
de Genomas em S&o Paulo — SP. Para a reacdo de PCR, as amostras foram
descongeladas e 1 ml submetidas a extracdo automatizada de DNA (Magna Pure
LC® Roche), de acordo com as orientagcdes do fabricante. Para a RQ-PCR foi
utilizado o kit SuperScript 1l Platinum Two Step qRT PCR with Sybr Green, também
de acordo com as orientacdes do fabricante. Os primers utilizados foram descritos
por Payan et al.(2007). Os resultados foram avaliados pelo aumento da
fluorescéncia do SYBR green e andlise das curvas de Melting. A reacgéo foi
processada no equipamento LightCycler. Em todos os casos foram utilizados

controles negativos e positivos para garantir os resultados das reacoes.

4.7 Andlise de Dados

Os dados obtidos foram analisados utilizando o programa SPSS 10.0
(Norusis, 2000), sendo a frequéncia analisada pelo teste do y2, com 95% de

intervalo de confianca.

Para a andlise estatistica os pacientes foram agrupados em faixas etarias: de
18 a 30 anos, 31 a 40 anos, 41 a 50 anos e 51 a 68 anos. A analise da carga viral
também foi realizada agrupando a mesma em < 50 particulas virais, de 50 a 1000
particulas virais, de 1001 a 10.000 particulas virais, de 10.001 a 100.000 particulas

virais e >100.000 particulas virais.

Escalonou-se também, o niumero de parceiras de acordo com as seguintes
faixas de 0 a 5 parceiras, de 6 a 10 parceiras e >10 parceiras, e a idade da primeira

relacdo sexual em < 15 anos, 15 a 18 anos e >18 anos.
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Os dados obtidos foram organizados em formulario construido

especificamente para fins da presente pesquisa e analisados estatisticamente.

4.8 Aspectos Eticos

Este estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, protocolo N°1422 de 06 de agosto de
2009 (Anexo A).
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5 Resultados

Foram analisadas amostras de 61 pacientes do sexo masculino com idade
entre 18 e 68 anos (média =31,9 anos; moda = 27 anos e mediana = 34,5 anos). A
média de idade para a primeira relacdo sexual foi 15,4 anos (moda = 16 anos e
mediana = 16,5 anos), considerando apenas 58 amostras para esta analise, devido

a exclusao de 3 pacientes que néo responderam a essa pergunta.

Quanto ao numero de parceiras nos ultimos dois anos todos os pacientes
responderam, resultando em média 5,5 parceiras (mediana = 7 e moda = 1). Com
relagdo aos parceiros anteriores ha dois anos, foram consideradas 59 amostras para
esta andlise, pelos mesmos motivos anteriormente citados, resultando em média de

14,9 parceiras (mediana= 11,5 e moda= 20).

Com relacéo a distribuicdo dos pacientes segundo estado civil, os resultados
encontrados foram: 2(3,3%) viavos, 24(39,3%) casados e 35(57,4%) solteiros;
quanto ao grau de escolaridade 6(9,8%) pacientes relataram que tinham ensino
fundamental completo, 25(41,0%) ensino médio completo e 30(49,2%) ensino
superior completo.

Dentre os 61 pacientes interrogados 07(11,7%) afirmaram ndo usar o
preservativo durante a relacdo sexual, 23(38,3%) afirmaram sempre usar e
30(50,0%) relataram usar o preservativo, ocasionalmente. Devido a um paciente nao

ter respondido esse quesito, para essa analise foram consideradas 60 amostras.

Quanto a historia de IST no paciente entrevistado e sua parceira sexual,
apenas um paciente (1,6%) relatou a ocorréncia de Clamidia trachomatis, 5
pacientes (8,2%) disseram ja ter contraido Neisseria gonorrhoeae e 30(49,2%)

afirmaram a existéncia prévia de diagnostico de HPV em suas parceiras.

A avaliacdo através da peniscopia resultou na auséncia de lesdo em
04(6,6%) pacientes e presenca de lesbes clinicas e sub-clinicas em 57(93,4%)

pacientes.

A distribuicdo do numero de pacientes segundo o resultado da RQ-PCR pode

ser observada na Figura 1.
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Figura 1 — Distribuicdo do numero de pacientes segundo o resultado da RQ-PCR no
periodo de agosto de 2009 a agosto de 2010, Campo Grande-MS (n=61).

A distribuicdo dos varios tipos virais encontrados pode ser observada na

Figura 2.
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Figura 2 - DistribuicAo dos pacientes segundo os tipos virais encontrados, no
periodo de agosto de 2009 a agosto de 2010, Campo Grande — MS
(n=61).
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A classificacdo dos pacientes segundo a carga viral esta demonstrada na

Figura 3.
N° de
pacientes o5 -
20 1
15+
101
5 g
O T T T T T
Menor 50 5021000 1001 a 10000 10001 a Maior 100000
100000

N° de particulas virais
Figura 3 — Distribuicdo do numero de pacientes segundo a carga viral, em particulas
virais, no periodo de agosto de 2009 a agosto de 2010, Campo Grande —
MS (n=61).

Na Tabela 1 observa-se a relacdo entre a existéncia de diagndstico da

parceira e o resultado de RQ — PCR.
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Tabela 1 — Relacdo entre a existéncia de diagndstico positivo para HPV na parceira
e o resultado da RQ- PCR, em pacientes submetidos a peniscopia e
deteccdo de DNA-HPV, no periodo de agosto de 2009 a agosto de 2010,
Campo Grande — MS (n=61).

RQ-PCR
Diagnostico da Negativo Positivo Total
parceira n(%) n(%) n(%)
Existente 1(10,0) 30(58,8)* 31(68,8)
N&o existente 9(90,0) 21(41,2) 30(41,2)
Total 10(100,0) 51(100,0) 61(100,0)

Nota : Teste do )(2 (p=0,0051).

Pode ser observado na tabela 2 a relacdo entre a existéncia de diagnostico
prévio da parceira e a oncogenicidade viral, dentre os pacientes, cujo tipo viral foi
detectado (n=51).

Tabela 2 — Relacdo entre a existéncia de diagnostico prévio da parceira e
oncogenicidade viral do HPV, entre os pacientes positivos a deteccao
de DNA-HPV, no periodo de agosto de 2009 a agosto de 2010,
Campo Grande - MS (n=51).

Oncogenicidade Viral

Diagndéstico Baixo Alto risco  Indeterminado Total
da parceira risco

n(%) n(%) n(%) n(%o)
Nao existente 27(69,2) 3(27,3) 0(0) 30(58,8)
Existente 12(30,8) 8(72,7)* 1(100,0) 21(41,2)
Total 39(100,0) 11(100,0) 1(100,0) 51(100,0)

Nota : Teste do X* (p=0,0064).

Na Tabela 3 esta representada a relacdo entre o numero de parceiras nos

altimos dois anos e o resultado da RQ- PCR.
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Tabela 3 — Relacdo entre o numero de parceiras sexuais nos ultimos 2 anos e o
resultado da RQ-PCR, no periodo de agosto de 2009 a agosto de 2010,
Campo Grande — MS.

RQ-PCR
N° parceiras nos Gltimos 2 anos  Negativo  Positivo Total
n(%) n(%) n(%)
0 a 5 parceiras 7 (70,0* 33(64,7) 40 (65,6)
6 a 10 parceiras 0(0) 14275 14(23,0
Maior 10 parceiras 3 (30,0%) 4 (7,8) 7 (11,5)
Total 10 (100,0) 51 (100,0) 61 (100,0)

Nota: Teste do X ? (p=0,0043).

Na tabela 4 observa-se a relacao entre o resultado do exame de peniscopia e
o resultado de RQ- PCR.

Tabela 4 - Relacéo entre o resultado da peniscopia e o resultado da RQ-PCR, no
periodo de agosto de 2009 a agosto de 2010, Campo Grande -

MS(n=61).
RQ-PCR
Peniscopia Negativo Positivo Total
n(%) n(%) n(%o)
Negativo 3(30,0) 1(2,0) 4(6,6)
Positivo 7(70,0) 50(98,0)* 57(93,4)
Total 10(100,0) 51(100,0) 61(100,0)

Nota: Teste do x° (p=0,0012).
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Nas figuras 4 e 5, observam-se lesdes caracteristicas detectadas durante o

exame de peniscopia.

Figura 4 — Lesao verrucosa localizada no prepucio sem ATA 5%

Figura 5 — Lesao verrucosa localizada na glande e prepucio corada com ATA 5%
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Na Tabela 5 esta representada a relacdo entre resultado de peniscopia e 0s

diferentes niveis de carga viral.

Tabela 5 — Relac&o entre peniscopia e carga viral agrupada, no periodo de agosto
de 2009 a agosto de 2010, Campo Grande — MS (n=61)

Peniscopia

Carga viral Negativo Positivo Total

n(%) n(%) n(%)
Menor 50 3(75,0) 6(66,7) 9(100,0)
50 a 1000 1(14,3) 6(85,7) 7(100,0)
1001 a 10000 0(0) 11(100,0)* 11(100,0)
10001a 100000 0(0) 10(100,0) 10(100,0)
Maior 100000 0(0) 24(100,0) 24(100,0)

Nota: Teste do x° (p=0,0036).

Nao foi observado significAncia estatistica entre a carga viral e tipo viral
(Teste do ¥ p=0,426); entre a faixa etaria e o resultado da RQ-PCR (Teste do x>
p=0,8217); entre a idade da primeira relacdo sexual e o resultado da RQ-PCR (Teste
do x% p=0,9458): entre o resultado da peniscopia e o resultado da RQ-PCR (Teste
do x% p=0,1955); entre o uso de preservativo e 0 resultado da RQ-PCR (Teste do
x% 0,1182): e entre o uso de preservativo e carga viral (Teste do x% p=0,1083).

Na tabela 6 podemos observar a razdo de prevaléncia dos fatores

predisponentes ao resultado positivo para a presenca de DNA de HPV por RQ-PCR.
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Tabela 6 - Fatores associados ao resultado positivo da RQ - PCR, no periodo de

agosto de 2009 a agosto de 2010, Campo Grande — MS.

Fatores RP IC 95% X P

N° de parceiros anterior a dois 1,4 0,68-2,79 0,81 0,368
anos

Uso de preservativo 0,6 0,22-1,89 0,65 0,419
Relato de DST 1,4 0,16-13,11 0,10 0,742
Motivo da consulta 1,4 1,06-1,97 6,80 0,013*
Presenca de lesao 5,5 0,32-97,3 1,20 0,261
Diagnostico da parceira 0,11  0,01-0,66 8,90 0,002*
Resultado da peniscopia 21,43 1,95-23,56 7,46 0,006*

Nota: RP: Razao de Prevaléncia; IC 95%: Intervalo de confianca de 95%; X“ teste do X" ; * p<0,05.

Obs: Grau de liberdade 1.
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Na tabela 7 observa-se a probabilidade de ocorréncia de resultado positivo
para RQ-PCR de acordo com os diferentes fatores sugestivos de infeccao

analisados.

Tabela 7 - Estimativa da probabilidade de ocorréncia de resultado positivo para RQ —
PCR, de acordo com os diferentes fatores sugestivos de infeccdo em

homens, no periodo de agosto de 2009 a agosto de 2010, em Campo

grande — MS.
Fatores Probabilidade RP
Motivo da consulta de ocorréncia
Diagndstico da parceira 60,8% 0,44
Diagnastico préprio 69,2% 0,80
Consulta de rotina 76,5% 1,18
Sinais e sintomas presentes 82,5% 1,54
Mais que um motivo 87,2% 1,91
Mais que dois motivos 90,8% 2,37
Diagnostico da parceira
N&o existente 96,8% 3,4
Existente 70,0% 0,84
Peniscopia

Negativa 25,0% 1,0
Positiva 87,7% 2,0

Nota: RP: Razao de Prevaléncia
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6 DISCUSSAO

7

Sabe-se que a infeccdo pelo HPV €& a mais comum das infeccbes
sexualmente transmissiveis, sendo muitas vezes associada com lesdes epiteliais,
verrugas genitais e ao cancer. Ja se tem dados consistentes da epidemiologia e
patogenia dessa infeccdo em mulheres h4d duas décadas e pouco se sabe da
infeccdo em homens (PARTRIDGE, 2006).

Del Pazo et al., (2008), realizaram estudo em 45 pacientes do sexo
masculino, com idade entre 18 e 60 anos, utilizando como método de escolha a
peniscopia, devido ao baixo custo e alta sensibilidade para analise de lesbes. Por
meio de questionario, coletaram-se as informacdes tais como, idade, uso de
preservativo, nimero de parceiras sexuais e idade do inicio das relacfes sexuais.
Os autores encontraram 53,3% de peniscopia positiva, com média de idade de 36,22

anos.

Neste estudo, avaliou-se 61 pacientes do sexo masculino, com idade média
de 31,9 anos, atendidos em consultério urolégico e a positividade para peniscopia
alcancou 93,4%. O principal diferencial entre este estudo e o anterior citado, reside
na populacdo avaliada, composta de pacientes que procuraram o atendimento
especializado ou pela presenca de sinais e sintomas clinicos de alguma patologia,

ou entéo, pela existéncia de diagndstico de alguma patologia na parceira.

Ao avaliar o resultado de peniscopia e a classificacdo da lesao, observou-se
gue entre as peniscopias positivas, 15,8% dos pacientes apresentaram lesdes
subclinicas, porém visiveis apds aplicacdo do acido acético a 5% e 84,2%
apresentaram lesdes visiveis (verrucosas). Segundo Del Pazo et al., (2008) em seu
estudo, resultados diferentes foram encontrados, com 12,5% de lesdes visiveis e
87,5% lesdes subclinicas, visiveis através do acido acético (PAZO, 2008). Mais uma
vez a populagdo estudada pelos autores diferia daquela envolvida no presente
estudo, sendo constituida por pacientes atendidos em ambulatorio do servico de
dermatologia do hospital “Dr. J M Cullen” na cidade de Santa Fé, Argentina,
enquanto que, no presente estudo, como ja dissemos tratava-se de pacientes

atendidos em consultorio urolégico.
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Na capital do estado do Para, Fonseca et al., (2010) realizaram um importante
estudo em um hospital puablico, referéncia em neoplasias malignas, com 208
pacientes ja diagnosticados com carcinoma epidermdéide de pénis, cujos dados
foram coletados através do registro hospitalar de cancer, prontuarios do servico de
arquivo médico e estatisticas do referido hospital, os quais demonstraram que a
infeccdo pelo virus HPV é um dos fatores de alto risco relativo a essa neoplasia
(FONSECA, 2010). Outro estudo envolvendo homens, com diagnéstico de
peniscopia e PCR positivos, parceiros sexuais de mulheres com lesdo cervical
intraepitelial, relatou que a presenca do HPV de alto risco esta associada ao

aumento do namero de lesdes no pénis (HERRERA, 2010).

Rombaldi et al., (2006) encontraram em seu estudo realizado com homens,
parceiros de mulheres com NIC, elevada frequéncia dos HPV6 e HPV11,
(ROMBALDI, 2006). Recentemente, Barzon (2010), identificou em homens e
mulheres, diversidade de tipos de HPV, considerando diferentes regides anatdémicas,
concluindo que, na populagcdo masculina, o HPV6 foi mais frequente (13%), seguido
do HPV16 (7%). Tais resultados estdo de acordo com este trabalho, onde foi
encontrada maior frequéncia do HPV6 (56,8%), seguido do HPV11 (17,6%) e HPV16
(15,6%). Também observaram que, em menor frequéncia, houve a presenca de
outros tipos, tais como, HPV 18, HPV 33, HPV 21, HPV 45 e um tipo indeterminado,
possivelmente resultado de co-infeccdo, ressaltando que os tipos 16 e 18 séo

considerados oncogénicos.

Assumindo carater inédito, avaliamos a relacdo entre resultado da RQ-PCR, a
existéncia de diagndstico de HPV nas parceiras e a oncogenicidade do tipo viral
encontrando, em ambas situacdes houveram significancia estatistica (p=0,0051 e
p=0,0064, respectivamente). Tais achados demonstram a forte relagdo entre a
infeccdo dos parceiros sexuais, reforcando a necessidade de acompanhamento

clinico de ambos para o controle da infeccéo.

Parada et al.,(2010), em um estudo transversal, relataram que homens com
historico de 10 ou mais parceiras sexuais teriam maior probabilidade de positividade

para DNA de HPV. Os resultados deste estudo confirmam o estudo de Parada et
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al.,(2010) a cima citado, pois a relacdo entre nUmero de parceiras e resultados de

RQ-PCR alcancou significancia estatistica (p=0,0043).

Ndo sdo encontrados estudos na literatura relacionando peniscopia e
resultado da RQ-PCR, ou carga viral do HPV. Entretanto, neste estudo, a relacéao
entre os resultados mostra significancia estatistica (peniscopia e RQ-PCR p=0,0012;
peniscopia e carga viral p=0,0036). Tais achados demonstram a forte associacao
entre peniscopia positiva e o resultado da RQ-PCR e a carga viral, demonstrando
que a realizacdo da peniscopia pode ser atil para o prognéstico do paciente,
podendo ser utilizado como alternativa para o acompanhamento do mesmo. Deve-
se, contudo, atentar para a necessidade de pessoal treinado para a realizacdo do
exame, uma vez que a leitura é condicionada a precisdo do observador. O teste de
RQ-PCR, por sua vez, trata-se de uma técnica padronizada, utilizando controles
internos e externos a reacdo para a devida calibracdo, além da leitura automatizada,

conferindo assim elevada confiabilidade aos resultados obtidos.

Varios estudos sdo encontrados avaliando a carga viral do Papilomavirus em
mulheres, especialmente em relacdo ao HPV 16, entretanto, em homens poucos
estudos abordam a carga viral. Flores et al.,, (2008) realizaram estudo para
quantificar a carga viral do HPV 16 em homens, com amostras da regido anogenital,
correlacionando-as com outras regides anatdbmicas. Foram colhidas 294 amostras
em varias regides genitais, de 42 pacientes positivos para HPV16, e avaliadas por
RQ-PCR e Imunoblot. O ensaio de RQ-PCR mostrou alta sensibilidade na detecc¢éo
da carga viral comparado ao ensaio Imunoblot. A carga viral variou significantemente
(p= 0,019) nas diferentes regides anatdomicas coletadas, sendo que a maior carga
viral detectada (p<0,05) foi encontrada no corpo do pénis. Os autores concluiram,
que o corpo do pénis demonstrou ser o local onde a replicacdo viral € mais intensa.
Neste mesmo estudo a correlagdo da carga viral entre locais proximos sugeriu a

possibilidade de transmisséo do HPV por auto-inoculacao.

O presente estudo foi realizado com células coletadas do pénis, inclusive da
regido do corpo do pénis, entre outras. Este fato, quando comparado aos resultados
de Flores et al. (2008), demonstra a consisténcia de nossos resultados em relagéo a
carga viral, refletindo a situacédo real da infeccdo no paciente e assegurando a
sensibilidade do teste de RQ-PCR.
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A falta de protecdo devido a utilizagdo incorreta do uso de preservativo,
constitui um fator de risco importante, afirma Del Pazo et al.,(2008), que encontraram
uma associacao estatistica significante entre o resultado da peniscopia, a nao
utilizacdo adequada do preservativo (p=0,01) e multiparceiragem (p=0,008). No
presente estudo, avaliamos a associagao entre 0 uso do preservativo com resultado
da RQ-PCR e a carga viral, entretanto, tais relacbes ndo foram estatisticamente
significante (p=0,1182 e p=01083). Tais resultados, poderiam ser devido a
informagdes n&o precisas fornecidas pelos pacientes durante a anamnese, uma vez
que a transmissao por contato € algo patente e a exposicdo ao virus aumenta o risco

de infeccéao.

Com relacdo a comparacdo da razdo de prevaléncia, associada a possivel
positividade para a RQ-PCR (tabelas 6 e 7), observou-se que o diagndéstico da
parceira e o resultado da peniscopia foram os fatores que mais influenciaram na
positividade desse teste (p=0,002 e p= 0,006 respectivamente). Também foi
significativa a relacdo entre o motivo da consulta e este teste. Entretanto, quando
analisada em separado, devido a uma classificacdo deficiente utilizada no
questionario aplicado no momento da anamnese, a significancia estatistica ndo se

manteve.

E facil compreender, que a presenca de um diagndstico HPV positivo na
parceira e um resultado positivo da peniscopia levem a um resultado de RQ-PCR
positivo no paciente, sendo assim, esses dois fatores podem ser (teis durante
avaliacao clinica do paciente, contudo, ha de se ter cuidado em relacdo a utilizacao
do resultado da peniscopia, devido a fatores inerentes a realizacdo da leitura do
teste. A capacitacdo e treinamento adequado dos técnicos para a realizacdo deste

exame é necessaria para assegurar a qualidade dos resultados.

O Ministério da Saude vem cumprir seu papel ao formular a Politica que deve
nortear as acdes de atencdo a saude do homem, visando estimular o auto-cuidado
e, sobretudo, o reconhecimento que a saude € um direito social basico e de
cidadania de todos os homens brasileiros. A politica de atencdo a saude do homem
tem como objetivos especificos, entre outros, estimular a implantacdo e
implementacgdo da assisténcia em saude sexual e reprodutiva, no ambito da atengéo

integral a saude e promover na populacdo masculina, conjuntamente com o
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Programa Nacional de DST/AIDS, a prevencdo e o controle das doencas
sexualmente transmissiveis e da infeccdo pelo HIV; garantindo a oferta de
preservativo como medida de dupla protecdo da gravidez inoportuna e das
DST/AIDS

Como podemos observar novo enfoque é atribuido aos programas de atencao
a saude, objetivando entre outras coisas a prevenc¢do, diagndstico e tratamento das
DSTs em homens. Essa populacdo, até entdo negligenciada pelos servicos de
salude precisa ser estimulada a buscar atendimento de saude de forma preventiva,

mesmo quando ndo ha sinais e sintomas clinicos de infeccao.

No caso do Papilomavirus humano, a infeccéo € silenciosa, em especial no
homem, que contribui para persisténcia do mesmo tipo viral por longo tempo no
paciente. Este é um fator determinante para o aumento do risco de cancer genital e

para a continua re-infeccéo da parceira.]

Estudos como este, de carater pioneiro, podem contribuir demonstrando o
painel atual da infeccdo no homem e direcionar acdes de saude publica, para a
prevencdo desta infeccdo tanto na populacdo masculina, como na populagéo
feminina, uma vez que esta € diretamente afetada pela presenca do virus no

homem.
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7 CONCLUSAO

De acordo com o estudo realizado encontramos 83,6% de positividade para
DNA-HPV entre os individuos estudados. Os tipos detectados com maior frequéncia
foram o HPV 6, seguido do HPV 11 e do HPV 16. Outros tipos também foram
isolados tais como o HPV 18, HPV21, HPV33 e HPV45.

O exame de peniscopia mostrou ser relevante em virtude da deteccdo de

lesGes e sua relacdo positiva com a deteccado de DNA de HPV

A peniscopia é importante na deteccdo de lesdes e por apresentar elevada
sensibilidade, pode ser uma ferramenta de triagem de infecgao pelo HPV no homem.

A busca por fatores de risco associados a infeccdo pelo HPV foi prejudicada
pelo pequeno numero de pacientes sem a infecgéo entre os estudados.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO: CORRELACAO ENTRE A PRESENCA DE CO-FATORES,
DETECCAO DO DNA DE HPV E A DETERMINACAO DO TIPO VIRAL
EM HOMENS ATENDIDOS EM CONSULTORIO UROLOGICO EM
CAMPO GRANDE-MS

Vocé estd sendo convidado a participar do projeto de pesquisa onde sera
submetido ao preenchimento de um questionario e alguns exames como: peniscopia
e RQ PCR com tipo viral, com custo préprio ou de seu convénio. Ndo ha nenhum
risco e nem indenizacdo em participar do estudo, mas sua colaboracdo € de muita
importancia para nos e toda a comunidade cientifica em melhorar cada vez mais o
atendimento a saude no Brasil. O documento sera confeccionado em 2 vias, uma via
ficara com o participante e a outra com o pesquisador. Se houver duvida por parte
do paciente sobre seus direitos como participante da pesquisa, vocé podera entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa, pelo telefone 3345 7187; e ainda
se houver davida relacionada a pesquisa vocé poderd entrar em contato com o

pesquisador a qualguer momento pelo telefone (67) 9228 0784.

Eu, (somente iniciais do nome) concordo de livre e espontanea

vontade em participar como voluntario do referido estudo.

Declaro que obtive todas as informagdes necessarias, bem como todos os

eventuais esclarecimentos quanto as duvidas por mim apresentadas.



52

Estou ciente que:

) O estudo se faz necessario para que se possa melhorar o diagnéstico da
infeccdo por Papilomavirus humano, bem como prevenir de forma mais eficaz
0 cancer causado por ele.

1)) Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragéo neste estudo
no momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacéo.

1)} A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha saidde ou bem estar
fisico. N&o vira interferir no atendimento ou tratamento médico;

IV)  As imagens obtidas durante a peniscopia serdo mantidos em sigilo, mas
concordo que sejam divulgados em publicacfes cientificas, desde que meus
dados pessoais ndo sejam mencionados;

V) Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados,

ao final desta pesquisa.

Campo Grande, de de 20 .

Paciente (iniciais do nome)

Médico Colaborador:

Duizio Ferreira Marques
CRM 2400

3324 2296 (cons)

Pesquisador Responsavel:

Shirley Maria Sanches Navarro Marques
CRF 931

9228 0784



APENDICE B
QUESTIONARIO

1- Qual sua idade?

2- Nivel de Escolaridade
a) () Ensino Fundamental Completo
b) () Ensino Médio Completo
c) () Ensino Superior Completo

3- Qual sua profissao?

4- Estado Civil () casado () solteiro
5- Qual a idade da primeira relacdo sexual ?
6- Qual o numero de parceiras nos ultimos 2 anos?

7- Qual o numero de parceiras anteriormente aos 2 anos?

8- Usa preservativo? () sim () ndo () asvezes
9- Doenca sexualmente transmissivel associado? () sim () néo

Qual?

10- Motivo pelo qual procurou atendimento médico especializado?
Pode assinalar mais de uma alternativa
a) () Diagnéstico da parceira
b) () Diagnéstico proprio
c) () Consulta de rotina
d) () Sinais e sintomas presentes

11- Existe diagnostico da parceira? () sim ()nao
Resultado

12- Existe diagnostico proprio prévio? () sim nao ()
Resultado:

Peniscopia-

RQ PCR-

53
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ANEXO A
Servico Publico Federal
Ministério da Educacao
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
) 4 UFMS
DECLARACAO

Declaramos para os devidos fins que os Professores Doutores: Inés parecida Tozetti-UFMS
(Presidente), Anamaria Mello Miranda Paniago-UFMS e Ana Rita Coimbra Motta de Castro-
UFMS, Alda Maria Teixeira Ferreira — UFMS - (Suplente), participaram da banca examinadora
da Defesa de Dissertacdo de Mestrado da aluna Shirley Maria Sanches Navarro Marques,
RGA 2009.1.10200001.016 do Programa de Pds-Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na
Regido Centro Oeste, intitulada: “Detec¢ao do DNA de HPV e determinagao do tipo viral em
homens atendidos em consultério urolégico de Campo Grande - MS”. Realizada no dia 18

de abril, no Anfiteatro do BLOCO IX na Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS.

Campo Grande, 15 de abril de 2011

d
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