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RESUMO

Os Papilomavirus humanos siio os principais agentes causadores de cinceres genitais. Epidemias de HPV tém se tomado cada vez mais fre-
giientes no mundo inteiro, sendo a infecgio pelo HPV hoje estimada como a mais comum das Doengas Sexualmente Transmissiveis. O nosso
estudo teve como objetivo pesquisar a presenga do HPV em biépsias de lesdes do trato genital masculino, compativeis com infecgo por este
virus, pelo método de hibridizagiio in situ. Foram examinadas 75 bidpsias de lesdes classificadas a peniscopia em: condilomas, lesdes papulares e
lesdes acetobrancas . A prevaléncia da infecgio foi de 78,7% (59/75), com predomindncia dos tipos 6 e 11, de baixo risco, detectados em 59,3%
(35/59) dos casos positivos e a presenga de HPVs de alto risco em 37,2% (22/59) das amostras. A importincia da detecglio destes HPVs de alto
risco estd no fato dos pacientes do sexo masculino serem a principal fonte de infecgio do trato genital feminino, onde os HPVs exercem com
maior eficiéncia seu potencial de transformagio maligna.
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ABSTRACT

Human papillomavirus are the the etiological agents of genital cancers. HPV epidemics are increasing worldwide, and are nowadays estimated
as the most common Sexually Transmitted Disease. Our study aim to search for the presence of HPV in biopsies of the male genital tract,by using
in situ hybridization. Seventy five samples were studied and obtained by using peniscopy, afterwards they were classified as condyloma, papules
and acetowhite lesions. The HPV prevalence was 78,7% (59/75). Low risk HPV 6 and 11 were detected in 59,3% (35/59) of the positive lesions
and high risk HPVs 16 and 18 were found in 37,3% (22/59). It is important to point out the detection of high risk HPVs, since male patients are
the most important source of infection of the female genital tract, where HPVS fully exerts their potential of maligant transformation.
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INTRODUCAO

Os papilomavirus humanos (HPVs) sio constituidos por um
grupo heterogéneo de pequenos virus ADN com pelo menos 80
genotipos virais distintos' . Estes virus sdo capazes de infectar o
tecido epitelial , causando lesdes produtivas, hiperproliferativas
e autolimitadas. Sua importancia reside no fato de que certos
tipos podem ter potencial oncogénico e, desta forma contribuir
para o desenvolvimento de canceres, especialmente no trato
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genital®. As lesdes sdo primariamente de cardter benigno, com
crescimento limitado e em geral regridem espontaneamente, ou
manifestam-se clinicamente como verrugas comuns das maos ,
plantares, papilomas laringeos e condilomas (verrugas genitais),
neoplasias intraepiteliais e carcinomas invasivo.

Mais de 20 tipos de HPV podem infectar o epitélio genital®.
As infeccBes genitais causadas pelos HPVs sdo consideradas
Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST) e, vém se tornan-
do cada vez mais fregiientes. O inicio da atividade sexual e a
maturidade sexual conduzem a uma alta prevaléncia de infec-
¢bes anogenitais nos grupos com idade entre 15 e 40 anos*>9.
Dados experimentais e epidemiolégicos tém demonstrado o
papel central de tipos especificos de HPV na etiologia do cancer
anogenital, especialmente do carcinoma cervical.
Conseqiientemente, os HPV podem ser classificados de acordo
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com seu potencial maligno. Entre os tipos de alto risco, geral-
mente encontrados em displasias de alto grau e cénceres invasi-
vos estdo os tipos 16 e 18, mas este grupo inclui ainda os tipos
31,33 e 35 entre outros menos freqiientes. Os tipos 6 ¢ 11 em
geral sdo encontrados em lesoes benignas e, apesar de causar
proliferagio anormal do epitélio, sdo raramente associados a
quadros de transformagdio maligna'. Atualmente, em especial
nas duas tltimas décadas, a prevaléncia de infecgbes por HPV
tem aumentado em mundo inteiro, fato este atribuido a mudan-
cas nos hdbitos sexuais na maioria dos paises, e esta € hoje esti-
mada como a mais comum das Doengas Sexualmente
Transmissiveis®. Enquanto nos paises desenvolvidos o céncer
genital é uma doenga em franco declinio observa-se, ainda, uma
alta prevaléncia de céncer genital em paises em desenvolvimen-
to. No Brasil, a incidéncia de cancer genital é das mais altas em
todo o mundo’.

Apesar da grande importancia clinica de se reconhecer lesoes
relacionadas aos papilomavirus, os critérios disponiveis para que
o diagnéstico de rotina seja satisfatério ainda nao estdo bem
definidos. A aplicagdo de 4cido acético e a introdugdo da penis-
copia (escopia genital armada) t€m sido vistas como de grande
valia na detecgio das lesdes por HPV no trato genital masculi-
no'%. Porém, a utilizagdo de técnicas de Biologia Molecular,
com a detecgdo do genoma viral por métodos de hibridizagéo de
dcido nucléico, permite identificar a presenca de HPV, e ainda,
classifica-los em tipos.

O nosso estudo teve como objetivo pesquisar a presenca do
HPV em bidpsias de lesdes do trato genital masculino compati-
veis com infecgdo viral. O material das bidpsias foi estudado
pelo método de hibridizagdo in situ para identificagao ¢ tipagem
do HPV presente nas lesdes

METODOLOGIA

Amostras

O presente estudo consistiu da andlise de 75 bidpsias obtidas
de pacientes do sexo masculino atendidos no Setor de Doengas
Sexualmente Transmissiveis (DST) da Universidade Federal
Fluminense (UFF). Os participantes do estudo, foram submeti-
dos ao exame de escopia genital armada (peniscopia) e retirada
de bi6psia, para diagnéstico histolégico e virolgico.

Escopia Genital

Todos os pacientes que participaram do nosso trabalho foram
examinados com a utilizacdo do Colposcépio DF Vasconcellos ,
com aumento de 6 — 40X, apés aplicagdo de dcido acético 5%
durante 3-5 minutos. Os resultados da peniscopia foram classifi-
cados como a seguir:

» condilomas acuminado - lesbes vegetativas do tipo verru-
COS0

+ lesdes papulosas - lesdes elevadas circunscritas com epité-
lio rugoso, claramente distintos do condiloma
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» lesdes acetobrancas - visualizadas apés aplicagdo do
dcido acético

» lesdes nido classificadas - lesdes ulceradas, verrugas
comuns, etc...

Detecgdo do ADN viral

Sondas - utilizamos sondas genéticas para os HPVs tipos
6,11,16,18,31,33 e 35, gentilmente cedidas pela Dr-* de Villiers
(Papillomavirus International Reference Laboratory,
Heidelberg). A amplificagdo e purificacdo do material foram fei-
tas em gradiente de cloreto de césio. A marcagio dos plasmideos
foi feita com biotina 11-dUTP (Sigma) usando-se um kit de
Nick translation (BRL).

Hibridizacao in sifu - foram obtidos cortes de 5 m das amos-
tras de biépsias parafinadas e montadas em laminas pré-tratadas
com silane. A fixagdo do material ocorreu a 60°C por duas
horas. A desparafiniza¢do das liminas foi feita em xilol e etanol
sendo em seguida lavadas em dgua corrente.

Os dcidos nucleicos foram expostos pelo tratamento com pro-
teinase K (Sigma) a 37 °C. As laminas receberam a mistura de
hibridizacdo, contendo SSC 5X, polietilenoglicol, ADN de
esperma de salmio, as sondas marcadas com biotina e formami-
da deionizada. O material foi desnaturado a 92° C durante 10
minutos e hibridizado a 37° C por duas horas. Em seguida, as
laminas foram lavadas em SSC.

A deteccio dos hibridos foi realizada utilizando o complexo
conjugado estreptavidina-fosfatase alcalina em temperatura
ambiente por 30 minutos. Foi feita a remogio do conjugado ndo
associado aos hibridos por lavagem em tamp@o. Para revelar a
reagio, as laminas foram incubadas com o substrato NBT-BCIP
(Nitro Blue Tetrazolium-Bromocloroindolilfosfato). O procedi-
mento de observagio foi realizado ao microscépio dtico e as
células foram consideradas positivas quando apresentavam pre-
cipitado roxo-avermelhado no niicleo.

Na reagio foram utilizadas bidpsias de tecidos infectados e
nio infectados por HPV, como controles positivos e negativos.

RESULTADOS

Em nosso estudo foram avaliadas 75 amostras de biépsias
obtidas de lesdes do trato genital masculino. As lesoes estuda-
das, foram avaliadas por peniscopia e hibridiza¢do in situ. De
acordo com os resultados obtidos da peniscopia, as lesdes foram
classificadas em: 53 (70,6%) lesdes condilomatosas, 11 (14,7%)
lesdes papulosas, 9 (12,0%) lesdes acetobrancas e 2 (2,7%)
lesoes ndo classificadas.

A média de idade dos participantes foi de 30,8 anos, variando
de 16 a 75 anos. A faixa etdria de maior incidéncia das lesdes
observadas pela peniscopia foi de 20 — 30 anos, periodo da
maturidade sexual (grafico 1).

Conforme apresentado na tabela 1, a correlagao dos achados
da peniscopia e da hibridizagdo in situ para detec¢io do ADN
viral foi de 78,7% (59/75). Das 53 lesdes condilomatosas diag-
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Gréfico 1 - Distribuigio de idade de pacientes infectados pelo HIV
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Fonte: Setor de DST-UFF

nosticadas pela peniscopia, 10 ndo demonstraram relagao com
HPV pela hibridizagdo in situ, resultando em uma prevaléncia da
infe¢io em 81,1% (43/53) dos casos. Em lesdes papulosas, o
ADN viral foi detectado em 90,9% (10/11) dos pacientes. Nas
lesGes acetobrancas a hibridizagdo apresentou positividade em
55.5% (5/9). Observamos ainda na tabela 1, que nas lesdes nido
classificadas pela peniscopia 50% (1/2) apresentaram positivida-
de na hibridizagao in situ.

Na tabela 2, estdo representados os resultados obtidos pela
peniscopia de acordo com os tipos encontrados na hibridizagao
in situ. Nos condilomas acuminados o ADN viral foi detectado
em 81,1% das lesdes com predominancia dos tipos benignos (6 €
11) em 62,8% casos. Nas lesoes papulosas, 90,9% das amostras
demonstraram positividade, com 50% das lesdes apresentando
HPV de alto risco (16 ¢ 18). A presenga do ADN viral nas lesdes

vacetobrancas foi de 55,5% (5/9), havendo maior prevaléncia dos
tipos benignos (6 e 11) com 60% dos casos.

No grafico 2, estd ilustrada a prevaléncia dos tipos de HPV.
Apenas os tipos virais 6 ¢ 16 foram detectados em infecgdes sem
associag@io com outro tipo viral.

DISCUSSAO

Nos tltimos anos, vérias metodologias vém sendo desenvol-
vidas para demonstrar a presenca de papilomavirus humanos de
forma eficiente em individuos apresentando lesdes genitais.
Métodos de hibridizaciio do dcido nucleico sdo utilizados em
associacdo aos exames 2 vista armada para que diagndsticos
mais conclusivos sejam obtidos pelo paciente de forma mais
rdpida, a fim de que medidas de prevengdo e controle possam ser
introduzidas.

Pacientes que apresentam as verrugas genitais visiveis, deno-
minadas condilomas acuminados, com alta prevaléncia na popu-
lagdo infectada, siio facilmente identificadas clinicamente. Nosso

40 -50 50 - 60 > B0

maior problema reside nas lesdes epiteliais planas, nas quais o
exame clinico 2 vista desarmada pode ndo ser eficiente.

Em 75 amostras de bi6psias analisadas em nosso estudo, 59
foram positivas 2 hibridizagdo (78,7%). Dos casos com resultado
positivo houve maior prevaléncia dos tipos 6 e 11 (HPVs de
baixo risco), sendo estes detectados em 35 (59,3%) dos casos.

Das 53 lesdes condilomatosas, 43 foram confirmadas pela
hibridizagdo in situ (81,1%) sendo 27 infectadas por HPVs de
baixo risco (62,8%). Estes dados estdo em concordéincia com o
ja descrito por outros autores de que os HPVs 6 e 11 estdo rela-
cionados as infecgBes benignas, com frequente regressdo espon-
tinea®. Em 10 (18,9%) lesdes com diagndstico de condiloma
acuminado pela peniscopia, a hibridizacio in situ ndo detectou a
presenca do ADN viral, o que pode ser atribuido a utilizagdo de
nimero restrito de sondas moleculares, bem como & sensibilida-
de da técnica , de cerca de 90%.

A técnica de hibridizagdo in situ vem sendo vista como apro-
priada para detec¢do de dcido nucleico em exames de rotina®.
Embora, dentre as técnicas moleculares, esta apresente menor
sensibilidade, demonstra ter especificidade bastante elevada.
Técnicas de amplificagdo podem também ser utilizadas mas sdo
mais dispendiosas e demoradas. A grande vantagem da hibridi-
zacdo in situ estd no fato dela poder ser realizada diretamente
sobre esfregacos e bidpsias, possibilitando ainda a avaliagio his-
tolbgica da lesdo.

O diagnéstico clinico de lesdes papulosas também mostrou-
se altamente sensivel pelo exame de peniscopia. A hibridizagio
in situ para detecgio do ADN viral demonstrou concordancia em
90,9%das lesdes avaliadas. Nossos resultados apontam um per-
centual de 50% de prevaléncia dos tipos considerados de alto
risco, o que resulta na necessidade de acompanhamento criterio-
so do paciente e seu(s) parceiros, tendo em vista o potencial
oncogénico dos virus presentes.

Nas lesdes acetobrancas, diferente do observado nos outros
tipos de lesdes, a hibridizagdo in situ confirmou a presenga do

DST~ f bras Doengas Sex Transm 13(2): 27-31, 2001



Cavalcantiet, al. |

Tabela 1 - Correlagio entre os resultados da peniscopia e da hibridizagio in situ,

Peniscopia N° de pacientes Hibridiza¢io Prevalencia
+ - %
Condiloma Acuminado 53 43 10 43/53 (BL.1y
Lesiio Papulosa 11 10 01 10/11 (90,%)
Lesdo Acetobranca 09 05 04 05/09 (55.%)
Lesdo ndo classificada 02 01 01 01/02 (50,0)
Total 75 59 16 59/75(78,7%)

Fonte: Setor de DST-UFF

Tabela 2 - Distribui¢do dos diferentes tipos de HPV de acordo com o resultado da peniscopia.

Peniscopia N° de pacientes Tipos de HPV
06 11 16 18 Mista*
Condiloma Acuminado 53 18 - 06 - 19
Lesdo Papulosa 11 05 - 01 - 04
Lesdo Acetobranca 09 02 - - - 03
Lesdo ndo classificada 02 - - 01 - &
Total 75 25 - 08 - 26

Fonte: Setor de DST-UFF
* Infecgdes Mistas

Condiloma Acuminado — 9 (6, 11); 4 (6, 16); 2 (6, 11, 16); 1 (6, 16, 18); 1 (6, 11, 16, 18); 2 (21, 33, 35)
Lesdo Papulosa - 2(6,18);2(6,11, 16, 18)
Lesdo Acetobranca - 1(6,11)% 16, 16, 16, 18)

Grafico 2 — Prevaléncia dos tipos de HPV na populagéo estudada

Fonte: Setor de DST-UFF
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HPV em apenas 55,5% dos casos diagnosticados pela penisco-
pia. Nossos resultados estdo de acordo com o jd visto por outros
autores® que demonstraram a possibilidade de resultados falso
positivos pela peniscopia. Porém, os tipos de HPV de alto risco
foram observados em apenas 40% dos casos contrariando a lite-
ratura'®, que descrevem a presenga dos tipos 16 ¢ 18 em grande
parte das lesdes subclinicas. Tais lesdes vem sendo intensamente
estudadas pois nfio hd um padrio clinico para seu diagnéstico.
Elas podem ser resultado de infecgdes por HPV mas também de
processos inflamatérios inespecificos e dermatoses, entre outros.
H4 que se considerar a importancia da deteccdo de HPV em
lesdes subclinicas, visto que pacientes do sexo masculino sao a
principal fonte de infec¢do do trato genital feminino, onde os
HPVs exercem com maior eficiéncia seu potencial de transfor-
magio maligna (Villa, 1997).

Duas lestes observadas em nosso estudo nao obtiveram clas-
sificagdo quanto ao exame de peniscopia, entretanto em uma
dessas a hibridizacdo apresentou como resultado a presenga do
HPV do tipo16, correntemente encontrado em lestes que progri-
dem ao carcinoma invasivo. Este diagndstico € insatisfatorio
para o clinico no que diz respeito a conduta a ser empregada.
Observa-se entretanto que o uso combinado da peniscopia ap6s a
aplicacdo do dcido acético 5%, seguido da detecgdo do ADN
viral nas lesdes observadas resultam em diagnésticos conclusi-
vos indicando a necessidade do diagnéstico de suas parceiras
expostas a infec¢do pelo virus, que nos pacientes resultou em
lesoes clinicas.

No grifico 2, observamos ainda a presenga de infecgOes mis-
tas em 44,1% (26/59) dos casos, onde a presenga de dois ou
mais tipos virais é comumente observada. Nestas lesfes com
infecgdes mistas existe a predominéncia de casos com o ADN
viral dos tipos de alto risco (16/26) em 61,1% dos pacientes. As
infecgdes mistas com tipos de baixo risco ocorreram em apenas
38,4% (10/26) dos casos.

Em nosso estudo, avaliamos amostras de lesdes genitais de
pacientes do sexo masculino: 78,7% destas foram positivas para
infecgio por HPVs. Embora o céncer genital masculino causado
pelo HPV seja um evento raro, o homem € a principal fonte de
contaminagdo da mulher. E no trato genital feminino que a
infecgdo pelo HPV tem maior risco de levar ao estabelecimento

de lesdes malignas. Desta forma, a avaliagdo criteriosa e o diag-
ndstico preciso de lesdes masculinas sdo etapas fundamentais
no processo de prevengio do cancer cervical em todo o mundo.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Villa LL Human papillomavirus and cervical cancer. Adv. Cancer
Res. 71: 321-341,1997.

2. De Villiers. Human pathogenic papillomavirus types. Curr. Top.
Microbiol. Immunol. 186:1-12,1994.

3. De Villiers. Heterogenity of the human papillomavirus group. J.
Virology. 63: 4898-4903,1989.

4. De Villiers , EM, Wagner D, Scheneider A, Wesch H, Miklaw H et
al. Human papillomavirus infection in women with and without
abnormal cervical citology. Lancet . 2: 703-6,1987.

5. Morrison EA, Ho GY, Vermud SH,et al. Human papillomavirus
infection and other risk factors for cervical neoplasia:a case-con-
trol study. Int. J. Cancer .49:6-13,1991.

6. Van den Brule AJ,Walbooners JMM, Du Maine M, Kenemans P,
Meijer CJLM. Difference in prevalence of human papillomavirus
genotypes in citomorfologically normal cervical smears is asso-
ciated with a history of cervical intraepithelial neoplasia. Int. J.
Cancer 48: 404-8,1991.

7. Schiffiman MH. Epidemiology of cervical human papillomavirus
infections. Cur Microbiol. Immunol 186:56-78,1994.

8. Syrjanen KJ. Epidemiology of human papillomavirus (HPV) infec-
tions and their association with genital squamous cell cancer.
APMIS 97: 957-970,1989.

9. Lowy DR, Kimbauer R Schiller JT. Genital human papillomavirus
infection. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 91: 2436-2440,1994.

10. Wikstrom, A;Hedblad, MA:Ktari, M,; Syrjanen, S.; Lindberg, M;
Von Krogh, G.The acetic-acid evaluation of subclinical genital
papillomavirus infection: a comparative study on peniscopy, his-
topatology, virology and scanning electron microscopy findings.
Genitourin. Med., 68: 90-99,1992.

Endereco para correspondéncia:
Silvia MB Cavalcanti
UFF/CCM/CMB/MIP-Virologia

Rua Prof. Hernani Pires de Melo, 101
Centro, Niteréi — RJ — CEP: 24210-130

DST- ] bras Doengas Sex Transm 13(2): 27-31, 2001



	27
	28
	29
	30
	31

