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RESUMO

Apesar da infeccdo por HPV em homens estar associada a baixa
morbidade e mortalidade, seu estudo é relevante, devido a sua associagdo com
0 cancer ano-genital e com as verrugas genitais, e ao papel que o homem
desempenha na transmissdao do HPV as suas parceiras sexuais. Neste
trabalho, a carga viral e a integracdo do HPV-16 ao genoma humano foram
avaliadas por PCR em tempo-real, em 100 amostras penianas de individuos
com condiloma acuminado ou assintomaticos, parceiros de mulheres com
lesdo de alto grau. Esses parametros foram também estudados em 9 amostras
de carcinoma peniano. As amostras foram genotipadas para deteccao
daquelas infectadas por HPV-16 (38%). A maioria dos homens infectados pelo
HPV-16 (90%) apresentou o genoma viral com algum grau de integracéao,
assim como todas as amostras de carcinoma peniano estudadas, sugerindo
gue a integracdo pode constituir um fator importante para a carcinogénese
peniana. A integracdo do genoma do HPV-16 parece nao ser influenciada pela
presenca de condiloma acuminado ou de multiplas infec¢cées. Ampla variacao
de carga viral do HPV-16 foi encontrada (0,0003 a 5.386,15 cOpias/célula),
independente do estado fisico do genoma deste virus, seja ele integrado ou
epissomal. A integracdo do genoma do HPV-16 ocorreu na presenca de cargas
virais baixas ou elevadas (0,22 a 11,82 cépias/ célula), seja em homens com
condiloma acuminado ou assintomaticos. Foi observada uma tendéncia de
reducdo na carga viral com o tratamento de condiloma acuminado. Carga viral
elevada ndo se correlacionou com maior frequéncia de recidivas e nem com
resisténcia ao tratamento com podofilina. Diferenca estatistica foi encontrada
ao se comparar a carga viral de amostras de esfregaco peniano com HPV-16
integrado e carga viral das amostras de carcinoma peniano (0,22 vs 13,29
copias/célula, p=0,012). Este estudo é pioneiro na investigacdo da carga viral e

do estado fisico do DNA do HPV-16 em amostras penianas ndo neoplasicas.

Palavras-chaves: PCR em tempo real, carga viral, estado fisico DNA, homens,

carcinoma peniano, condiloma acuminado.



ABSTRACT

Although HPV infection in men is associated with low morbidity and
mortality, the importance of its investigation should be highlighted due to
association with anogenital cancer and genital warts, and the role that man
plays in the transmission of HPV to their sexual partners. In this study we
evaluated the viral load and integration of HPV-16 into the human genome in a
hundred penile samples of men with condyloma acuminate or asymptomatic,
but partners of women with high-grade lesion. These parameters were also
studied in 9 penile carcinoma samples. HPV-16 genome was detected in 38%
of penile samples analyzed. In majority of the infected men for this virus (90%),
the HPV-16 genome presented with some degree of integration, as well as all
the samples studied penile carcinoma, suggesting that integration can be an
important factor for penile carcinogenesis. The integration of the HPV-16
genome does not appear, however, to be influenced by the presence of
condyloma acuminate or multiple infections. Wide variation in viral load of HPV-
16 was found (0.0003 a 5386.15 copies/ cell), independent of the physical state
of the genome of this virus, whether integrated or episomal. The integration of the
HPV-16 genome occurred in the presence of low or high viral load (from 0.22 to
11.82 copies / cell) or condylomata acuminata in men with or without symptoms.
Observed any tendency of reduction in viral load with treatment of condylomata
acuminata. High viral load did not correlate with increased frequency of
relapses and no resistance to treatment with podophyllin. Statistical difference
was found when comparing the viral load samples of penile with integrated
HPV-16-DNA and samples of penile carcinoma (13.29 vs. 0.22 copies / cell, p =
0.012). This study is pioneer in the investigation of viral load and physical state

of HPV-16-DNA in penile non-neoplastic samples.

Keywords: real-time PCR, viral load, physical state of DNA-HPV, men, penile

cancer, condyloma acuminate.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) é, atualmente, uma das
doencas sexualmente transmissiveis mais comuns, sendo altamente prevalente
em homens e é em sua maioria assintomética (ANIC & GIULIANO, 2011). No
entanto, quando as manifestacfes clinicas se fazem presentes, estas variam
desde lesbes benignas, como o condiloma acuminado, até lesdes graves,
como o cancer (CHOW et al., 2010).

Existe grande numero de estudos relacionados a infeccao por HPV na
populacdo feminina, diferentemente do que se observa em relacdo a populacao
masculina, o que dificulta a compreensao da epidemiologia da infecgcdo por
HPV e suas manifestacoes clinicas nesse segmento da populagao.

Apesar da infeccdo por HPV no homem estar associada a baixa
morbidade e mortalidade, seu estudo ndo pode ser considerado de menor
importancia, devido a sua associacdo com 0 cancer ano-genital e com as
verrugas genitais, e ainda pelo papel que o homem desempenha na
transmissao do HPV as suas parceiras sexuais.

Em estudo prévio, nosso grupo de pesquisa detectou a prevaléncia de
DNA-HPV em parceiros sexuais de mulheres infectadas por este virus. Pelo
menos um tipo de HPV foi detectado em 86% dos parceiros e mais de um tipo
viral (multiplas infecc¢des), seja de alto ou baixo risco, foi identificado em 39,5%
das amostras. O HPV-16 foi 0 mais prevalente, sendo detectado em 34,9% das
amostras penianas (de LIMA ROCHA et al., 2012).

O papel da carga viral e da integracdo do DNA-HPV tem sido pouco
investigado em amostras penianas. A carga viral do HPV tem sido mais
investigada em amostras ano-retais de homens HIV (virus da imunodeficiéncia
humana) positivos, os quais, frequentemente, apresentam alta carga viral
(ALVAREZ et al, 2010; SALIT et al., 2009), o que tem sido associado com
persisténcia da infeccao e progresséo de lesdes nestes homens (ALVAREZ et
al, 2010; BLEEKER et al., 2006; SALIT et al.,, 2009). Entretanto, Ball et al.
(2011) relatam que baixa carga viral em verrugas genitais podem produzir
elevados niveis de mRNA de proteinas oncogénicas como o0s observados na

presenca de altas cargas virais. Portanto, ndo existe consenso no papel que a
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carga viral pode desempenhar no processo de integragdo e na progressao de

lesdo peniana. Além disso, sdo escassos os dados relacionados com o estado

fisico do DNA-HPV-16 em lesdes anogenitais ou em amostras de céancer

peniano (DO et al., 2013; KALANTARI et al., 2008; TORNESELLO et al., 1997).

Considerando a escassez de informacéo e a importancia desta infeccao
na populacdo masculina, sado necessarios estudos que abordem seus
diferentes aspectos, visando uma melhor compreenséo do papel dos homens
na transmissdo e manutencdo desta infeccdo, além do melhor entendimento
dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento de lesdes neoplasicas.

Este trabalho teve, portanto, como objetivo geral: Avaliar a carga viral e o
estado fisico do genoma do HPV-16 (se integrado ou epissomal) em amostras
penianas de homens infectados por HPV e relacionar com o cancer peniano,
com a presenca de condiloma acuminado, multiplas infecgbes, recidiva e
eficacia de tratamento.

E como objetivos especificos:

1. Determinar a carga viral do HPV-16 em homens atendidos em uma clinica
de DST;

2. Determinar a evolucdo da carga viral em pacientes submetidos a mais de
uma coleta, correlacionado com a recidiva e o tratamento do condiloma
acuminado;

Avaliar o estado fisico (epissomal ou integrado) do genoma do HPV-16;
Correlacionar a carga viral e o estado fisico do HPV-16 observado nas
amostras penianas do presente estudo com estes parametros em amostras
de carcinoma peniano;

5. Correlacionar a carga viral e o estado fisico do HPV-16 com a presenca de

co-infec¢do por outros tipos virais e presenca de condiloma.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Papilomavirus humano (HPV)

O HPV é um virus DNA fita dupla, ndo envelopado, que mede
aproximadamente 55 nandémetros de didmetro. Esta associado a infec¢des em
pele e mucosas e tem predilecdo pelas células da camada basal do epitélio
estratificado escamoso e por células metaplasicas e de reserva existentes em
juncbes escamo-colunares. A maioria das infec¢cdes promovidas por este virus
€ assintomatica. No entanto, quando manifestacdes clinicas se fazem
presentes, estas variam desde lesbes benignas, como o condiloma acuminado,
até lesdes graves como o cancer (CHOW et al., 2010).

Seu genoma possui aproximadamente 8000 pares de bases, podendo ser
dividido em trés regides funcionais: a regido conhecida como long control
region (LCR, regido de controle longa) ou também denominada de upstream
regulatory region (URR, regido reguladora a montante), os genes early (E,
precoces) e os genes late (L, tardios) (CHOW et al., 2010)(Fig.1).

Figura 1
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A regido LCR consiste em uma regido néo codificadora constituida por um
segmento de DNA de 900 pares de base (pb) que contém a origem de
replicacdo (ORI) viral e os elementos de controle transcricional, os quais
regulam a expressao génica do HPV (DOOBAR et al., 2012).

Os genes tardios, L1 e L2, codificam as 72 subunidades proteicas do
capsideo viral, de formato icosaédrico. O gene L1 é considerado como a regido
mais conservada do genoma do HPV. As proteinas oriundas destes genes sao
estruturalmente semelhantes, sdo expressas nhas camadas superiores do
epitélio e suas expressdes sdo dependentes da atuacdo de genes de
diferenciacédo (DOOBAR et al., 2012).

Os genes precoces E1 e E2 sdo responsaveis, respectivamente, pela
replicacdo do DNA viral e controle da transcricdo dos demais genes, estando
envolvidos na proliferagéo viral.

A proteina E1, uma fosfoproteina de 70 a 80 Kda - ATP dependente,
possui tanto atividade de ATPase quanto de helicase. Forma um dimero com
E2 e posteriormente, este dimero forma um tetramero, que se liga em regides
ricas em adenina-timina da regido LCR, direcionando fatores de transcricdo do
hospedeiro para a origem de replicacdo viral. E1 sozinha, embora pouco
especifica, € capaz de ativar a transcricdo “in vitro”, mas nao o faz “in vivo”
sendo necessaria a presenca de E2 (KADAJA et al., 2009).

Segundo trabalho de revisdo de Kadaja et al. (2009), a primeira replicacao
€ rapida e transiente. Depois que o DNA viral se estabiliza, este se mantém em
numero constante de cépias durante subsequentes divisbes celulares basais.
Esta manutencdo pode se dar de dois modos diferentes: 1) o genoma viral
dobra durante a fase de sintese (S) e segrega de forma igual nas células filhas
ou 2) o DNA viral pode-se replicar randomicamente, isto é, havera virus que se
replicardo todas as vezes que a célula entrar na fase S, outros apenas uma
Unica vez, outros nédo replicardo. Para que o primeiro modo de manutencao
viral aconteca, a maquinaria de replicacdo celular deve controlar e ativar a
origem de replicacédo viral; ja para o segundo, a origem de replicacéo viral ndo
€ rigidamente controlada e regulada pela maquinaria do hospedeiro. Acredita-

se gque o modo de manutencao escolhido dependera do tipo celular infectado e
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€ dependente do nivel de expressdo de E1. Altas concentracdes de E1
favorecem a manutencéo randoémica.

E2, por sua vez, atua como regulador da transcricdo. Ativador quando
ligado a E1 e repressor quando nas formas E2C e E2/E8. O primeiro € um
transcrito obtido a partir de um promotor interno a janela de leitura de E2 e o
segundo criado por “splicing”. Na auséncia destas formas repressoras a
replicacdo € 10-20 vezes maior (KADAJA et al., 2009). E2 também se liga a
uma regido denominada de MME (minichromosome maintenance element),
localizada na regiao de LCR, e, por intermédio desta, ancora o DNA epissomal
aos cromossomos do hospedeiro ou ao eixo mitético, sendo assim responsavel
pela segregacéo viral durante a divisdo celular (KADAJA et al., 2009).

El e E2 sao essenciais para a estabilizacdo do DNA viral em longo prazo.
Os niveis de E1 juntamente com os de E6 e E7 criam um meio ambiente
celular propicio para a manutencao da forma epissomal (KADAJA et al., 2009).

O gene E4 codifica uma proteina associada a maturacdo viral e a
alteracdo da matriz intracelular. E4 se associa com ceratinas do citoesqueleto
da célula hospedeira, facilitando a montagem e maturacdo do virus. E4 é
expressa nas camadas diferenciadas do epitélio, em estagios tardios da
infeccdo e tem sido co-localizada com a proteina L1 (DOOBAR et al., 2012).

A regido de E5 codifica uma proteina hidrofobica, preferencialmente
encontrada no complexo de Golgi, no reticulo endoplasmético e na membrana
nuclear das células infectadas. Quando presente, a proteina E5 é capaz de
interagir com varias proteinas transmembranosas como 0s receptores do fator
de crescimento epidérmico (EGRF) e o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), entre outros. A presenca de E5 parece estimular o EGRF na
presenca de seu ligante. Age conjuntamente com a proteina E7, possuindo,
entdo, funcao sinérgica ao fator de crescimento epidérmico (EGF), estimulando
a proliferacéo celular e impedindo a apoptose (CAl et al., 2012; YUAN et al.,
2012).

Células normais do epitélio escamoso estratificado param de se reproduzir
a medida que comecam a se diferenciar, um problema para o HPV, que precisa
da DNA polimerase e dos fatores de transcricdo que sdo apenas produzidos
durante a divisdo celular. Esse problema é resolvido pela atuacdo das

oncoproteinas E6 e E7. Os genes E6 e E7 codificam proteinas que podem
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estimular a proliferacdo e a transformacdo das células hospedeiras,
cooperando sinergicamente para a imortalizagdo celular. A oncoproteina E7 é
uma pequena fosfoproteina com aproximadamente 100 aminoacidos que se
liga de forma eficiente a proteina do retinoblastoma (pRB) em seu sitio de
ligacdo de fatores de transcricdo, como membros da familia E2F. Esta
interacdo leva a liberacdo do fator de transcricdo E2F do complexo repressor
transcricional pRB/E2F, permitindo a estimulagédo da proliferagdo celular. E7
também é capaz de associar-se a outras proteinas envolvidas na proliferacao
celular, incluindo inibidores de Cdkp2l1 e p27, histonas desacetilases e
componentes do complexo de transcricio AP-1 (DOORBAR et al., 2012;
NGUYEN & MUNGER, 2009; YUAN et al., 2012). E7 também pode imortalizar
células por desregular mecanismos de apoptose por interacdo com p107, p103
e p600 e por modulacdo do TGF-f (fator de transformagéo do crescimento 3),
um potente inibidor do crescimento celular (NGUYEN & MUNGER, 2009).

A proteina E6 complementa o papel desempenhado por E7, evitando a
inducdo de apoptose em resposta a proliferacdo celular mediada por E7
(DOORBAR et al., 2012; HOWIE et al., 2009). Esta oncoproteina € capaz de se
associar a proteina p53 via outra proteina celular, a proteina associada a E6
(E6-AP) e também a E3 ubiquitina ligase, resultando na ubiquitinacdo de p53 e
subsequente degradacdo proteolitica. Outras vias de inativacdo de p53
constituem-se no sequestro da mesma no citoplasma pela proteina E6 viral e a
interacdo com CBP/p300 ou hADAS3 histona acetiltransferase (HOWIE et al.,
2009). Estes efeitos anulam a ativacéo transcricional e as propriedades de p53
e interrompe sua habilidade de bloquear o ciclo celular e de induzir a apoptose.
E6 também media a degradacdo de proteinas pro-apoptdticas, como Bak, e
ativa a telomerase da célula hospedeira, além de modular vias de sinalizacao
da proteina G e vias de reconhecimento imunes, como fator 3 interferon
regulador (IFR-3) e receptor toll-like 9 (TLR-9) (DOORBAR et al., 2012; HOWIE
et al., 2009, YUAN et al., 2012).

A expressdo e atuacdo das proteinas oncogénicas do HPV séo
necessarias para o surgimento de lesbes cervicais. Mutacdes adicionais
geradas a partir da instabilidade genémica provocada pelas oncoproteinas séo
necessarias para a progressdao maligna (NGUYEN & MUNGER, 2009; HOWIE
et al., 2009).
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Os diferentes tipos de Papilomavirus (PV) séo classificados pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus como pertencentes a familia
Papilomaviridae, composta de 29 géneros e 189 tipos diferentes de PVs.
Destes, 120 infectam humanos, 64 outros mamiferos, 3 infectam aves e 2
répteis (BERNARD et al., 2010).

Estes virus sao agrupados de acordo com a homologia das sequencias de
nucleotideos na regido L1. Os géneros séo identificados através de letras do
alfabeto grego e possuem menos de 60% de homologia entre os genes. As
espécies de PV possuem entre 60-70% de homologia entre as sequencias,
enquanto que os tipos de PV compartilham entre 71%-89% de sequencia de
nucleotideos idénticos. Tipos de PV séo identificados por numeros na
sequencia histérica de sua descricdo, como por exemplo, PV-1 e PV-2.
Subtipos de PV diferem entre 2% a 10% e as variantes de PV diferem em
menos de 2% da sequencia génica (BERNARD et al., 2010; de VILLIERS et al.,
2004).

Dos virus que infectam humanos, o género clinicamente mais importante é
referido como alfa-papilomavirus. Cerca de 40 tipos podem causar infeccfes
ano-genitais, os quais podem ser classificados em grupos de alto risco ou
carcinogénico (HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59),
possivelmente carcinogénico (26, 30, 53, 66, 67, 68, 69, 70, 82, 85) e baixo
risco ou nao carcinogénico (HPVs 2, 6, 7, 11, 13, 27, 28, 29, 32, 40, 44, 57, 61,
62, 72, 74, 77, 81, 83, 84, 86, 87, 89, 90, 91, 106), de acordo com a
possibilidade de induzir o desenvolvimento de lesdes malignas (DOOBAR et
al., 2012; de VILLIERS et al., 2004). Essa forca para inducdo ao cancer pode
ser explicada pela forma como as oncoproteinas, dos diferentes tipos virais
atuam. Em trabalho de revisdo, Doobar et al. (2012) reuniram estudos que
mostraram diferencas significativas no posicionamento e na regulacdo do
promotor entre os virus de alto e baixo risco, bem como nos padrbes de
“splicing” de mRNA. Essas diferencas alteram a expressao dos genes E6 e E7,

afetando assim a gravidade da lesdo e suas chances de progressao.
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2.2 Ciclo bioloégico do HPV

A internalizac@o do virus € um processo lento e complexo que pode durar
horas e que parece ocorrer via endocitose, por vesiculas cobertas por clatrina
(ABBAN et al.,2008; LANIOSZ et al., 2009), embora isto seja controverso
(SCHELHAAS et al., 2012). O desnudamento do virus, no interior da célula,
permite que o DNA viral seja transportado para o nucleo.

Apos sua entrada, o virus se direciona ao nucleo celular e 14 inicia o
processo de estabilizagcdo. Estudos em mulheres infectadas relatam que o
baixo nimero de copias virais (10-200 copias por célula), nas células basais,
favorece a manutencao da forma epissomal, a qual é garantida também pela
atuacdo dos genes E1 e E2 (DOORBAR, 2005; KADAJA et al.,, 2009;
PEITSARO et al., 2002). Sob a forma epissomal, ocorre a fase proliferativa da
infecgéo, onde particulas virais sdo formadas independentemente do ciclo de
divisado celular, embora vinculadas a sua maturagcdo, sendo a formacédo dos
virions concluida nas camadas superiores do epitélio. O evento responsavel
pela ativagéo da replicagéo viral, retirando o virus de sua fase de manutencao
e fazendo-o entrar na fase proliferativa, ainda ndo é conhecido. Durante a
proliferacdo, ha um aumento da expressao dos genes tardios e manutencdo da
expressdo de E6 e E7. O aumento na expressao de E1 e E2 € necessario para
0 aumento do numero de coépias virais (DOOBAR et al.,, 2012) (Fig.2). A
infeccdo pelo HPV promove um ciclo nédo citolitico. Portanto, o virus deve sair
de dentro da célula e sobreviver no meio extracelular para uma proxima
infeccao.

Quando o nivel intracelular de E1, proteina que facilita o inicio da
replicacdo viral, € alto, replicacdes aberrantes comecam a ocorrer (replicacao
“onion-skin”, Fig.3, passo 1) e geram um conjunto complexo de fragmentos do
genoma do virus que sao ativamente modificados, recombinados e degradados
pela maquinaria celular do hospedeiro. A quantidade de fragmentos
subgendmicos depende da concentracao de proteina E1. Portanto, a replicacao
muito intensa do DNA viral proporciona niveis elevados de E1, podendo
ameacar a estabilidade do genoma viral, fazendo-o integrar (MANNIK et al.,
2002).
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Durante o processo de integragdo do genoma viral ao genoma do
hospedeiro (Fig.3, passo 1 e 2), os genes E2 ou E1 sdo quebrados, perdendo
assim sua funcionalidade (DOOBAR et al., 2012). Como consequéncia, perde-
se também o controle na expressdao dos genes oncogénicos E6 e E7 e a
estabilidade da forma epissomal.

Existem evidencias que o processo de integracdo é gradativo, havendo
coexisténcia entre as formas epissomais e integradas (forma mista). (Fig.3,
passo 2 e 3). Kadaja et al. (2007) investigaram o papel da expresséo
concomitante de genes epissomais e integrados, o que se assemelha a
infeccdo mista, sob o genoma viral, de uma forma bastante elegante.
Plasmidieos expressando E1 e E2 foram usados para tranfectar células SiHa e
Hela, as quais contém, respectivamente, os genomas integrados dos HPVs 16
e 18. Os resultados levaram os autores a propor o modelo ilustrado na figura 3.
O genoma do HPV integrado permanece ativo e disponivel a replicacdo e
transcricdo, sendo controlado pelas proteinas E1 e E2 produzidas pela forma

epissomal. O material genético assim duplicado contera o genoma do HPV
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integrado, como também regides flanqueadoras, pertencentes ao genoma do
hospedeiro, gerando um intermediario replicativo, contendo varias copias, mas
ainda ligado ao genoma da célula hospedeira (replicacdo “onion-skin”). Esse
genoma amplificado sera novamente integrado ao genoma do hospedeiro,
aumentando assim o numero de coépias virais, um processo que envolve
formagao “de novo” (Fig.3, passo 3). O aumento do numero de copias do HPV
integrado promove um aumento da quantidade das proteinas E6 e E7
disponiveis, promovendo instabilidade gendmica. A atuacdo das proteinas
oncogénicas, conjuntamente com as varias integracdes virais “de novo”, as
guais promovem ganhos e perda de funcdo de genes do hospedeiro,
favorecem o processo de carcinogénese. Reinfec¢Oes, causadas por tipos
diferentes de HPV, ou mesmo pelo mesmo tipo viral, podem mimetizar o que
ocorre na forma mista da infec¢cdo, contribuindo também para aumentar o
estado de instabilidade gendmica celular (Fig.3, passo 5) (KADAJA et al.,
2007). Com a integracao total das formas epissomais (Fig.3, passo 4), a
replicagéo viral fica limitada a multiplicagdo celular, estabelecendo um ciclo
produtivo incompleto (ciclo abortivo), em que particulas virais ndo chegam a ser
formadas (DOOBAR, 2005).

Figura 3
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A integracdo pode, por isso, se tornar um possivel marcador de
progressado neoplasica (ARIAS-PULIDO et al., 2006). Nesse sentido, observa-
se gque, quanto maior o grau da lesdo, maior a frequéncia de integracé&o, maior
expresséo de E6 e E7 e menor a carga viral (DOOBAR, 2005) (Fig.4).

Figura 4
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Observa-se a associacdo com a evolucado de lesbes. Retirado de Doobar (2005).

Tem sido sugerido que o grande numero de cOpias virais aumenta a
probabilidade de ocorréncia deste fenbmeno. Integracdes podem acontecer
tanto em células normais quanto em lesbes pré-invasivas e invasivas
(ALVAREZ et al., 2010). A infeccao persistente por HPV de alto-risco pode
resultar na integracdo do DNA viral no genoma das células do hospedeiro, que
€ considerada um dos principais fatores de risco no desenvolvimento de lesdes
cervicais e do cancer cervical (ARIAS-PULIDO et al., 2006; CHEUNG et al.,
2006) (Fig.5).

A retencéo intracelular dos antigenos virais pode comprometer a deteccao
do virus pelo sistema imune, favorecendo assim a persisténcia (BRYAN &
BROWN, 2001). Além disso, o HPV também possui mecanismos que limitam a
apresentacado de epitopos ao sistema imune, nas camadas mais baixas do
epitélio (GRABOWSKA & RIEMER, 2012; HOWIE et al., 2009).
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Figura 5
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Os mecanismos de sinalizacdo para integracdo ndo sao completamente
compreendidos, mas o local de integracdo no genoma do hospedeiro pode ser
importante para a progressao da lesdo. Demonstrou-se que o HPV integra,
preferencialmente, em locais frageis do genoma do humano, ou nas
proximidades de genes que controlam as funcbes celulares associadas a
proliferacdo e maturacdo, tais como genes supressores de tumor,
protoncogenes, genes envolvidos na adesao celular ou em apoptose (DALL et
al., 2008; KALANTARI et al., 2008; LI et al., 2013; MATOVINA et al., 2009;
SCHMITZ et al., 2012). Tais eventos de integracdo foram mais observados em
lesdes de alto grau, do que em lesbes cervicais de baixo grau, o que indica que
este € um acontecimento critico na progressao do cancer (MATOVINA et al.,
2009). Locais semelhantes foram observados em DNA-HPV-16 integrado em
amostras de cancer peniano (DALL et al., 2008).

O ciclo de vida do HPV esta intimamente ligado ao estado de
diferenciacao do epitélio infectado. Como faltam as enzimas necessarias para a
sua duplicacdo, o HPV precisa dissociar os queratindcitos do seu ciclo de
diferenciacdo celular e manté-los competentes a replicacdo ou entéo

reestabelecer um estado replicativo dentro de queratinécitos diferenciados,
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sendo esta a funcdo das oncoproteinas virais (MCLAUGHLIN-DRUBIN &
MUNGER et al., 2009).

Wechsler et al. (2012) sugerem que o estabelecimento precoce da forma
epissomal na camada basal do epitélio escamoso pode levar a diferentes niveis
de expressdo das proteinas E6 e E7, e que esta diferenca pode ser
determinada pelo nivel de progressao da célula infectada no ciclo ao longo do
epitélio e/ou pelo nimero de copias virais epissdbmicas, provocando assim
fendtipos diferentes quanto ao grau de lesdo. Os mecanismos moleculares que
determinamestas diferengas ainda ndo estdo claros, mas ndo parecem estar
ligados a mudancas no padrdo demetilagdo do genoma viral. Os autores
sugerem que células com maiores taxas de crescimento e multiplicagdo ou com
capacidade baixa de inibicdo do crescimento por contato permitem a evolucéo
para lesdes de alto grau. O grau de maturacdo celular também estaria
associado a capacidade do virus em interferir em vias relacionadas a
proliferacdo e maturagdo celular. Ressaltam, no entanto, a necessidade de

mais estudos.

2.3 Prevaléncia da infeccdo por HPV

A prevaléncia da infeccdo por HPV varia de acordo com a regiao
geografica (SMITH et al., 2011), o local de coleta, se amostra peniana, anal ou
oral, ou se em Uunico sitio ou em multiplos, assim como 0 comportamento
sexual, se homossexuais ou heterossexuais, se parceiros de mulheres
infectadas pelo HPV, se imunossuprimidos, além do método de analise, todos
estes fatores séo fontes importantes que podem determinar a amplitude dessa
variacdo (GIULIANO et al., 2008; VIDELA et al., 2013).

A prevaléncia do HPV na América Central e do Sul varia entre 2 a 84%, na
America do Norte entre 8 a 93,2%, na Europa entre 2,2 a 78%, na Asia entre
1,3 a 66,7 e na Africa entre 54 a 57,6%. Em alguns estudos, o Brasil tem sido
relatado como um pais que apresenta elevada prevaléncia de infeccdo por
HPV, quando comparado com outros paises (FRANCESCHI et al.,, 2002,
GIULIANO et al., 2011; HPV STUDY GROUP IN MEN FROM BRAZIL, USA
AND MEXICO, 2008). Em estudo realizado por Giuliano et al. (2008), 160
homens do Brasil, México e Estados Unidos foram avaliados e uma prevaléncia

de 65,2% de infeccdo por HPV detectada. O Brasil foi o pais que apresentou
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maior prevaléncia de infeccdo por HPV (72,3%), seguido pelo México (61,9%) e
Estados Unidos (61,3%).

Em reviséo, Giuliano et al. (2008) relatam prevaléncia da infeccado por
HPV em 73% dos homens assintomaticos, em 90% nas neoplasias
intraepiteliais penianas (NIP), em 85% dos canceres anais e em cerca de 50%
dos penianos. Nas mulheres, a presenca de HPV relaciona-se com 36-40% dos
casos de canceres vulvares, 60-90% dos de vagina, anais e perianais e em 90-
100% nos casos de canceres cervicais. Nos canceres de orofaringe, a
prevaléncia da infeccdo por HPV € de 33-72% e de 10% nos céanceres de
laringe (GIULIANO et al., 2008; FORMAN et al., 2012; zur HAUSEN, 2009).

Nos homens, a prevaléncia do HPV varia de 1,3 a 73%, sendo mais
prevalente em homens com idade acima dos 30 anos e com numero elevado
de parceiros sexuais (28-76%) (DUNNE et al., 2006; PARTRIDGE &
KOUTSKY, 2006). Segundo Giuliano et al. (2011), ha 29-39% de chance de um
homem se infectar por HPV no espago de 1 ano.

Estudos mais recentes (AKOGBE et al., 2012; ANIC & GIULIANO, 2011,
SMITH et al., 2011; SYRJANEN, 2011) tém mostrado n&do haver diferencas
significativas na prevaléncia do HPV em homens de diferentes faixas etarias,
diferentemente do que ocorre nas mulheres, em que se observa menor chance
de infec¢éo por este virus em mulheres mais velhas.

Em uma reviséo realizada por Smith et al. (2011), a prevaléncia de HPV
de baixo risco em homens variou de 1 a 84%, sendo que em 70 a 100% dos
casos de condiloma acuminado sdo detectados HPV dos tipos 6 e 11. A
prevaléncia de HPV de alto risco encontrada foi de 2 a 93%, sendo 0 mais
prevalente o HPV-16. InfeccBes causadas por multiplos tipos virais apresentam
prevaléncia de 2,3 a 60% (PARTRIDGE & KOUTSKY, 2006; VACCARELLA et
al., 2011), sendo 20-50% destas co-infec¢cdes associadas aos virus de alto
risco (GIULIANO et al., 2008). Segundo Vaccarella et al. (2011) infeccdes
multiplas foram encontradas em 59,7% dos homens brasileiros.

Entre os homens que apresentam maior risco para a infeccdo por HPV,
como aqueles atendidos em clinicas de doencas sexualmente transmissiveis e
gue se relacionam sexualmente com mulheres infectadas pelo HPV ou com
citologia anormal e os HIV positivos, a prevaléncia varia de 2 a 93,2% (SMITH

et al., 2011). No Brasil, a prevaléncia do HPV em homens que se relacionam
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sexualmente com mulheres que apresentam lesdes intraepiteliais cervicais
varia de 23 a 86% (de LIMA ROCHA et al., 2012; NICOLAU et al., 2005;
ROMBALDI et al., 2006; ROSENBLATT et al., 2004).

A prevaléncia da infecgdo por HPV varia ainda de acordo com o local da
coleta. Em trabalho de revisdo realizado por Dunne et al. (2006), verifica-se
gue os indices de deteccdo da infeccdo por HPV encontrados variaram de
6,5% a 50% na coroa e glande, de 5,6% a 51,5% no corpo peniano, 24% a
50% no prepucio, 7,1% a 46,2% no escroto, 8,7% a 50% na uretra distal e de
0% a 32,8% no perineo, anus e reto. Em amostras de urina, a prevaléncia de
DNA-HPV detectada foi menor que 7%. Corpo peniano, sulco coronal, glande,
prepucio e escroto sdo sitios que contribuem com mais de 95% do HPV genital
detectavel (GIULIANO et al., 2007).

Existe também variacéo na prevaléncia da infeccéo persistente por HPV e
seu clearance, entre os sexos. Estima-se que 20% das mulheres e 6% dos
homens desenvolvem infeccéo persistente (GIULIANO et al., 2008). A chance
de clearance é mais alta para os homens (49% vs 31%), ocorrendo num prazo
de 7,5 meses. Em infeccbes por HPV-16, este prazo se estende para 12,2
meses (GIULIANO et al., 2011). Nas mulheres, o curso da infeccdo dura em
meédia de 8 meses, sendo que 70% das pacientes DNA-HPV positivas tornam-
se negativas com o passar de 1 ano e, ap0s 2 anos, apenas 9% permanecem
infectadas (FERENCZY, 1995; HO et al., 1998).

Os trabalhos de prevaléncia da infec¢cdo por HPV em homens consultados

neste trabalho encontram-se descritos no Quadro 1.



Quadro 1 - Caracteristicas da infec¢do genital por HPV em homens.
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Autor(es) Ano Populacéo estudada (n) Prevaléncia do HPV (%) Multiplas
infeccbes
Com leséo Sem leséo Total Alto risco Baixo risco HPV-16 (%)
Cancer NIP Condiloma
acuminado
Akogbe et al. 2012 HIM* (3.909) 66,8 29,7 22,7 7,6
Anic & Giuliano 2011 Revisdo 1,3a72,9 12 20,7 NIP: 40,7 17,8 a 25,7
Céancer: 60,2
Anic et al. 2012 HIM* (2.487) Com condiloma | Com condiloma | Com condiloma Com condiloma
83 21,4 18,8 37,5
Sem condiloma | Sem condiloma | Sem condiloma Sem condiloma
63,9 11,8 20,7 16,3
Baldwin et al. 2003 atendidos em clinica de DSTs (436) 28,2 12 14,8 2,3 6,1
Bleeker et al. 2005 parceiros (238) 72,9 80,3 37,1 34,8 47,7
de Lima Rocha et al. 2008 parceiros (43) 86 33 18,6 60 39,5
Dunne et al. 2006 Revisdo 1,3a72,9 1,3a58,6 0a43 51,1
Franceschi et al. 2002 parceiros Controle 13 Controle 2,8
(1.143) Céancer: 18 Céancer: 5,2
Carcinoma in Carcinoma in
situ: 21 situ: 4,2
Giuliano et al. 2011 HIM* (1.159) 50 30 38 6
Grupo de estudos 2008 HIM* (1.160) 65,2 12 20,7 6,5 25,7
em homens Brasil- Brasil: 72,3
EUA-México
Nicolau et al. 2005 parceiros (50) 70 32 14 24
Potocnik et al. 2007 (55) 100 15 100 4 22
Rombaldi et al. 2006 parceiros (99) 54,5 3,5 95 3,5 1
Rubin et al. 2001 (142) (30) (12) Cancer: 42,2 Cancer: 70 Céancer: 1,6 Cancer: 60 Céancer:13,3
Condiloma: 100 | Condiloma: 8,3 | Condiloma: 91,7 Condiloma: 0
NIP 90 NIP 59,3 NIP 18,5 NIP 22,2
Smith et al. 2011 Reviséo 1,3a84 1,3a42/4 0a43.2 0,5a45
Vaccarella et al. 2011 HIM* (3.899) 51,3 7,5 27,4
Brasil: 59,7 Brasil: 9,2
Videla et al. 2013 homo (457) e heterossexuais (191) HIV + Homo: 25 Homo: 19 Homo: 10,3 Homo: 5 Homo: 8,6
Hetero: 27 Hetero: 19,9 Hetero: 10,5 Hetero: 7 Hetero: 7,8

* HIM sutudy: homens entre 18-70 anos, assintomaticos, sem relato de diagnéstico prévio de cancer peniano ou anal, sem relato de diagnostico prévio de verrugas genitais
ou anais e sem participagdo em estudo com vacina para HPV, moradores do sul da Flérida, EUA, S&o Paulo, Brasil, ou em Cuernavaca, no México.
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2.4 Fatores de risco da infec¢ao por HPV

Os fatores de risco associados a infec¢do por HPV no homem relacionam-
se com o comportamento sexual, incluindo o inicio precoce da atividade sexual,
0 grande numero de parceiros sexuais ao longo da vida, o aumento da
freqUuéncia do intercurso sexual e a pratica de intercurso anal (ANIC &
GIULIANO, 2011; CHELIMO et al., 2013; DUNNE et al., 2006; GIULIANO et al.,
2008; PARTRIDGE & KOUTSKY, 2006).

Trabalhos mostram que a circunciséo reduz o risco de infecgao por HPV e
o desenvolvimento de cancer peniano (ALBERO et al., 2012; DUNNE et al.,
2006; DALING et al., 2005; GIULIANO et al., 2008), além de ser capaz de
reduzir a carga viral desta infeccdo (WILSON et al., 2012). Em trabalho de
revisdo, Albero et al. (2012) relatam risco de infecgdo por HPV para homens
circuncidados de 0,57 (OR, odds ratio, IC 95%: 0,42-0,77).

Em trabalho realizado com 1000 homens que eram parceiros de mulheres
portadoras de condiloma acuminado ou neoplasia intraepitelial cervical, 92
(9%) apresentaram lesGes sugestivas de infeccdo por HPV, utilizando-se a
bidopsia como método de diagnostico. Destes, 93% apresentaram neoplasia
intraepitelial peniana (NIP). Em 75% dos pacientes com NIP |, 93% dos
pacientes com NIP Il e em todos com NIP Il foram encontrados DNA-HPV de
alto risco, detectados por hibridizacdo através do método de Southern blot.
Homens circuncidados e nédo circuncidados mostraram taxas semelhantes de
infeccdo por HPV associado a lesdes (52% vs 45%). Entretanto, os indices de
NIP foram significativamente maiores nos homens nao circundados (10% vs
6%) (AYNAUD et al., 1994).

O uso regular de preservativo € considerado um fator que reduz o risco de
infeccdo por HPV (DUNNE et al., 2006; WINER et al., 2006). Entretanto,
segundo alguns autores, o preservativo pode ndo ser completamente eficaz
contra a infeccdo, pois o0 virus pode ser encontrado em outras regifes
anatbmicas ndo protegidas por ele (ANIC & GIULIANO, 2011; DUNNE et al.,
2006). Reep et al. (2012) relatam n&o haver encontrado diferenca quanto a
prevaléncia de infeccdo por HPV em homens que usam regularmente o
preservativo para os que nao usam. De acordo com Bleeker et al. (2005a), o
uso de preservativo auxiliou na regressao de lesfes penianas planas somente

guando o casal estava infectado pelo mesmo tipo de virus. Casais que nao
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usaram preservativos e que possuiam o mesmo tipo viral tiveram falha da cura
da leséo, o que se deve, provavelmente, a reinfeccdo (BLEEKER et al., 2005a).

A idade e o numero de parceiros sexuais durante a vida influenciam na
duracgéo da infecgéo por HPV, sendo esta de menor duragdo em homens mais
velhos e com menor nimero de parceiras (GIULIANO et al., 2011).

As infec¢des e multiplas infecgBes pelo virus HPV sdo mais frequentes em
homens HIV positivos e a presenca desse virus concomitantemente com o
HPV esta fortemente associada ao aumento da persisténcia e recidivas de
lesbes (PARTRIDGE & KOUTSKY, 2006, VIDELA et al., 2013). Pacientes HIV
positivos possuem maior susceptibilidade em desenvolver lesdes de alto grau
penianas e anais (ALVAREZ et al., 2010; PARTRIDGE & KOUTSKY, 2006).
Pacientes HIV positivos apresentam risco 77% maior de evolugdo para cancer
anal do que a populacéo geral (GIMENEZ et al., 2008).

Com relacdo ao desenvolvimento de verrugas genitais, 0 risco decresce
com a idade e aumenta diante de elevado numero de parceiros sexuais, assim
como em quem pratica sexo anal com homens (HR=4,53), com a frequéncia de
intercursos vaginais (HR=4,14), com o0 uso infrequente de preservativo
(HR=2,44) ou quando o parceiro tem condiloma (HR=2,38) ou outra doenca
sexualmente transmissivel (DST)(HR=1,99) (ANIC et al., 2012).

2.5 Lesdes associadas a infec¢cdo por HPV

A infeccéo genital pelo HPV pode levar ao desenvolvimento de diferentes
lesdes, variando desde lesdes benignas até o desenvolvimento do cancer.
Além das verrugas comuns e genitais, este virus esta associado ao carcinoma
cervical, vulvar, peniano, anal, esofagiano, oral, de laringe, dentre outros
(LETO et al., 2011).

2.5.1 Condiloma acuminado

O condiloma acuminado (verruga genital) consiste em manifestacéo
clinica da infeccdo por HPV, com ocorréncia anual de cerca de 1% da
populacdo sexualmente ativa com idade entre 15-49 anos (PARTRIDGE &
KOUTSKY, 2006). O periodo de incubacdo estimado para o aparecimento
desta lesdo é de 2 semanas a 8 meses, a maioria aparecendo de 2-3 meses

apos a infeccdo (ORIEL, 2000). Cerca de 20-30% regride espontaneamente
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(WILEY et al., 2002). Apesar da infeccédo por HPV ndo estar associada a idade
(SMITH et al., 2011; SYRJANEN, 2011), a incidéncia de verrugas ¢ maior nos
homens mais jovens (< 30 anos) e decresce significativamente com a idade
(ANIC et al.,, 2011; ANDERSON et al., 2009). Condilomas acuminados s&o
altamente infectantes. Em seu trabalho de revisdo Bleeker et al. (2006) relatam
que 65-76% dos individuos que se relacionavam sexualmente com pessoas
gue apresentavam essa lesdo desenvolveram verrugas.

Embora a presenca desta lesdo ndo esteja associada com mortalidade,
pode desencadear problemas psicossociais (ANIC et al., 2011). Woodhall et al.
(2009) consideram as verrugas genitais um problema publico de saude,
causando grande custo ao estado e ao proprio individuo, com reducdo em sua
gualidade de vida. Nos EUA, o custo anual para o tratamento de verrugas
genitais no ano de 2005 foi estimado em US$ 200 milhdes (GIULIANO et al.,
2008). Outro estudo, desenvolvido na Dinamarca, mostra um custo anual para
o tratamento de cancer cervical de 10,2 milhdes por ano e de 8 milhdes para o
tratamento de condiloma acuminado (OLSEN & JEPSEN, 2010).

Mais de 90% das verrugas genitais em individuos imunocompetentes
contem HPV dos tipos 6 e 11, sendo o tipo 6 o mais frequente (55-90%). Entre
individuos imunossuprimidos, a detec¢cdo de HPV oncogénico é mais frequente,
assim como o diagnostico de verruga genital sem a presenca de HPV-6 e HPV-
11 (ANIC et al., 2011; GIULIANO et al., 2008).

InfeccBes causadas por mais de um tipo de HPV sdo achados frequentes
em populacdes de risco, existindo varios relatos de infecgcdes multiplas com a
presenca de HPV de alto risco em lesdes condilomatosas (ANIC et al., 2011;
BALDWIN et al.,, 2003; BALL et al., 2011). Em lesGes anais de pacientes
masculinos imunocomprometidos, a prevaléncia de mudiltiplas infeccdes
apresenta-se em torno de 60% e encontra-se associada a persisténcia de
infeccdo e a progressao de lesdo (POIZOT-MARTIN et al., 2009; SALIT et al.,
2009). Trabalhos recentes, tanto em homens (VACCARELLA et al., 2011)
como em mulheres (CHATUVERDI et al., 2011), demonstram que co-infeccbes
ocorrem ao acaso e que ha pouca evidéncia de aumento de susceptibilidade ou
exclusdo competitiva/protecdo cruzada com qualquer HPV tipo especifico.
Outros trabalhos relatam a existéncia de protecdo cruzada entre HPVs
filogeneticamente préximos (DURHAM et al., 2012; WHEELER et al., 2009; Xl
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et al., 2009). Por outro lado, aspectos como comportamento sexual e a
resposta imunolégica podem influenciar na prevaléncia de multiplas infec¢des
(CHATUVERDI et al., 2011). Segundo Anic et al. (2011), o tempo necessério
para o aparecimento de verrugas quando existe multiplas infeccées € maior do
gue quando existe infeccdo somente pelos virus de baixo risco 6 e 11.

Quanto ao tratamento de verrugas genitais, Lacey et al. (2013) relatam
gue recidivas sdo algo comum e ocorrem depois de todos os tratamentos
existentes, com taxas de cerca de 20-30% ou mais. Todos os tratamentos
estdo associadas com reacdes locais na pele, incluindo prurido, queimacéo e,
algumas vezes, erosdes e dor. Os autores reforcam que a escolha do tipo de
tratamento fica a critério médico, sendo recomendado acompanhamento do
paciente, pelo menos, a cada 4 semanas, com mudanca de tratamento se uma

resposta inadequada for observada.

2.5.2 Neoplasias intraepiteliais penianas (NIP)

A NIP é uma condicdo heterogénea, constituida por lesGes que,
atualmente, ndo possuem protocolos padronizados para o diagndstico clinico
(ANIC & GIULIANO, 2011).

Devido as semelhancas histolégicas com as lesdes cervicais, as NIP
também sao classificadas em graus | , Il e lll de acordo com o grau de
comprometimento da espessura epitelial pelas células alteradas. Também
podem ser classificadas como lesdes intarepiteliais de baixo e alto grau
(CUBILLA et al.,, 2004). Condilomas planos ou papilomatosos podem ser
classificados como lesGes de baixo grau. As lesdes de alto grau apresentam
atipias mais frequentes e acentuadas. O desenvolvimento de NIP de alto grau é
raro e fatores de risco para esta condicdo ndo sdo conhecidos assim como a
probabilidade destas lesBes progredirem para cancer invasivo (ANIC &
GIULIANO, 2011; BRADY et al., 2012). Estudos estimam que cerca de 60-
100% das NIP sdo positivas para DNA-HPV (AYNAUD et al., 1994;
KRUSTRUP et al., 2009; RUBIN et al, 2001; WIELAND et al., 2000).

Embutido no conceito de lesdo de alto grau encontram-se trés entidades
clinicas distintas: a doenca de Bowen, a eritroplasia de Queyrat e a
papilomatose bowendide. Todas estas trés lesfes possuem caracteristicas

semelhantes ao carcinoma peniano “in situ” mas diferem quanto a
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epidemiologia, apresentagcdo clinica e o potencial maligno (BRADY et al.,
2012).

Doenca de Bowen € vista geralmente em homens idosos. Consiste em
uma placa Unica avermelhada, bem definida, que pode ter areas de exsudacao
ou crostas. Desenvolvimento de ulcerag&o ou crescimento nodular pode sugerir
progresséo para carcinoma invasor, o que ocorre em cerca de 5% dos casos
(BRADY et al., 2012).

A eritroplasia de Queyrat também é mais comum em homens mais velhos
ndo circuncidados. As lesdes sdo solitarias e bem definidas, de aspecto
aveludado, formando placas brilhantes vermelhas geralmente localizadas na
glande, prepucio e sulco coronal. Transformagéo desta lesdo para carcinoma
invasor ocorre em cerca de 10 a 33% dos casos (BRADY et al., 2012).

Papilomatose bowenoide é mais comumente vista em homens jovens,
com cerca de 30 anos, ocorrendo principalmente no corpo peniano, na glande
e no prepucio. Macrospopicamente essas lesfes sédo contituidas por multiplas
papulas, pequenas, 2 a 10 mm, bem demarcadas, ligeiramente elevadas,
vermelhas ou violaceas, podendo ser verrucosas ou papilomatosas. Esta lesdo
€ predominantemente transitoria e tende a ter curso benigno. Raramente evolui
para carcinoma escamoso, podendo ocorrer regressao expontanea (BRADY et
al., 2012).

Um novo sistema de classificacéo tem sido proposto, denominando as NIP
em dois tipos: diferenciadas e indiferenciadas/bowenoides (CHAUX et al.,
2012; RENAUD-VILMER et al.,, 2010). Estas lesdes apresentam dois
mecanismos de formacéo, respectivamente, um nao associado ao HPV e outro
HPV dependente. As NIP diferenciadas sdo caracterizadas pela presenca de
acantose, maturacdo epitelial anormal com atipia celular nas regifes
basais/parabasais ou acima, queratindcitos amplos com abundante eosinofilia
citoplasmatica, pontes intercelulares proeminentes, nucleos vesiculares e
ocasionais nucléolos proeminentes, hiperceratose e formacdo de pérolas
cérneas. Por outro lado, as NIP indiferenciadas/bowendides podem apresentar
trés variantes: 1) NIP basal6ide, onde o epitélio é substituido por um populacéo
de células de tamanho pequeno a médio, redondas a ovais, imaturas, com
alta relacdo nucleo/citoplasmatica. A superficie epitelial € plana ou ligeiramente

irregular, com paraceratose e coilocitose focal; 2) NIP condilomatosa,
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caracterizada por epitélio espessado, com paraceratose, pleomorfismo celular,
coilocitose e disceratose; e 3) NIP condilomatosa-basaldide caracterizada por
sobreposicdo de ambos os tipos, basaldide nos 2/3 basais do epitélio e aspecto
condilomatoso na superficie. A NIP diferenciada estd mais associada ao
carcinoma de células escamosas ceratinizante enquanto que as NIPs
condilomatosa e basaldide sdo encontradas mais frequentemente
acompanhando os carcinomas condilomatosos e/ou basaldides (BRADY et al.,
2012; RENAUD-VILMER et al., 2010).

Segundo alguns autores, o0 uso da terminolgia desta classificacédo, em NIP
diferenciada e indiferenciada seria mais apropriada, uma vez que ela reflete
melhor a patogénese e a historia natural destas lesdes (BRADY et al., 2012;
RENAUD-VILMER et al., 2010).

2.5.3 Cancer peniano

O céancer peniano representa 0,5% dos canceres em homens, sendo que,
no Brasil, a prevaléncia é de 2,9 a 6,8 por 100.000 homens (FAVORITO et al.,
2008), uma das mais altas do mundo (PARKIN et al., 2008). Sua associacéo
com o HPV ocorre em cerca de 30-80% (AYALA et al., 2005; GIULIANO et al.,
2008; PARTRIDGE & KOUTSKY, 2006).

Existem evidéncias associadas a uma relativa resisténcia da mucosa
peniana a acdo oncogénica do HPV (AYALA et al.,, 2005; GIULIANO et al.,
2011; MARKS et al.,, 2011). O mecanismo de protecdo ainda ndo esta
completamente claro. Uma das hipéteses mais aceitas é a auséncia nessa
regido anatébmica da juncdo escamo-colunar. Nesta regido, o HPV pode infectar
as células metaplasicas que possuem alto potencial de multiplicacdo e um
microambiente proprio (HERFS et al., 2012; HWANG et al., 2012; McNAIRN &
GUASCH, 2011; PARTRIDGE & KOUTSKY, 2006). Células existentes na
juncdo escamo-colunar expressam uma série de marcadores, como 0 Krt7,
AGR2, CD63, MMP7 e GDA, que ndo sao expressos nas células escamosas
da ectocérvice, mas sdo abundantes nas lesGes de alto grau e no cancer
cervical (HERFS et al., 2012). Dados de prevaléncia de associacao da infeccao
por HPV e cancer anal podem reforcar essa hipétese, uma vez que essa regiao
também possui a juncdo escamo-colunar (KALANTARI et al., 2008; POW-
SANG et al., 2010).
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Outra hipotese seria a influéncia hormonal (CHUNG et al.,, 2013).
Mulheres que usam estradiol ttm um risco 4 vezes maior de desenvolver
lesbes de alto grau (MOSCICKI et al.,, 2012). Este hormo6nio afeta o bom
funcionamento da resposta imune local, predispondo ao surgimento de lesdes
(de VILLIERS, 2003; FREGA et al., 2007; HUGHES & CLARK, 2007).
Matsumoto et al. (2006) relatam que o uso de contraceptivos orais aumenta a
transcricdo das oncoproteinas E6 e E7, resultando em perda da protecao
antitumoral. Chung et al. (2012) argumentam que receptores para estrégeno
(ERa) fornecem um grande sinal mitogénico para as células basais do epitélio
cervical, que por sua vez suporta a proliferacéo celular pelo HPV. Apesar das
diferencas anatdmicas e hormonais, parece existir semelhancas na patogénese
do cancer cervical e peniano (KALANTARI et al.,, 2008) embora observa-se
maior similaridade entre carcinoma peniano e vulvar (RENAUD-VILMER et al.,
2010).

O carcinoma de células escamosas invasor é o tipo de tumor mais
freqiente do pénis e acomete principalmente o epitélio escamoso da glande,
sulco coronal e prepucio. Enquanto os carcinomas afetam preferencialmente a
parte distal do pénis, os sarcomas tém preferéncia pelo corpo peniano.

Constituem variantes histoldgicas do carcinoma de células escamosas 0s
carcinomas basaldide, condilomatoso, verrucoso, papilifero, sarcomatoide,
misto e adenoescamoso.

Tumores penianos basaldides e condilomatosos estdo fortemente
associados ao HPV (80-100%), sendo a presenca do HPV-16 detectada em 60-
88% dos casos (DALING et al., 2005; DO et al., 2013; GIULIANO et al.,2008).
A prevaléncia do HPV em carcinomas penianos verrucosos é¢ de 31-35%,
sendo 60-70% deles causados pelo HPV-16 (GIULIANO et al., 2008).

Scheiner et al. (2008) estudaram 80 casos de cancer peniano em homens
atendidos em trés diferentes hospitais do Rio de Janeiro. Destes, 72 mostraram
caracteristicas de carcinoma escamoso invasor e 8 de carcinoma verrucoso.
No total, 72,5% dos casos mostraram positividade para DNA-HPV pela técnica
de PCR. Dentre os casos de carcinoma escamoso invasor, 75% estavam
associados a infeccdo por HPV, enquanto que dentre os pacientes com
carcinoma verrucoso, 50% dos casos eram DNA-HPV positivos. Virus de alto

risco foram encontrados em 27,8% e 25% dos casos de carcinoma escamoso
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invasor e verrucoso, respectivamente. Nesse trabalho, os autores consideram
que a infeccdo por HPV possa ter contribuido para a transformagédo maligna na
maioria dos casos estudados. Metastase em linfonodos, apds a cirurgia, foi
detectada em 34,7% dos casos de carcinoma escamoso invasor. Nenhuma
metastase foi detectada nos pacientes que apresentavam carcinoma
Verrucoso.

Segundo a revisdo de Pow-Sang et al. (2010), os fatores de riscos
associados ao cancer peniano sdo: fimose, responséavel por 25-60% dos casos;
circuncisdo como fator protetor, uma vez que homens nao circuncidados
possuem risco para o cancer aumentado de 3 vezes; fumo (>10 cigarros por
dia) que aumenta o risco em 2,14 vezes e presenca de condiloma acuminado
(3,7 vezes), sendo a infeccdo por HPV associada a 1-73% dos casos de
cancer. Segundo esta mesma revisdo, 0 cancer peniano € 10 vezes menos
comum que o cancer cervical. Além disso, tem sido também relatado que o
habito de fumar associa-se a um aumento de 4 a 5 vezes no risco de

desenvolver carcinoma peniano (DALING et al., 2005).

2.6 Carga viral e estado fisico do DNA-HPV

Sao poucos os trabalhos que avaliam a carga viral e o estado fisico do
DNA-HPV em homens e existem muitas variacbes quanto aos métodos
utilizados para determina-los. Alguns trabalhos utilizam amostras penianas,
outros anais, alguns sao realizados em homens imunocompetentes, outros em
imunodeficientes. Os métodos utilizados para determinacdo de carga viral e do
estado fisico também diferem, existindo grande variabilidade no modo de
calcula-los e expressa-los. Um fator que pode ser constatado frequentemente
nos trabalhos onde a determinacao da carga viral € o foco de estudo refere-se

a sua grande variabilidade.

2.6.1 Carga viral

Existem evidéncias de associacdo entre o tipo de HPV detectado e a
presenca de lesdes cervicais, além da associa¢ado entre altas cargas virais e a
progresséao destas lesdes. Van Duin et al. (2002) mostraram que mulheres com
citologia normal e carga viral maior que 2,4 x 10* cépias por raspado,

apresentavam aumento no risco de desenvolver neoplasia intraepitelial cervical
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(NIC) 1l e lll, enquanto que as mulheres com citologia anormal apresentavam
carga viral maior que 4,3 x 10° cépias por raspado. Monnier-Benoit et al. (2006)
mostraram que 14% das mulheres com carga viral menor ou igual a 200 cépias
por 10° células apresentaram progresséo para NIC Il/lll em 18 meses e esta
mesma evolugdo foi observada em 48% das mulheres com carga viral maior
que 200 cépias por 10° células, no mesmo espaco de tempo. Em trabalho
realizado por Lorincz et al. (2002), o risco relativo para evolugao para NIC Il foi
maior com o aumento da carga viral, durante os 9 primeiros meses; apés esse
periodo (mulheres foram acompanhadas até o 122° més) essa relacdo nao foi
mais verificada.

Alguns autores consideram a carga viral um fator preditivo para
persisténcia e gravidade de leséo.

Ramanakumar et al. (2010) demonstraram associa¢cao entre carga viral e
persisténcia do HPV-16 e 18 em mulheres jovens no inicio da vida sexual e que
o fendbmeno da integracdo € um evento comum que oOcorre precocemente
durante a infeccdo. A velocidade de clearance da infeccdo causada pelo HPV,
além de estar relacionada a carga viral parece ser tipo-especifica, onde os
HPV-16 e 18 sdo 0s mais persistentes.

Marks et al. (2011) encontraram uma carga viral média em lesGes de alto
grau de 3.250,8 copias/10? células e em amostras normais 87,5 copias/10*
células e associaram um declinio maior que 2 vezes no logaritmo da carga viral
a predicao de clearance da infeccéo.

Kim et al. (2012) acompanharam a evolucao clinica de 817 mulheres,
infectadas pelo HPV e que possuiam diagnosticos histologicos de normalidade
ou NIC I. Estas pacientes retornavam a cada 4 ou 6 meses para nova consulta.
O diagnéstico clinico foi associado ao tipo viral, se oncogénico ou ndo, e com a
carga viral por meio da técnica de captura hibrida (HC-2). O tempo de
seguimento total foi de até 2 anos ou até se observar o clearance ou
progressdo da lesdo. Do total de pacientes acompanhadas, 79% tiveram em
até 2 anos, 8% progrediram para NIC Il ou maior e 13% continuaram com a
lesdo em grau |. Neste trabalho a evolucdo clinica foi significativamente
associada a carga viral. Cargas virais mais altas foram associadas a
persisténcia de infeccdo e progressdo de lesdo, assim como cargas mais

baixas associadas ao clearance.
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Ao contrario do exposto acima, Cheung et al. (2006) trabalhando com
mulheres com lesGes escamosas em diferentes graus induzidas por HPV nao
encontraram diferenca significativa entre as cargas virais de diferentes lesdes.
Argumentam que a replicagcdo viral ndo é necessaria para a manutencdo do
fenotipo canceroso. De forma semelhante, Carcopino et al. (2011) também
verificaram que a carga viral ndo foi preditiva para persisténcia ou para o
desenvolvimento de lesdes neoplésicas.

Uma menor carga viral tem sido relatada nas infecgbes por HPV em
homens, quando comparada as mulheres (BLEEKER et al., 2005b;
FRANCESCHI et al., 2002; PARTRIDGE & KOUTSKY, 2006).

Heideman et al. (2007) pesquisaram a carga viral do HPV-16 em 83
amostras de bloco de parafina de carcinoma peniano primario de células
escamosas, utilizando a técnica de PCR em tempo real (Roche). Destas
amostras, 55% foram positivas para a infeccdo por HPV, sendo 52% destas
infectadas pelo HPV-16 (n=24). Multiplas infec¢bes foram encontradas em 18%
dos pacientes infectados. As amostras positivas para 0 DNA-HPV-16 foram
avaliadas quanto a expressdao do gene E6 e subdivididas em amostras
positivas e negativas para este RNA mensageiro (NRNA). A mediana da carga
viral das amostras onde E6 era expresso foi de 72 copias virais/célula com
variacOes de 8,5 a 2.667. As amostras negativas para mRNA apresentaram
mediana de carga viral de 0,5 coOpias/célula e variacbes de 0,04 a 2. Neste
trabalho, os niveis de expressdo do gene E6 acompanharam os niveis de carga
viral.

Ball et al. (2011) estudaram a carga viral do HPV em pacientes com
condiloma acuminado (31 homens e mulheres) utilizando o método de PCR em
tempo real (TagMan). Todas as amostras foram positivas para DNA-HPV,
sendo 35% infectadas pelos HPV-16 ou 18, ou por ambos. A prevaléncia dos
HPVs-6/11 foi de 97%. Multiplas infeccdes foram determinadas em 71% das
amostras, sendo 48% dos condilomas infectados por virus de alto e baixo risco,
concomitantemente. Foram encontradas cargas virais para os HPV-6, 11 e 16
entre os valores de 2 a 870 copias/célula. Apenas trés amostras foram
positivas para HPV-16, sendo as cargas virais encontradas de 11, 16 e 177

copias/célula. A expressdo do gene E6 também foi avaliada e nao foi
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encontrada associagéo entre carga viral e expressao, questionando-se assim a
importancia da carga viral no surgimento da lesao.

Em outro trabalho, Bleeker et al. (2005b) estudaram 238 casais
heterossexuais, com tempo de relacionamento oscilando entre 0,6 a 35 anos.
Foram utilizadas amostras de células penianas e cervicais e a carga viral do
HPV-16 avaliada pelo método de PCR em tempo real (Roche). A infec¢édo por
HPV foi identificada em 89,9% das mulheres e em 72,9% dos homens. A
prevaléncia do HPV-16 foi de 52,9% nas mulheres e 59,4% nos homens.
Multiplas infeccBes foram mais prevalentes nos homens (47,7%) que em
mulheres (28,2%), havendo concordancia no tipo viral em 37% dos casais. Das
amostras penianas encaminhadas para o teste de carga viral, apenas 22 foram
satisfatorias. A mediana de carga viral encontrada nos homens foi de 5 cépias
virais/célula com variagbes de 0 a 210. As maiores cargas virais foram
encontradas nos casais concordantes.

Grande parte dos trabalhos de carga viral em homens foi realizada em
pacientes HIV positivos, utilizando-se amostras anais com ou sem a presenca
de lesdes. Cargas virais mais altas foram encontradas nestes pacientes.
Pierangeli et al. (2008), ao comparar a carga viral de pacientes HIV positivos e
negativos pelo método de PCR em tempo real (TagMan) em amostras anais,
encontraram maior prevaléncia de HPV nos pacientes positivos (81% vs 68%)
inclusive dos tipos virais de alto risco (46% vs 36%). A média de carga viral
total encontrada nos pacientes HIV positivos foi de 178.473,28 copias virais/ ng
de DNA, considerando os virus de alto risco, 22.040,80 coépias virais/ ng de
DNA, para os virus de baixo risco e 31.440,75 e 3.090,52, para os virus de alto
e baixo risco, respectivamente, em pacientes negativos para o HIV. Grandes
variacbes de carga viral também foram determinadas, sendo estas para os
virus de alto risco, de 10 a 2x10° cépias/ng de DNA e, para os virus de baixo
risco, de 42-1,2x10° cépias virais/ng de DNA. Neste trabalho amostras com
alteracdes citolégicas possuiam maior carga viral, sendo esta considerada
como marcador de persisténcia e progresséo para neoplasia intraepitelial anal
(NIA).

Outros trabalhos relatam a correlacdo de carga viral com a presenca de
lesbes anais. Salit et al. (2009), em trabalho com 224 pacientes HIV positivos,

utilizando o método de PCR em tempo real (SYBR Green) e amostras
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coletadas com swab anal compararam a presenca e o grau de lesbes com a
carga viral. Entre os pacientes, 75% apresentaram condilomas acuminados,
28% mostraram biopsia normal, 39% NIA | e 33% NIA II. Do total, 93% estavam
infectados pelo HPV, sendo 79% por HPVs de alto risco. Mdltiplas infec¢cbes
foram encontradas em 58% dos casos. A presenca de HPV-16 foi associada a
um aumento de 2,58 vezes no risco de desenvolver lesdes anais. Houve
diferengas significativas quanto a carga viral nas diferentes lesbes, sendo a
carga viral do HPV-16 associada a presenca de lesdo de alto grau em células
anais de pacientes HIV positivos, assim como multiplas infec¢des. A expressao
de E6 também foi avaliada e ndo foram encontradas diferengas significativas
da quantidade desses transcritos entre as diferentes lesbes. Pontos de corte
entre 100 e 10.000 copias virais foram testados quanto a sua associacdo com
lesbes anais com o objetivo de se determinar uma carga viral de risco para o
desenvolvimento destas lesbes, mas nenhum valor foi estatisticamente
significativo.

Poizot-Martin et al. (2009) também encontraram associacado entre carga
viral de HPVs de alto risco e o desenvolvimento de lesdes intraepiteliais anais
estudando 52 pacientes HIV positivos, 33 homens e 19 mulheres, pelo método
de PCR em tempo real e amostras de swabs anais. Dos pacientes analisados,
79% estavam infectados pelo HPV. Nos pacientes masculinos, a presenca de
HPV foi determinada em 85%, sendo 82% HPVs de alto risco, 64% HPV-16,
25% HPV-18, 39% HPV-6 e 14% HPV-11. Mdultiplas infeccbes foram
determinadas em 61% das amostras testadas. Foi encontrada uma prevaléncia
de 36% para lesdes anais. A mediana de carga viral encontrada para o HPV-16
foi menor em homens (3.110.000 cépias virais/ 10° células) que nas mulheres
(44.500.000 copias virais/ 10° células).

Sanclemente et al. (2007) detectaram carga viral em 37 homens HIV
positivos portadores de lesdo anal; 19 possuiam verrugas e 18 NIA |. Foram
utilizadas amostras de bidpsia e as amostras quantificadas por densitometria
dos produtos de PCR detectados nos géis. HPVs de alto risco foram
encontrados em 20% destas lesGes e multiplas infecces em 28% dos casos.
Neste trabalho ndo foi encontrada relacdo entre carga viral e recidivas de
verrugas, diferentemente do que foi relatado por outros autores como De Marco
et al. (2001) e Che et al. (2005).
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Homens que se relacionam sexualmente com outros homens sdo mais
susceptiveis a lesdes anais, sendo que em individuos HIV positivos essas
chances aumentam. Kreuter et al. (2007) encontraram uma prevaléncia de
infeccdo por HPV em neoplasias intraepiteliais anais de 81% nesta populacéo.
A carga viral média foi de 92 copias de DNA/copias de B-globina. Variagbes
entre 0,03 e 17.634 copias de DNA/copias de [-globina foram encontradas.

Diversos trabalhos em homens mostram associacdo de alta carga viral
com persisténcia e progresséo de lesdes (ALVAREZ et al., 2010; BLEEKER et
al., 2005b; BLEEKER et al., 2006; de MARCO et al., 2001; PIERANGELI et al.,
2008; SALIT et al.,, 2009). Entretanto, Ball et al. (2011) trabalhando com
amostras de verrugas genitais relatam que pequenas cargas virais Sao capazes
de produzir niveis tdo altos de mRNA das proteinas oncogénicas, como
infeccbes com altas cargas virais. Trabalhos realizados com amostras
femininas reforcam esta afirmagdo onde baixa carga viral nao exclui
progresséo, podendo ser considerada como um possivel preditor de clearance
de infeccdo (FU Xl et al., 2011; LO et al., 2005; LOWE et al., 2011; MONNIER-
BENOIT et al., 2006).

Atualmente, os estudos sdo controversos quanto ao significado da carga
viral para o risco de desenvolvimento e progresséo de lesdo. Assim, tem sido
guestionado o uso de carga viral como biomarcador de lesbes, sugerindo a
utilizacdo da quantificacdo da expressao das proteinas oncogénicas como um
melhor marcador (ALVAREZ et al., 2010; BALL et al., 2011; BROCCOLO et al.,
2012).0s trabalhos consultados sobre carga viral do HPV em homens

encontram-se descritos no Quadro 2.



Quadro 2 - Carga viral do HPV em lesdes do trato genital masculino

Autores | Metodologia Populacéo (n) HPV+ Carga viral em Carga viral em lesdes penianas Carga viral em lesdes anais
(Ano) (%) lesBes anogenitais (Unidade) (Unidade)
(Unidade)
Condiloma NIP Céncer Condiloma NIA Cancer
Alvarez PCR em HIV + HPV-16 Epissomal
et al. tempo real Homos-sexuais (54,7) 0,1a31.289
(2010) TagMan (247) Mediana 22,3
Integrado
0a317
Mediana O
(copias/célula)
Ball et al. PCR em Homens e Total (100) HPV-6
(2011) tempo real mulheres HPV-6 (90) 2a870
TagMan (31) HPV-11 HPV-11
Condilomas (32) 51 a 558
anogenitais HPV alto HPV 16
risco (48) 11a177
(copias/célula)
Bleeker Light Cycler Casais HPV-16 N&o houve descricdo de lesdo
et al. Real time heterossexuais (34,8) Esfregaco peniano
(2005) Homens HPV-18 HPV-16: 0 a 210
(181) (3,9) Mediana: 5
HPV-31 HPV-18: 1,7 a 209,3
(5) Mediana: 105,5
HPV-33 HPV-31:1,7a6,3
(5,5) Mediana: 4
HPV-33: 0,7 a 406,6
Mediana: 22,5
(copias/célula)
Che etal. | Sistema de Homens (33) e HPV-6/11 HPV 6/11
(2005) deteccéao mulheres (30) (98,4) Priméario
GeneAmp Condilomas HPV-16/18 | 1,4x10°a 6,7x10’
5700 primarios e (12,3) Recorrente
Sequence recorrentes 1,2x10* a 3,6x10°
HPV-16/18
Primario
1,9x10° a 1,6x10"
Recorrente
1,4x10° a 1,7x10’
(copias/mL)
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Autores Metodologia | Populagéo (n) HPV+ Carga viral em Carga viral em lesdes penianas Carga viral em lesdes anais
(Ano) (%) lesBes anogenitais (Unidade) (Unidade)
(Unidade)
Condiloma | NIP Céncer Condiloma NIA Cancer
Do et al. PCR em Amostras de HPV+ 0,002 a 1.239
(2013) tempo real cancer (23) Média: 0,4
SYBR peniano HPV-16 Mediana:
(120) (89) (= 1): 60,1255
(< 1): 0,0355
(copias/ célula)
Pierangeli PCR em Homens HIV+ (81) Sem descrigdo de leséo
et al. tempo real HIV+ (36) HIV - (68) Esfregaco anal
(2008) TagMan HIV- (25) HIV+: Sonda HPV alto risco
Média 178.473,28
Sonda HPV baixo risco
Média 22.040,8
HIV-: Sonda HPV alto risco
Média 31.440,75
Sonda HPV baixo risco
Média 3.090,52
(copias/ng de DNA)
Poizot- PCR em Homens (33) e HPV-16
Martin et tempo real | mulheres (19) 3,6x10° a 44x10°
al. Duplex HIV + Média: 5x10°
(2009) HPV-18
6x10° a 8x10’
Média: 3,2x10°
(copias/milh&do células)
Salit et al. PCR em Homens HIV+ (93) Normal ou NIA-I
(2009) tempo real (224) HPV-16: 3,8 a 5,32, Média: 4,73
SYBR HPV-18: 3,91 a 6,47, Média: 5,37
HPV-31: 3,86 a 5,07, Média: 4,08
NIA-1I/ 11
HPV-16: 4,69 a 6,13, Média: 5,18
HPV-18: 5,16 a 7,04, Média: 6,01
HPV-31: 4,82 a 5,9, Média: 5,52
(logy, copias/ 10° células)
Wilson et PCR em Homens HIV- (27,4) Nao foi avaliado lesédo/ Esfregaco
al. tempo real Circuncidados Média:N&o circuncidado: 130,3
(2012) TagMan ou ndo Circuncidado: 127
(972) (copias/ 5 pL)
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2.6.2 Estado fisico do DNA-HPV

Devido a integragcdo do genoma viral ao genoma do hospedeiro no
processo de carcinogénese cervical e consequente maior expressdo do gene
E6 e poucas cépias do gene E2, trabalhos recentes tém sugerido que a relacao
entre o nimero de copias do gene E2 e do gene EG6 (relagcdo E2/E6) poderia
ser usada como possivel marcador para a evolucdo de lesées (CRICCA et al.,
2007; YOSHIDA et al., 2008).

No trabalho realizado por Cricca et al. (2007) foram estudadas 166
mulheres: 72 apresentavam lesdes de baixo grau (NIC I), 83 lesdo de alto grau
NIC I/l e 11 carcinoma cervical escamoso. Todas tiveram suas lesbes
associadas ao estado fisico do genoma viral. A forma epissomal foi
considerada quando a relacdo E2/E6 apresentou valores variando de 0,93 a
1,08; a forma integrada para valor de E2/E6= 0 e formas mistas (epissomal e
integrada) para os valores entre esses dois extremos. Os resultados mostraram
que 72,2% das mulheres com NIC | apresentavam o genoma viral na forma
epissomal, 27,8% na forma mista e 0% na forma integrada. A maioria das
mulheres com diagnastico de NIC I/l (73,5%) apresentou forma mista, 20,5%
na forma epissomal e 6% na forma integrada. Dentre as mulheres com
carcinoma, 81,8% possuiam forma integrada, 18,2% mix e 0% forma
epissomal.

Arias-Pulido et al. (2006), trabalhando com mulheres portadoras de
carcinoma in situ e invasor, encontraram, respectivamente para esses grupos,
61,9% do DNA-HPV-16 na forma epissomal, 29,4% na forma mista e 8,7%
integrado e 39,1% epissomal, 45,7% mista e 15,2% integrado. A diferenca
estatistica encontrada entre os dois grupos foi significativa. Esses autores
relatam que na forma mista, a expressdo de E2 das formas epissomais pode
regular os genes E6 e E7 dos virus integrados e que a capacidade de deteccao
de baixas frequéncias de integracdo do HPV-16 € altamente limitada devido a
presenca comum e abundante da forma epissomal.

Durante a integracéo, Arias-Pulido et al. (2006) relataram também uma
prevaléncia de quebra no gene E2 de 67,6%, na regido codificadora da porcéo
aminoterminal da proteina E2 e 78,4%, na regidao de dobradica desse mesmo
gene. Pequena é a probabilidade de quebra no gene E1. Cheung et al. (2006)

relatam uma probabilidade de quebra na regido codificadora da porcao
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aminoterminal da proteina E2 de 86,5% dos casos e de 12,2% na regido de
dobradica.

Kalantari et al. (2008) estudaram a presenca de metilacdo do DNA viral, a
variagdo gendémica do HPV-16 e a frequéncia de integracao viral, utilizando o
método de PCR invertido, seguido por ligacdo reversa em 15 amostras de
carcinoma peniano de homens brasileiros. Dentre as amostras estudadas, 11
(73%) apresentaram DNA viral integrado ao DNA celular (6 na forma integrada
e 5 na forma mista, apenas 4 epissomal). Com base nos dados obtidos, tais
como a frequente metilacdo do DNA viral e a integracdo genbmica, além da
alta prevaléncia de variantes de HPV de alto risco (HPV-16 AA), os autores
sugerem que o0 carcinoma peniano pode apresentar parametros etiolégicos e
epidemioldgicos similares ao do colo uterino HPV-dependente. Este estudo
demonstra que metilacdes podem ocorrer: 1) na regido LCR viral reprimindo a
transcricdo do DNA do HPV em células indiferenciadas, sendo esta metilagéo
perdida no processo de diferenciacdo celular; 2) nas regides de juncédo do
DNA-HPV e DNA do hospedeiro, acontecimento aparentemente importante na
carcinogénese; 3) em sequéncias promotoras impedindo a ligacdo de E2
(repressor) e favorecendo a ligacao de ativadores (como Spl).

Tornesello et al. (1997) também encontraram uma maior prevaléncia do
estado fisico integrado do HPV-16 (80%) em amostras de cancer peniano.
Foram analisadas 13 amostras, sendo 5 infectadas pelo HPV-16.

O estudo de Alvarez et al. (2010) € o Unico de nosso conhecimento que
compila informacdes de carga viral e estado fisico do DNA-HPV-16 em
amostras masculinas. Os autores trabalharam com 247 homens HIV positivos.
Amostras anais foram coletadas e a infeccdo pelo HPV-16 foi encontrada em
55% delas. Foi utilizado o método de PCR em tempo real, sendo o estado
fisico do DNA-HPV determinado pela razdo E6/E2 e a carga viral
correspondente ao estado pela subtracdo dos valores encontrados para o gene
E2 dos gene E6. Multiplas infeccbes foram encontradas em 96,3% destas
amostras e foram associadas a lesfes intraepiteliais anais de alto grau
(OR=1,4, IC 95%: 1.1-1.8). A mediana da carga viral das amostras onde o
HPV-16 mostrou-se integrado foi de 0 copias virais/célula com variacdes de 0 a
31,7. Para as amostras com estado fisico epissomal a mediana foi de 22,3

copias virais/célula com variagbes de 0,1 a 31.289. Neste trabalho, 94,3% das
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amostras anais coletadas estavam na forma epissomal, 3,3% na forma mista e
1,4% integrada. A quantidade de HPV-16 epissomal foi associada com AIN de
alto grau (OR=1,5; IC 95%: 1,1-2,1). O fenbmeno de integragdo n&o foi
associado a gravidade de lesdo e nem a progressdao das mesmas. Foram
encontrados 12% de integracdo em amostras sem AIN, 9,8% nas NIA | e 3,5%
nas amostras de NIA 1I/1ll, ndo havendo diferenca estatistica entre elas. Apenas
16,7% das amostras que evoluiram para NIA II/lll estavam integradas. Neste
trabalho, o fumo foi associado as lesGes de alto grau com OR=4,8 (IC 95%:
1,3-18,6).

Do et al. (2013) trabalharam com 120 amostras de cancer peniano,das
quais 27 (22,5%) encontravam-se infectadas pelo HPV. Neste trabalho, 89%
das amostras infectadas apresentaram algum grau de integracdo (39%
integradas e 50% forma mista). O HPV-16 foi o mais prevalente sendo
identificado em 89% das amostras (24/27). A mediana da carga viral do HPV-
16 encontrada, utilizando-se o método de PCR em tempo real (SYBR Green),
foi de 60,1255 e 0,0355 copias/célula, para os grupos de amostras
consideradas como de alta e baixa carga viralrespectivamente. A variacdo da
carga viral encontrada para os mesmos grupos foi de 10,7-1239 copias/célula
para o grupo com alta carga e 0,002-0,322 copias/célula para o de baixa.

No Quadro 3 estdo apresentados os resultados dos diferentes estudos
consultados que investigaram o estado fisico do DNA-HPV-16 em lesdes do

trato genital masculino.



Quadro 3 - Estado fisico do DNA-HPV-16 em lesdes do trato genital masculino.

Autores Metodologia Populacéo (n) HPV+ (%) Estado fisico em lesdes penianas Estado fisico em les6es anais
(Ano) amostras (n) % (n) %
analisadas
Condiloma NIP Céancer Condiloma NIA Céancer
Alvarez et al. PCR em HIV + HPV-16 Epissomal: 94,3
(2010) tempo real Homos- (54,7) Misto : 3,3
TaqMan sexuais 658 |ntegrado: 1’4
(247)
Do et al. PCR em Amostras de HPV+ (23) Integrado (7)
(2013) tempo real cancer 39
SYBR peniano HPV-16 (89) Misto (9)
(120) 18 50
Epissomal (2)
11
Kalantari Reverse Amostras de HPV-16 (79) Integrado (11)
et al. (2008) ligation cancer 15 73
inverted PCR peniano Misto ou epissomal (4)
(rliPCR) (24) 27
Tornesello Southern blot Amostras de 5 Integracao (4)
et al. (1997) e PCR cancer 80
peniano
(13)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Populacéo estudada

Neste estudo foram incluidos 100 pacientes do sexo masculino que procuraram
atendimento na Policlinica de Atendimento Médico da regido Centro-Sul - Centro de
Treinamento em Doencgas Sexualmente Transmissiveis (CTDST) da Prefeitura de
Belo Horizonte, situada a Rua Paraiba 890, Savassi, no periodo de Agosto de 2010
a Marco de 2012. Os critérios de inclusdo de pacientes utilizados neste estudo

foram:

1) Pacientes assintomaticos que foram encaminhados ao CTDST para
avaliacdo diagnostica, cujas parceiras eram portadoras de infeccdo por HPV
associada a lesdo escamosa intra-epitelial de alto grau, confirmada por bidpsia;

2) Pacientes que apresentavam condiloma acuminado e que foram
encaminhados ao CTDST para iniciar o tratamento. Foram excluidos deste trabalho

0s pacientes cujo tratamento de condiloma acuminado ja havia iniciado.

Todos os pacientes foram esclarecidos sobre a participagdo na pesquisa por
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 1). Todos os homens, no
momento da primeira coleta, responderam a um questionario (Apéndice 2).0Os dados
sobre recidiva de condiloma acuminado foram coletados por meio de consulta ao
prontuario.

Neste estudo, foram também avaliadas 9 amostras de carcinoma peniano
contendo DNA do HPV-16, doadas pelo professor Fernando Soares do
Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital A. C. Camargo de Séo Paulo.
Nestas amostras, foram determinados os valores de carga viral e da relacdo E2/E6
do HPV-16, os quais foram empregados para avaliacdo da metodologia molecular e
também como referéncia de padrdo destes parametros nos casos de cancer
peniano. O delineamento experimental encontra-se representado na figura 6. Foi
aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de Minas Gerais e registrado
com o numero 0088.0.410.203-09 e também aprovado pelo comité de ética em
pesquisa da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte e registrado com o numero
0088.0.410.203-09A (Anexos 1 e 2).
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Figura 6

CTDST - Policlinica Centro-Sul - BH
Termo de consentimento
Questionario dados clinicos e epidemiolégicos

g g

} Homens assintomaticos, parceiros de mulheres

com diagnéstico de lesdo de alto grau confirmado

por bidpsia (n = 23)

Homens com condiloma
acuminado (n =77)

Extracao de DNA

Analise por PCR para HPV-DNA
(GP5+/GP6+) DNA extraido de 9 amostras de carcinoma
peniano infectados apenas com HPV-16

Tipagem por PCR especifica
(6/11, 18, 18, 31, 33 e 45) Doadas pelo Prof. Dr. Fernando Soares
Hospital A. C. Camargo - SP

4 !

[ Determinacgao da carga viral e estado fisico do genoma do HPV-16 ]

Fluxograma descrevendo a populacdo estudada e a metodologia usada na investigacao

da carga viral e do estado fisico do genoma do HPV-16.

3.2 Coleta do Material

A coleta das amostras foi realizada com uma escova citolégica (cytobrush) nas
regides da glande, meato uretral externo e prepucio, na parede interna e sulco
coronal. A escova contendo o material foi colocada em um tubo com solugéo salina
estéril. Essa coleta foi realizada pela doutoranda, auxiliada por aluno de iniciacédo
cientifica. Foram realizadas coletas sequenciais, a cada seis meses, em pacientes
assintomaticos. Para os pacientes com condiloma acuminado a coleta foi realizada
antes, ao final do tratamento e cerca de seis meses apdés a alta (Fig. 7). A cada

retorno o participante respondeu um novo questionario (Apéndice 3).
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Figura 7
Homens assintomaticos,
) Homens com parceiros de mulheres com diagndstico de
condiloma acuminado (77) lesao de alto grau confirmado por biopsia (23)

U gt

Coleta realizada com escova citologica
glande, meato uretral externo, prepticio interno, sulco coronal

g g

Antes do tratamento (77) 12 coleta (23)
Identificagéo das amostras HPV-16 + Identificagido das amostras HPV-16 +
Outras coletas: Outras coletas:

Ao final do tratamento Semestrais

Seis meses apds a alta

[ Responderam ao questionario de retorno ]

Fluxograma descrevendo a metodologia de coleta e as coletas sequenciais previstas

usadas na investigacao da carga viral e do estado fisico do genoma do HPV-16.

3.3 Analise Molecular

3.3.1 Identificacéo e tipagem do HPV

A analise molecular foi realizada a partir de uma aliquota de 1 pL, retirada da
amostra contendo o DNA extraido. Inicialmente realizou-se a técnica de reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) para amplificacdo de fragmento do gene da B-globina
humana, que funciona como controle interno da reacgéo, verificando a integridade do
DNA extraido. Nessa PCR, foram utilizados os oligonucleotideos PC03 e PCO04
(SAIKI et al., 1988). Posteriormente foram feitas a pesquisa de HPV e a identificacédo
dos HPVs tipos 6/11, 16, 18, 31, 33 e 45, utilizando-se oligonucleotideos especificos
para estes virus (de RODA HUSMAN et al., 1995; GRCE et al., 1997; HUANG et al.,
2004) (Quadro 4).
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Quadro 4 - Sequencia de bases dos oligonucleotideos que foram utilizadas nas

reacoes de PCR

Produto (pb)

Oligonucleotideos

Seqliéncia

B- globina (100) PCO03 5ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC3¥
PCO04 5'CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC¥
HPV (150) GP5+ STTT GTT ACT GTG GTA GATACT AC%
regido L1 GP6+ 5'GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C3’

HPV-6/11 (301)

5'TAC ACT GCT GGA CAA CAT GC¥
5GTG CGCAGA TGG GACACA CY

HPV-16 (152)

5TGC TAG TGC TTA TGC AGC AA3’
S5ATT TAC TGC AACATT GGT AC3’

HPV-18 (216)

5AAG GAT GCT GCA CCG GCT GAZ’
5'CAC GCA CAC GCT TGG CAG GT3

HPV-31 (514)

5 ATG GTG ATG TAC ACA ACA CC3
5 GTA GTT GCA GGA CAA CTG AC3

HPV-33 (455)

5 ATG ATA GAT GAT GTA ACG CC3’
5"GCA CAC TCC ATG CGT ATC AG3’

HPV-45 (296)

5TTT GTT GGC ATA ATC AGT TGT TTG3’
5°CAA AAC GAT ATG TAT CCACCAAAC TS

Para a realizacdo da extracao, as células contidas nos tubos de coleta foram

homogeneizadas e a escova citoldgica retirada. A extracao foi realizada utilizando-se

kits de extracdo de DNA da G&E (EUA). As amostras foram concentradas em

centrifuga a vacuo até o volume final de cerca de 100 pL e levados a refrigeracao.

Foram utilizados os métodos de identificacdo e tipagem dos HPVs de acordo

com técnicas ja padronizadas no laboratorio de Biologia Molecular do Departamento

de Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade Farmacia, UFMG. As

guantidades dos reagentes padronizados variam para cada reacao e estdo descritas

no Quadro 5 para um volume de reacdo de 10 plL.




Quadro 5 — Reagentes utilizados no preparo de 10 pL de reagéo de PCR .
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Reagentes | Unidade HEIR

(concentracéo)
HPV | HPV-16 | HPV-18 | HPV-31 | HPV-33 | HPV-45 | HPV-6/11

Tampdo | B uL 1 1 1 1 1 1 1
(10 x)
DNTPs mM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
(2 mM)*
Primer Reverse pmol 5 5 5 5 5 5 2,5
(20 pmol/uL)
Primer Forward pmol 5 5 5 5 5 5 2,5
(20 pmol/uL)
Taq Ul 1 1 0,5 0,5 0,5 1 0,5
(5 Ul/pL)
DNA ulL 1 1 1 1 1 1 1
H20 gsp 10 pL ulL 5,8 5,8 5,9 5,9 5,9 5,8 6,4

1 Concentracdo da solucdo estoque de cada nucleotideo (adenina, guanina, citosina e timina)

misturados em uma mesma solucao.

Em geral os testes foram iniciados com a quantidade de 1 pL. Caso negativo, a

guantidade de DNA foi reduzida ou aumentada. Foram testados os volumes de 3 uL
do DNA extraido e 2 uL de uma diluicdo de 1:10. Nao havendo positividade nessas
trés tentativas, a amostra foi considerada negativa.

As reacdes de PCR foram realizadas em termocicladores e suas etapas estéo
descritas no Quadro 6. As etapas de extracdo do DNA, preparo da solucdo com os
reagentes para a reacdo de PCR, adicdo do DNA a solucdo de reagentes e
eletroforese dos produtos de PCR foram realizadas em ambientes diferentes para
evitar contaminacao.

Em todas as reacdes de PCR foram incluidos controles positivo (amostras
sabidamente positivas obtidas no proprio laboratério por testes aleatérios ou do
Nucleo de Acdes e Pesquisa em Apoio Diagndstico — NUPAD) e branco, o qual
contém todos os reagentes, exceto o DNA. Os produtos da PCR juntamente com

padrdao de peso molecular (100 pb), foram submetidos a eletroforese em gel de

poliacrilamida a 6% e corados pelo nitrato de prata.



Quadro 6 — Condicdes das reac¢des de PCR.
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Etapas da reacéo de PCR

Oligonucleotideos Desnaturagao Anelamento Extenséo N°. de ciclos
PCO03/ PC04 94°C 55°C 72°C 05
1 minuto 1 minuto 1 minuto
94°C 53°C 72°C 30
1 minuto 1 minuto 1 minuto
GP5+/ GP6+ 95°C 45°C 72°C 05
1 minuto 1 minuto 1 minuto
95°C 42°C 72°C 35
1 minuto 1 minuto 1 minuto
HPV-16 94°C 57°C 72°C 40
30 segundos 30 segundos 30 segundos
HPV-18 94°C 66°C 72°C 05
30 segundos 30 segundos 30 segundos
94°C 64°C 72°C 35
30 segundos 30 segundos 30 segundos
HPV-31 94°C 54°C 72°C 40
30 segundos 30 segundos 1 minuto
HPV-33 94°C 57°C 72°C 05
30 segundos 30 segundos 1 minuto
94°C 55°C 72°C 35
30 segundos 30 segundos 1 minuto
HPV-45 94°C 59°C 72°C 40
30 segundos 30 segundos 1 minuto
HPV-6/11 94°C 68°C 72°C 05
30 segundos 30 segundos 1 minuto
94°C 65°C 72°C 35
30 segundos 30 segundos 1 minuto

3.3.2 Plasmideos pE6, pHPV-16 e célula SiHa

Um fragmento de 614 bps da janela de leitura (ORF -Open reading frame)do
gene E6 do HPV-16 (nucleotideo 22 a 617; GenBank, acesso numero K02718) foi

amplificado a partir do DNA de células SiHa doada pela professora Dr?. Luisa Lina

Villa, chefe do grupo de virologia do Instituto Ludwig para pesquisa do Cancer,



http://en.wikipedia.org/wiki/Open_reading_frame
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Hospital Alemao Oswaldo Cruz, S&o Paulo, Brasil. Foram utilizados os iniciadores
5-CGCGGATCCAACTAAGGGCGTAACCGAAAT-3’ e 5-CCGAAGCTTGTCTCTGG
TTGCAAATCTAAC-3’, baseado nas sequencias descritas por Cricca et al. (2007).
Esse fragmento foi clonado no plasmideo pGEM-T easy, obtendo-se o plasmideo
pPEG6, de acordo com as condi¢cbes experimentais descritas no Quadro 7.

Quadro 7 — Reagentes utilizados no preparo de 5 uL de reacdo de ligagdo para

construcao do plasmideo pE®6.

Reagentes (quantidade/concentracéo) Volume (uL)
Tampao de ligacéo rapida (2 x) 2,5
pPGEM-T easy vector (50 ng) 0,5
T4 DNA Ligase (3 unidades/ uL) 0,5
Produto de PCR (50 ng/ uL) 1,0
Agua mili Q 0,5

Os reagentes foram misturados e a reacdo incubada a 4°C, overnight
(aproximadamente 16 horas) obtendo-se assim o plasmideo pE6. Esse plasmideo
foi utilizado para a determinacdo da carga viral e quantificacdo do gene E6 para a
obtencao da relacdo E2/E6 utilizada na avaliacdo do estado fisico do DNA-HPV-16.

O plasmideo contendo o genoma completo do HPV-16 (pHPV16) foi
gentilmente cedido pela Dr2. Alison McBride (DNA Tumor Virus Section - Laboratory
of Viral Diseases NIAID - National Institute of Allergy and Infectious Diseases -
National Institutes of Health - Bethesda — EUA). Esse plasmideo foi utilizado na
guantificacdo do gene E2 para a obtencéo da relacdo E2/E6 utilizada na avaliacdo
do estado fisico do DNA-HPV-16.

Células quimicamente competentes de Escherichia coli DH5-a foram
transformadas isoladamente com ambos os plasmideos. Foram adicionados 2uL do
produto de clonagem em 30 uL de bactérias, em tubos devidamente acondicionados
em gelo. Logo apds realizou-se o choque térmico a 42°C, por 1,5 minutos voltando
imediatamente essas células para o gelo por mais 2 minutos. Posteriormente foi

adicionado 500uL de meio LB (Luria-Bertani) aos tubos de transformacgéo e
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incubados a 37°C por 1 hora. Apos centrifugacao, 400uL de meio foram descartados
e 0s 100uL restantes plagueados em meio LB com ampicilina a 37°C, overnight. Os
clones transformantes foram selecionados e as bactérias amplificadas. Uma PCR de
colénia foi realizada para a selecdo dos clones que receberam o plasmideo pES,
utilizando-se os mesmos iniciadores que amplificaram o inserto clonado. O DNA
plasmidial foi extraido utilizando o kit de purificacdo de DNA plamidial Wizard
Maxipreps (Promega, EUA) e quantificado em equipamento Nanoview (G&E, EUA).
Células SiHa (fibroblasto humano infectado com HPV-16 na forma integrada)
foram cultivadas em meio Dulbeco modificado, em estufa com atmosfera de 5% CO»,
a 37°C. O DNA dessas células foi extraido utilizando o kit da G&E e quantificado em
equipamento Nanoview (G&E, EUA). Esse DNA foi utilizado como controle positivo
nas PCRs de B-globina, HPV geral e HPV-16, na construcdo de curvas padréao para
a quantificagdo do gene de -actina utilizado como gene enddgeno na determinagao
de carga viral e utilizado também na padronizacdo da PCR em tempo real do gene

E6 (como amostra positiva) e gene E2 (como amostra negativa).

3.3.3 Determinacéao da carga viral

Inicialmente, os oligonucleotideos para os genes da Gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) (GRAVITT et al., 2007) e da B-actina humana (WANG-
JOHANNING et al.,, 2002) (Quadro 8) foram testados quanto a sensibilidade e
especificidade. Os iniciadores que melhor se adequaram as condicdes
experimentais foram selecionados e o método de PCR em tempo real SYBR Green
padronizado. Para a determinagcdo da carga viral, foi padronizado também a PCR
em tempo real para o gene EB6, utilizando os oligonucleotideos descritos por Cricca
et al. (2007) (Quadro 8).

Curvas padréo foram estabelecidas pela amplificacdo e quantificacdo do gene
E6 e do gene enddgeno escolhido. Para tal foram preparadas curvas de
amplificacdo com diluicdes seqiienciais de 10" a 10 cépias de plasmideo pE6 e de

3x10% a 10°ng de DNA celular (DNA de células SiHa) respectivamente.
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Quadro 8 — Iniciadores testados na padronizagdo da PCR em tempo real.

Iniciadores Sequencia
(Tamanho do fragmento amplificado)
B-actina 5-TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-3’
(295 pbs) 5-CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG-3’
GAPDH 5-CGAGATCCCTCCAAAATCAA-3
(288 pbs) 5- CATGAGTCCTTCCACGATACCAA-3
E6 (Cricca et al., 2007) 5-AAAGCCACTGTGTCCTGAAGA-3’
(130 pbs) 5-CTGGGTTTCTCTACGTGTTCT-3
E2 (Gravitt et al., 2003) 5-TTTAGCAGCAACGAAGTATCC-3
Regido de dobradica (184 pbs) 5-AGTCTCTGTGCAACAACTTAG-3
E2 (Arias-Pulido et al., 2006) 5-GTGTGTCAGGACAAAATACTAACA-3
Regido de aminoterminal (281 pbs) 5-AAATACACTTCAAGGCTAACGTC-3’

A conversdo de nanogramas de DNA plasmidial para nimero de copias foi

realizada pela utilizacdo da formula descrita abaixo (WHELAN et al., 2003):

n°. de copias/ pL = o/ uL de DNA X 6,022 x 10%

tamanho do plasmideo em pb x 660

O valor 6,022 x 10 corresponde ao nimero de Avogrado e o valor de 660 é
obtido pelo peso médio dos nucleotideos (330 Daltons) multiplicado por 2, por se
tratar de fita dupla (WHELAN et al., 2003).

Os valores de “ciclo threshold” obtidos pela curva de amplificacdo foram
plotados versus quantidade (niumero de copias para o gene E6 ou ng de DNA total
para gene enddgeno) para a construcdo de curvas padrbes. Todos os célculos
realizados para a construcdo destas curvas foram realizados pelo programa de PCR
em tempo real da Applied Biosystems.

A amplificacdo do gene enddégeno foi empregada para a normalizacdo dos
valores de carga viral, expressa em numero de copias de E6/ ng de DNA celular total

sendo esta obtida pela formula:
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Carga Viral = n° de cOpias de E6
(copias de HPV/ ng de DNA total) ng de DNA total

Posteriormente estes valores foram convertidos em numero de copias de E6/
célula assumindo-se que 1ng de DNA total corresponde a, aproximadamente, 150
células (LEYVA & KELLEY, 1974).

3.3.4 Determinagéo da razdo E2/E6

Com o objetivo de avaliar o estado fisico do DNA viral em relacdo a célula
hospedeira (integrado e/ou sob forma epissomal) foi determinada a relacédo E2/ES6,
conforme descrito em Cricca et al. (2007). Para a determinacédo desta relacdo, o
gene E2 foi amplificado na regido de dobradica (Quadro 8) que corresponde a 78,4%
das quebras ocorridas nesse gene (ARIAS-PULIDO et al., 2006). Nos casos onde a
integracdo do DNA-HPV-16 ao genoma do hospedeiro ndo foi detectada, ou seja,
onde E2 encontra-se integro, utilizou-se outro par de iniciadores cuja amplificacao
ocorre na regido codificante da extremidade animoterminal da proteina E2 (Quadro
8). O uso desse segundo par de oligonucleotideos aumenta a sensibilidade do teste,
reduzindo o erro da ndo determinacdo da integracdo de 16% para 5% (ARIAS-
PULIDO et al., 2006). Copias de ambos os genes foram quantificadas e seus valores
de ciclo threshold plotados versus numero de copias do gene em curvas padroes
obtidas conforme descrito acima e a relacédo E2/E6 calculada pela razdo do numero
de copias de cada gene.

Foram consideradas trés categorias para avaliacdo da relacdo EZ2/EG6:
epissomal, mista (onde as formas epissomal e integrada coexistem) e integrada. Os
valores da relacdo E2/E6 para cada categoria foram determinados utilizando-se a
guantificacdo dos genes E2 e E6 em amostras conhecidas e predeterminadas.
Foram preparadas amostras nas concentracdes de 10’ a 10 cépias de plasmideos
(pHPV16 e pE6) nas proporcdes descritas no Quadro 9. Todos os testes foram
realizados em triplicata. As amostras correspondentes a forma epissomal continham
apenas plasmideo HPV-16 onde os genes E2 e E6 encontram-se integros. Outras
amostras com misturas de plasmideo HPV-16 e plasmideo E6 (plasmideo contendo
apenas o gene E6) representando a forma mista e outras amostras contendo apenas

o plasmideo E6 representando a forma integrada (CRICCA et al.; 2007).



Quadro 9 — Amostras utilizadas na categorizacéo da relagédo E2/E6.
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Amostras Categorizacao
Misturas pHPV16 — pE6 (%)
100-0 Epissomal
80— 20 Mista
60 — 40 Mista
40 - 60 Mista
20— 80 Mista
0-100 Integrado

3.4 Andlise estatistica

Os dados foram analisados usando-se o programa SPSS versao 13.0. Os

niveis de significAncia foram verificados pelo teste qui-quadrado de Pearson

assintético e de Fisher exato, na andlise de associacdo entre os dados clinicos-

epidemiolégicos com presenca do HPV-16. Na comparacdo de cargas virais com 0

estado fisico do DNA-HPV-16, presenca de condiloma acuminado e multiplas

infecgbes, recidivas e resisténcia ao tratamento, e outras variaveis utilizou-se os

testes Mann Whitney na comparacdo de dois grupos e Teste Kruskal Wallis na

comparacao de trés ou mais grupos. Diferencas significativas foram consideradas

guando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Construcao do plasmideo pE6

O sucesso da construcdo do plasmideo pE6 foi avaliado ao submeté-lo a
mesma reacdo de PCR utilizada na amplificacdo do fragmento clonado como
inserto. Foram também realizadas PCRs para amostras contendo DNA de células
SiHa (fibroblasto humano com HPV-16 integrado), amostra cervical conhecida onde
0 HPV-16 esta na forma epissomal, plasmideo pGEM vazio e plasmideo pHPV16

(contém todo o genoma do HPV-16) (Figura 8).

Figura 8

614 pbp —»

Eletroforese em gel de poliacrilamida de experimento de avaliagdo do plasmideo pE6 obtido. 12
Canaleta: padrdo de peso molecular 100 pb, Invitrogen; 22. Canaleta: amostra cervical conhecida
(infectada por HPV-16 epissomal); 32. Canaleta: SiHa (amostra de fibroblasto humano infectado por
HPV-16, forma integrada); 42 Canaleta: pGEM, 52 Canaleta: pE6, 62 Canaleta: pHPV16; 72
Canaleta: Branco.

4.2 Padronizacdo dos métodos de PCR em tempo real

Os Iiniciadores descritos por Cricca et al. (2007), para o gene de - actina,
foram os que mostraram melhor sensibilidade (maior intensidade de fluorescéncia
para a mesma quantidade de DNA testada, quando comparada ao teste de GAPDH)
e melhor se adequaram as condicbes para a reacdo de PCR em tempo real do
laboratério de biologia molecular da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Minas Gerais, sendo por isso escolhidos para amplificacdo do gene
endégeno a ser empregado na normalizacdo da PCR em tempo real, como
apresentado na Figura 9.

As condicBes utilizadas nas reacfes de PCR em tempo real padronizadas para
E6, E2, regibes de dobradica e aminoterminal, e - actina estdo descritas nos
Quadros 10 e 11.
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Graficos representativos das padronizagbes das PCRs em tempo real para os genes endbégenos 3-
actina (A) e GAPDH (B). Gréficos obtidos durante o teste de concentragdo dos primers.

Quadro 10 — Reagentes utilizados no preparo de 10 uL de reagao de PCR.

PCR
Reagentes B-actina E6 E2 (dobradica) | E2 (aminoterminal)
(concentracao) ulL ul ulL ulL

Tampédo SYBR-Green* (2 x) 12,5 12,5 12,5 12,5
Primer “ANTI-SENSE” 4,5 15 15 1,5
(5 pmol/uL)

Primer “SENSE” 15 15 15 1,5
(5 pmol/uL)

DNA 2,5 2,5 2,5 2,5
H20 gsp 25 pL 4,0 7,0 7,0 7,0

* Tampado SYBR Green/ Rox gPCR Master Mix: Maxima Hot Start Taq DNA polymerase, Maxima
SYBR Green gPCR Buffer, SYBR Green I, ROX passive refrence dye, dATP,dGTP, dCTP e dUTP.

Quadro 11 — Condicoes das reacbes de PCR

Etapas da reacdo de PCR

Oligonucleotideos Desnaturacao Anelamento/ Extensdo | N°. de ciclos
B-actina 94°C 70°C 40
B- act 1/ B-act 2 1 minuto 1 minuto
E6 94°C 61°C 40
E6 5/ E6 6 1 minuto 1 minuto
E2 (dobradica) 94°C 62°C 40
E27/E28 1 minuto 1 minuto
E2 (aminoterminal) 94°C 60°C 40
E2 F10/ E2 R10 1 minuto 1 minuto

Alguns dos gréficos que exemplificam todas as reacdes de PCR em tempo real

padronizadas e utilizadas durante este estudo (genes E6, E2 regido de dobradica e

regiao amino terminal e 3- actina) sdo mostrados nas Figuras 10 a 12.
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Curva de amplificacdo: Grafico obtido pela plotacdo dos valores de ciclo de PCR vs fluorescéncia.
Cada curva sigmoide representa uma amostra da curva padrdo e suas replicas. B-actina (A) —
Curva padrdo 10° a 102 ng de DNA total, gene E6 (B) e gene E2 regido de dobradica (C) e amino
terminal (D). Nestes Ultimos trés graficos, a curva padrao foi construida nas concentracdes de 10’
a 10 copias dos respectivos genes, E6 e E2.
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Curva padréo: Construida a partir da curva de amplificacdo. Determinado o threshold, associa-se o
ciclo threshold encontrado com a respectiva quantidade e constroi-se a curva padrdo abaixo por
regresséo linear dos pontos obtidos. Gréfico quantidade vs CT (ciclo threshold). Cada ponto
vermelho representa uma amostra da curva padrdo assim obtida. 3-actina (A), gene E6 (B) e gene
E2 regido de dobradi¢a (C) e amino terminal (D).
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Curva melt:derivacdo reporter x temperatura.Curva obtiva para controle de qualidade da
reacdo. A existéncia de um Unico pico garante auséncia de bandas inespecificas e o branco

sem picos garante a auséncia de dimeros de primer. -actina (A), gene E6 (B) e gene E2
regido de dobradica (C) e amino terminal (D).

Todas as curvas foram construidas pelo programa de PCR em tempo real da
Applied biosystems. A curva melt foi utilizada como controle de qualidade da reacéo,

permitindo a avaliacdo da ocorréncia de amplificacfes inespecificas e dimeros de
primers.
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4.3 Determinagéo darelagcéo E2/E6

Como referéncia para categorizagdo das amostras em estudo, em relagcédo ao
estado fisico do genoma HPV-16, foram conduzidos experimentos em que diferentes
proporcdes de DNA pHPV16 e pE6 foram combinadas na mesma amostra. Os
resultados compilados encontram-se nas Tabelas 1 e 2. Todos os testes foram
realizados em triplicata e os valores descritos na Tabela 1 correspondem as médias
observadas em amostras em concentraces que variaram de 10* a 10? cépias de

plasmideos. A categorizacao final encontra-se descrita na Tabela 2.

Tabela 1 — Valores individuais médios da razdo E2/E6 nas diferentes concentracdes
utilizadas paraconstrucéo da categorizacdo do estado fisico HPV-16.

Concentracao Valores das razdes das misturas
(n°. de coépias de pHPV16 (E2-epissomal) — pE6 (integrado) (%)
plasmideos)
0-100 20-80 40-60 60-40 80-20 100-0
10* 0 0,1655 0,3407 0,5306 0,7088 0,8253
10° 0 0,2322 0,4715 0,6771 0,8831 1,1641
102 0 0,2434 0,3817 0,7581 0,8315 1,2523

média + desvio 0 0,21+0,04 0,40+0,07 0,66+0,12 0,81+0,09 1,08+0,23

Tabela 2 — Amostras preparadas e utilizadas na categorizacdo da relacédo E2/E6 e
valores dessa relacdo determinados experimentalmente.

Amostras Categorizacao Valores médios da
Misturas pHPV16 — pE6 (%) relagéo E2/E6

100-0 Epissomal > 1,08
80-20 Mista > 0,81 e <1,08
60 — 40 Mista > (0,66 e <0,81
40 - 60 Mista 20,40 e < 0,66
20-80 Mista >0e<0,40

0-100 Integrado 0
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4.4 Determinagdo da carga viral e do estado fisico do genoma do HPV-16 em

amostras de cancer peniano

Nove amostras de DNA extraidas de bidpsias de carcinoma peniano,
contendo somente HPV-16 foram analisadas e tiveram sua carga viral e o estado
fisico do DNA-HPV-16 determinados. Os resultados encontram-se descritos na
Tabela 3. Estes valores foram utilizados como referéncia para a carga viral e estado
fisico do DNA-HPV-16 para comparacdo com os resultados obtidos em amostras

coletadas nesse trabalho.

Tabela 3 — Valores de carga viral em copias/célula e estado fisico do DNA-HPV-16
das amostras de cancer peniano.

Amostras Carga viral Estado fisico do HPV-16
(copias/célula) (E2/E6)*
1 1,67 | (0)
2 16,98 [ (0)
3 0,37 M 20-80 (0,038)
4 20,36 | (0)
5 60,03 | (0)
6 3,80 | (0)
7 13,29 | (0)
8 11,82 M 20-80 (0,036)
9 50,11 | (0)
Mediana * intervalo interquartil 13,29 £ 32,50

* | — Integrado, M 20-80 — 20% epissomal (pHPV16) e 80% integrado (pE6)

4.5 Prevaléncia da infeccédo por HPV

Entre as 100 amostras de homens atendidos no CTDST, 87% apresentaram
algum tipo de HPV. Considerou-se paciente portador de infec¢cdo pelo HPV aquele
gue apresentou resultado positivo em pelo menos uma das reacdes de PCR
realizadas. A Tabela 4 mostra a prevaléncia da infeccdo por HPV na populacéo
estudada e a Figura 13 mostra alguns exemplos de géis de eletroforese em

poliacrilamida obtidos na tipagem.
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Dentre os homens que participaram dessa pesquisa, 38% (38/100)
apresentaram DNA-HPV do tipo 16, 19% (19/100) apresentaram DNA-HPV-18, 9%
(9/100) DNA-HPV-31, 3% (3/100) DNA-HPV-33, 76% (76/100) DNA-HPV-6/11 e 1%
(1/200) DNA-HPV-45. Dentre os pacientes analisados, 54% apresentaram HPV de
alto risco. Do total, 13% (13/100) dos pacientes foram negativos para a deteccéo de
DNA-HPV. Em 3% (3/100) dos pacientes, detectaram-se DNA-HPV mediante a
pesquisa com os oligonucleotideos GP5+/GP6+, no entanto, ndo foi possivel
determinar o tipo viral com os oligonucleotideos especificos empregados. Multiplas
infeccbes causadas por diferentes tipos de HPV foram encontradas em 48%
(48/100) dos pacientes e os tipos de HPVs presentes nestas infeccoes estédo
descritos na tabela 5.

Tabela 4 — Prevaléncia da infec¢ao por HPV nas 100 amostras analisadas.

HPV Total (%) Presenca de condiloma
Sim (%) N&o (%)

16 38 (38) 32 (42) 6 (26)

18 19 (19) 16 (21) 3(13)

31 9(9) 7(9) 2(9)

33 3(3) 2(3) 1(4)

45 1(1) 1(1) 0

6/11 76 (76) 75 (97) 1(4)

Outros 3(3) 2 (3) 1(4)
Negativos 13 (13) 0 13 (57)
Mudltipla infeccéo 48 (48) 45 (58) 3 (13)

Total de pacientes 100 77 23
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Tabela 5 — HPVs identificados em multiplas infecgoes.

Pacientes Grupo Multiplas infec¢bes
HPV-16 positivos HPV-16 negativos
1 Assintomatico 16,33
2 Assintomatico 16, 6/11
3 Condiloma 16,6/11
4 Condiloma 16,6/11
5 Condiloma 16,6/11
6 Assintomatico 16,18
7 Condiloma 16,18, 6/11
8 Condiloma 31, 6/11
9 Condiloma 18,31, 6/11
10 Condiloma 16,6/11
11 Condiloma 16,31, 6/11
12 Condiloma 16,18, 6/11
13 Condiloma 16,6/11
14 Condiloma 16,6/11
15 Condiloma 16,6/11
16 Condiloma 16,6/11
17 Condiloma 16,6/11
18 Condiloma 18,6/11
19 Condiloma 16,6/11
20 Condiloma 18, 6/11
21 Condiloma 31, 6/11
22 Condiloma 16,6/11
23 Condiloma 31,33,6/11
24 Condiloma 33,6/11
25 Condiloma 16,6/11
26 Condiloma 16,6/11
27 Condiloma 18,6/11
28 Condiloma 16,6/11
29 Condiloma 16,6/11
30 Condiloma 18,6/11
31 Condiloma 16,6/11
32 Condiloma 16,6/11
33 Condiloma 16,6/11
34 Condiloma 16, 31, 6/11
35 Condiloma 16,6/11
36 Condiloma 16,6/11
37 Condiloma 16,6/11
38 Condiloma 16,6/11
39 Condiloma 16, 18, 45, 6/11
40 Condiloma 16, 18, 6/11
41 Condiloma 16, 18, 6/11
42 Condiloma 18, 6/11
43 Condiloma 18, 6/11
44 Condiloma 18, 6/11
45 Condiloma 18, 6/11
46 Condiloma 16, 18, 6/11
47 Condiloma 16, 18, 6/11
48 Condiloma 16, 31, 6/11
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Figura 13
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Amostras de géis de poliacrilamida corados pela prata, apresentando resultados de diferentes PCRs
HPV especificas.



70

Nos homens assintoméaticos, 56% (13/23) foram negativos para a pesquisa de
HPV. A prevaléncia do HPV-16 foi de 26% (6/23) e do HPV-6/11 de 4% (1/23).
Nestes pacientes, a prevaléncia de multiplas infeccdes foi de 13% (3/23).

Nos pacientes portadores de condiloma acuminado (77), todos apresentaram
algum tipo de HPV, sendo 97% (75/77) positivo para o HPV tipo 6/11 e 3% (2/77)
para algum outro tipo de HPV nao pesquisado. A prevaléncia do HPV-16 foi de 42%
(32/77) e multiplas infec¢Bes foram encontradas em 58% (45/77) destes pacientes.

4.6 Dados clinicos e epidemiolégicos e sua correlacdo com a infeccdo por HPV

Os dados clinico-epidemioldgicos foram registrados a partir da aplicacdo de
guestionario e seus resultados demonstrados na Tabela 5. A média de idade dos
homens que participam dessa pesquisa foi de 32 anos, oscilando entre 19 e 62
anos.

Dos 100 homens envolvidos nesse estudo, 30 relataram historia pregressa de
condiloma acuminado. Destes, 47% (14/30) possuiam multiplas infeccées com HPV
de alto risco, sendo 86% (12/14) destas com o HPV-16.

A maioria dos pacientes relatou néo praticar sexo anal, ndo serem fumantes e

nao ser circuncidado (Tabela 6).
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Tabela 6 — Frequéncia da infeccéo por HPV em amostras penianas detectada por

PCR e sua associacao com os dados clinicos-epidemiolégicos.

Dados clinico-epidemioldgicos Freqiéncia (%) Valor p
HPV baixo risco  HPV alto risco
(n=30) (n=54)
Idade (anos) 18-29 14 (47) 24 (44) 0,845*
> 30 163(153) 303((5)56)
Média
Parceira fixa N&o 10 (33) 10 (19) 0,127*
Sim 20 (67) 44 (81)
Tempo médio de relacionamento/(anos) 51 3,8
Parceiros extraconjugais Nao 11 (55) 30 (68) 0,308*
Sim 9 (45) 14(32)
Média 1,2 3,6
Uso de preservativo
Com a parceira fixa Sim 6 (20) 8 (15) 0,5552
Nao 24 (80) 46 (85)
Com a parceira extraconjugal ou
esporadica . 21 (70) 41 (76) 0,554"
Sim 9 (30) 13 (24)
Nao
Presenca de condiloma? Sim 30 (100) 9 (17) 0,0232
N&o 0 (0) 45 (83)
Ja teve condiloma antes? Sim 11 (37) 14 (26) 0,302¢
Nao 19 (63) 40 (74)
Intercurso anal Sim 14 (47) 16 (30) 0,118%
Nao 16 (53) 38 (70)
Fumante Sim 11 (37) 12 (22) 0,155%
Nao 19 (63) 42 (78)
Circuncisdo Sim 2 (7) 4 (7) 0,6352
Nao 28 (93) 50 (93)

1 Teste Qui-quadrado de Pearson assintético
2 Teste Qui-quadrado de Fisher exato
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4.7 Determinacao da carga viral

Os resultados de carga viral do HPV-16 obtidos nas analises de amostras
penianas de 38 pacientes encontram-se descritos na Tabela 6. Observa-se ampla
variagdo na carga viral, com valores oscilando entre 0,0003 a 5.386,15 copias de
E6/célula.

Os valores da carga viral foram comparados em relacdo as variaveis
epidemiolégicas dos participantes do estudo (idade, uso de camisinha, tabagismo,
pratica de sexo anal, presenca de condiloma e mdltiplas infec¢des). Ressalta-se
gue, para nenhum desses parametros, foi observada diferenca significativa para a

mediana da carga viral.

Tabela 7 — Valores de carga viral do HPV-16 (cOpias/célula) nas amostras
analisadas e sua variacdo em relacdo a parametros epidemiologicos
dos patrticipantes do estudo

Mediana da Carga viral £ Variagoes
Variaveis intervalo interquartil (cOpias/célula) Valor p
(copias/célula)
Idade
< 30 anos (20) 7,95 + 329,18 0,002 a 2.151,19 0,421"
= 30 anos (18) 0,25 + 98,42 0,0003 a 5.386,15
Fumo
Sim (8) 0,12 + 338,50 0,002 a 1.456,55 0,410"
N&o (30) 4,06 £ 75,21 0,0003 a 5.386,15
Sexo anal
Sim (13) 0,31 + 16,77 0,002 a 2.151,19 0,470"
N&o (25) 11,67 + 260,59 0,0003 a 5.386,15

Uso de camisinha com parceiras
extra conjugais ou esporadicas

Sim (29)

3,89 + 100,54 0,0003 a 5.386,15  0,559*

Nao (9) 0,17 + 595,68 0,01 a 5.027,22

Presenca de condiloma?
Sim (32) 1,02 + 89,25 0,0003 a 5.386,15  0,280"
Nao (6) 16,62 +1.703,92 0,1a5.027,22

Multiplas infec¢des
Sim (35) 1,38 + 96,24 0,0003 a 5.386,15 *
N&o (3) 4,23 + 596,43 0,1 a 596,53

* Impossivel o calculo devido ao tamanho da amostra (3). 1 Mann Whitney
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Homens que possuiam infec¢cdes por HPV causadas por mais de um tipo de
virus (n=35) apresentaram mediana da carga viral do HPV-16 menor que 0s
infectados por apenas um tipo de virus (n=3) (1,38 vs 4,23 coOpias de E6/ célula,
respectivamente). Pacientes que relataram habito de fumar e a pratica de sexo anal,
considerados como fatores de risco para a infecgdo por HPV, apresentaram menor
mediana da carga viral do HPV-16 quando comparado aos pacientes nao fumantes
e nado praticantes de sexo anal. Os pacientes que relataram uso de camisinha com
parceiras extraconjugais ou esporadicas apresentaram maior mediana da carga viral
do HPV-16 (Tabela 7). Apenas 30% dos pacientes analisados relataram histéria
prévia de condiloma acuminado. Destes 87% (23/30) ainda possuem condiloma, e
dentre estes, 56% (13/23) possuem mudltiplas infec¢cdes. Homens que pela primeira
vez apresentaram condiloma possuem carga viral média do HPV 16 maior que 0s
gue apresentaram historia prévia de condiloma (2,64 vs 1,38 copias de E6/ célula,
nao significativo).

A carga viral do HPV-16 em pacientes com condiloma acuminado mostrou-se
mais baixa que nos pacientes que nao possuiam esta leséo (1,02 vs 16,62 copias de
E6/ célula, respectivamente (Tabela 7). Os valores individuais de carga viral do HPV-
16 categorizados em amostras com multiplas infec¢cdes, em amostras de pacientes
infectados somente pelo HPV-16 (A), com ou sem condiloma (B), e os valores das

amostras de cancer peniano estao representados na Figura 14.
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Valores logaritmicos de carga viral dos pacientes infectados por mais de um tipo viral (mdltiplas
infeccdes), somente pelo HPV-16 (A), com ou sem condiloma acuminado (B) e das amostras de
cancer peniano. As linhas horizontais indicam os valores de mediana das amostras analisadas.
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N&o foram encontradas diferencas significativas entre a carga viral das
amostras de céancer peniano (Tabela 3) e a carga viral das amostras penianas
obtidas em homens assintomaticos (p= 0,955), com condiloma (p= 0,242) e com

todas as amostras de pacientes sem neoplasia (p= 0,141).

4.8 Estado fisico do DNA-HPV-16

Os resultados relativos a determinacdo do estado fisico do DNA-HPV-16
obtidos nas analises de amostras penianas de 38 pacientes encontram-se descritos
na Tabela 8.

Tabela 8 — Estado fisico DNA-HPV-16 e valores de carga viral (cOpias/célula) de

acordo com variaveis epidemiolégicas dos participantes do estudo

Grupos (n) Estado fisico do HPV-16 Carga viral Valor de p
(n) % (copias/ célula)
Total (38) Integrado (06) 16 0,22 +4,35 0,160*
Misto (28) 74 11,82 + 338,38
Epissomal (4) 10 0,12 +3.770,41
Presenca de condiloma
sim (32) Integrado (4) 13 0,05 + 3,57 0,041*
Misto (25) 78 11,67 + 260,53
Epissomal (3) 9 0,11*
nao (6) Integrado (2) 33 2,29* *
Misto (3) 50 29,02*
Epissomal (1) 17 5.027,22*
Multiplas infeccbes
sim (35) Integrado (5) 14 0,09 + 2,54 0,117*
Misto (26) 74 11,82 + 182,67
Epissomal (4) 12 0,12 +3.770,41
nao (3) Integrado (1) 33 4,23* *
Misto (2) 67 298,32 + 596,43
Fumo
sim (8) Integrado (3) 38 0,11 +182,83 *
Misto (4) 50 1.456,55*
Epissomal (1) 12 0,11*
nao (30) Integrado (3) 10 4,23* 0,893!
Misto (24) 80 7,78 £ 89,22
Epissomal (3) 10 0,14*

1 Teste Kruskal Wallis
* Impossivel o calculo devido ao tamanho da amostra.
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Dos 38 casos de HPV-16 encontrados, 16% (06/38) estavam sob a forma
integrada, 10% (4/16) na forma epissomal e 73% (28/38) na forma mista (82%
(23/28) na variacdo de 20-80 (% epissomal-% integracdo, respectivamente), 7%
(2/28) na variacdo 40-60, 4% (1/28) na variacdo 60-40 e 7% (2/28) na variacdo 80-
20). Dentre os 38 pacientes com HPV-16, 84% (32/38) apresentavam condiloma
acuminado e destes, 13% (4/32) apresentavam DNA-HPV-16 na forma integrada
(Tabela 7).

A mediana da carga viral detectada nas trés formas de estado fisico do DNA-
HPV-16 foi de 0,22 copias/célula para a forma integrada, 11,82 cépias/célula para a
forma mista e 0,12 copias/célula para a forma epissomal. Os valores individuais de
carga viral do HPV-16 categorizados quanto ao estado fisico do DNA-HPV-16 e os
valores das amostras de cancer peniano onde todas encontram-se integradas estao

representados na Figura 15.
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Valores logaritmicos de carga viral dos amostras penianas categorizadas quanto ao estado fisico do
DNA-HPV-16 como integradas, mistas e epissomais e das amostras de cancer peniano onde o HPV-
16 encontra-se integrado em todas elas. As linhas horizontais indicam os valores de mediana das
amostras analisadas.

As amostras epissomais foram também testadas quanto ao estado fisico com o
par de iniciadores que identificam quebras na regido aminoterminal da proteina E2.
Mesmo empregando esse par de oligonucleotideos, a forma integrada nédo foi
detectada nessas amostras.

Diferenca significativa foi encontrada na comparacdo dos diferentes estados
fisicos do HPV-16 nas amostras penianas de pacientes com condiloma acuminado
(p=0,041).
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Andlises estatisticas realizadas comparando as cargas virais das amostras de
cancer com as nao cancer, independente do padréo de integracao, foram realizadas
e nao foram encontradas diferencas significativas (p = 0, 141) (Tabela 9). Diferencas
significativas também nao foram detectadas quando a carga viral das amostras
cancer foi comparada aquelas apresentadas pelas amostras ndo céancer,
categorizadas de acordo com o estado fisico do DNA como misto (p = 0,821) ou
epissomal (p = 0,165). No entanto, houve diferenca significativa ao se comparar
carga viral das amostras de carcinoma com a carga viral das amostras nao cancer

apresentando estado fisico integrado (p = 0,012).

Tabela 9 — Carga viral das amostras neoplasicas e nao neoplasicas, categorizadas

de acordo com o estado fisico do DNA-HPV-16

Amostras (n) Mediana da Carga viral = Valor de p
intervalo interquartil
(copias/ceélula)

Cancer (9) 13,29 + 32,50 al @ a3. a4

N&o cancer (38) 2,64 +98,40 & 0,141"
Epissomal (4) 0,12 +3.770,41 % 0,165*"
Mista (28) 11,82 + 338,38 % 0,821%*"
Integrada (6) 0,22 + 4,35 0,012%"

Teste de Kruskal Wallis* e Mann-Whitney**.
Numeros iguais indicam o mesmo teste; Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

N&o foram encontradas diferencas significativas ao se comparar a carga viral
dos diferentes estados fisicos em pacientes assintomatcos e com condiloma,
integradas (carga viral das amostras de estado fisico integrado vs estado fisico
misto, p=0,066; carga viral das amostras de estado fisico integrado vs estado fisico
epissomal, p=0,762; carga viral das amostras de estado fisico misto vs estado fisico

epissomal, p=0,457).

4.9 Carga viral, estado fisico e recidiva de condiloma

Dados sobre a recidiva de condiloma acuminado e o tratamento realizado para
esta lesdo foram coletados dos prontuarios de 77 pacientes. A taxa de recidiva de
condiloma nestes pacientes foi de 43% (33/77). Algumas lesbes mostraram-se

resistentes ao tratamento com podofilina (39%, 30/77), sendo necesséria a utilizacao
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de tratamentos alternativos como a aplicacdo de &cido tricloroacético (ATA) e/ou
eletrocauterizagdo. Dos pacientes resistentes ao tratamento com podofilina, 63%
(19/30) apresentaram recidivas e, destes recidivantes, 58% (11/19) apresentavam
multiplas infecces. Nos pacientes cujo tratamento com podofilina mostrou-se eficaz
na regressao da lesédo (47), a recidiva foi de 30% (14/47), sendo que a maioria
destes (10/14, 71%) apresentava multiplas infec¢cdes. Entre aqueles que
apresentaram recidivas, 57% (19/33) foram resistentes ao tratamento com
podofilina.

A carga viral do HPV-16 para o grupo de pacientes que apresentou recidiva foi
menor do que naqueles sem recidiva da lesdo (Tabela 10). As lesdes resistentes ao
tratamento com podofilina mostraram menor carga viral de HPV-16 que aquelas néo
resistentes (Tabela 11). No entanto, nessas correlacbes nao foi encontrada
diferenca significativa entre os grupos. Os valores individuais de carga viral do HPV-
16 para os pacientes de condiloma recidivantes (A) e resistentes ao tratamento com
podofilina (B) estdo demonstrados na Figura 16.

Os dados relativos ao estado fisico do DNA-HPV-16 dos grupos de pacientes
com condiloma acuminado recidivante e nao recidivante, resistentes ou nao ao
tratamento com podofilina encontram-se descritos na Tabela 10 e 11. Observa-se
gue o numero de amostras com DNA integrado nas amostras de pacientes que
apresentaram recidiva, resistentes ou ndo a podofilina foi semelhante aquele

detectado os pacientes sem recidiva.

Tabela 10 — Recidiva de condiloma acuminado, carga viral e estado fisico DNA-

HPV-16
Recidivas  Mediana da Carga Viral Valor de p*  Estado fisico do HPV-16
+ intervalo interquartil o
(n) (copias/ célula) (n) %
Sim (16) 0,18 + 55,28 0,4397 Integrado (5) 45
Misto (5) 45
Epissomal (1) 10
N&o (16) 7,78 £ 660,95 Integrado (10) 50
Misto (7) 35

Epissomal (3) 15

*Mann Whitney
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Tabela 11 — Resisténcia ao tratamento com podofilina de condiloma acuminado, carga viral
e estado fisico do DNA-HPV-16

Resisténciaao  Mediana da Carga Viral  Valor de  Estado fisico do HPV-16
tratamento com * intervalo interquartil p* (n) %
podofilina (n) (copias/ célula)
Sim (11) 0,65 + 4,65 0,579 Integrado (2) 18
Misto (8) 73
Epissomal (1) 9
Nao (21) 11,67 £ 260,63 Integrado (2) 10
Misto (17) 80
Epissomal (2) 10
*Mann Whitney
Figura 16
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Valores logaritmicos de carga viral do HPV-16 dos pacientes com condiloma acuminado recidivantes
e nao recidivantes (A) e dos resistentes ou ndo ao tratamento com podofilina (B). As linhas
horizontais indicam os valores de mediana das amostras analisadas.

4.10 Evolucéo da carga viral e estado fisico do DNA-HPV-16

Os resultados das coletas sequenciais estdo descritos na Tabela 11. Dos 38
pacientes infectados por HPV-16, apenas 15 (39%) retornaram para uma segunda

coleta.

Dos 15 pacientes gue retornaram até o momento, 3 sdo homens assintomaticos
e 12 pacientes com condiloma. Dos pacientes assintomaticos, 2 pacientes
apresentaram sua carga viral aumentada, mesmo ap0s o tratamento de sua parceira

(Tabela 11). Quanto aos pacientes portadores de condiloma, 58% (7/12)
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apresentaram reducdo da carga viral do HPV 16, apds o tratamento da leséo.
Destes 7 pacientes, 71% (5/7) apresentou boa resposta a podofilina, apenas 29%
(2/7) mostraram recidiva da lesdo e 5 mantiveram o estado fisico do HPV-16
encontrado anteriormente. Os 5 pacientes restantes apresentaram aumento da
carga viral, 4 deles mostraram recidiva do condiloma e 3 aumentaram a incidéncia
de integracédo (Misto 40-60para integrado, Misto 80-20 para integrado, Misto 80-20
para Misto 20-80) (Tabela 12).



80

Tabela 12 — Informagdes sobre o retorno dos pacientes para as coletas sucessivas.

Pacientes Data e tipo viral Carga viral*/ estado fisico**

Tipo de paciente e tratamento

12 coleta 22 coleta 12 coleta 22 coleta
17/08/10 30/03/11 4,23 6.175 Assintomatico
16 16 e 6/11 Integrado Misto 20-80 Mulher CAF
09/11/10 20/06/11 0,35 0,21 Assintomatico
16 e 6/11 16 e 6/11 Integrado Misto 20-80 Mulher CAF
05/07/11 06/03/12 0,1 2,1 Assintomatico
16 16 Misto 20-80 Integrado Mulher CAF
17/11/10 31/01/11 4,73 0,11 Condiloma
16 e 6/11 16 e 6/11 Integrado Misto 40-60 Resistente a podofilina, encaminhado para cauterizacéao
1 recidiva
24/11/10 12/04/11 68 59 Condiloma
16, 18 e 6/11 16 e 6/11 Integrado Integrado Podofilina
1 recidiva
05/04/11 21/10/11 5.386 0,28 Condiloma
16 e 6/11 16 e 6/11 Misto 20-80 Misto 20-80 Resistente a podofilina, encaminhado para tratamento com ATA
2 recidivas
05/04/11 18/10/11 12 0,006 Condiloma
16, 18 e 6/11 16e 18 Integrado Integrado Podofilina
Sem recidiva
06/04/11 21/10/11 14 0,11 Condiloma
16 e 6/11 16 e 6/11 Integrado Integrado Podofilina
Sem recidiva
07/04/11 07/06/11 105 0,002 Condiloma
16 e 6/11 16 e 6/11 Integrado Integrado Podofilina

Sem recidiva
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Pacientes Data e tipo viral Carga viral*/ estado fisico** Grupo do paciente e tratamento
12 coleta 22 coleta 12 coleta 22 coleta
10 24/05/11 12/08/11 16 2.206 Condiloma
16 e 6/11 16 e 6/11 Misto 20-80 Misto 40-60 Podofilina
2 recidivas/ gonorreia
11 02/06/11 10/08/11 0,19 1,02 Condiloma
16 e 6/11 16 e 6/11 Misto 40-60 Integrado Podofilina
3 recidivas
12 07/06/11 18/10/11 0,09 0,33 Condiloma
16 e 6/11 16 e 6/11 Integrado Integrado Podofilina
Sem recidiva
13 08/11/11 28/02/12 1.4 65 Condiloma
16 e 6/11 16 Misto 80-20 Integrado Podofilina/ ATA
1 recidiva
14 11/11/11 29/02/12 846 80 Condiloma
16 e 6/11 16 e 33 Misto 20-80 Integrado Podofilina
Sem recidiva / HIV +
15 16/02/12 19/09/12 0,65 2.443 Condiloma
16, 6/11 16 Misto 80-20 Misto 20-80 Podofilina/ATA
1 recidiva

* copias/ célula

** 20-80 = 20% epissomal (pHPV16) e 80% integrado (pE6), 40-60 = 40% epissomal (pHPV16) e 60% integrado (pE6)



82

5 DISCUSSAO

Alta prevaléncia de infec¢do por HPV foi encontrada neste trabalho (87%).
Esse dado estd de acordo com a literatura. HPV pode ser detectado, em seu
maior indice, em aproximadamente 93% dos homens em risco de infec¢do por
este virus (SMITH et al., 2011). Além disso, o Brasil tem sido relatado como um
pais com elevada prevaléncia de infeccdo por HPV, quando comparado com
outros paises (FRANCESCHI et al., 2002; GUILIANO et al., 2011; HPV STUDY
GROUP IN MEN FROM BRAZIL, USA AND MEXICO, 2008).

Entre os 77 pacientes com condiloma acuminado que participaram deste
estudo, em apenas dois (3%) néo foi detectado o HPV-6/11, embora tenham
apresentado DNA-HPV, cujo tipo néo foi pesquisado neste trabalho. E grande a
variacao dos indices de prevaléncia de HPV de baixo e alto risco encontrada
na literatura, de acordo com a populacdo estudada. Em trabalhos de revisao
(PARTRIDGE & KOUTSKY, 2006; SMITH et al., 2011), a prevaléncia de HPV
de baixo risco encontrada em homens variou de 1 a 84%, sendo que em 70 a
100% dos casos de condiloma acuminado sao detectados HPVs dos tipos 6 e
11, assim como observado no presente trabalho. De forma semelhante, o
indice de prevaléncia de HPV de alto risco detectado (54%) esta dentro da
faixa relatada por outros autores com variacdo de 2 a 93% (PARTRIDGE &
KOUTSKY, 2006; SMITH et al., 2011), sendo mais prevalente o HPV tipo 16.

A prevaléncia de HPV-16 detectada foi de 38%, sendo que 42% dos
pacientes com condiloma acuminado possuiam co-infeccdo com este virus.
Dentre os pacientes assintomaticos positivos para infeccdo por HPV, a
prevaléncia do HPV-16 detectada foi elevada (60% - 6/10). Este fato pode estar
associado a maior persisténcia da infeccdo, uma vez que ela € tipo-especifica,
sendo o HPV-16 um dos mais persistentes (RAMANAKUMAR et al., 2010).

Os altos indices de HPV de alto risco em homens, detectados nesse
trabalho, demonstram a necessidade de medidas educativas direcionadas para
essa populacao e reforcam a importancia da vacinacdo dos homens, por estes
favorecerem a manutencao da transmissao destes virus causadores do cancer
cervical e peniano. Estima-se que o risco de cancer de colo de utero é 4,9
vezes maior em mulheres parceiras de homens infectados por HPV (BOSCH et

al., 1996) e que a existéncia de condiloma acuminado aumentaria as chances
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de carcinoma peniano em 3,7 vezes (POW-SANG et al., 2010). Além disso,
verrugas genitais podem ser consideradas como um problema publico de
saude, gerando grande custo ao estado e ao préprio individuo, com reducédo
em sua qualidade de vida (DEDIOL et al.,, 2009; GIULIANO et al., 2008;
WOODHALL et al., 2009).

Os 13 pacientes negativos para infeccdo por HPV eram homens
assintomaticos, parceiros de mulheres com leséo de alto grau e com tempo
médio de relacionamento de 12 anos, tempo que € superior ao que é relatado
para o clearance da infeccdo por HPV verificada em homens. Existem
evidéncias que o tempo médio de infec¢cdo por HPV em homens seja de 7,5
meses e, em caso de infeccdo pelo HPV-16, este prazo se estenda para 12,2
meses. Além disso, infeccdes persistentes sdo menos comuns em homens
(GIULIANO et al., 2011; PARTRIDGE & KOUTSKY, 2006) e sua chance de
clearance mais alta (49% vs 31%) (GIULIANO et al., 2011).

Outro fator que poderia contribuir para explicar a auséncia de HPV em
homens cujas parceiras sao portadoras de leséo de alto grau seria a reduzida
carga viral esperada nestas parceiras. Sabe-se que a frequéncia de integracéo
do HPV é maior em lesdes mais graves. Uma vez integrado o genoma viral, a
replicacdo viral fica limitada a multiplicacdo celular, estabelecendo um ciclo
produtivo incompleto, em que particulas virais ndo chegam a ser formadas
(ARIAS-PULIDO et al.,, 2006; DOOBAR et al., 2012). Como consequéncia,
haveria menor carga viral, dificultando a transmissédo e potencialmente, caso
esta ocorresse, possibilitando uma resposta mais eficaz do sistema
imunoldgico.

Mdltiplas infeccbes causadas por diferentes tipos de HPV foram
encontradas em 48% dos pacientes. Em nosso outro estudo, multiplas
infeccbes foram prevalentes em 39,5% dos homens analisados, sendo que
34,8% apresentavam associacdo de HPV de alto e baixo risco (de LIMA-
ROCHA et al. 2012). Estes indices estdo de acordo com aqueles relatados na
literatura, onde nota-se uma variacdo de 2,3 a 60% para co-infeccéo
(PARTRIDGE & KOUTSKY, 2006; VACCARELLA et al., 2011). Co-infec¢des
sdo achados frequentes em populagdes de risco, existindo varios relatos de
infeccbes mudltiplas com a presenca de HPVs de alto risco em lesbes
condilomatosas (ANIC et al., 2011; BALDWIN et al., 2003; BALL et al., 2011,
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HO et al., 1998; KATELARIS et al., 1988; LOWHAGEN et al., 1993; SKERLEV
et al., 2002). Trabalhos recentes, conduzidos tanto em homens (VACCARELLA
et al., 2011) como em mulheres (CHATUVERDI et al., 2011), demonstram que
co-infeccdes ocorrem ao acaso e que ha pouca evidéncia de aumento de
susceptibilidade ou exclusdo competitiva/protecéo cruzada com qualquer HPV
tipo especifico. Aspectos como comportamento sexual e a resposta
imunolégica podem influenciar na prevaléncia de multiplas infeccdes
(CHATUVERDI et al., 2011). Outros trabalhos relatam a existéncia de protecéo
cruzada entre HPVs filogeneticamente proximos (FU Xl et al., 2009, WHEELER
et al., 2009). Portanto, ainda h&a controvérsias na literatura sob essa questdo de
aumento de susceptibilidade ou exclusdo competitiva/protecdo cruzada na
literatura.

Presenca de infec¢cdes multiplas requer atencdo, uma vez que a presenca
de multiplos tipos virais foi associada significativamente ao desenvolvimento de
lesbes neoplasicas na regido anal em homens e, portanto, podem atuar
sinergicamente para o desenvolvimento de cancer (risco aditivo) (ALVAREZ et
al., 2010). Kadaja et al. (2007) observaram experimentalmente que a
expressdo, mesmo que transitoria de E1 e E2, concomitante a infec¢cdo por
HPV16 e 18 podem levar a instabilidade gendmica. Assim, multiplas infeccbes
por HPVs de baixo risco, na forma epissomal, mantém a expresséo de E1 e E2,
levariam a instabilidade gendémica, desencadeada pela amplificacdo de copias
do genoma integrado e sua reintegracdo de novo no genoma da célula
hospedeira levando, potencialmente, a perda e ganho de fun¢cdes e aumento
da expressao dos oncogenes virais E6/E7, pelo aumento do nimero de copias
do genoma do HPV16 ou 18 integradas, como discutido por esses autores.

No presente trabalho, multiplas infeccBes estavam presentes em 63% dos
casos de recidiva, embora diferencas significativas ndo tenham sido
observadas. Assim, esse achado pode, portanto, ser fortuito, e influenciado por
fatores individuais ndo investigados, como resposta imune, infeccdo por outros
patégenos e reinfeccdo, assim como mecanismos moleculares que poderiam
também determinar a maior predisposicdo a recidiva na presenca de co-
infeccao.

Existem poucos trabalhos na literatura que quantificaram a carga viral do

HPV em homens e estes trabalhos variam quanto ao tipo de amostra
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analisada. Foram detectadas cargas virais em homens apresentando diferentes
lesdes, tais como condiloma acuminado (ANIC et al., 2011; BALL et al., 2011,
de MARCO et al., 2001), lesdes intraepiteliais anais (ALVAREZ et al., 2010;
KREUTER et al., 2007; PIERANGELI et al., 2008, POIZOT-MARTIN et al.,
2009; SALIT et al., 2009), lesbes planas penianas (BLEEKER et al., 2005b;
BLEEKER et al., 2006) e cancer peniano (DO et al., 2012; KALANTARI et al.,
2008; POW-SANG et al.,, 2010; TORNESELLO et al.,1997). Ha variacédo
também entre os estudos quanto ao método de quantificacdo utilizado. Ora
virus de alto risco sdo quantificados, ora virus de baixo risco, além das
diferentes formas de expressar os valores de carga viral (cépias/célula;
copias/10° células, copias/10®° células, log copias/10®  células;
copias/esfregago,; copias/ng de DNA total; copias/copias de B-globina). Todas
estas variagdes dificultaram as comparacgfes dos dados gerados neste trabalho
com aqueles relatados na literatura.

A grande variabilidade entre as cargas virais encontradas neste trabalho,
para um mesmo perfil de amostra, também é relatado por outros autores
(ALVAREZ et al., 2010; BALL et al., 2011; DO et al., 2012; HEIDEMAN et al.,
2007; KREUTER et al., 2007; PIERANGELI et al., 2008; SALIT et al., 2009).
Verificam-se, nesses estudos, elevados valores de erro padrdo (desvio padréao
ou intervalos interquartis). Como consequéncia dessa elevada variabilidade,
grande numero de amostras € necessario para permitir analises estatisticas
significativas. Calculo amostral foi realizado para as amostras do presente
estudo, que indicou serem necessarias 100 mil a 1 milhdo de amostras,
dependendo da relacdo a ser analisada. De fato, nossos dados evidenciam
elevados erros padrdo, dificultando a analise estatistica dos dados,
especialmente em relacdo aos dados referentes a carga viral. Pela dificuldade
em se alcancar estes valores para o tamanho de amostra, este trabalho deve
ser considerado, portanto, apenas como descritivo, sendo essa uma limitacao
do mesmo. Ressalta-se que apesar de pequeno, o0 numero de amostras nao
difere dos trabalhos conduzidos com homens, existentes na literatura (BALL et
al.,, 2011; de MARCO et al., 2001; KALANTARI et al., 2008; KREUTER et al.,
2007; PIERANGELI et al., 2008; POIZOT-MARTIN et al., 2009; TORNESELLO
et al.,1997).
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Em relacdo a integracdo, neste trabalho, as duas regides mais provaveis
para a quebra do gene E2, que sao a porcdo aminoterminal e a regido de
dobradica, foram analisadas para a determinacdo mais precisa do estado fisico
do DNA-HPV-16. Dentre os 100 pacientes estudados neste trabalho, detectou-
se a forma integrada do estado fisico do DNA-HPV-16 em 16% das amostras, a
forma mista em 74% e epissomal em 10 % das amostras. Constata-se elevada
prevaléncia de integracdo do DNA, ou seja, 90% dos pacientes, considerando
gue na forma mista ocorre algum grau de integracao.

Integracdo ocorreu na presenca tanto de cargas virais elevadas como em
reduzidas e parece ndao modificar diante da ocorréncia de multiplas infec¢des e
da presenca ou ndo de condiloma acuminado. Foram encontradas diferencas
significativas apenas em dois dos aspectos analisados: 1) na variagao de carga
viral das amostras de condiloma, ao se comparar os diferentes estados fisicos
(p=0,041) e 2) ao se comparar a carga viral das amostras neoplasicas (13,29
copias/célula) e ndo neoplasicas que apresentaram DNA integrado (0,22
copias/célula).

Com relacdo a variacdo de carga viral das amostras de condiloma,
observa-se uma carga viral epissomal menor que a carga viral encontrada para
a forma mista. Esta observacdo pode ser explicada pelo pequeno numero
amostral para a forma epissomal ou por um efeito temporal. Neste trabalho néo
foi determinado o momento exato da infeccdo e ndo houve avaliacdo da
variacdo da carga viral com o passar do tempo. Verificou-se também uma
reducdo da carga viral apés a estabilizacdo da forma integrada com a
instauracdo do ciclo produtivo incompleto. Outra possivel explicacdo estaria
associada a instabilidade genémica decorrente da maior expressao de E1 e E2,
pelas formas epissomais, levando a amplificacdo do numero de copias
integradas e, consequentemente, aumento de E6 e E7 pelas formas
integradas, como descrito por Kadaja et al. (2007).

A diferenca estatistica (p = 0,012) de carga viral encontrada para a
comparacao entre a carga viral das amostras neoplasicas (13,29 copias/célula)
em comparacdo com as ndo neoplasicas que apresentaram DNA integrado
(0,22 copias/célula), poderia também ser explicada pelo mecanismo de
instabilidade genbmica, como descrito acima, baseado nas evidéncias

descritas por Kadaja et al. (2007), relacionada ao aumento da expressao
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concomitantemente de E1 e E2, pelos epissomos e de E6 e E7 pelas copias do
genoma integradas.

Sao poucos os trabalhos que avaliaram a prevaléncia do estado fisico do
DNA-HPV-16 em amostras masculinas (ALVAREZ et al., 2010; DO et al., 2012;
KALANTARI et al., 2008, TORNESELLO et al.,, 1997). Alvarez et al. (2010)
detectaram, em amostras de anais de pacientes HIV positivos, que 94,3% do
DNA-HPV-16 estavam na forma epissomal, 3,3% na forma mista e 1,4% na
forma integrada. No entanto, outros autores verificaram em amostras de cancer
peniano a integracdo do DNA-HPV-16 em 89% (DO et al.,, 2012), 80%
(TORNESELLO et al., 1997) e, em 73%, quando a integragcéo estava associada
ou nao a forma epissomal (KALANTARI et al., 2008).

Os indices de integracdo do DNA detectados no presente trabalho
assemelham-se, em parte, aos encontrados em outros estudos de cancer
peniano, apesar de aplicacdo de metodologias distintas (KALANTARI et al.,
2008; TORNESELLO et al., 1997). Ao pesquisarmos o estado fisico do DNA
nas nove amostras de cancer peniano, utilizando a mesma metodologia que a
usada nas amostras coletadas dos 100 pacientes, constatou-se que todos os
casos de cancer peniano apresentavam integracdo do DNA-HPV.

Sabe-se que a incidéncia de lesbes pré-cancerosas ou cancerosas em
homens € menor que em mulheres, apesar da infec¢cado por HPV-16 ocorrer em
alta prevaléncia em ambos os sexos (TOTA et al.,, 2011; TROTTIER et al.,
2010). Estudos mostram que alteracdes morfologicas indicativas da infeccao
por HPV em amostras penianas sao também raras (de LIMA ROCHA et al.,
2008; BOON et al., 1988). Em nosso estudo anterior (DE LIMA ROCHA et al.,
2008), raras alteracdes citoldgicas foram observadas por meio da técnica de
citologia em meio liquido, em um grupo de pacientes com caracteristicas
similares aos analisados no presente trabalho, sendo todos oriundos do
CTDST. Nosso dados corroboram os resultados de outros autores, sugerindo
gue o processo de integracdo é importante, mas por si sO, parece insuficiente
para o desenvolvimento destas lesdes (KALANTARI et al., 2008; POW-SANG
et al., 2010; TORNESELLO et al., 1997). Alvarez et al. (2010) relatam ser o
processo de integracdo algo frequente e ocorrendo tanto em células normais,

guanto em células neoplasicas.
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Varios fatores poderiam interferir na evolucdo das lesbes na regido
peniana. Dentre eles, destacam-se a menor prevaléncia de infecgbes
persistentes, as maiores chances de clearance da infec¢do, devido a uma
maior descamacdo das células epiteliais e as menores cargas virais
(GUILIANO et al., 2011; MARKS et al., 2011). A auséncia da jungdo escamo-
colunar pode ser outro fator importante para a menor frequéncia de
desenvolvimento de cancer peniano. Na juncdo escamo-colunar, o HPV pode
infectar as células metaplasicas que possuem alto potencial de multiplicacédo e
um microambiente préprio (HERFS et al., 2012; MCNAIRN & GUASCH, 2011),
0 que pode promover um aumento na carga viral e, consequente, progressao
de lesdes. Dados de prevaléncia de associagédo da infeccdo por HPV e cancer
anal podem reforcar essa hipétese, ja que essa regiao também possui a juncao
escamo-colunar (KALANTARI et al., 2008; POW-SANG et al.,2010). O cancer
anal também é considerado um evento raro, sendo que 40% ocorrem em
homens e 60% em mulheres (GIULIANO et al., 2008), mas sua associacao
com a infeccdo por HPV é alta, variando de 71% a 93% (ZANDBERG et al.,
2012). O HPV16 é o mais comum, estando presente em 80% dos casos
(GIMENEZ et al., 2008). Outros fatores, como o local de integracdo ao genoma,
possibilitando a ativacdo de oncogenes ou desativacdo de genes supressores
de tumor, e os processos de metilacdo do DNA viral desencadeados pela
integracao sdo também fendmenos significativos no processo carcinogénico do
HPV e que em conjunto com o microambiente do epitélio peniano poderiam
determinar a menor incidéncia de neoplasia associada ao HPV, nessa regido
(DALL et al., 2008; KALANTARI et al., 2008; LI et al., 2013; MOTOVINA et al.,
2009, SCHMITZ et al., 2012).

A taxa de recidiva de les6es observada neste trabalho foi de 43%. Alguns
condilomas (39%) mostraram-se resistentes ao tratamento com podofilina,
sendo necessaria a utilizacdo de outros tratamentos, como a aplicacdo de
acido tricloroacético (ATA) e/ou eletrocauterizacdo. Outros trabalhos mostram
ser a resisténcia ao tratamento e as recidivas algo frequente, sendo o tempo
meédio de recorréncia dos condilomas, apo6s tratamento com podofilina, de 6-12
meses (BUCK, 2007; HSUEH, 2009).
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Com base nos dados gerados neste trabalho, verifica-se que a recidiva de
condilomas ndo parece estar associada a cargas virais elevadas (p=0,4397).
No entanto, analisando-se a evolucdo da carga viral, 4 de 5 pacientes que
tiveram um aumento de carga viral do HPV-16 da primeira para a segunda
coleta, apresentaram recidiva. Ressalva feita ao pequeno numero amostral.
Recidiva foi mais frequente em pacientes com mdltiplas infec¢des (63%).

De forma similar, a resisténcia do condiloma acuminado ao tratamento
com podofilina parece ndo estar associado a alta carga viral, podendo ser
provocado por caracteristicas especificas do préprio individuo relacionadas, a
idade, ao sistema imune (atopia), e/ ou do condiloma acuminado, tais como
pigmentacdo e tamanho da lesdo (BEUTNER et al., 1998, SELLORS & LAW,
1994, STEFANAKI et al., 2010).

Lacey (2005), em seu trabalho de revisdo, questiona a necessidade de
tratamento de verrugas ja que este demanda tempo e custos elevados, gera
ansiedade e desconforto nos pacientes, sem a certeza de cura, aléem das
verrugas genitais serem proliferacdes benignas que costumam causar sintomas
leves. O contrario, uma das justificativas para tratamento, estaria relacionada
aos altos indices de infeccdo com HPVs de alto risco nessas lesbes e a
associacdo das mesmas com o cancer (ANIC et al., 2011; BALDWIN et al.,
2003; BALL et al., 2011; HO et al., 1998; KADAJA et al., 2007; KATELARIS et
al., 1988; LOWHAGEN et al., 1993; SKERLEV et al.,, 2002), além dos
transtornos psicoldgicos e nos relacionamentos conjugais (DEDIOL et al., 2009;
GIULIANO et al., 2008; WOODHALL et al., 2009).

Em sintese, os resultados observados mostram que carga viral € um fator
altamente variavel e, talvez, ndo se constitua em um marcador significativo do
processo de infeccdo por HPV, em amostras penianas. Em contraste, a alta
prevalencia de HPV-16 detectada nos pacientes com condiloma e naqueles
com multiplas infeccdes e a frequente integracdo do genoma viral, inclusive sob
forma mista, observada nessas amostras, sugerem que estes pacientes
merecem acompanhamento devido ao potencial que estas condicbees podem
representar para a progressdo de lesdes neoplasicas Estas consideracfes
finais encontram suporte na frequente deteccdo de alteracdes displasicas
observadas em andlises histopatologicas de amostras de condiloma peniano
(BAYDAR et al., 2013).
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Assim, este estudo acrescenta informacdes a uma literatura escassa,
contribuindo para um melhor entendimento da relagcdo entre carga viral e do
processo de integracdo na infeccdo por HPV em homens e reforca a
necessidade de mais estudos sobre o processo infeccioso do HPV nesta
populacéo.
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6 CONCLUSOES

- Homens atendidos no Centro de Referéncia em DSTs da prefeitura de
Belo Horizonte, MG, com condiloma acuminado ou parceiros assintométicos de
mulheres com leséo intraepitelial de alto grau, apresentam elevada prevaléncia
de infeccédo por HPV, em especial do HPV-16 e de co-infecgcbes com outros
tipos virais;

- Homens com condiloma acuminado ou assintomaticos infectados pelo
HPV-16 apresentam ampla variagcdo de carga viral, independente do estado
fisico do genoma deste virus, seja ele integrado ou epissomal.

- A maioria dos homens infectados pelo HPV-16 apresenta o genoma
deste virus no estado fisico integrado, assim como as amostras de carcinoma
peniano estudadas, sugerindo que a integragcdo pode constituir um fator
importante para a carcinogénese do cancer peniano, mas nao unico.

- A integracdo do genoma do HPV-16 parece néo ser influenciada pela
presenca de condiloma acuminado ou de multiplas infecgdes.

- A integracdo do genoma do HPV-16 parece ocorrer tanto em baixas
cargas virais quanto em elevadas, seja em homens com condiloma acuminado
ou assintomaticos.

- Apesar do pequeno numero de pacientes estudados que retornaram
para avaliacéo, existe tendéncia de reducéo na carga viral com o tratamento de
condiloma acuminado.

- Carga viral elevada ndo se correlacionou com a maior frequéncia de
recidivas e com resisténcia ao tratamento com podofilina.

- Maior frequéncia de recidiva foi encontrada em amostras infectadas por

mais de um tipo viral.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2 ETIC 0088.0.410.203-09

Interessado(a): Profa. Paula Avila Fernandes

Depto. de Analises Clinicas e Toxicol6gicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 13 de julho de 2010, apés atendidas as solicitagdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Analise da carga viral e do estado
fisico do DNA-HPV 16 em amostras penianas por meio da técnica
de PCR em tempo real” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

|
Profa”Maria Teresa Marques Amaral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufing.br
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ANEXO 2

Secretaria Municipal de Saiide de Belo Horizonte

Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

Parecer: 0088.0.410.203-09A

Pesquisadora responsavel: Paula Avila Fernandes - Faculdade de Farmacia da UFMG
— Tese de Doutorado, com orientagdo da Dra. Ana Paula Salles Moura Fernandes desta
mesma Faculdade.

O Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Saude de Belo Horizonte —
CEP/SMSA/BH aprovou em 07 de abril de 2010, o projeto de pesquisa intitulado
“Analise da carga viral e do estado fisico do DNA-HPV 16 em amostras penianas
por meio da técnica de PCR em tempo real”, bem como scu Termo de Consentimento
Livre ¢ Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao CEP um ano apds inicio do
projeto ou ao final deste, se em prazo inferior a um ano.

Celeste de Souza Rodrigues

Coordenadora do CEP/SMSA/BH

Avenida Afonso Pena, 2336, 92 andar. Funciondrios - Belo Horizonte. 30.130-007 - MG.
coep@pbh.gov.br TEL: (31) 3277-5309 FAX: (31) 3277-7768
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APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Analise da carga viral e do estado fisico do DNA-HPV 16 em amostras
penianas por meio datécnica de PCR em tempo real

Prezado Senhor,

O senhor esta sendo convidado a participar de um estudo que sera
desenvolvido na Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Minas
Gerais que tem por finalidade estudar as lesbes penianas causadas pela

infeccao pelo Papilomavirus Humano.

Este virus, o HPV, é transmitido sexualmente e pode causar diferentes
alteracoes, desde lesdes benignas até o cancer de pénis. Existem diferentes
tipos de HPV. Lesdes mais sérias séo, na grande maioria das vezes, causadas
por HPV classificados como de alto risco. Por outro lado, as verrugas genitais

séo geralmente causadas por HPV classificados como de baixo risco.

Esta pesquisa € importante porque o HPV associa-se com o cancer anal
e peniano. Além disso, o homem pode transmitir este virus para as suas
parceiras, levando ao desenvolvimento de cancer do colo do utero nas

mulheres.

Para sua participagcdo no estudo serdo colhidas amostras contendo
células da pele peniana. O exame ndo apresenta risco algum a saude. Seréo
utilizados somente materiais descartaveis e de boa qualidade. A coleta das
células sera realizada utilizando-se uma escovinha, a qual sera usada em
algumas regides do pénis para coletar o material. Todas as células removidas
serdo encaminhadas ao laboratério para a realizacdo dos testes. A coleta das
células pode causar um pequeno desconforto. Raramente ocorrem irritacfes na
pele e/ou sangramento. Para evitar estes transtornos sera evitada a coleta em

areas sensiveis.

Serdo realizadas coletas a cada seis meses para avaliar a evolucao da
guantidade de virus presente e para correlacionar estes resultados com a

permanéncia ou recidiva das alteracdes no pénis. Nao havera nenhum prejuizo
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para a sua pessoa e para seu acompanhamento na unidade de salde, caso o
senhor desista de participar da pesquisa a qualquer momento.

As suas respostas ao questionario e o material coletado serdo usados
somente para esta pesquisa, e 0s resultados serdo mantidos em sigilo. Seu
nome e sua participacdo na pesquisa nao serao divulgados.

Os exames serdo gratuitos e ndo havera compensacdao financeira na sua
participacdo nesta pesquisa. Serao realizados testes para a detec¢ao do HPV e
identificacdo do(s) tipo(s) viral(s). A liberacao do resultado seré feita no prazo de
dois meses e a comunicacéo da entrega do laudo informada por telefone.

Sua participacdo é voluntaria. Vocé tem o direito de se recusar a participar
a qualquer momento sem qualquer prejuizo para o seu tratamento e/ou de sua

parceira.

Caso vocé tenha alguma duvida sobre o estudo, podera contactar as
pesquisadoras deste estudo, Dra. Ana Paula Salles Moura Fernandes e/ou Dra.
Paula Avila Fernandes, pelos telefones 3409-6884 ou 3409-6879, na Faculdade
de Farmacia da UFMG, localizada na Av. Anténio Carlos, 6627, bloco 3, 4°
andar, salas 4090 e 4116 ou o comité de ética em pesquisa — COEP, Unidade
Administrativa Il, 2° andar, sala 2005, telefone 3409-4592, também localizado
na Av. Antbnio Carlos, 6627, Campus Pampulha. Podera ainda contactar o
Comité de ética em pesquisa da Secretaria Municipal de Saude, localizado na
Av. Afonso Pena, 2336, 9° andar, telefone 3277-8222.

Acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informacdes
que li ou que foram lidas para mim descrevendo o estudo: “Analise da carga
viral e do estado fisico do DNA-HPV 16 em amostras penianas por meio da

técnica de PCR em tempo real ”.

Assinatura da paciente/representante legal

Assinatura da testemunha Data



APENDICE 2 — QUESTIONARIO DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Nome:
Numero de registro: Data:
ldade: Telefone:

Paciente: Sem leséo ( )

Com lesdo( ) Localizagdo do condiloma:

Data da primeira coleta:

Tratado: Sim ( )

108

Como?
Nao ( )
Recidivas (data/ tratamento realizado):
Data das demais coletas: Sinais:
Sinais:
Sinais:

Sinais:
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ESTABILIDADE CONJUGAL

Tempo de relacionamento:

Possui parceiras extra-conjugais? Nao ( )
Sim( )

Quantas?

Usa camisinha? Sim ()
Néo ( )
Uso de camisinha com a parceira:
nunca ( )

asvezes () Porqué?

sempre ()

Condiloma ou evidencia de infecgéo por HPV previamente?

Sexo anal: Sim( ) Nao ( )

Fumante: Sim( ) Néao ( )

Circuncisdo: Sim( ) Nao ( )
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APENDICE 3 — QUESTIONARIO DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS -
RETORNO

Nome:
Numero de registro: Data:

Telefone:

Paciente: Sem leséo ( )

Com lesdo( ) Localizacdo do condiloma:

Relacionamento continua estavel? Sim ()

Nzo ()

Alguma mudancga em seu comportamento sexual com a parceira?

Dados da parceira:

Prontuério:

Foi submetida a algum tratamento apds a data da coleta anterior?




