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RESUMO

Infecgado genital por Papilomavirus Humano (HPV) é a mais comum dentre as
doengas sexualmente transmissiveis. Nas mulheres é a causa principal de cancer cervical e
suas lesdes precursoras; nos homens, além das verrugas genitais também contribui para o
cancer peniano. Cerca de 100 tipos diferentes de HPV ja foram descritos e
aproximadamente 15 possuem maior potencial oncogénico. No Brasil, o cancer cervical é o
segundo tipo de neoplasia mais comum entre as mulheres, com cerca de 19 mil novos
casos anualmente e o cancer pénis representa 2% de todos os tipos de tumores que afetam
os homens. Os homens desempenham um papel importante na transmissdo do HPV, pois o
DNA viral foi detectado na genitdlia masculina em até 73% dos homens
saudaveis. Atualmente, poucos trabalhos se dedicaram a estudar a distribuicdo e
prevaléncia dos tipos de HPV em homens e mulheres no Distrito Federal. Embora o HPV 16
seja o tipo mais encontrado em mulheres saudaveis e pacientes com cancer cervical, outros
tipos virais exibem uma distribuicdo heterogénea. Além disso, associado a citologia, o teste
molecular para detecgdo e identificagdo do DNA do HPV vem sendo aprovado para
rastreamento primario. Através da analise de banco de dados de um grande laboratério
clinico da regiao centro-oeste do Brasil, procurou-se identificar a distribuigcado genotipica do
HPV em amostras de homens e mulheres e correlaciona-la a idade e tipos de lesbes
diagnosticadas em exames de citologia cervical e biopsia peniana. Foram identificadas 4251
amostras que realizaram o exame de genotipagem para HPV pela metodologia do
Papillocheck®, no periodo de fevereiro de 2009 a maio de 2011. A partir dessas amostras
foi possivel demonstrar uma positividade de 44,4%, sendo que os homens tinham
proporcionalmente mais resultados positivos que as mulheres (56,8% versus 44,3%,
p<0,0001). No entanto, as mulheres apresentam mais genétipos de alto risco que os
homens (77,02% versus 57,9%, p<0,0001). As mulheres apresentam também mais
infeccdes simples que os homens (56,4% versus 45%, p<0,0001), e estas infec¢des simples
aumentam com a idade [Penq)<0,0001)]. Em ordem decrescente, os trés gendtipos mais
freqlientes nas mulheres foram HPV 16, 56 e 53; e nos homens HPV 6, 42 e 43. A
positividade diminui com o aumento da idade em ambos os sexos [P renq)<0,0001)]. Dentre
as mulheres que realizaram o exame de genotipagem, 1913 fizeram também a citologia
cervical, dentre estas, a positividade para HPV aumenta com a gravidade da lesao
observada no exame citologico, 34,05%, 66,41%, 92,73% e 100% para PN, ASCUS, LSIL e
HSIL, respectivamente [P(xenq)<0,0001)]. A proporgdo de gendtipos de alto risco também
aumenta com a gravidade da lesédo, PN (71,94%), ASCUS (79,67%), LSIL (79,38%), HSIL
(85%) [Ptrenay= 0,0087)]. Analisou-se por fim, homens que realizaram genotipagem para HPV
e biopsia de lesdes penianas, 72,1% foram positivos para HPV. As alteragdes citopaticas
relacionadas a presenga do DNA do HPV foram hiperceratose (p=0,003), acantose irregular
(p=0,003) e papilomatose (p=0,037); a atipia coilocitica apresentou associacdo préxima a
significancia (p=0,099). Interessantemente, Paraceratose (p=0,046), atipia coilocitética
(p<0,001) e hiperplasia e perda da polaridade basal (p=0,024) estavam associadas as
infecgdo multiplas. Entretanto, nao foi observada associagao entre as alteragdes citopaticas
com o risco genotipo-especifico. Por fim, este trabalho demonstra que muito conhecimento
esta escondido no banco de dados de laboratérios clinicos e a mineragao de dados, pode
ser uma ferramenta importante para que este conhecimento seja revelado. Assim, ao avaliar
0 banco de dados de resultados um laboratério clinico pode-se contribuir para o
desenvolvimento médico e cientifico.

Palavras-chaves: HPV; genotipagem HPV; banco de dados.



ABSTRACT

Genital infection by human papillomavirus (HPV) is the most common of
sexually transmitted diseases. In women, it is the main cause of cervical cancer and
its precursor lesions, in men, it is the main cause of genital warts, also contributes to
penile cancer. Approximately 100 different HPV types have been described and
about 15 are oncogenic. In Brazil, cervical cancer is the second most common type
of cancer among women, with about 19,000 new cases annually, and penile cancer
represents 2% of all tumor types that affect men. Men play an important role in the
transmission of HPV, viral DNA was detected on the male genitalia in up to 73% of
healthy males. Currently, little is known about the distribution and prevalence of HPV
types in men and women in Brazil Federal District. Although HPV 16 is the most
commonly type found in healthy women and patients with cervical cancer, other viral
genotypes exhibit a heterogeneous distribution. Associated with cytology, the
molecular test for detection and identification of HPV DNA has been approved for
primary screening. By analyzing the database of a large clinical laboratory in the
central-western Brazil, we sought to identify the HPV genotype distribution in
samples of men and women and correlate it to age and injuries diagnosed in cytology
cervical and penile biopsy. 4251 samples were examined for HPV genotyping
methodology Papillocheck® for the period February 2009 to May 2011. These
samples demonstrated a positivity of 44.4%, and that men had proportionately more
positive results than women (56.8% versus 44.3%, p <0.0001). However, women
have more high-risk genotypes than men (77.02% versus 57.9%, p <0.0001).
Women are also more simple infections than men (56.4% versus 45%, p <0.0001),
and simple infections increase with age [P (trend) <0.0001)]. In descending order, the
three most common genotypes in women were HPV 16, 56 and 53, and in men HPV
6, 42 and 43. The positivity decreases with increasing age in both sexes [P (trend)
<0.0001)]. Among women who underwent the genotyping, 1913 have also cervical
cytology, among these, positivity for HPV increases with the severity of the lesion on
cytology, 34.05%, 66.41%, 92.73% and 100% for PN, ASCUS, LSIL and HSIL,
respectively [P (trend) <0.0001)]. The proportion of high-risk genotypes also
increases with the severity of a PN (71.94%), ASCUS (79.67%), LSIL (79.38%), HSIL
(85%) [P (trend) = 0.0087)]. 72.1% men who underwent genotyping for HPV and
penile lesion biopsy were positive for HPV. The cytopathic changes related to the
presence of HPV DNA were hyperkeratosis (p = 0.003), irregular acanthosis (p =
0.003) and papillomatosis (p = 0.037), atypia was associated coilocitica close to
significance (p = 0.099). Interestingly, parakeratosis (p = 0.046), koilocytotic atypia (p
<0.001) and hyperplasia and loss of polarity baseline (p = 0.024) were associated
with the multiple infections. However, no association was observed between the
cytopathic changes with the risk specific genotype. Finally, this work demonstrates
that much knowledge is hidden in the database of clinical laboratory and data mining,
can be an important tool to reveal this knowledge.

Keywords: HPV; HPV genotyping; database.
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1 INTRODUGAO

Papilomavirus Humano (HPV) é a infeccdo sexualmente transmissivel mais
comum em homens e mulheres (1-3). HPV é causa comprovada de cancer cervical e
suas lesdes precursoras nas mulheres (2-4). Nos homens, a infecgao por esse virus
contribui para doengas como verrugas genitais, e diversos canceres, incluindo
cancer de anus e de pénis (3). Cerca de 100 tipos diferentes de HPV, com variagdes
distintas em seu potencial genético e oncogénico sdo conhecidos (5). Eles foram
caracterizados e ordenados filogeneticamente de acordo com suas similaridades na
sequéncia gendbmica e aproximadamente 40 deles podem infectar o trato genital (6,
7). Foram ainda classificados em alto e baixo risco oncogénico, aproximadamente
15 tipos possuem maior potencial oncogénico e sao os chamados HPV de alto risco
(8-11).

O céancer cervical € a neoplasia ginecolégica mais comum e umas das
principais causas de morte por cancer em mulheres no mundo (4); na América
Latina conta com 15% das incidéncias de casos e mortes (2). No Brasil, o cancer
cervical € o segundo tipo de cancer mais comum entre as mulheres, com
aproximadamente 19 mil novos casos anualmente (12, 13). Além disso, cerca de
70% dos casos de canceres cervicais no mundo sao atribuidos a apenas dois tipos,
HPV 16 e 18 (10, 11). Acredita-se que o tipo de HPV afeta tanto o risco absoluto de
persisténcia viral e de progressao a pré-cancer dada uma persisténcia viral (14).

O exame colpocitopatologico, teste de Papanicolaou, colpocitologia
oncolodgica ou oncdtica € o método de rastreamento do cancer cervical presente no
cenario nacional desde a década de 50. Trata-se de um método simples, barato e
eficiente para deteccdo de lesbes precursoras de neoplasias, ou dessas fases
iniciais, e esta a disposicado da populagcao feminina em toda a rede basica de saude.
No entanto, as acbes para prevencao e deteccdo precoce do cancer do colo do
utero, configuram-se em acgdes isoladas, longe de comporem um Programa de
Rastreamento. Para alcangar resultados efetivos, € necessario se atentar para
aspectos como: definicdo da populagéo alvo, qualidade da coleta de Papanicolaou,
periodicidade do exame, qualidade do diagndstico, condutas padronizadas para o
tratamento dos casos alterados e seguimento das mulheres com cancer,
identificando parametros de avaliagdo para cada uma das variaveis (15).

Associado a citologia, o teste molecular para detec¢ao do DNA do HPV vem

sendo aprovado para rastreamento primario em mulheres de 30 anos ou mais (16).
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O conselho de saude holandés foi o primeiro a propor a incorporagao do teste de
diagnodstico do HPV como método de screening primario em seu programa de
rastreio do cancer do colo do utero (17). Trata-se de um teste mais sensivel, com
valor preditivo negativo alto, proporcionando a garantia de que os testes negativos
possuem baixo risco de desenvolver cancer ou lesdes precursoras, mas sd0 menos
especificos que a citologia, ja que as infecgdes por HPV sdo muito comuns (16).
Desta forma, a genotipagem do virus em vez de sua mera deteccdo tem sido
recomendada, pois ela tem o potencial clinico para melhorar o rastreio do cancer
cervical identificando mulheres com risco muito elevado para cancer entre as
pessoas em risco (18). Infelizmente, no Brasil, esse tipo de conduta esta longe da
realidade, devido ao alto custo da técnica e a falta de programas organizados de
rastreamento (19). O cancer de pénis € muito mais comum em paises africanos,
asiaticos e sul americanos. Constituindo cerca de 10% das neoplasias desses
continentes e, portanto, representa um problema de saude consideravel (20). No
Brasil, esse tipo de tumor representa 2% de todos os tipos de cancer que atingem o
homem (21). Revisao da literatura revelou que cerca de 45% a 80% dos casos
desse tipo de cancer estao relacionados ao HPV (20). A taxa de infeccao genital por
HPV entre homens €& semelhante a de mulheres. No periodo de um ano, a
probabilidade de um homem sexualmente ativo adquirir uma nova infecgao genital
por HPV é de 0,29 a 0,39, o que é uma estimativa semelhante para as mulheres
(22). Os homens desempenham um papel importante na transmissdo do HPV, o
acido desoxirribonucleico (DNA) viral foi detectado na genitalia masculina em até
73% dos homens saudaveis (23). Os gendtipos de HPV 16 e 18 também possuem
uma forte correlagdo com cancer de pénis, em 25 a 94,7% dos casos foram
detectados HPV 16 e em 10 a 55% HPV 18 (20).

A forma subclinica constitui a mais frequente apresentacdo do HPV no
homem e o aumento de sua incidéncia se deve a fatores como habitos do
hospedeiro, interagado agente-hospedeiro, métodos terapéutico/preventivos precarios
e aperfeicoamento dos métodos diagndsticos, como a colposcopia na area da
ginecologia e a peniscopia na area da urologia (24). Relativamente pouco se sabe
sobre a epidemiologia da infecgao peniana pelo HPV, em parte devido a falta de
técnicas de amostragem de células penianas para deteccdo de DNA do HPV. Varias
técnicas ja foram publicadas e tém sido usadas para definir melhor prevaléncia,

incidéncia e clearance da infecgao peniana por HPV (25).
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O gendtipo de HPV é um importante fator de risco para a progressao
diferencial do cancer cervical (2). Atualmente, pouco se sabe sobre a distribuicdo e
prevaléncia dos tipos de HPV no Distrito Federal (DF). Embora o HPV 16 seja o tipo
mais comumente encontrado em mulheres saudaveis e pacientes com cancer
cervical, outros gendtipos virais exibem uma distribuicdo heterogénea (26). Varios
tipos de HPV sao frequentemente encontrados na genitalia externa dos homens, (3);
entretanto pouco se sabe sobre a distribuicdo genotipica nestas amostras, mesmo
sabendo que a infeccdo por HPV nos homens contribui de forma significativa para a
infeccao subsequente nas mulheres através da transmissao entre parceiros (27).

Atualmente existem duas vacinas preventivas que tem como alvos os HPVs
16 e 18, Cevarix® e Gardasil®, a segunda também previne contra dois tipos de
baixo risco HPVs 6 e 11, que juntos sdo responsaveis por 90% das verrugas
genitais. No entanto, elas oferecem protecdo apenas contra alguns tipos de HPV
que causam cancer (23); dados de varios paises demonstram a presencga, em niveis
significantes, de tipos de HPV que nao estao incluidos na preparagao das vacinas
atualmente disponiveis, indicando que estas vacinas poderiam ser menos eficazes
em uma determinada area do mundo (28). Devido ao fato de a prevaléncia de tipos
de HPV diferir por regido, € importante que pesquisadores conduzam uma série de
estudos para estabelecer padrbes globais e regionais de distribuicdo genotipica
desse virus e de doengas clinicamente relacionadas (13). Nesse sentido, testes de
genotipagem do HPV foram introduzidos na pratica clinica com a finalidade de
melhorar a eficiéncia e maximizar o rastreio do cancer cervical (18), além disso,
permite avaliar a persisténcia da infeccdo pelo mesmo gendétipo (18, 29, 30). Assim
como, identificar co-infecgdes, as quais tém sido associadas a um risco aumentado
de desenvolver cancer cervical (9).

Entretanto, o exame de genotipagem ainda € de alto custo o que inviabiliza
sua execucdo em grandes amostras. O preco de custo do exame de genotipagem
baseado na técnica de microarray de DNA, como o PapilloCheck®, utilizado neste
estudo é de R$100,00 (31). Assim, neste trabalho, analisamos o banco de dados de
resultados de genotipagem de HPV de um grande laboratorio clinico da regiao
centro-oeste do Brasil. O banco de dados de um laboratério clinico abriga um
verdadeiro tesouro, a mineragcao desses dados pode ser uma ferramenta importante
para transformar essa riqueza em conhecimento. Ao permitir a analise de seus

dados armazenados, o laboratorio clinico esta contribuindo para o desenvolvimento
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médico e cientifico de forma econbmica, tanto de tempo como de recursos
financeiros (32); pois, o custo e a execugao das analises clinicas sdo mitigados pelo
trabalho da rotina laboratorial (33). Além disso, o conhecimento cientifico originado
da analise de banco de dados de clinicas, hospitais, e de dados secundarios de
outros estudos clinicos tem gerado importantes conclusdes acerca de diversas
enfermidades (32).

Desta forma, com este estudo pretendemos revelar parametros relacionados
a infecgao pelo HPV como positividade, o tipo de infecgao (simples ou multipla), a
oncogenicidade do virus, distribuicdo genotipica, e das espécies do HPV em
homens e mulheres, e sua associagcdo com exames de citologia cervical e bidpsia de
lesdes penianas a fim de se obter um perfil dessa infeccdo no DF. Assim, foi
possivel fazer correlagbes da frequéncia genotipica entre tipos de infecgdes, sexo,
idade e lesdes cervicais e penianas. Portanto, este estudo foi organizado em trés
partes. Na parte 1, a totalidade dos resultados do banco de dados de genotipagem
de HPV foi analisada, mais de 4000 amostras foram incluidas e entdo, avaliou-se a
positividade, o tipo de infecgdo, a oncogenicidade do virus, a distribuicdo dos
genotipos e das espécies de HPV na totalidade das amostras, nos homens e nas
mulheres. Além disso, dividiram-se os géneros em trés faixas etarias, menor ou igual
a 30 anos, entre 31 e 44 anos, e maior ou igual a 45 anos, e foram realizadas as
mesmas analises em busca de tendéncias de aumento ou diminuicdo dos
parametros de infecgao supracitados. Na parte 2 do estudo foram incluidas amostras
de mulheres que realizaram a genotipagem de HPV e citologia cervical com a
intencao de identificar a positividade, o tipo de infecgédo, a oncogenicidade do virus,
a distribuicao dos gendtipos e das espécies de HPV nos possiveis resultados da
citologia cervical segundo o sistema de classificacdo Bethesda. Este sistema
classifica os achados citologicos em Padrao Normal ou dentro dos limites da
normalidade (PN); Atipias em Células Escamosas de Significado Indeterminado
(ASCUS); Lesao Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL); e Lesao Intraepitelial
Escamosa de Alto Grau (LSIL). Na parte 3 do estudo foram incluidas amostras de
homens que realizaram a genotipagem de HPV e bidpsia de lesdo genital com a
intencao de identificar a positividade, o tipo de infecgédo, a oncogenicidade do virus,
a distribuicdo dos gendtipos e das espécies de HPV neste tipo de amostra. Além
disso, correlacionar os diferentes tipos de alteracbes citopaticas como lesao

exofitica, hiperceratose, paraceratose, acantose irregular, papilomatose,
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hipergranulose, atipia coilocitotica, queratinizagao, hiperplasia e perda da polaridade

basal com parametros da infeccao citados anteriormente.

1.1 O PAPILOMAVIRUS HUMANO — PARTICULA VIRAL E ORGANIZACAO DO
GENOMA.

Os papilomavirus (PVs) sdao um grupo heterogéneo de virus de DNA
encontrados em diversas espécies de mamiferos e outros animais. Devido a grande
importancia médica, o HPV é o grupo mais intensamente estudado (6). Os PVs sao
pequenos virus nao envelopados, constituidos por uma molécula de DNA circular
dupla-fita associada as histonas, formando um complexo semelhante a cromatina. A
molécula de DNA se abriga em um invélucro denominado capsideo, que é composto
por 72 subunidades proteicas — os capsémeros. O capsideo viral apresenta simetria
icosaédrica com diametro de aproximadamente 55 nanémetros (Figura 1) (29, 34-
36).

Figura 1: Microscopia eletrénica do HPV (37).

O genoma do HPV é de aproximadamente 8.000 pares de base de
comprimento, possui oito fases abertas de leitura (Open Reading Frame — ORF) que
estdo localizadas em uma mesma fita do DNA. A ORF pode ser divida em trés
partes funcionais: a regidao precoce (E — early) que codifica proteinas, E1 a E7,
envolvidas na inducao e na regulacéo da sintese de DNA; a regido tardia (L — late) a

qual codifica proteinas estruturais do capsideo (L1 e L2); e a regidao longa de
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controle (Long Control Region — LCR) que nao codifica proteina, mas mantém o
controle da transcricdo do virus, importante no controle da replicagéo viral e na

transcricdo de genes virais e celulares (Figura 2) (29, 34-36).

L1

El

HPY-16 2000

ES

Figura 2: Representagdo esquematica do genoma do HPV 16

(http://www.citocamp.com.br/hpv/hpv.html).

A regiao precoce E, expressa logo apos a infecgao, esta representada pelos
genes E1, associado a replicagao viral; E2, associado a transcricdo e a replicagao;
E4, associado a maturagao viral e a alteragcdo da matriz intracelular; E5, E6 e E7,
envolvidos na transformacéo celular. A regido tardia L, expressa em estagios
posteriores da infeccéo, € formada pelos genes L1 e L2. A proteina L1 é expressa
apo6s a L2 no ciclo de replicagao viral e medeia a montagem dos virions (particulas
virais completas) de HPV; ja a proteina L2 interage com a E2, facilita o transporte de

L1 para o nucleo e tem papel no encapsulamento do DNA viral (Tabela 1) (34).
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Tabela 1 — Descrigao das fungdes dos genes do HPV.

Gene Funcao

E1

E2

E4

ES

E6

E7

L1

L2

Atividade de DNA helicase, ligacdo de ATP (Adenosina Trifosfato) DNA
dependente, atividade de ATPase (Adenosina Trifosfatase). Papel na
replicagcao e na represséao da replicagao.

Regulador da transcrigcdo e replicagao viral, controle da regiao de expresséao
precoce (Early), necessaria para replicagao viral eficiente junto com E1.
Expresso primariamente em epitélio em diferenciagdo, associado ao
citoesqueleto de queratina de células epiteliais em cultura. Papel na liberagao
do virus.

Atividade de transformagao em HPV16 in vitro. Possivelmente estimula o inicio
da proliferacdo celular in vivo, mas pode ter um papel na iniciagdo da
carcinogénese. Possivelmente ativa receptores de fatores de crescimento e
outras proteinas quinases; inibe apoptose.

Papel no processo de transformacao junto com E7. Propriedades de ativacao
transcricional. E6 dos HPV de alto risco inativa p53 através de degradacéao
rapida através da via da ubiquitina. Junto com E7 propicia um ambiente celular
para a replicagao viral.

Induz sintese de DNA em células em repouso. E7 se liga a forma
hipofosforilada da proteina do retinoblastoma (pRb), resultando em sua
inativagao funcional permitindo progressao funcional para a fase S do ciclo
celular. Proteina E7 dos tipos de baixo risco HPV 6 e 11 se liga menos
eficientemente do que a proteina E7 dos tipos de alto risco HPV 16 e 18.
Proteina maior do capsideo; montagem de capsdmeros e capsideo; interage
com L2; interage com receptor(es) celular(es); codifica epitopos neutralizantes.
Proteina menor do capsideo; interage com DNA; acredita-se que facilita a

montagem do virion.

Fonte: (35, 38)
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1.1.1 Taxonomia, nomenclatura e classificagao.

Os Papilomavirus Humano pertencem a familia Papillomaviridae e aos
géneros Alphapapillomavirus, que infectam preferencialmente a mucosa oral ou
anogenital;  Betapapillomavirus, = Gammapapillomavirus, Nupapillomavirus e
Mupapillomavirus, os quais normalmente infectam a pele (39, 40).

Os HPVs sao tradicionalmente descritos como “tipos”, centenas de tipos de
HPVs ja foram classificados com base no isolamento do genoma completo e
aproximadamente metade deles infecta o trato genital. A classificacdo dos HPVs
baseia-se na diversidade gendmica da sequéncia completa da ORF do gene L1, que
€ muito conservado entre os diferentes tipos virais. Um tipo de HPV difere do outro
quando apresenta ao menos 10% de divergéncia na sequéncia da ORF do gene L1.
A classificacdo em subtipo ocorre quando uma sequéncia da ORF do gene L1
diverge entre 2% a 10% daquela do tipo mais préximo. Os variantes de tipos de HPV
diferem em menos de 2% na sequéncia de nucleotideos, e em até 5% na LCR (6,
35). Comparacao de sequéncias entre os genomas completos de 118 tipos de
papilomavirus revelam uma grande diversidade entre os virus, mas uma distribuicao
semelhante é encontrada quando se comparam as sequéncias da ORF de L1. Um
cladograma baseado na sequéncia completa de L1 de 96 tipos de HPV e 22 tipos de
papilomavirus animais esta representado na Figura 3 (6).

Os géneros apresentam entre si uma diferenga maior que 40% na sequéncia
da ORF de L1, enquanto as espécies diferenciam-se entre 30% e 40%. Géneros
especificos unem espécies, que estdo claramente relacionadas filogeneticamente,
mas muitas vezes biologicamente bastante diversificadas (6). A classificagdo em
espécies é baseada na relagao filogenética proxima entre certos tipos que possuem
propriedades bioldgicas e patolégicas em comum, por exemplo, todos os tipos de
HPVs que formam uma espécie com o HPV 16 sao tipos de alto risco os quais séo

encontrados em cancer cervical e suas lesdes precursoras (Tabela 2) (6, 35).
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Figura 3: Filogenia do Papilomavirus. Arvore filogenética gerada a partir da diversidade genémica da
sequéncia completa da ORF do gene L1 de 118 tipos de papilomavirus. Os niumeros no final de cada
ramo identificam um tipo de HPV; c-numero refere-se a um candidato a tipo de HPV. Todas as outras
abreviagbes referem-se a tipos de papilomavirus animais. Os simbolos mais externos aos
semicirculos identificam um género, por exemplo, o género Alphapapillomavirus. Os nimeros nos
semicirculos internos referem-se as espécies. Para exemplificar tomamos o topo da figura, os HPVs
tipos 7, 40, 43, e c91 juntos formam a espécie 8 do género Alphapapillomavirus, A8 (6, 41).

Tabela 2 — Caracteristicas das espécies de géneros especificos dos HPVs.

Tipos de
Género Espécie Comentarios
HPV
Alphapapillomavirus 1 32,42 Mais frequente em lesGes benignas
Propriedades bioldgicas: (baixo risco). Mucosa oral ou genital.
lesdes cutdneas e mucosas; 10, 3, 28, Causam mais frequentemente lesbes
tipos de alto risco 2 29, 78, 94cytaneas a mucosas. E5
imortalizam queratinocitos. biologicamente diferente.
61,72,
3 Lesbes mucosas. Muito baixo risco.
81, 83, 84

continua
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Género

Espécie

Tipos de
HPV

Comentarios

10

11
13
15

Verrugas de pele comuns.
2 27 57 Frequentemente em lesdes benignas
em criangas. E5 biologicamente
diferente.
26, 51, Lesdes mucosas de alto risco, também
69, 82 em lesbes benignas.
53, 30, Lesdes mucosas de alto risco, mas
56, 66 também em benignas.
18, 39,
45, 59, Lesdes mucosas de alto risco.
68, 70
Lesbes cutaneas e mucosas de baixo
risco. HPV 7 também conhecido por
7,40, 43 verruga de agougueiro — muitas vezes
em lesbes de mucosa e pele de
pacientes infectados pelo HIV.
16, 31,
33, 35, Alto risco — lesbes mucosas malignas.
52, 58, 67
6, 11, 13, Principalmente associados com lesdes
44,74 mucosas benignas. Baixo risco.

Relatos de HPV 6 em carcinomas

VEerrucosos.
34,73 Lesdes mucosas — alto risco.
54 Mucoso de baixo risco.

71 Mucoso de baixo risco.




Betapapilomavirus
Propriedades  Bioldgicas:
lesdes cutaneas; infeccao
existe na forma latente na
populagao em geral,
ativado sob condi¢des de

imunossupressao.

continuagao
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Causam lesdes cutaneas mais

frequentemente, mas ha relatos de

5, 8, 12, DNA na mucosa. Comumente
14, 19, associados com lesdes em
1 20, 21, Epidermodisplasia Verruciforme ou

25, 36, pacientes imunossuprimidos. Mais
47,93 frequente em lesbes benignas, mas
também relatados em lesbes malignas

de pacientes imunocompetentes.

Género

Tipos de
HPV

Espécie Comentarios

Causam lesdes cutaneas mais

frequentemente, mas ha relatos de

DNA na  mucosa. Comumente
9, 15,17,
associados com lesbes em
22,23, o .
Epidermodisplasia  Verruciforme ou
37, 38, , . - .
pacientes imunossuprimidos. Mais
frequente em lesbes benignas, mas
também relatados em lesbes malignas
de pacientes imunocompetentes.
49, 75,
. Lesbes cutaneas benignas.

Gammapapilomavirus
Propriedades  Bioldgicas:
lesbes cutaneas;
histologicamente

distinguivel por corpos de
inclusao citoplasmaticos

HPV tipo especifico.

Lesbes cutaneas.
1 4, 65, 95 distinguivel

citoplasmaticos homogéneos.

Histologicamente

por corpos de inclusao

2 48 Lesdes cutaneas.
3 50 Lesdes cutaneas.
4 60 Lesdes cutaneas.
5 88 Lesdes cutaneas.
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Mupapilomavirus Histologicamente  distinguivel  por
Propriedades  Biolodgicas: 1 1 corpos de inclusdo citoplasmaticos
Lesdes cutaneas; heterogéneos.
Histologicamente Histologicamente  distinguivel  por
distinguivel por corpos de 2 63 corpos de inclusdo citoplasmaticos
inclusao citoplasmaticos filamentosos.

tipo especifico.

Nupapilomavirus

Propriedades  Biolodgicas: . . Varios ORFs descaracterizados
LesBes cutaneas benignas espalhados por todo o genoma.
e malignas.

Adaptado das tabelas 2 e 3 do artigo de de Villiers et al., 2003. A tabela mostra a
divisdo dos HPVs em géneros e espécies, seguindo a arvore filogenética. Para cada
especie a tabela lista os tipos de HPVs e propriedades biolégicas e patologicas de

cada espécie (6).

Eles sdao nomeados pela sigla HPV (do inglés, Human Papillomavirus)
seguida de um numero que é dado sequencialmente, a medida que diferentes tipos
tém seus genomas completamente caracterizados (6, 35). Testes de neutralizagao,
que permitem a distingdo entre sorotipos de virus, ndo podiam ser realizados com os
HPVs pela dificuldade em cultiva-los em células, por isso sua classificagdo € feita
com base nas diferencas do proprio genoma. Assim, os tipos sdo gendétipos e nao
sorotipos (42).

Os papilomavirus sado altamente epiteliotroficos;  especificamente,
estabelecem infec¢des produtivas somente em epitélio estratificado da pele, do trato
anogenital e da cavidade oral (35). Desse modo, eles podem ainda ser classificados
em cutaneos e mucosotropicos, dependendo do tropismo pelo tecido infectado.
Cutaneos tém afinidade pelo epitélio escamoso queratinizado (infectam a pele) e
mucosotrdpicos as mucosas urogenital, anal, oral e respiratéria (43). Os HPVs sao
ainda divididos em baixo ou alto risco oncogénico, de acordo com o potencial de
progressdo do tecido infectado para neoplasias (44). Os HPVs que sao
preferencialmente encontrados em canceres cervicais e outros canceres anogenitais
sao designados de tipos de alto risco (HPV 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35, 59, 56, 51,
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39, 68, 73, 82, 53, 66 e 70), reciprocamente, aqueles que sao principalmente
encontrados em verrugas genitais ou lesdes nao malignas s&o designados por tipos
de baixo risco (HPV 6, 11, 40, 42, 43 e 44/55) (Tabela 3) (7, 43, 45, 46).

Tabela 3 — Classificagao dos tipos de HPV de acordo com a localizagao da lesao.

Localizagao Tipos de HPV
Cuténea 1, 4, 41, 48, 60, 63, 65, 76, 77, 88, 95
Mucosa 6, 11, 13, 16, 18, 26, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 42, 44,

45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 64, 66, 67, 68, 69,
70,72,73,74, 81, 82, 83, 84, 86, 87, 89

Cuténea e/ou Mucosa 2,3,7,10, 27, 28, 29, 40, 43, 57, 61, 62, 78, 91, 94,
101, 103

Cuténea associada a5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19, 20/46*, 21, 22, 23, 24, 25,

Epidermodisplasia Verruciforme36, 37,38, 47, 49, 50, 80, 75, 92, 93, 96, 107

Localizacbes mais frequentes: cutaneos, mucosos (genitais), cutdneos e/ou

mucosos € cutaneos associados a epidermodisplasia verruciforme. Fonte: (47)

1.2 DISTRIBUIGAO GENOTIPICA DO HPV

O tipo de HPV é um importante fator de risco para a progresséao diferencial do
cancer cervical. Aproximadamente 14 tipos oncogénicos estdo diretamente
relacionados ao desenvolvimento desse tipo de cancer e suas lesdes precursoras
(HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68) (2). Atualmente, pouco
se sabe sobre a distribuicdo e prevaléncia dos tipos de HPV no Distrito Federal.

A prevaléncia da infeccdo por HPV varia consideravelmente em todo o
mundo. Embora o HPV 16 seja o tipo mais comumente encontrado em mulheres
saudaveis e pacientes com cancer cervical, outros gendtipos virais exibem uma
distribuicdo heterogénea. Tendo em conta o desenvolvimento de vacinas profilaticas
HPV especificas, estudos epidemioldgicos em diferentes areas geograficas sao
necessarios para determinar o papel da infeccdo do HPV em diferentes paises antes
de uma implantagdo em larga escala de campanhas de vacinagao. De um ponto de
vista epidemioldgico, € necessario conhecer a incidéncia dos diferentes tipos de
HPV para que se possam aplicar medidas diagnosticas, preventivas e terapéuticas

mais precisas (26).
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Em trés estudos distintos, realizados em 3 paises Europeus, foi possivel
identificar diferencas na distribuicdo genotipica e positividade para HPV. Italia (Piana
et al., 2011), Espanha (Otero-Motta et al., 2011) e Franga (Vaucel et al., 2011)
tiveram positividade para HPV de 35,9%, 20,3% e 29,38%, respectivamente (10, 26,
48). Na Espanha, os cinco tipos de HPV mais frequentes em ordem decrescente
foram HPV 16, 53, 51, 6 e 66 e na Italia a distribuicdo foi o HPV 16 como o mais
frequente, seguido dos tipos 51, 6, 31 e 53. Dentre os cinco tipos mais prevalentes
nesses dois paises, quatro coincidem, porém somente o HPV 16 lidera a prevaléncia
em ambos o0s paises, os demais genoétipos possuem proporcdes diferentes. O
estudo Frances, distribuiu os gendtipos de acordo com a lesado citolégica ou
histol6gica apresentadas em diferentes amostras. Nas amostras onde foi realizado o
exame citolégico, elas tiveram como resultados, diagndstico normal, ACUS, LSIL e
HSIL e apresentaram os tipos HPV 16, 53 e 6, como os trés mais frequentes. O tipo
16 permanece como o gendtipo mais frequente em todos os tipos de lesbes e a
proporgao de HPV de alto risco aumenta de acordo com o aumento da gravidade do
diagndstico citologico, e 0 mesmo acontece no histoldégico. Na histologia, os tipos
HPV 16 e 53 foram mais comuns em resultados normais e de NIC I. O HPV 18 foi
detectado entre pelo menos os quatro tipos mais frequentes em resultados normais,
NIC I e NIC Il. Em NIC Ill, além do HPV 16 permanecer como o tipo mais prevalente,
o HPV 58 foi o segundo e HPV 31 e 53 apareceram em terceiro na ordem de
frequéncia (10, 26, 48).

A China, em um estudo que investigava a prevaléncia de infecgao cervical
pelo HPV diagnosticou uma distribuicdo genotipica diferente do que € comumente
identificado. A positividade encontrada foi de 13,3% e o0s cinco gendtipos mais
comuns em ordem decrescente foram HPV 52, 16, 58, 68 e 81. Diferentemente dos
outros estudos, na China, o HPV 52 é o mais prevalente e o HPV 58 aparece como
outro gendtipo muito comum na populagao asiatica (49).

Nos Brasil, foram encontrados diversos estudos que evidenciam a
heterogeneidade na distribuicdo dos gendtipos em amostras cervicais de diferentes
estados do pais. Uma pesquisa feita em dois municipios de status socioeconémico
baixo do Rio de Janeiro (RJ), Duque de Caxias e Nova lIguagu, compara a
frequéncia encontrada em seu estudo com a de outros estados do Brasil. Quando
comparado com Joao Pessoa no estado da Paraiba, a maior diferenca observada foi

entre o HPV 45 e 33, os quais na Paraiba tiveram prevaléncia de 3,1% e 13,5%
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contra 7,6% e 3,0% nesses municipios do RJ, respectivamente. Em Recife, dois
estudos diferentes, detectaram o HPV 31 em 21,4% e 15,5% das amostras, podendo
observar uma frequéncia muito alta em relacédo aos 3,8% detectados nos dois
municipios do RJ. Ao comparar Duque de Caxias e Nova Iguagu com outra regiao
metropolitana (melhor nivel socioeconédmico) do RJ, a diferenga na proporgdo dos
tipos HPV 16 e 31 que chama atencgao, nas primeiras o 16 foi detectado em 28% dos
casos contra 18,3% nas amostras da regido metropolitana; j4 o HPV 31 apareceu
em 12,2% dos casos na regiao de melhor nivel socioecondmico contra 3,8% nos
outros municipios. Em outro estudo realizado, no estado de Sao Paulo, a
positividade encontrada foi de 35%. Os tipos de HPV de alto risco mais identificados
foram HPV 16, 18, 31, 53, 58, 33 e 35; com os tipos 16 € 18 compreendendo 17% e
13% das amostras HPV-positivas, respectivamente (13). A diferenga significativa na
frequéncia dos tipos de HPV entre os estudos evidencia a necessidade de novas
investigacbes para melhorar a informagao da distribuicdo geografica dos tipos de
HPV no Brasil, utilizando metodologias padronizadas (50).

A distribuicdo genotipica de HPV nos homens ainda é pouco conhecida.
Estudos sobre a relacdao HPV e doenga no homem ainda sédo escassos, mas estao
em ascensao. A prevaléncia do DNA-HPV no sexo masculino tem sido descrita entre
3,6% e 84%. Um estudo multinacional reportou recentemente que 50,5% dos
homens foram positivos para pelo menos um genétipo de HPV conhecido e um
adicional de 14,7%, foram positivos para um tipo de HPV desconhecido. Dado que a
maioria dos estudos detecta somente tipos mucosos, € possivel que tipos cutédneos
facam parte das infecgdes nao classificadas. Em duas pequenas séries de casos,
tipos de HPV cutaneos oncogénicos, HPV 5 e 8, foram detectados em 6% e 11%
dos tumores de pénis, respectivamente (1).

Em estudo feito com homens na faixa etaria de 18 a 70 anos, no Brasil,
México e Estados Unidos, em amostras coletadas da glande/sulco coronal (cora da
glande), eixo e escroto, além do prepucio de homens nao circuncidados, a
positividade foi de 51,3% e a prevaléncia de HPV foi de 43,5% nos Estados Unidos,
49,5% no México, e 59,7% no Brasil. Os tipos de HPV mais prevalentes foram HPV
62 (8,2%), HPV 84 (7,9%), HPV 16 (7,5%) e HPV 51 (6,3%). A distribuicdo foi
parecida nos trés paises, com exceg¢ao do HPV 16 que teve menor prevaléncia no
México (5,3%); no Brasil foi de 9,2% e nos Estados Unidos 8,0% (3). HPV é
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altamente prevalente no sexo masculino e ha um grande interesse em compreender
melhor a relagao entre a infeccdo por HPV nos homens e doengas relacionadas (1).

A distribuicdo genotipica de HPV nos homens ainda é pouco conhecida.
Homens recrutados no México, Brasil e Estados Unidos foram testados para DNA do
HPV, a positividade geral foi de 51,3%, com prevaléncia de 43,5% nos Estados
Unidos, 49,5% no México e 59,7% no Brasil. Os genétipos mais comuns foram HPV
62 (8,2%), HPV 84 (7,9%), HPV 16 (7,5%), e HPV 51 (6,3%). A distribuicao foi
semelhante entre os trés paises, com excec¢ao da pequena prevaléncia do HPV 16
no México (5,3%) comparada ao Brasil (9,2%) e Estados Unidos (8,0%) (3).

A prevaléncia consistentemente mais elevada nos homens sugere que as
mulheres tém uma resposta imune mais forte. A prevaléncia de anticorpos para um
ou mais dos tipos de HPV da vacina (tipos 6, 11, 16 e 18) foi significativamente
maior entre as mulheres (32,5%) do que nos homens (12.2%). Uma possivel
explicacdo para essa diferenca é que o epitélio queratinizado infectado por HPV é
menos provavel em induzir resposta imune que o epitélio mucoso (tecido mais
comumente infectado nas mulheres). Variagcdo nos relatos de prevaléncia sao
provavelmente devido as diferengcas em técnicas de amostragem, diferengas na
populagdo estudada, nos sitios genitais amostrados, e nos métodos de detecgéo do

DNA do HPV (tecnologias mais ou menos sensiveis) (1).

1.3 HPV E CANCER CERVICAL

A principal alteragdao que pode levar ao cancer do colo do utero é a infecgao
pelo HPV, praticamente todos os casos de cancer cervical (99%) estédo ligados a
infeccdo por esse virus (51-53). Infeccdo persistente tem papel importante no
desenvolvimento desse tipo de cancer. Nenhuma outra forma de cancer documenta
melhor os efeitos da triagem, com diagndstico precoce e tratamento adequado a
probabilidade de cura pode chegar a 100% (51, 54).

Mesmo com esse alto poder de cura, o cancer do colo do utero € o segundo
cancer mais comum em mulheres em todo o mundo, com cerca de 500.000 novos
casos e 250.000 mortes a cada ano (51, 53, 54). Quase 80% dos casos ocorrem em
paises de baixa renda (53), como os da Africa, América Latina e Asia. E a quarta
causa de morte de mulheres por cancer no Brasil, por ano, faz 4.800 novas vitimas

fatais e apresenta 18.430 novos casos (51). Segundo o Instituto Nacional de Cancer
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— INCA, as estimativas de novos casos para 2012 no Brasil sdo de 17.540 casos e
para o Distrito Federal sdo estimados 330 novos casos, com taxa bruta de 23,05
casos por 100 mil mulheres (12). Para os Estados Unidos, a estimativa de novos
casos para 2012 €& de 12.170 casos e 4.220 mortes de acordo com o National
Cancer Institute (55).

O ponto mais critico da carcinogénese cervical ndo é a aquisi¢ao da infecgéao,
mas sim o0 passo envolvendo a progressao para lesdes clinicamente importantes
(14). A maioria das mulheres, em algum momento de suas vidas sera infectada pelo
HPV, no entanto, poucas irdo evoluir para a doencga invasiva (54, 56). A maioria das
infeccbes por HPV é transitoria e eliminada pela resposta imunolégica no decorrer
de meses. Em média, 50% das infeccbes por HPV s&o eliminadas dentro de 8
meses e 90% dentro de 2 anos (54). Praticamente nenhum estudo tenta separar
fatores de risco para persisténcia viral daqueles para progressdo neoplasica.
Acredita-se que persisténcia em longo prazo sem progressao € incomum, mas com
a falta de conhecimento exato sobre como definir infeccdo por HPV transitoria,
persistente e em longo prazo, estudos para tentar avaliar os fatores de risco para
progressao dado uma infecgao persistente podem ser muito valiosos (14).

Os fatores de risco para cancer cervical estdo relacionados as caracteristicas
tanto do hospedeiro quanto do virus, como exposicdo ao HPV, infeccao
simples/multipla, oncogenicidade viral, ineficiéncia da resposta imunolégica e
presenca de cofatores (5, 52, 54, 57, 58). Pesquisadores dividiram os cofatores em 3
grupos:

1- Cofatores ambientais ou exdgenos: contraceptivo oral, tabagismo, dieta,
trauma cervical, coinfeccdo com HIV ou outras doengas sexualmente
transmissiveis (DSTs);

2- Cofatores virais: infecgao por tipos especificos de HPV, coinfecgao por outros
tipos de HPV, carga e integragao viral,

3- Cofatores relacionados ao hospedeiro: hormdnios endégenos, fatores
genéticos e fatores relacionados a resposta imune (59).

Os HPVs infectam as células basais imaturas do epitélio escamoso em area
de ruptura epitelial ou células metaplasicas imaturas presentes na jungao
escamocolunar. O colo uterino, com suas areas relativamente grandes de epitélio
metaplasico escamoso imaturo, € particularmente vulneravel a infecgdo por HPV

quando comparado, por exemplo, com a pele e a mucosa da vulva, que sao
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cobertas por células escamosas maduras. Esta diferenca na suscetibilidade epitelial
a infecgao por HPV pode explicar a acentuada diferenga na incidéncia de canceres
relacionados a HPV originados em diferentes locais, e também a alta frequéncia de
cancer cervical em mulheres ou cancer anal em homens homossexuais e a
frequéncia relativamente baixa de cancer vulvar e peniano (54).

A triagem por esfregaco de Papanicolaou ndo apenas aumentou a detecgao de
canceres de baixo estagio potencialmente curaveis, mas também permitiu a
deteccdo e erradicagcdo de lesbes pré-invasivas, algumas que teriam progredido
para cancer se nao fossem descobertas e tratadas (54). Mesmo assim, exames
citolégicos e histologicos nao distinguem de forma confiavel as poucas mulheres
com esfregagcos anormais que ira progredir para cancer invasivo da grande maioria
dessas anormalidades que irdo regredir espontaneamente (56). O tipo de HPV é
provavelmente mais importante do que a presenga ou auséncia de evidéncias
microscoépicas de infeccao leve na predigdo de risco de cancer, porque tipos nao
carcinogénicos também frequentemente causam anormalidades citologicas e
histolégicas. Anormalidades microscopicas sao diagnosticadas em apenas uma
pequena minoria de mulheres com HPV detectavel por testes de DNA, esta fragao
depende dos testes moleculares e microscopicos e do gendétipo do HPV (14).

Prova disso esta nos dados de um estudo realizado no noroeste da Espanha,
onde 54,9% das amostras diagnosticadas citologicamente como “negativas para
lesdes intraepiteliais e neoplasias”, apresentavam infecgdo multipla para HPV e
45,1%, infecgdes simples. HPV 16 foi detectado em 17,6% dessas infecgbes simples
e o HPV 51 em 40,3% das multiplas. Houve uma alta incidéncia de HPV 6 em
infecgdes simples (11,8%) e multiplas (17,7%) (26). Associar a citologia ao exame
de genotipagem para HPV pode ser uma importante arma diagnodstica para prever

risco de cancer cervical.

1.4 HPV E CANCER PENIANO

Mundialmente, 5,2% de todos os canceres penianos podem ser atribuidos a
infeccdo pelo HPV, embora tenha aumentando o interesse em entender a
responsabilidade dessa infecgdo e comorbidades relacionadas em homens, estudos
nesse grupo ainda sao bastante limitados (60). Respeitando-se as diferencas

populacionais e metodoldgicas, além do sitio genital amostrado (1), a prevaléncia do
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DNA HPV no sexo masculino tem sido descrita entre 3,6% e 84%. Os maiores
indices (63%-84%) foram detectados em homens freqlentadores de clinicas de DST
(24, 61). A faixa etaria mais atingida pela populagao esta entre 18 e 28 anos de
idade (24).

A prevaléncia de HPV em tumores no pénis varia de 29% a 82% dependendo
da distribuicdo nos tipos histopatologicos, na populacdo estudada e na area da
genitalia amostrada (60, 62). Estudos relatam a presenga de HPV em 100% dos
carcinomas in situ, 47,4% no carcinoma basalbide e 35% no carcinoma escamoso
convencional (63). Comparado com infeccao cervical pelo HPV, relativamente pouco
se sabe sobre a epidemiologia dessa infecgdo viral em homens (64). A zona de
transformagao do colo é altamente suscetivel a malignizagao, contrariamente ao
epitélio peniano. Além do mais, o pénis € uma estrutura externa, nao esta sujeito aos
mesmos cofatores ativos cervicais e também possui maior facilidade de higiene (61).
Embora a associacdo entre HPV e a carcinogénese peniana ainda requeira
elucidagao, o virus € potencialmente carcinogénico entre as mulheres, podendo ter
alguma participacao entre os homens (64); tanto pelos efeitos da doenga como pelo
risco de transmissao para as mulheres, a infeccdo no homem € uma preocupagao
importante (25). Assim, cresce o interesse na detecgao de HPV no sexo masculino
(61).

Dentre os fatores de risco para aquisicao de HPV no homem, destaca-se o
comportamento sexual de risco como o alto numero de parceiros sexuais, idade da
primeira relacdo sexual e a falta de uso do preservativo (o efeito protetor da
camisinha tem sido relatado, mas a transmissao continua ocorrendo através das
areas desprotegidas) (60, 62). Outro fator é a falta de circuncisao, a redugao do risco
de infecgdo por HPV entre homens circuncidados varia de 60% a 80%. Além disso,
estudos avaliaram a associagado entre circuncisdo, clearance e persisténcia da
infeccdo, sugerindo que a maior prevaléncia de HPV entre os homens nao
circuncidados podem ser atribuidas a uma maior duragdo da infecgdao, em vez de
uma maior taxa de aquisi¢cao (60, 62, 63). Parceira sexual com NIC; histérico de
outras DSTs e tabagismo também sao relatados como fatores de risco para infecgao
por HPV (25).

Nos homens, a infecgdo por HPV contribui para doengas como verruga genital
e diversos canceres, incluindo cancer do anus e do pénis (25, 60). Embora varios

tipos de HPV sejam encontrados na genitalia externa do homem, para nosso
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conhecimento, ndo ha informacao disponivel se certas combinagbes de tipos de
HPV possam ser encontradas juntas em uma coinfecgdo com maior ou menor
frequéncia do que seria esperado por transmissdo sexual e fatores de riscos
comuns. Essa questdo € particularmente relevante para informar o
acompanhamento dos beneficios da vacinagdo de mulheres ou homens sobre a
incidéncia de infecgao por HPV em homens (3).

Outra consequéncia clinica importante da infec¢do por HPV no homem é o
potencial em infectar mulheres (25, 60). Transmissao sexual do HPV é um fato bem
conhecido, e agora existem varios estudos mostrando a influencia da infecgao
masculina sobre a infeccdo e doenga nas mulheres. Lesbes penianas sao
frequentemente encontradas em parceiros sexuais de mulheres com NIC.
Regressao das lesdes penianas € significativamente mais lenta nos homens cujos
parceiros estdo infectados com o mesmo tipo de HPV. Varios estudos tém
demonstrado que os maridos das mulheres com cancer cervical ou carcinoma
cervical in situ tém maior prevaléncia de HPV do que o marido das mulheres
controle. O risco de cancer cervical mostrou-se aumentado devido a varios
comportamentos praticados pelos parceiros do sexo masculino, incluindo multiplos
parceiros sexuais e contato com prostitutas (25). Existe uma lacuna de
conhecimento em relagao a histéria natural da infecgcao pelo HPV e progressao da

doenga em homens (62).

1.5 CLASSIFICACAO DAS LESOES ASSOCIADAS AO PAPILOMAVIRUS
HUMANO — CITOPATOLOGICAS E HISTOPATOLOGICAS

A comprovagdo de que O cancer escamoso invasivo do colo do utero é
precedido por uma transformacao maligna do seu epitélio de origem, teve lugar nos
primeiros anos do século XX. Essas lesdes precursoras, inicialmente denominadas
“‘carcinomas de superficie”, foram rapidamente rebatizadas com o nome de
“carcinomas in situ” (CIS) e, mais tarde subdividas em varias categorias de
“displasias” ou neoplasias intraepiteliais cervicais. As técnicas citolégicas e
colposcopicas contribuiram significativamente para que se pudesse conhecer a
histéria natural dessas lesdes (57).

Desde que o Dr. George Papanicolaou tentou classificar as células que

observava, acreditando ser a representagcdo de lesdes neoplasicas, ocorreram
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diversas modificagdes que incorporaram progressivamente o0 conhecimento
adquirido sobre a historia natural dessas lesdes, sempre na tentativa de melhorar a
correlagao cito-histolégica (65). Papanicolaou criou, em 1943, uma nomenclatura
que procurava expressar se as células observadas eram normais ou nao, atribuindo-
Ihes uma classificagdo. Assim, falava-se em “Classes” — |, II, lll, IV e V, em que
Classe | — indicava auséncia de células atipicas ou anormais; Classe |l — citologia
atipica, mas sem evidéncia de malignidade; Classe Il — citologia sugestiva, mas nao
conclusiva, de malignidade; Classe IV - citologia fortemente sugestiva de
malignidade; Classe V - citologia conclusiva de malignidade (65, 66). Essa
classificagdo se preocupava pouco com os aspectos histoldégicos das lesdes que
sugeriam, a partir de entdo, novas nomenclaturas surgiram, mais atentas a esse
significado (65, 67).

O termo displasia foi introduzido por Papanicolaou em 1949 para designar a
atipia epitelial cervical intermediaria entre o epitélio normal e o CIS (65, 66). A
displasia, em 1953, recebeu uma categorizagao adicional em trés grupos — leve,
moderada e acentuada — dependendo do grau de comprometimento da espessura
epitelial por células atipicas (65, 66, 68). Essas se referem a Classe Il de
Papanicolaou, correlacionando, também, a Classe IV com carcinomas escamosos in
situ. A Classe V continuou a indicar carcinoma invasor, e, pela primeira vez, se deu
énfase a alteragdes celulares, devido a agao do HPV, relatando-se a coilocitose (65).
Baseado nos achados de varios estudos de seguimento com as mulheres
portadoras de tais lesbes observou-se que alguns casos de displasia regrediam,
alguns persistiam e outros progrediam a CIS. Uma correlagao direta com progressao
e grau histolégico foi verificada. Essas observagdes levaram ao conceito de um
unico processo patolégico continuo pelo qual o epitélio normal evolui a lesdes
precursoras epiteliais e a neoplasia invasiva. Com isso, o termo neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) foi introduzido por Richart, em 1967, para indicar uma
gama de atipia celular limitada ao epitélio. A NIC foi dividida, histologicamente em
trés graus: NIC [, que correspondia a displasia leve, caracterizada por atipias
celulares localizadas no tergco inferior do epitélio escamoso; NIC Il a displasia
moderada, em que as atipias ocupam os dois tercos inferiores desse epitélio; e NIC
lll a displasia grave e CIS, em que as células atipicas comprometem mais de dois

tercos ou toda a espessura do epitélio (66, 68). A NIC |, a NIC Il e a NIC Il
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correspondem, respectivamente, a displasia leve, displasia moderada e displasia
acentuada/carcinoma in situ (66).

Em 1988, na cidade de Bethesda, Maryland, Estados Unidos da América, foi
criado um novo sistema de classificagdo citolégica cervical com terminologia
uniforme, com vistas a facilitar o manejo clinico das NIC. Esse mesmo sistema foi
revisto em 2001 (66). O Sistema Bethesda (TBS) tinha como principal objetivo, um
sistema representativo claro e relevante para o clinico; com informagdes clinicas
relevantes, uniformes e reprodutiveis entre diferentes patologistas, refletindo a
compreensao mais atual da neoplasia cervical (69), além de estabelecer normas de
classificagdo citolégica para reduzir as duvidas diagnésticas entre alteragdes
celulares benignas e realmente atipicas (19). A caracteristica principal do TBS foi a
criagcao do termo lesao intraepitelial escamosa (SIL - squamous intraepithelial lesion)
e um esquema de dois graus que compreendia classificar NIC | em lesbes
intraepiteliais escamosas de baixo grau (LSIL — low-grade squamous intraepithelial
lesion) e agrupar NIC Il e NIC Ill em lesbes intraepiteliais escamosas de alto grau
(HSIL — high-grade sequamous intraepithelial lesion) (19, 66). O termo leséo foi
usado para enfatizar que qualquer uma das alteragdes morfoldégicas em que se
baseia um diagndstico ndo identifica necessariamente um processo neoplasico.
Embora elaborado para a notificacdo citolégica, o TBS é também usado para
informar sobre achados histopatolégicos (68). No TBS também foi introduzida a
classificagdo atipias de significado indeterminado (do inglés ASCUS - atypical
squamous cells of undetermined significance), sendo definido como achados
citolégicos caracterizados pela presenga de alteragdes celulares insuficientes para o
diagnostico de lesao intraepitelial. Essa nova categoria apresentou limitagdes por
nao definir se as alteragdes citoldégicas eram reparativas ou neoplasicas. Essa
categoria foi reclassificada na revisdo de 2001 em ASC-US - células escamosas
atipicas de significado indeterminado e ASC-H — células escamosas atipicas nao
podendo se excluir lesdo de alto grau (19, 66, 69).

No Brasil, a nomenclatura baseada no Sistema Bethesda, somente foi
incorporada pelos laboratérios de citopatologia que prestam servigos ao Sistema
Unico de Saude (SUS) a partir de 1998, com a implantacdo, em todo o pais, do
Programa Viva Mulher — Programa Nacional de Controle do Cancer do Colo do
Utero e de Mama. A adocdo do TBS, ainda que adaptado ao Brasil, facilita a

comparagao de resultados nacionais com o0s encontrados em publicagdes
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estrangeiras. Foi elaborada uma publicacdo denominada, Nomenclatura Brasileira
para Laudos Cervicais e Condutas Preconizadas (Quadro 1), com a finalidade de
orientar a atengao as mulheres, auxiliando tecnicamente os profissionais de saude,
disponibilizando conhecimentos de maneira sintética e acessivel que possibilitem
tomar condutas adequadas em relagédo ao controle do cancer do colo do utero (65).
A inovagdao da nomenclatura brasileira criou uma categoria separada para
todas as atipias de significado indeterminado e, mais ainda, a categoria “de origem
indefinida” destinada aquelas situagdes em que ndo se pode estabelecer com
clareza a origem da célula atipica (19, 65). Essa categoria tem baixa prevaléncia,
foram registrados em 0,5% entre os exames alterados e em 0,015% entre todos os
exames realizados. E um diagnéstico muito incomum, em que uma revisdo
cuidadosa da lamina, na maioria dos casos, resultara no encontro de campos de

atipias de células glandulares ou escamosas (19).

Quadro 1 — Nomenclatura Brasileira para Laudos Cervicais e Condutas

Preconizadas.

Citologia convencional
Tipo da Amostra
Citologia em meio liquido

Critérios de rejeicdo da amostra: auséncia de identificacdo da
Avaliagao pré- lamina; identificagdo nao coincide com o formulario/cadastro do
analitica paciente; lamina danificada ou ausente; causas alheias ao

laboratdrio (especificar).

Amostra que apresenta células em
Satisfatéria quantidade representativa, bem

distribuidas, fixadas e coradas.

Material acelular ou hipocelular (<10%

Adequabilidade da do esfregaco);
amostra Leitura prejudicada (>75% do esfregaco)
Insatisfatéria por presenga de sangue, piocitos,
artefatos de dessecamento,

contaminantes externos, superposi¢cao

celular intensa

Epitélios Escamoso
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apresentados na

Glandular (ndo inclui o epitélio endometrial)

amostra Metaplasico
(@ presenca de células metaplasicas ou endocervicais
representativas da jungcdo escamocolunar, tem sido considerada
como indicador da qualidade do exame, pelo fato de as mesmas|
se originarem do local onde se situa a quase totalidade dos
canceres do colo do utero.)
Dentro dos limites da normalidade no material examinado
Inflamagao;
Reparacao;
Alteracdes celulares benignas Metaplasia escamosa imatura;
Diagnéstico Atrofia com inflamacgao;
descritivo Radiacao
Células Escamosas ASC-US*
Atipias celulares lipicas de ASCUS) psc-H
significado Glandulares
indeterminado De origem indefinida
continua

Em células

escamosas

Lesdo intraepitelial de baixo

grau (compreendendo efeito
citopatico pelo HPV e neoplasia

intraepitelial cervical grau 1)

Lesao intraepitelial de alto grau
(compreendendo neoplasias
intraepiteliais cervicais grau Il €

1

Lesao intraepitelial de alto grau,
nao podendo excluir micro-

invasao

Carcinoma epidermoide invasor
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Adenocarcinoma in situ

Em células : :
Adenocarcinoma |Cervical
glandulares

invasor Endometrial

*ASC-US - alteragbes escamosas atipicas de significado indeterminado nao
neoplasico; **ASC-H — alteracbes escamosas atipicas de significado indeterminado
em que nao se pode afastar lesdo de alto grau. Adaptado de: Nomenclatura
Brasileira para Laudos Cervicais e Condutas Preconizadas: Recomendacgdes para
Profissionais de Saude. Rio de Janeiro: INCA. 2006 (65).

1.6 DIAGNOSTICO CITOPATOLOGICO

A avaliagao microscépica dos esfregagos cérvico-vaginais desempenha um
papel fundamental na deteccao das lesdes pré-canceroras € do cancer inicial do
colo do utero. O principio da citologia ginecoldégica € simples: nos esfregagos, as
imagens microscopicas de células normais, registradas na memoria visual, séo
comparadas as imagens de células desconhecidas, as quais sao o objeto do estudo
em questdo. Caso as células desconhecidas sejam muito semelhantes as normais,
considera-se o esfregago dentro dos limites da normalidade. Caso as imagens
variem, o esfregaco deve ser considerado anormal, exigindo uma analise mais
detalhada (57).

O exame citolégico € um exame de rastreio e ndo de diagndstico definitivo. A
citologia é utilizada desde a década de 50 como método primario de diagndstico
preventivo, pois relacionando custo/beneficio e eficacia, € o método mais apropriado
de rastreamento em grandes populagdes (screening). Na rede publica de saude é a
forma de diagndstico principal e praticamente exclusiva, utilizando-se basicamente
0s meios de coloracdo de Papanicolaou (67). Na mucosa vaginal de uma mulher
adulta, sao facilmente identificadas as seguintes células: células da porgao interna
da camada basal (células basais), células da porgdo externa da camada basal
(células parabasais), células da camada intermediaria, células pré-queratinizadas e
células queratinizadas (70); as quais estdo representadas pelos tipos celulares
escamoso; glandular ou colunar; e metaplasicas (71). Baseando-se nas proporgdes
dos tipos de células que aparecem em um esfregaco vaginal podem ser observadas

células cancerosas, permitindo a descoberta precoce do cancer cervical (70).
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Duas técnicas de coleta sao utilizadas: esfoliativa e abrasiva. Um exemplo de
citologia esfoliativa € o esfregaco vaginal, que se baseia na obtengao de células que
descamam espontaneamente das superficies do colo e da vagina. A citologia
abrasiva depende da remocéao de células das superficies da cérvice, da endocérvice
e da vagina com o auxilio de um instrumento, espatula de Ayre ou escova
endocervical. O esfregaco vaginal é preparado com o material removido do fundo da
vagina, além das células epiteliais descamadas dos epitélios vaginal e cervical, a
amostra apresenta também muco, leucdcitos, macréfagos e detritos celulares. Mais
raramente podem-se encontrar células de origem endometrial, tubaria e ovariana,
além de bactérias, virus, fungos e parasitas. A vantagem desse tipo de esfregaco é
a boa representatividade de células com origem em todos os segmentos do trato
genital; a desvantagem €, principalmente, o mau estado de conservagao dessas
células. Sdo mais eficazes que os esfregagos cervicais na deteccdo de tumores
ocultos do endométrio, das tubas e ovarios. O esfregago cervical permite a
amostragem simultanea do canal endocervical e da ectocérvice. A citologia abrasiva
€ superior ao esfregago vaginal no que diz respeito a detecgdo de lesbes pré-
cancerosas e cancerosas da cérvice uterina (57).

A coloracdo do esfregagco facilita o reconhecimento dos componentes
celulares. Os nucleos captam os elementos basofilicos dos corantes, assumindo
uma cor azul ou tom azulado; ja o citoplasma pode adquirir uma cor rosa
(eosinofilico) ou azul (cianofilico). A coloracdo de Papanicolaou € empregada de
forma universal na citologia ginecoldgica. Todas as técnicas respeitam os mesmo
principios: nucleos corados pela hematoxilina, que tratada com 6xido de mercurio €
transformada em hemateina; a cor azul do nucleo é intensificada apds seu
tratamento com aluminio-sulfato de aménia (ALUM). Um esfregago adequado deve
ser representativo de todas as superficies epiteliais do colo e da vagina, bem como
precisa conter um numero suficiente de células que permita o reconhecimento de

qualquer alteracao (Figura 4) (57).
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Figura 4: Ectocérvice normal. Citologia cervical com representacdo de células escamosas
intermediarias basofilicas e células superficiais com citoplasmas basofilico ou eosinofilico (objetiva
10x). Fonte: IARC.

O diagndstico da infecgao por HPV é feito quando, no esfregago cérvico-
vaginal, sdo encontrados efeitos citopaticos produzidos por esse virus. Dentre esses
efeitos destaca-se a coilocitose, a qual se caracteriza pela presenga de uma
cavidade citoplasmatica perinuclear clara e com borda citoplasmatica periférica
densa, associada a alteragées nucleares (68, 72). As alteracbes nucleares sao
representadas por aumento de volume nuclear, irregularidade da membrana nuclear,
cromatina grosseira e mal distribuida. Outra alteracdo consiste na disceratose,
caracterizada por células que apresentam queratinizagdo anémala ou prematura,
nem sempre acompanhada de caracteristicas nucleares de malignidade (67, 72). A
disceratose ocorre nas camadas superficiais e profundas, é evidenciada pela
presenca de células orangiofilicas que se apresentam isoladas ou agregadas entre
si. Nesse caso o citoplasma fica amarelado, como o proprio nome sugere, o nucleo
fica pequeno, com aspecto condensado, podendo ter formato irregular. O nucleo
torna-se hipercromatico, irregular e as vezes ocorre multinucleagao (67, 73).

A coilocitose € mais evidente na superficie da lesdo, estando por vezes
associada a uma camada superficial de células queratinizadas que recebe o nome
de hiperceratose ou paraceratose. A hiperceratose e a paraceratose sdo também
associadas a infecgado por HPV. A paraceratose aparece como células escamosas

superficiais com nucleos pequenos, picndticos e hipercromaticos (ha retencdo dos
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nucleos). A hiperceratose caracteriza-se pelo espessamento da camada superficial

com perda do nucleo (Figura 5) (57, 72).
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Figura 5: LSIL. Citologia cervical caracteristica de uma LSIL. Células escamosas eosinofilicas, com
citoplasma denso, paraceratose e alguns coildcitos. (objetiva 20x). Fonte: IARC.

1.6.1 Lesoes Inflamatorias

Inflamagdo € a resposta dos tecidos as lesbes ocasionadas por varios
agentes, tais como bactérias, virus, fungos, parasitas, trauma, reagdes quimicas,
calor, frio ou radiagédo. Os processos inflamatorios sdo agudos ou cronicos e podem
ser reconhecidos nos esfregagos cérvico-vaginais. Independente da causa, as
reacgoes inflamatodrias estdo representadas por um exsudato inflamatério composto
por leucdcitos, macréfagos e detritos que constituem uma evidéncia de necrose
celular (57).

Eritrécitos, tanto preservados como fragmentados, sdo comuns nos tecidos
lesados. O achado de macréfago com pigmento sanguineo (hemossiderina) em seu
citoplasma € indicador de hemorragia crbnica ou pregressa. Nos esfregagos
inflamatorios, as células escamosas podem apresentar nucleos discretamente
aumentados e de contornos irregulares ou com cromatina condensada, sugerindo

inicio de picnose. Caso evidencie aumento do volume nuclear restrito a poucas
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células escamosas, esses elementos celulares poderao merecer a classificacdo de

“células escamosas atipicas de significado indeterminado” (57).

1.6.2 LesoOes Escamosas Intraepiteliais

O cancer invasivo do colo do utero é precedido por quadros intraepiteliais que
recebem denominagdes variaveis, tais como lesdo epidermdoide ou escamosa
intraepitelial, displasia e neoplasia intraepitelial cervical (NIC), sendo assim, uma
lesdo que progride muito lentamente. Histologicamente, as lesdes pré-canceroras da
cérvice se caracterizam por desorganizagao da arquitetura do epitélio escamoso,
atipias nucleares e mitoses andmalas. As lesdes bem diferenciadas recebem o
nome de NIC | (LSIL) enquanto aquelas com menor diferenciacédo sdo conhecidas
como NIC Il e NIC Ill (HSIL). Uma NIC pode regredir, persistir ou progredir para
cancer invasivo, o risco da progressao esta relacionado ao grau histoloégico da leséo
(57).

Nao ha sintomas especificos nem caracteristicas clinicas que indicam a
presenca de LSIL ou HSIL. Muitas dessas lesdes, contudo, podem ficar brancas na
aplicagcéo de acido acético a 3-5% e podem ser iodo negativo com a aplicagao de
solugao de Lugol, ja que o epitélio da NIC (LSIL ou HSIL) contém pouco ou nenhum
glicogénio. A avaliagao citolégica, baseada em alteragdes nucleares e
citoplasmaticas, € com frequéncia bastante dificil. Anomalias nucleares, como
nucleos aumentados, maior razdo nucleo/citoplasma, maior intensidade de
coloragao (hipercromasia), polimorfismo nuclear e variagdo do tamanho nuclear
(anisocariose) sao avaliados para fazer o diagndstico (68).

O aumento do volume nuclear com variagao no tamanho e forma, além da
hipercromasia sao caracteristicas regulares de todas as células displasicas.
Distribuicao irregular de cromatina com grumos também esta presente. Nucleos
anormais em células superficiais ou intermediarias indicam uma LSIL, enquanto que
a anomalia em nucleos de células basais e parabasais indicam HSIL. A quantidade
de citoplasma com relagdo ao tamanho do nucleo (razdo nucleo/citoplasma) € uma
das caracteristicas mais importantes para avaliar o grau da lesdo. Proporgdes

maiores estdo associadas com HSIL. Em geral, um esfregaco cervical contém



40

células com uma variedade de alteragdes; portanto, a notificagcdo dos achados
implica em desafios consideraveis (68).

O conceito de “discariose” foi introduzindo, em 1949, por Papanicolaou, para
descrever algumas alteragdes malignas iniciais nas células escamosas. Caracteriza-
se pela alteragao nuclear em elementos celulares com citoplasma morfologicamente
normal ou quase normal. Os nucleos demonstram volume aumentado, contornos ou
configuracao irregulares e hipercromasia. No epitélio escamoso ela pode aparecer
tanto nas células superficiais como nas intermediarias e parabasais. Os coildcitos
sao um tipo especial de células discaridticas e sua presenga é considerada
patognoménica da infecgdo pelo HPV. A discariose nas células escamosas
superficiais e intermediarias costuma indicar a presenga de uma LSIL; e nas células
escamosas parabasais (metaplasicas) apontam para HSIL (57).

Caracteristicas fundamentais das lesdes pré-canceroras do epitélio cervical:

* Niveis variaveis de disturbio e maturacdo e estratificagdo do epitélio,
dependendo do tipo e da localizagao da lesao;
« Anomalias do tamanho e da forma das células;
» Anomalias nucleares:
- aumento do tamanho do nucleo e da relagao nucleo/citoplasma;
- hipercromasia;
- presencga de atividade mitética nas camadas acima da camada basal;
- mitoses atipicas;

» Anomalias celulares produzidas pelo HPV, tal como a coilocitose (57).

1.6.2.1 Lesao Escamosa Intraepitelial de Baixo Grau (LSIL)

A maioria dessas lesdes tem origem no epitélio escamoso maduro da cérvice.
O fato de essa area estar exposta ao meio externo pode explicar a alta taxa de
regressao espontanea dessas lesdes. Os esfregacos sao caracterizados pelo
predominio de células escamosas discaridticas superficiais e intermediarias. Tais
células podem estar isoladas ou agrupadas, sendo elas numerosas ou raras. A
distribuicdo da cromatina nos nucleos pode ser tanto grosseiramente granular como
homogénea. Nao sido observados nucléolos. O citoplasma costuma ser transparente

e cianofilico. A coilocitose € um achado comum nesse grupo de lesdes. Um dos
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componentes importantes das LSIL s&o as areas onde descamam os coilécitos. Nos
chamados condilomas planos, € comum observar espessamento do epitélio
escamoso com poucas camadas de células achatadas em sua superficie e
numerosos coildcitos (57).

Além da coilocitose pode apresentar também a disqueratose, a qual é
caracterizada pela presenca de laminas ou aglomerados densos de pequenas
células escamosas, com formato alongado eliptico, de citoplasma bastante
eosinofilico e nucleos densos, pequenos e hipercromaticos. Tais células tém origem
na superficie do epitélio. Foi constatado que os nucleos dos disqueratdcitos podem
conter particulas de HPV, no entanto, € possivel encontrar células semelhantes sem
que haja uma infecgao confirmada por esse virus (57).

Onze a 23% das pacientes com diagndstico citologico de LSIL, a bidpsia
cervical revela HSIL (19, 65), o que aponta para possibilidade de subdiagnéstico no
exame citopatologico. A maioria dessas alteragbes citologicas regride
espontaneamente, na medida em que espelha a manifestacdo morfolégica da
infecgdo aguda e transitéria pelo HPV. A prevaléncia de LSIL foi de 0,8% entre todos
0s exames citopatologicos realizados no Brasil em 2009 e considerando apenas o0s
exames alterados, a prevaléncia foi de 31%, representando o segundo diagndstico

mais frequente (19).

1.6.2.2 Lesao Escamosa Intraepitelial de Alto Grau (HSIL)

Apresentam uma acentuada reestruturacdo do epitélio, podem variar em
termos de caracteristicas citoplasmaticas, tamanhos celulares e graus de alteragao
nuclear. As lesdes de alto grau podem ser classificadas em lesdes queratinizantes e
diferenciadas do epitélio escamoso, lesbes compostas de células com tamanho de
médio a grande e lesdes de células pequenas. Os trés tipos podem coexistir (57).

As lesdes queratinizantes sdo caracterizadas por células cancerosas que
apresentam citoplasma intensamente queratinizado, espesso e de contornos
irregulares. Podem surgir escamas anucleadas, reflexo da queratinizacao superficial.
Citoplasma apresenta coloracdo alaranjada ou amarelada. As alteracdes
citoplasmaticas sao ocasionadas pela presenga de queratina de alto peso molecular.

Nucleos volumosos acentuadamente hipercromaticos e densos (Figura 6). O
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formato das células é variavel: algumas séo ovais ou esféricas, enquanto outras séo
irregulares, alongadas ou fusiformes. Por vezes, s&o encontradas células
semelhantes a coildcitos, fato este que atesta para a existéncia de um vinculo entre
as lesbes escamosas de baixo e alto grau. As lesbes que correspondem a esse
padrao celular estdo habitualmente situadas no epitélio escamoso da cérvice e
podem apresentar queratinizagao intensa, fazendo com que surjam na forma de

placas brancas (leucoplasia) (57).

»

Figura 6: Hiperceratose. Citologia cervical evidenciando uma hiperceratose. Observam-se agregados
de células anucleadas. (objetiva 5x). Fonte: IARC.

As lesbes de células médias/grandes, como o proprio nome diz, sao
compostas por células de tamanho meédio ou grandes e elevada relacao
nucleo/citoplasma, sao facilmente reconheciveis como malignas quando presente
em um esfregagco. O tamanho dessas células corresponde, aproximadamente, ao
das células escamosas parabasais. O citoplasma pode ser cianofilico ou eosinofilico.
E possivel encontrar multinucleacdo. O numero de células anémalas aumenta
proporcionalmente ao tamanho da lesao, porém ele também depende da qualidade
do esfregaco. O terceiro tipo de HSIL, as lesdes de células pequenas, tem origem
nas células de reserva do epitélio endocervical. As células surgem de forma isolada,
mas costumam formar agrupamentos compactos, no interior dos quais é dificil a
diferenciacdo dos elementos celulares. Quando essas células descamam
isoladamente, torna-se dificil sua identificacdo, pois elas passam a ser confundidas

com leucdcitos, macréfagos, células metaplasicas pequenas e, até mesmo, com
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células endometriais. A relacdo nucleo/citoplasma € extremamente alta, pois os

nucleos sao muito grandes e circundados por uma fina faixa de citoplasma. A

principal caracteristica dessas células é o arranjo granular grosseiro de sua

cromatina, que da aos nucleos um aspecto granulado (57).

Setenta a 75% das pacientes com esse diagndstico apresentam confirmacgéo

histopatolégica e 1% a 2% terao diagndstico histopatoldgico de carcinoma invasor

(19, 65). A prevaléncia desse diagnéstico no Brasil, em 2009, foi de 0,25% de todos

0s exames realizados e 9,7% de todos os exames alterados (19).

Quadro 2 — Resumo dos principais achados citolégicos no diagndstico de LSIL e

HSIL.

Anomalias citolégicas

LSIL

HSIL

Nucleo

Aumentado

Muito aumentado

Cromatina nuclear

Granular ou opaca

(coildcitos)

Grosseiramente granular

Membrana nuclear

Pode ser irregular

Espessa e geralmente

irregular

Relativamente comuns em

Mitoses Raras em esfregacgos
esfregacos
Relagao nucleo- Acentuadamente
] Moderadamente aumentada
citoplasma aumentada
Muito alterado;
Praticamente normal o
. o queratinizado e de formato
(células discarioticas) _
Citoplasma . bizarro (lesao
Zonas perinucleares claras o
o queratinizada); escasso em
(coildcitos) B
outras lesbes
Podem estar presentes em
Coilocitos Geralmente presentes

lesdes queratinizadas

LSIL -

escamosa de alto grau. (57).

lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau; HSIL- lesédo intraepitelial
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1.6.2.3 Atipias em Células Escamosas de Significado Indeterminado (ASCUS)

Refere-se as alteragbes citoldgicas sugestivas de lesdao intraepitelial
escamosa, mas que nao sao qualitativa ou quantitativamente suficientes para um
resultado definitivo (69). O diagndstico de ASCUS deve ser utilizado apenas quando
0 numero de células escamosas maiores for pequeno ou quando a configuragao
dessas células torne impossivel uma conclusao diagnéstica. Observa-se em muitos
casos diagnosticados como ASCUS que a revisao cuidadosa do esfregago por um
segundo profissional qualificado acaba revelando evidéncias adicionais de uma
lesdo de baixo grau ou, até mesmo, de alto grau. As bidpsias de cerca de um tergo
das pacientes com diagndstico de ASCUS revelam alteragdes neoplasicas, sendo
aproximadamente 30% dessas, lesbes de alto grau, e 70% de baixo grau (57, 69).
Acredita-se que a presenga dos tipos de HPV considerados de alto risco pode
colaborar na definicdo da lesdo em pacientes com ASCUS. Em células parabasais
ou metaplasicas, um diagndéstico de ASCUS, costuma ser uma denominagao
incorreta. Mulheres com anomalias nucleares nesses tipos celulares sio, por
definigdo, pacientes de alto risco, que podem ser portadoras de uma lesao de alto
grau. Para os casos de ASCUS que continuam sendo classificados como suspeitos
apdés uma revisdo, recomenda-se uma avaliagdo cervical através do exame
colposcopico (Figura 7) (57).

As células encontradas em ASCUS possuem o nucleo de duas e meia a trés
vezes o0 tamanho do nucleo de uma célula escamosa intermediaria normal; a
proporg¢ao nucleo/citoplasma fica ligeiramente aumentada, apresenta hipercromasia
nuclear minima e irregularidade na distribuicdo da cromatina ou da forma nuclear; as
anormalidades nucleares podem estar associadas ao citoplasma orangeofilico denso
(69).

As atipias escamosas foram divididas em alteragdes atipicas de significado
indeterminado possivelmente nao neoplasico (ASC-US) e em alteragbes escamosas
atipicas de significado indeterminado em que nao se pode afastar lesdo de alto grau
(ASC-H). Cerca de 5% a 17% das mulheres com ASC-US apresentam diagnéstico
de HSIL e 0,1% a 0,2% de carcinoma invasor no exame histopatolégico,
demonstrando assim baixo risco de lesdes mais avancadas. Para ASC-H, o risco de
HSIL subjacente é alto, 24% a 94% (19, 65). A maioria das amostras com ASC-H

apresenta as células alteradas dispersas, com pequenos fragmentos com menos de
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dez células. O tamanho corresponde ao das células metaplasicas com o nucleo uma
e meia a duas vezes e meia maior do que o nucleo normal, a proporgao

nucleo/citoplasma é aproximadamente a de HSIL (69).
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Figura 7: ASC-US. Citologia cervical caracteristica de ASC-US. Ligeiramente inflamatério. Célula
intermediaria com nucleo alargado e cromatina homogénea. ASC-US (seta). (objetiva 20x). Fonte
IARC.

1.7 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Na década de 90, dados de varios estudos epidemioldgicos internacionais
demonstraram que a infecgao por um grupo de aproximadamente 15 tipos de HPVs
carcinogénicos é causa necessaria para o desenvolvimento de cancer cervical e
suas lesdes precursoras. Testes baseados na deteccdo do DNA do HPV foram
introduzidos para melhorar a eficiéncia e maximizar a sensibilidade do rastreio do
cancer cervical e lesdes pré-invasivas (16, 18, 74, 75).

A grande variedade de estudos transversais que foram realizados demonstra
que o teste de diagnostico do HPV é 45% mais sensivel que a citologia para detectar
lesdes NIC de alto grau (17). Estudos europeus e norte-americanos que
demonstraram que o teste de HPV foi substancialmente mais sensivel na detecgao
de NIC Il ou lesdo mais grave do que a citologia (96,1% versus 53%), mas menos
especifico (90,7% versus 96,3%), sugeriram o uso do teste de HPV como unico
meétodo de rastreio primario, com a citologia reservada as mulheres HPV positivas
(76).
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Os ensaios longitudinais randomizados, como o estudo do rastreio
populacional em Amsterdam (Population-Based Screening Study Amsterdam Trial -
POBASCAM) e o estudo de novas tecnologias para o cancer do colo do utero (The
New Technologies for Cervical Cancer - NTCC), demonstraram uma protegao
melhorada contra a NIC de alto grau e o cancer cervical revelando uma redugao
média das lesdes NIC IIl de cerca de 50% no grupo HPV positivo no segundo ciclo
de rastreio (17, 77, 78). O grupo de estudo do NTCC sugere o uso do teste do DNA
HPV para rastreamento cervical em mulheres de 35 anos ou mais (78). O estudo
POBASCAM chegou a conclusédo de que a implementacgao do teste de DNA do HPV
no rastreamento cervical leva a uma detec¢édo precoce clinicamente relevante de
NIC Il ou lesdo mais grave, que quando adequadamente tratada, melhora a protegao
contra NIC Ill e cancer cervical. Este estudo apoia o uso do teste de DNA de HPV
para todas as mulheres de acima de 29 anos (77).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer, como no Brasil ndo ha programas
organizados de rastreamento de cancer do colo uterino, ainda que o desempenho
diagnodstico dos testes moleculares em faixas etarias especificas e em conjunto com
0 exame citopatologico para os casos positivos tenha demonstrado resultados
melhores em termos exclusivamente de desempenho diagndstico, implementa-los
no pais, no atual nivel de organizagdao do rastreamento do céncer cervical, néo
permitira que tais vantagens se convertam em beneficios reais (19). A deteccéo e
identificacdo do HPV, tanto em amostras teciduais como celulares, dependem
estritamente de analises moleculares da sequéncia do seu DNA, pois membros da
familia do HPV ndo se desenvolvem em meios de cultura in vitro. Os métodos
realizados sao baseados na identificacdo da presenca de sequencias de acido
nucleicos caracteristicos do DNA do HPV através de sondas (67). Estes testes
utilizando sondas de acidos nucleicos vém sendo disponibilizados comercialmente
desde o inicio da década de 80 (72), e se baseiam no principio da hibridizagao
molecular. O DNA extraido das amostras € hibridizado com sondas especificas que
correspondem ao DNA de um ou mais tipos conhecidos de HPV. Varias técnicas
podem ser empregadas, elas possuem diferentes especificidades e sensibilidades
(57).
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1.7.1 Microarranjos

Microarrays de DNA, chip de DNA, chip biolégico ou biochip sao os nomes
dados a mais nova tecnologia para analise dos acidos nucleicos (79). Essa
tecnologia consiste em laminas de vidro nas quais segmentos de fita-Unica,
chamados de sondas, sao fixados e imobilizados de forma ordenada e em areas
especificas (chamadas de "célula de sonda"). Na lamina, cada célula de sonda
contém milhdes de copias de um determinado transcrito, ou um segmento génico em
particular, que pode posteriormente ser identificado (80).

O principio da técnica baseia-se principalmente na propriedade de
hibridizagdo por complementaridade dos acidos nucleicos e no fato das sondas
apresentarem sequéncias similares as dos genes de interesse, e complementares
as do RNA mensageiro ou as do DNA complementar, dependendo da tecnologia
utilizada (80). Como cada sonda ocupa uma posigao definida e conhecida na lamina,
0 conjunto das sondas assim distribuidas forma uma array e a hibridizacao positiva
indica as sequencias no DNA alvo que se esta testando (79).

Microarranjos de DNA permitem uma medigdo rapida e visualizagdo de
expressao diferencial entre genes de toda a escala gendbmica. Se a execugao
técnica é bastante complicada, o principio € muito facil (81). A genotipagem do HPV
€ muito importante, comparando com teste que detecta um pool de tipos de HPV,
mas nao distingue qual o tipo esta presente, a genotipagem sera melhor para
monitorar infeccdo persistente com tipos carcinogénicos de HPV, que sao pré-
requisitos para progressao do cancer cervical (82).

ApoOs a coleta da amostra cervical o DNA é extraido no laboratorio. Pela
metodologia do PapilloCheck® (Greiner Bio-One), um fragmento especifico de DNA
viral (gene E1) dos 24 subtipos de HPV é amplificado com primers (iniciadores)
especificos de HPV pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (83).
Essa metodologia consiste em uma reagao de polimerizagdo em cadeia, na qual se
obtém o enriquecimento de sequéncias nucleotidicas alvo de DNA por meio de sua
duplicacdo em modo exponencial. A técnica de PCR é tao sensivel que uma unica
molécula de DNA pode, em teoria, servir como molde para amplificacao (84). O
principio da técnica consiste em trés etapas ciclicas: desnaturagao térmica do DNA
molde; anelamento de oligonucleotideos sintéticos, que funcionam como os primers

da reacao de polimerizagdao, a cada uma das fitas do DNA molde; e extensao ou
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polimerizagao das novas fitas de DNA a partir de cada um dos iniciadores, utilizando
cada um dos quatro dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) como substrato da reagao
de polimerizacao (Figura 8) (67).

ApoOs varios ciclos de amplificacdo, nesse caso, existe uma ultima etapa de
desnaturagao das fitas duplas de DNA gerada, desse modo, surgem fragmentos
unicos de DNA que, em seguida, sdo marcados com moléculas de fluordforo.
Depois, as pecas marcadas e amplificadas, sao hibridizadas por sondas de DNA que
estdo fixados no chip de DNA (metodologia do PapilloCheck®). Apds a ligacéo, a
analise é realizada com o CheckScanner™. Ao todo, 5 sistemas de controle evitam
resultados falso-positivos ou falso-negativos. A avaliagao e preparagcao do Relatério

PapilloCheck® sao feitas com ajuda de um software especial de analise (83).

PCR : Polymerase Chain Reaction
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Figura 8: Esquema das trés etapas ciclicas da PCR.

2 minutes 72 °C

5-
3v




49

A genotipagem de HPV, de acordo com o PapilloCheck® desenvolvido pela
Greiner Bio-One, esta certificado como diagndstico in vitro para identificagao
qualitativa especifica de 24 tipos de papilomavirus humano de uma amostra cervical
com sensibilidade de 98%. Com o teste podem ser identificados 6 tipos de HPV de
baixo risco (tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44/55 — ele nao distingue o0 44 do 55), e 18 tipos
de alto risco (tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70 73,
82) tornando possivel prever o risco de carcinoma uterino para a paciente (Figura 9)
(83).

Existem evidéncias consideraveis que o risco absoluto para desenvolvimento
de lesdes precursoras do cancer e cancer cervical varia entre os gendtipos. A
deteccdo de gendtipos especificos de HPV pode ser util para a diferenciagao de
risco, maior ou menor, em mulheres HPV oncogénico positivas. Além disso, a
deteccdo de HPV oncogénico persistente fortemente prediz o desenvolvimento de
cancer ou suas lesdes precursoras, e 0 seu monitoramento pode prever a doenca.
Embora menos especifico para rastreamento primario, pode ser adicionado ao
acompanhamento citologico e ainda, orientar a avaliagdo de cura pés-tratamento ja

que possui maior reprodutibilidade dos resultados (18).

orientation control PCR control

== = HPV 6 HPV 45
HPV 11 HPV 51
HPV 16 HPV 52
HPV 18 HPV 63
HPV 31 HPV 56
HPV 33 HPV 58
HPV 35 HPV 59
HPV 39 HPV 66
HPV 40 HPV 68
PapilloCheck ® HPV 42 HPV 70
4|!1(IJ|;|0"£”70 HPV 43 HPV 73
HPV 44/55 HPV 82

hybridization control sample control

Figura 9: Chip de DNA do PapilloCheck®. Cada um dos 12 pogos do chipe de DNA contém um
microarray com 28 sondas diferentes dispostas em replicatas de 5 cada uma, como se indica a direita
da figura. Além das regides de controle.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever a frequéncia genotipica do HPV em exames de genotipagem,
citologias cervicais e biopsias penianas através da analise de banco de dados de um

laboratorio clinico do Distrito Federal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar resultados dos exames de genotipagem para HPV, de citologia cervical e

bidpsias penianas e identificar:

Positividade para HPV;,

* Risco oncogénico associado ao virus (alto risco ou baixo risco);
* Tipo de infecgao (simples ou multipla);

* Distribuicdo das espécies de HPV;

* Distribuicdo genotipica de HPV;,

Além disso, correlacionar essas distribuicdes e frequéncias acima citadas fazendo
uma comparagao entre os sexos, entre faixas etarias (< 30 anos, entre 31 e 44 anos
e = 45 anos), entre os tipos de infecgdes e entre os tipos de lesdes cervicais e

penianas em busca de tendéncias de aumento ou diminuigao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANALISE NO BANCO DE DADOS DE RESULTADOS LABORATORIAIS

O banco de dados analisado neste estudo foi o de resultados de exames do
Laboratério Sabin de Andlises Clinicas de Brasilia — DF. Através do software de
gestao laboratorial “Shift” a base de dados foi pesquisada pela solicitacdo de
estatisticas pos-calculadas. Na anadlise de estatistica pds-calculada foram
pesquisados cadastros de pacientes que realizaram o exame de genotipagem para
HPV (PapilloCheck®) desde a sua implantacdo em fevereiro de 2009 até o més de
maio de 2011, de ambos os sexos, de todas as idades (0 a 100 anos), atendidos em
todos os postos de coleta do laboratério. O sistema retornou uma lista com 4251
cadastros contendo numero de identificagdo (ordem de servigo), nome, e idade do
paciente. Esta lista foi tabulada no programa Excel, e em seguida cada ordem de
servigo foi acessada manualmente para identificacdo e tabulagdo dos gendtipos de
HPV detectados no exame de genotipagem. Além disso, verificou também se o
paciente realizou exames de citologia cervical (Papanicolaou, chamado no
laboratério de colpocitologia), no caso das mulheres, e bidpsia (histologia) de lesdes
penianas no caso dos homens. O exame de citologia cervical é realizado no préprio
Laboratdrio Sabin, o exame de bidpsia peniana é terceirizado com o Laboratério de
Imunopatologia de Brasilia (LIB), localizado também em Brasilia. O resultado do
exame citolégico foi acessado diretamente no banco de dados do Laboratério Sabin,
€ uma copia dos laudos da bidpsia peniana foi solicitada ao laboratério conveniado
LIB. Os resultados e informagdes relevantes dos laudos para este estudo foram
também tabulados no programa Excel. No caso das mulheres, foram incluidos
apenas pacientes com cadastro de genotipagem de HPV e de citologia cervical com
intervalo maximo de um més entre os dois exames, com a finalidade de garantir que
a amostra analisada em um exame seja representativa da analisada no outro. Uma
vez que estas podem nao ser entregues simultaneamente no laboratério.
Dificilmente, alteragdes citoldgicas se modificam em um intervalo de um més, além
disso, a maioria das amostras incluidas fizeram os dois exames no mesmo dia.
Mesmo a maioria das infecgdes pelo HPV sendo transitdrias, 50% sao eliminadas
em 8 meses e 90% em dois anos (54). No caso dos homens, decidiu-se ser mais
restrito e evitar possiveis criticas com relagdo ao intervalo. Neste caso, foram

incluidas ordens de servigo com os dois exames cujas amostras foram entregues no
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mesmo dia. Em todos os casos, os pacientes que realizaram mais de uma

genotipagem neste periodo foram contabilizados como amostras independentes.

3.2 POPULAGCAO ESTUDADA

Neste estudo as amostras avaliadas foram de pacientes que realizaram o
exame de genotipagem de HPV pela metodologia PapilloCheck® entre fevereiro de
2009 e maio de 2011 no Laboratério Sabin de Anadlises Clinicas localizado em
Brasilia, Distrito Federal (n=4251). Assim, ndo pode ser considerada como uma
amostra representativa da populagao geral, mas sim a populagao do Distrito Federal
que tem acesso ao exame de genotipagem de HPV. Entretanto, o Laboratério Sabin
de Analises Clinicas tem 28 anos de atuacdo no Distrito Federal, € o maior
laboratério clinico do Centro-Oeste, realiza um milhdo de exame por més, atende
cerca de 6.000 pacientes por dia. Até 2011, o laboratério possuia 68 postos de
coleta e unidades captadoras de amostras em Brasilia e em todas as cidades
satélites do Distrito Federal, atendendo assim boa parte da populacédo do DF (Figura
10). Além disso, algumas mulheres incluidas nesse estudo eram residentes em
municipios do estado de Goias localizados nos arredores do DF. O laboratério
realiza cerca de 350 genotipagens de HPV mensalmente, trata-se de um exame
coberto pela maioria dos convénios meédicos, pois assumiu os mesmo codigos e
referéncias do exame de captura hibrida. De fato, 98% das genotipagem realizadas
sao via planos de saude, ou seja, € um exame acessivel para populagado que possui
convénios medicos, sendo o unico laboratério que realiza 0 exame na regiao desde
fevereiro de 2009 (31). Assim, a amostragem deste estudo embora nao possa ser
considerada a populagao geral, existe a duvida se ela realmente nao a representa,
em todo caso consideramos que a amostragem avaliada € a populagédo do DF e

entorno que tém acesso ao exame de genotipagem.
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Figura 10 - Esquema representativo da localizagdo dos postos de coleta do Laboratério Sabin de
Andlises Clinicas.

3.3 VARIAVEIS CATEGORICAS AVALIADAS

As variaveis analisadas neste estudo foram positividade para HPV, tipo de
infeccdo, oncogenicidade viral, distribuicdo genotipica, distribuicdo das espécies,
conclusdao do laudo da citologia cervical, alteragdes citopaticas nas bidpsias
penianas, conclusdo do laudo da biopsia peniana. A positividade representa a
percentagem de resultados positivos para o DNA do HPV no exame de
genotipagem, ou seja, percentagem de amostras com resultado HPV positivio. O tipo
de infecgdo pode ser simples ou multipla, infeccao simples é quando foi detectado
um unico gendtipo de HPV, infecgdo multipla € quando detectou mais de um
genotipo de HPV. A oncogenicidade viral se relaciona ao risco oncogénico
associado ao gendétipo do HPV, foram considerados que os gendtipos podem ser de
alto ou baixo risco de acordo com a classificagdo indicada pelo fabricante da
tecnologia PapilloCheck®, e que condiz com a classificagdo encontrada na literatura
(45). A distribuicdo genotipica consiste na ocorréncia de cada gendtipo
individualmente, neste caso cada tipo de HPV encontrado é computado como um
evento independentemente se ocorreu na forma de infecgdo simples ou multipla, os
gendtipos pesquisados pelo PapilloCheck® séao 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 40, 42,
43, 44/55, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 e 82. Assim, um Uunico paciente
pode contribuir com mais de um gendtipo para os estudo. A distribuicdo das
espécies leva em consideracdo a classificagdo consagrada na literatura (6) e
baseada na homologia do gene L1, para esta contagem, a respectiva espécie foi

atribuida aos genotipos identificados na analise da distribuicdo genotipica. A
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conclusao da citologia cervical foi identificada ao acessar os laudos dos pacientes
que realizaram os exames de genotipagem de HPV e de citologia cervical com
intevalo maximo de um més entre os dois exames, 0s possiveis resultados sao
Padrao Normal (PN); Atipias em células escamosas de significado indeterminado
(ASCUS); Leséao intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL); Leséao intraepitelial
escamosa de alto grau (HSIL). As alteragcbes citopaticas nas bidpsias penianas
foram retiradas dos respectivos laudos da amostras que realizam a genotipagem de
HPV e a histologia no mesmo dia. As principais alteragdes foram lesao exofitica,
hiperceratose, paraceratose, acantose irregular, papilomatose, hipergranulose, atipia
coilocitotica, queratinizagao, hiperplasia e perda da polaridade basal. A concluséo
do laudo da bidpsia peniana foi retirada dos respectivos laudos das amostras que
realizaram a genotipagem de HPV e a histologia no mesmo dia, e os possiveis
resultados sao alteragdes citolégicas sugestivas de infecgdo pelo HPV (SHPV) e
alteragdes citologicas nao sugestivas de infecgao pelo HPV (NSHPV). Assim, todas
as variaveis analisadas neste trabalho sao categéricas, exceto a idade, e foram
expressas como frequéncia absoluta e relativa, e a idade foi expressa como média e

desvio padrao.

3.4 DIVISOES DO ESTUDO

3.41 Parte1

Corresponde a analise da totalidade das amostras, neste caso as 4251
amostras anogenitais que realizaram o exame de genotipagem de HPV entre
fevereiro de 2009 e maio de 2011 foram incluidas. Os pacientes que realizaram mais
de uma genotipagem neste periodo foram contabilizados como amostras
independentes. As variaveis analisadas foram positividade, tipo de infeccgéo,
oncogenicidade, distribuicdo genotipica, e distribuicdo das espécies. Estas foram
contabilizadas e apresentadas na sua totalidade, e de acordo com o género (3201
mulheres e 1050 homens). Os achados foram apresentados na forma de frequéncia
absoluta e relativa. Neste caso, as proporgdes entre homens e mulheres de todas as
variaveis supracitadas foram comparadas pelo teste Qui-Quadrado ou teste exato de
Fisher quando apropriado. Além disso, as amostras foram agrupadas nas faixas
etarias <30 (n=1991), 31-44 (n=1693), e 245 (n= 567) anos para a avaliagdo da
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influéncia da idade, e foram escolhidos para facilitar comparagcdo com outros
estudos (85). Assim, a positividade, tipo de infecgdo, oncogenicidade, distribuicao
genotipica, e distribuicado das espécies foram contabilizadas em cada faixa etaria, e
novamente apresentada na forma de frequéncia absoluta e relativa. A tendéncia de
aumento ou diminuicdo com a idade foi avaliado pelo teste Qui-Quadrado para
tendéncia. Esta parte do estudo foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa da
Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul - PUCRS, protocolo -
1109/10.

3.4.2 Parte 2

Corresponde a analise das amostras que realizaram o exame de genotipagem
de HPV e citologia cervical com intervalo maximo de um més entre os dois, no
periodo de fevereiro de 2009 e maio de 2011. A maioria das amostras realizou os
dois exames no mesmo dia. Os pacientes que realizaram mais de uma genotipagem
neste periodo foram contabilizados como amostras independentes. Neste caso,
1913 amostras foram incluidas na analise. As varidveis analisadas foram
positividade, tipo de infecgédo, oncogenicidade, distribuicdo genotipica, e distribuigao
das espécies. Estas foram contabilizadas e apresentadas na forma de frequéncia
absoluta e relativa na sua totalidade e segundo o grau de lesao celular da citologia
cervical PN 1715 (89,6%), ASCUS 131 (6,85%), LSIL 55 (2,88%) e HSIL 12 (0,63%).
Neste caso, a tendéncia de aumento ou diminuigcdo das variaveis com o grau de
lesdo celular foi avaliado pelo teste Qui-Quadrado para tendéncia. Além disso, as
amostras foram agrupadas nas faixas etarias <30 (n= 897), 31-44 (n= 782), e 245
(n= 234) anos para a avaliacdo da influéncia da idade sobre estas mesmas
variaveis. Novamente, o teste Qui-Quadrado para tendéncia foi utilizado. Esta parte
do estudo foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul - PUCRS, protocolo - 1109/10.
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3.4.3 Parte 3

Corresponde a analise das amostras que realizaram o exame de genotipagem
de HPV e bidpsia (histologia) de lesdo peniana no mesmo dia, entre fevereiro de
2009 e maio de 2011. Os pacientes que realizaram mais de uma genotipagem neste
periodo foram contabilizados como amostras independentes. Neste caso, 43
amostras foram incluidas na analise. As variaveis analisadas foram positividade, tipo
de infecgdo, oncogenicidade, distribuicdo genotipica, e distribuicdo das espécies
contabilizadas e apresentadas na forma de frequéncia absoluta e relativa na sua
totalidade. Além disso, foi analisada a associacdo entre as alteragdes citopaticas
(lesdo exofitica, hiperceratose, paraceratose, acantose irregular, papilomatose,
hipergranulose, atipia coilocitotica, queratinizagao, hiperplasia e perda da polaridade
basal) encontradas na histologia e resultado sugestivo ou ndo de infecgao por HPV
relatado na concluséo dos laudos histoldgicos, positividade na genotipagem, tipo de
infeccado, e oncogenicidade viral. Neste caso, as associagdes foram avaliadas pelo
teste exato de Fisher. Devido a pequena amostragem a influéncia da idade néo foi
avaliada. Esta parte do estudo foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa da

Universidade Tiradentes, Aracaju/SE protocolo - 170911.

3.5 EXAME DE GENOTIPAGEM DE HPV NO LABORATORIO SABIN DE
ANALISES CLINICAS

O exame de genotipagem de HPV é realizado na unidade de biologia
molecular do Laboratério Sabin pela metodologia PapilloCheck® (Greiner Bio-One)
seguindo as recomendagdes do fabricante. O DNA das amostras anogenitais,
recebidas em tubos de captura hibrida (cervical sampler Digene), é purificado com o
extrator automatizado de DNA EasyMag™ (Biomerieux) também de acordo com as
instrugdes do fabricante. O PapilloCheck® é executado no DNA extraido e detecta
24 diferentes gendtipos de HPV (18 tipos de alto risco e 6 tipos de baixo risco). Os
tipos de HPV que podem ser detectados e diferenciados no teste sdo HPV 6, 11, 16,
18, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44/55, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 e
82. Sendo de baixo risco os HPVs 6, 11, 40, 42, 43 e 44/55. O genoma do HPV 55
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compartilha 95% de homologia com o HPV 44 e, assim, constitui um subtipo do HPV
44 (6), o PapilloCheck® nao diferencia este dois gendtipos, para facilitar a
compreensao vamos chama-los apenas de 44. Simplificadamente, o teste consiste
na amplificacdo de um fragmento de 350 pb do gene E1 do HPV usando um tipo de
PCR multiplex com primers especificos. Em seguida, esses produtos de PCR sao
hibridizados contra um chip de DNA que contém sondas especificas para cada
gendtipo viral contemplado no teste. Para evitar resultados falso-negativos, avaliar a
qualidade, e a inibicado da reagdo de PCR sao também amplificados,
simultaneamente, um controle endégeno de PCR (gene ADAT1 humano), e um DNA
exogeno sintético (controle de PCR). Ambos devem gerar resultados positivos, caso
contrario, a reagao € invalidada. Todas as sequéncias amplificadas no teste utilizam
primers marcados com CY5 (fluorescéncia vermelha). Além disso, o préprio chip
contém uma segunda bateria de controles para avaliar o processo de hibridizacao
(controles de hibridizagdo e controle de orientagdo) que sao sequéncias de DNA
sintéticas e marcadas com CY3 (fluorescéncia verde). Apoés a hibridizagdo e
lavagens, a leitura do chip é feita no CheckScanner™ (Greiner Bio-One) que avalia
os sinais de fluorescéncias CY3 e CY5 sobre os pontos de hibridizagdo que, em
seguida, sao automaticamente interpretados pelo software CheckReport™ (Greiner
Bio-One). Os resultados liberados sao positivo ou negativo para cada gendtipo

contemplado no teste (86).

3.6 EXAME CITOLOGICO CERVICO-VAGINAL (COLPOCITOLOGIA).

O exame citologico é realizado pela técnica de coloragao de Papanicolaou, e
o laudo esta em conformidade com a padronizagao estabelecida pela Sociedade
Brasileira de Citologia e consenso Bethesda 2001. Nos laudos as seguintes
variaveis estado descritas: local da coleta, tipo de material, aspecto do esfregaco,
grau de descamacao celular, tipos de células identificadas, aspectos celulares
evidenciados, além disso, é feito o estudo microbiolégico e avaliagao citohormonal.
O indicador mais relevante para este projeto sdo as conclusdes dos laudos sobre o
grau de alteragao celular evidenciados, cujos resultados possiveis sao os que foram
anteriormente detalhados: Padrdao Normal (PN); Atipias em células escamosas de
significado indeterminado (ASCUS); Leséao intraepitelial escamosa de baixo grau

(LSIL); Leséo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL). Um quinto resultado era
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possivel “Padrao citolégico inflamatério”, o qual foi agrupado aos laudos com
resultados “Padrao Normal”, pois também nao representam lesbes celulares
caracteristicas de infeccao pelo HPV. A amostragem de leséo cervical deste estudo
é PN 1715 (89,6%), ASCUS 131 (6,85%), LSIL 55 (2,88%) e HSIL 12 (0,63%). O
grupo PN é composto por, 556 que foram classificados como “Dentro dos limites da

normalidade” e 1159 como “Padréo citologico inflamatoério”.

3.7 EXAME DE BIOPSIA PENIANA

O exame anatomopatolégico de bidpsia peniana € encaminhado para o
“Laboratério de Imunopatologia de Brasilia (LIB)". Nos laudos estao descritos o
material enviado, a descricdo macroscopica da biopsia, a descricdo das
observagdes microscopias e conclusdo. Além da conclusao do laudo, incluindo se as
atipias citolégicas sao sugestivas de infecgao viral (SHPV — sugestivas de infecgao
por HPV e NSHPV - nao sugestivas de infeccdo por HPV). Neste estudo, as
alteragdes microscopicas avaliadas foram: lesdao exofitica, hiperceratose,
paraceratose, acantose irregular, papilomatose, hipergranulose, atipia coilocitética,
queratinizacao, hiperplasia e perda da polaridade basal. As conclusdes dos laudos
das 43 amostras incluidas nesta etapa dos estudo foram:

* Para os resultados SHPV (n=28): Hiperplasia epitelial (n=14, 50%);
Hiperplasia epitelial papilomatosa (n=8, 28,5%) e Condiloma acuminado (n=6,
21,5%).

* Para os resultados NSHPV (n=15): Ceratose seborréica (n=3, 20%); Doenca
bolhosa intradérmica (n=1, 6,6%); Liquen escleroso (Balanite xerética) (n=1,
6,6%); Nevo melanocitico intradérmico (n=1, 6,6%); Molusco contagioso (n=1,
6,6%); Eritroplasia de queyrat (n=1, 6,6%); Pele sem alteracdes diagndsticas
(n=2, 13,5%); Sugestivo de fibroma mole (n=1, 6,6%); Nevo melanocitico

juncional (n=1, 6,6%) e Hiperplasia epitelial escamosa (n=3, 20%).
3.8 ANALISES ESTATISTICAS
Os testes estatisticos utilizados neste trabalho foram os testes de hipotese

para dados categéricos convencionais: o teste Qui-Quadrado, o teste Qui-Quadrado

para tendéncia e o teste exato de Fisher. Estas analises foram realizadas utilizando
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o aplicativo GraphPad Prism 5.0, que contempla os trés testes. Resumidamente, o
teste Qui-Quadrado foi utilizado para testar a independéncia (associagao), ou seja,
se duas variaveis categoricas sao dependentes uma da outra, por exemplo, se o
resultado positivo para genotipagem de HPV é dependente de um resultado positivo
para exame de citologia cervical, ou histologia de lesdo peniana. Ou, testar a
homogeneidade, se a proporgao de certa caracteristica € a mesma em dois ou mais
subgrupos, por exemplo, se a propor¢éo de resultados positivos para o HPV ou de
infeccbes multiplas € a mesma entre homens e mulheres. Como a validade do teste
Qui-Quadrado se torna questionavel quando em pequenas amostras, nas situacoes
onde as analises de associagdo e homogeneidade ndo obedeciam os critérios de
Cochran para uso do Qui-Quadrado “Todos os valores esperados para as células da
tabela de contingéncia forem maior do que 1, e até 20% das células tenha valor
esperado menor do que 5”, o teste utilizado foi o exato de Fisher. O teste exato de
Fisher, como seu préprio nome diz, sempre da um valor de p “exato” e funciona bem
com amostras pequenas. A maioria dos livros de estatistica aconselham a usa-lo em
vez de Qui-Quadrado, pois o valor de p do teste Qui-Quadrado é apenas uma
aproximagédo. Com grandes amostras, o teste Qui-Quadrado funciona muito bem,
gerando o mesmo resultado que o teste de Fisher. Com amostragens pequenas, o
Qui-Quadrado ndo é exato. Algumas da avaliagbes deste trabalho envolviam
amostragem pequenas como associagao entre alteragdes citopaticas e a presenca
do DNA do HPV nas lesdes penianas (Parte 3). O programa GraphPad Prism 5.0
considera a amostragem avaliada e define automaticamente se deve utilizar o teste
exato de Fisher ou Qui-Quadrado (87).

O teste Qui-Quadrado para tendéncia foi utilizado quando se desejava avaliar
mais de duas proporgdes, e se uma das variavéis pudesse ser organizada em sua
ordem natural. Ou seja, avaliar se uma caracteristica aumenta ou diminui de acordo
com a ordem inerente da outra, por exemplo, a positividade para o HPV aumenta ou
diminui com o aumento da idade. Nestas situacdes, o teste Qui-Quadrado para
tendéncia tende a ser mais sensivel e poderoso que o teste Qui-Quadrado
convencional na detecgdo de associagdes. Em todos os casos, as comparagdes

foram consideradas estatisticamente significante se p< 0,05. (88).
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4 RESULTADOS

4.1 PARTE 1

4.1.1 Analise total do banco de dados

A pesquisa por solicitagdo de estatisticas poés-calculada no software de
gestao laboratorial “Shift”, gerou uma lista com 4251 cadastros de pacientes que
realizaram o exame de genotipagem para HPV no periodo de fevereiro de 2009 e
maio de 2011. Dentre estas, 3201 (75,3%) eram de individuos do sexo feminino e
1050 (24,7%) de individuos do sexo masculino. A média (desvio padrdo) de idade
dos pacientes foi 33,8 (+ 10,3) anos. No sexo feminino, média de idade observada
foi 32,8 (£9,5) anos, e no sexo masculino 33,7 (£ 10,3) anos. Das 4251 ordens de
servigo incluidas neste estudo, 1882 (44,3%) apresentaram resultado positivo, e
2369 (55,7%) negativo para genotipagem de HPV. Nas amostras do sexo feminino,
1286 (40,2%) eram positivas e 1915 (59,8%) negativas. Nas do sexo masculino,
596 (56,8%) positivas e 454 (43,2%) negativas (Figura 11). Assim, a positividade
geral do HPV neste estudo € de 44,3%. E os homens apresentaram propor¢ao de
resultados positivos significativamente maior que as mulheres (56,8% versus 40,2%,
p<0,0001).
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Figura 11 - Positividade no exame de genotipagem de HPV. Resultados positivos e negativos na
genotipagem do HPV de acordo com o exame PapilloCheck®. Nos homens (barras azuis), a
positividade observada foi de 56,8% e nas mulheres (barras vermelhas) 40,2%, (p<0,0001). Houve
diferenca significativa entre estas proporgdes.

Em seguida, avaliou-se o tipo de infecgdo. Das 1882 amostras positivas, 993
(52,8%) eram infecgdes simples, e 889 (47,2%) infecgdes multiplas. Nas mulheres,
das 1286 amostras positivas, 725 (56,4%) eram infecgbes simples e 561(43,6%)
infeccbes multiplas. Por outro lado, das 596 amostras positivas nos homens, 268
(45%) eram infecgdes simples e 328 (55%) infecgdes multiplas (Figura 12). Assim,
infeccbes multiplas foram encontradas em aproximadamente metade dos exames
positivos (47,2%), e foram mais frequentes nos homens do que nas mulheres (55%
versus 43,6%, p<0,0001).
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Figura 12 — Proporgao dos tipos de infeccdo em homens e mulheres. Proporgdo de infecgdes
multiplas e simples nas mulheres (barras vermelhas) e nos homens (barra azuis). Homens
apresentam significativamente mais infeccdo multipla que as mulheres (55% versus 43,6%,
p<0,0001).

Na avaliagdo do risco oncogénico cada gendtipo identificado no exame de
genotipagem foi contabilizado como uma ocorréncia, independentemente se em
infeccdo multipla ou simples. Ou seja, 3539 gendtipos foram encontrados nas 1882
amostras positivas. Assim, observou-se que destes 3539 gendtipos, 2485 (70,22%)
eram de alto risco e 1054 (29,78%) de baixo risco. Ademais, quando distribuidos de
acordo com 0 sexo do paciente, observou-se que as mulheres apresentaram uma

propor¢ao maior de gendétipos de alto risco que os homens, 1756 (77,02%) versus
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729 (57,9%), p<0,0001. Ou seja, os homens 530 (42,1%) apresentaram mais
genotipos de baixo risco que as mulheres 524 (22,98%), p<0,0001 (Figura 13).
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Figura 13 - Risco atribuido aos gendtipos em homens e mulheres. Proporgao de gendtipos de alto e
baixo risco nas mulheres (barras vermelhas) e nos homens (barras azuis). Mulheres possuem
significativamente mais genétipos de alto risco que os homens 77,02% versus 57,9%, p<0,0001. Ou
seja, os homens apresentam mais gendétipos de baixo risco que as mulheres.

Em seguida, analisou-se a distribuicdo genotipica do HPV nas amostras
positivas deste estudo. Como na anadlise da oncogenicidade, cada gendtipo
identificado no exame de genotipagem foi contabilizado como uma ocorréncia,
independentemente se em infecgdo multipla ou simples. Na Figura 14, pode-se
observar a distribuicdo genotipica dos 24 diferentes tipos de HPV pesquisados pelo
PapilloCheck®. A distribuicdo genotipica encontrada em ordem decrescente foi 16,
56, 6, 44, 42, 53, 66, 68, 51, 39, 11 e 52, 31, 59, 58, 40, 73,43 e 70, 18 e 82, 45, 35,
33. Dentre os 5 gendtipos mais frequentes dois sdo de alto risco (16 e 56) e trés de
baixo risco (6, 44, e 42). Em seguida, os gendtipos foram agrupados em espécies de
HPV segundo a classificagao de de Villiers et al, 2004. As espécies mais prevalentes
foram A9 e A6, composta apenas por HPV de alto risco (16, 31, 33, 35, 52, 58) e
(53, 56, 66), respectivamente, seguidas da espécies A7, A10, A5, A1, A8 e A11
(Figura 15).
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Figura 14 - Distribuicdo gendtipica do HPV nas amostras positivas segundo o PapilloCheck®.
Frequéncia observada de cada um dos 24 gendtipos pesquisados pelo exame. Cada gendtipo
identificado foi contabilizado como uma ocorréncia independentemente do tipo de infecgédo simples ou
multipla. Neste caso, 3539 gendtipos foram encontrados em 1882 amostras positivas, e gendtipos de
baixo risco sado representados pelos 6, 11, 40, 42, 43, e 44.
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Figura 15 - Distribuicdo das espécies de HPV nas amostras positivas segundo o PapilloCheck®.
Cada gendtipo agrupado na respectiva espécies segundo a classificagdo de de Villiers et al., 2004
(6), que utiliza homologia na regidao L1 do genoma do virus. Neste caso, 3539 gendtipos foram
encontrados em 1882 amostras positivas.

Na tentativa de se observar diferencas na distribuicdo genotipica entre
homens e mulheres os gendtipos encontrados foram distribuidos de acordo com o

sexo do paciente. A distribuicdo genotipica observada esta representada na Figura
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16. Algumas diferengas importantes foram encontradas como por exemplo os
genotipo de baixo risco 6, 11, 40, 42, 43 e 44, sdo mais prevalentes nos homens do
que nas mulheres. E alguns gendtipos de alto risco, como 16, 31, 33, 52, 53, 56, 68,

e 70, sdo mais prevalentes nas mulheres do que nos homens.
Distribuicao genotipica HPV
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Figura 16 - Distribuicdo genotipica do HPV em homens e mulheres. Frequéncia relativa dos
gendtipos pesquisados pelo PapilloCheck® nas mulheres (barras vermelhas), e nos homens (barras
azuis). Os gendtipos de baixo risco como 6, 11, 40, 42, 43 e 44, sao mais prevalentes nos homens e
os gendtipos de alto risco 16, 31, 33, 52, 53, 56, 68, e 70 sao mais prevalentes nas mulheres. As
percentagens em cada género foram calculadas a partir do respectivo numero total de gendtipos.
Neste caso, 2280 gendtipos foram encontrados em 1286 amostras positivas nas mulheres, e 1259
gendtipos foram encontrados nas 596 amostras positivas nos homens. Cada genétipo identificado foi
contabilizado como uma ocorréncia independentemente do tipo de infecgdo simples ou multipla.

Na préxima analise o mesmo foi feito com as espécies de HPV. Como pode
ser observado na Figura 17, as espécies mais frequentes nas mulheres em ordem
decrescente foram A9, A6, A7, A10, A5, A1, A8, e A11. Nos homens, as espécies
mais frequentes em ordem decrescente sao A10, A6, A9, A1, A8, A5, e A11. As
frequéncias observadas em cada género diferem significantemente (p<0,0001).

Novamente, algumas diferenga importantes foram observadas entre os sexos: as
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espécies A9 (p<0,0001), A6(p=0,01), A7 (p=0,0058), A11 (p=0,14) sado mais
frequentes nas mulheres que nos homens e as espécies A10 (p<0,0001), A5

(p=0,06), A1 (p=0,0015), e A8 (p<0,0001) mais frequente nos homens do que nas
mulheres.
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Figura 17 - Distribuicao das espécies de HPV em homens e mulheres. Frequéncia relativa das
espécies de HPV pesquisados pelo PapilloCheck® nas mulheres (barras vermelhas), e nos homens
(barras azuis). As espécies em ordem decrescente de frequéncia nas mulheres foram A9, A6, A7,
A10, A5, A1, A8, A11, e A10, A6, A9, A1, A8, A5, A11 nos homens. Todas as diferengas observadas
sao significativas (vide texto). Cada gendtipo foi agrupado na respectiva espécie segundo a
classificagao de de Villiers et al., 2004 (6), que utiliza homologia na regiao L1 do gendma do virus.
Neste caso, n=2280 para mulheres e n=1259 para os homens.

A idade e o género, por consequéncia, o comportamento sexual influénciam
diretamente a infeccédo pelo HPV (1). Neste sentido, os homens e mulheres deste
estudo foram agrupados em trés faixa etarias, menor ou igual 30 anos, entre 31 e 44
anos, e maior ou igual a 45 anos. No total, 1991 (46,84%), 1693 (39,83%), 567
(13,3%) amostras foram incluidas nas faixas etarias <30, 31-44, e 245 anos,
respectivamente. Como a analise envolvia a influéncia do género, este total de
amostras foi subdivido de acordo com o sexo, e por conseguinte, 1507 (47,08%),
1299 (40,6%), e 395 (12,34%) mulheres; 484 (46,1%), 394 (37,52%), e 172 (16,38%)
homens, foram incluidos nas faixas etarias <30, 31-44, e 245 anos, respectivamente.
Primeiramente, as seguintes variaveis foram analisadas: positividade, infeccbes
simples, infeccbes multiplas, gendtipos de alto risco e de baixo risco, tanto nas
infeccbes simples quanto nas infecgdes multiplas. Do total das amostras incluidas
em cada faixa etaria, <30, 31-44, e 245 anos, a positividade foi 1049 (52,7%), 653
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(38,6%), e 180 (31,75%), respectivamente. Ou seja, a propor¢gédo de resultados
positivos diminuia com a idade [p(trend)<0,0001]. Além disso, observou-se que a
positividade foi maior nos homens do que nas mulheres em todas as faixa etarias;
<30 anos [309 (63.8%) versus 740 (49,1%), p<0,0001], entre 31-44 anos [213
(54.1%) versus 440 (33,9%), p<0,0001], e 245 anos [74 (43.0%) versus 106 (26,8%),
p=0,0001]. Ademais, a positividade diminuia com o0 aumento da idade em ambos os
sexos [p(trend)<0,0001 para homens e p(trend)<0,0001 para mulheres] (Figura 18).
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Figura 18 - Positividade para HPV total, em homens e mulheres de acordo com as faixa etarias <30,
31-44, e 245 anos. Analise da positividade, total (linha amarela), nos homens (linha azul), e nas
mulheres (linha vermelha) nas faixas etarias <30, 31-44, e 245 anos. Os homens apresentam mais
resultados positivos que as mulheres nas trés faixas etarias, a positividade diminui com o aumento da
idade em ambos os sexos, e também no total das amostras p(trend)<0,0001.

Neste mesmo sentido, analisou-se também a proporg¢ao de infecgao simples e
infeccao multipla. No total, as infecgbes simples nas faixas etarias <30, 31-44, e 245
anos foi 483 (46%), 389 (59,6%), 121 (67,2%), e multiplas 566 (54%), 264 (40,4%),
59 (32,8%), respectivamente. Ou seja, a proporgao de infecgdes simples aumentava,
enquanto as multiplas diminuiam com a idade [p(trend)<0,0001]. O mesmo resultado
foi observado em ambos os sexos quando avaliados individualmente, a proporgao
de infecgdes simples aumenta com idade enquanto que as infeccbes multiplas
diminuem [p(trend)<0,0001 para homens e p(trend)<0,0001 para mulheres].
Observou-se também que as mulheres tém mais infecgcbes simples que os homens
em todas as faixas etarias. Entretanto, as proporgdes diferiram significantemente
nas faixas etarias <30, e 31-44 anos, mas nao na faixa etaria 245 anos; <30 [372
(50,3%) versus 111 (35,9%), p<0,0001], 31-44 [280 (63,6%) versus 109 (51,2%),
p=0,0029], e 245 anos [73 (68,9%) versus 48 (64,9%), p=0,62] (Figura 19).
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Figura 19 — Propor¢ao de infecgbes simples total, em homens e mulheres de acordo com as faixas
estarias <30, 31-44, e 245 anos. Proporgao de infecgdes simples total (linha amarela), nos homens
(linha azul), e nas mulheres (linha vermelha) nas faixas etarias <30, 31-44, e 245 anos. As mulheres
possuem mais infecgdes simples que os homens nas trés faixas etarias, <30 anos (p<0,0001), 31-44

anos (p=0,00029), e 245 anos (p=0,62), e a proporg¢ao de infecgdo simples aumenta com o aumento
da idade p(trend)<0,0001.

Com relacao as infecgdes multiplas deve-se considerar o raciocinio contrario
ao descrito para infecgdes simples, uma vez que nos calculos das proporgdes e nas
andlises estatisticas foram comparados infecgbes simples versus infecgdes
multiplas. Ou seja, os homens tem mais infeccbes multiplas que as mulheres em
todas as faixas etarias, e as propor¢gdes observadas diferem significantemente nas
faixas etarias <30, e 31-44 anos, mas ndo na faixa etaria 245 anos.

Em seguida, analisou-se a oncogenicidade dos genoétipos em homens e
mulheres, nas faixas etarias <30, 31-44, e 245. A oncogenicidade para
desenvolvimento de cancer do colo do Utero considerada, alto ou baixo risco, foi a
fornecida pelo fabricante do exame PapilloCheck®, que condiz com a literatura (45).
Na Figura 20, podemos observar que a proporgao de gendtipos de alto risco se
mantém relativamente constante com a idade 1481 (70.6%), 807 (70,7%), e 197
(65,9%) [p(trend)=0,25], na totalidade das amostras e em ambos os sexo, 1087
(77,8%), 559 (77,4%), e 110 (68,8%) [p(trend)=0,06] para as mulheres e 394
(56,2%), 248 (59,2%), e 87 (62,6%) [p(trend)=0,12] para os homens. Ademais, as
mulheres tém mais gendtipos de alto risco que homens nas trés faixas etarias
consideradas. Entretanto, esta diferengca foi significativa somente para os mais
jovens e os de meia idade, pois as frequéncias observadas para a faixa etaria <30
foi 1087 (77,8%) versus 394 (56,2%), p<0,0001; para a faixa etaria 31-44, 559
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(77,4%) versus 248 (59,2%), p<0,0001; e para a faixa etaria 245 anos, 110 (68,8%)
versus 87 (62,6%), p=0,27.
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Figura 20 — Proporgédo de gendtipos de alto risco total, em homens e mulheres de acordo com as
faixas etarias <30, 31-44, e 245 anos. Proporgao de gendtipos de alto risco no total (linha amarela),
nos homens (linha azul), e nas mulheres (linha vermelha) nas faixas etarias <30, 31-44, e 245 anos.
As mulheres possuem mais genotipos de alto risco que os homens nas trés faixas etarias, <30 anos
(p<0,0001), 31-44 anos (p<0,0001), e 245 anos (p=0,27), e a proporgao deste tipo de gendtipo nao
sofre influéncia da idade.

Com relagao as espécies foi observado que suas frequéncias relativas se
mantém constante com a idade em todas as amostras, nos homens, e nas mulheres,
exceto a espécie A10, dos tipos 6, 11, e 44, que aumentam sua frequéncia com a
idade <30 [369(18,0%)]; 31-44 [204(18,0%)]; e 245 [77(26,0%)], [p(trend)=0,0069],
sendo que as mulheres foram as responsaveis por este aumento <30 [168(12,0%)];
31-44 [105(15,0%)]; e 245 [42(26,0%)], [p(trend)<0,0001]. No entanto, nos homens
a frequéncia da espécie A10 permanece constante com a idade <30 [201(29%)]; 31-
44 [99(24%)]; e 245 [35(25%)], [p(trend)=0,12]. Assim, a frequéncia relativa apenas
da espécie A10 varia com a idade e somente nas mulheres (Figura 21).



69

Total Mulheres Homens
30,0
2 0—‘%4 p——Ov ‘\___o
50M
= == ﬁz

31-44 >45 <30 31-44 >45 <30 31-44 >45
Idade Idade Idade

Frequéncia relativa (%)

O A1 O A5 A6 O A7 O A8 O A9 O A0 O Al

Figura 21 - Frequéncia relativa das espécies de HPV no total, em mulheres e homens de acordo com
as faixas etarias <30, 31-44, e 245 anos. A frequéncia das espécies tende a se manter constante com
0 aumento da idade, existindo algumas diferengas nas proporgdes entre homens e mulheres. E a
principal variagdo observada foi da espécie A10 no total p(trend)=0,0069, nas mulheres
p(trend)<0,0001 e nos homens p(trend)=0,12.

Finalmente, analisou-se a variagado da ocorréncia dos genoétipos com a idade.
Neste sentido, a frequéncia absoluta de cada tipo de HPV foi comparada com a
soma das frequéncias dos demais tipos pesquisados pelo PapilloCheck® e a
tendéncia em aumentar ou diminuir com a idade avaliada. Observou-se que a
ocorréncia dos genaotipos 31e 39, diminuiam; e 44 e 45 aumentavam com a idade no
total das amostras. Quando a frequéncia de ocorréncia foi analisada separadamente
nos homens e nas mulheres, nos homens nenhuma tendéncia de variagdo com
idade foi observada (dados ndo mostrados). Por outro lado, nas mulheres os
genotipos 31, 39, e 42 diminuiam com o0 aumento da idade; e 44 e 45 aumentavam
(Tabela 4). Assim, alguns genotipos variam significantemente com a idade e as
variacdes mais significativas foram do gendtipo de baixo risco 44 [p(trend)<0,0001] e
do gendtipo de alto risco 39 [p(trend)=0,009], e as mulheres sao as responsaveis

pela variagdo com a idade observada no total das amostras.

Tabela 4 - Gendtipos de HPV que variam significantemente com a idade.

Total
Genétipo ~ £30n (%) 31-44n (%) 245n (%) p trend  Tendéncia
31 85 (4,05) 35 (3,07) 5 (1,67) 0,02 !
39 109 (5,19) 38 (3,33) 9 (3,01) 0,009 !
44 109 (5,19) 87 (7,62) 35 (11,71) <0,0001 0
45 28 (1,33) 30 (2,63) 6 (2,01) 0,03 0
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Total
Feminino
Genétipo <30 n(%) 31-44 n(%) 2 45 n(%) p trend
31 72 (5,15) 29 (4,02) 3(1,88) 0,04 !
39 83 (5,94) 21 (2,91) 2 (1,25) 0,0002 !
42 82 (5,87) 30 (4,16) 5 (3,13) 0,04 !
44 61 (4,36) 54 (7,48) 23 (14,38) <0,0001 0
45 18 (1,29) 19 (2,63) 5 (3,13) 0,01 0
42 PARTE 2

4.2.1 Analise no banco de dados de amostras que realizaram genotipagem de
HPV e citologia de raspado cervical.

A segunda parte deste estudo consistiu na analise do banco de dados
laboratorial em busca de ordens de servigo que realizaram a genotipagem de HPV e
exame de citologia cervical com um intervalo maximo de um més entre os exames,
como discutido anteriormente nos materiais e métodos. Assim, 1913 amostras foram
incluidas, dentre estas 1179 (61,83%) tinham resultado negativo, e 734 (38,27%)
resultado positivo para genotipagem do HPV. A média (desvio padrao) de idade dos
pacientes foi 30,2 (x 9,8) anos. A positividade entre as mulheres que realizaram os
dois exames foi de 38,37%. Em relagdo a citologia cervical, 1715 (89,65%)
apresentaram pardao normal (PN), sendo que destas, 584 (34,05%) eram positivas
e 1131 (65,95%) negativas para o DNA do HPV na genotipagem; 131 (6,85%)
apresentaram resultado ASCUS, sendo que destas, 87 (66,41%) eram positivas e 44
(33,59%) negativas para o DNA do HPV na genotipagem; 55 (2,88%) apresentaram
resultado LSIL, sendo que destas, 51 (92,73%) eram positivas e 4 (7,27%) negativas
para o DNA do HPV na genotipagem; 12 (0,63%) apresentaram resultado HSIL,
sendo que destas, 12 (100%) eram positivas e 0 (0%) negativas para o DNA do HPV
na genotipagem. Assim, a postividade para o HPV aumentou de forma diretamente
proporcinal ao aumento do grau de lesdo celular observado na citologia, 34,05%,
66,41%, 92,73%, e 100% para PN, ASCUS, LSIL e HSIL, respectivamente
[p(trend)<0,0001] (Figura 22).
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Figura 22 - Frequéncia relativa da positividade para genotipagem do HPV segundo o grau de lesao
celular no exame citologico (colpocitologia). A positividade aumenta com a gravidade da lesao
[p(trend)<0,0001]. Padrdao Normal (PN), Atipia em células escamosas de significado infeterminado
(ASCUS), Lesao escamosa intraepitelial de baixo grau (LSIL), Lesdo escamosa intraepitelial de alto
grau (HSIL).

Em seguida, avaliou-se a frequéncia de infec¢des simples e multiplas nos
diferentes resultados citoldégicos. Das 734 amostras positivas, 430 (58,5%) eram
infeccoes simples. Dos 584 resultados HPV DNA positivos com citologia PN, 350
(59,93%) tinham infecgao simples e 234 (40,07%) infeccao multipla; Dos 87 ASCUS
HPV positivos, 43 (49,43%) tinham infecgao simples e 44 (50,57%) infecgao multipla;
Dos 51 LSIL HPV positivos, 28 (54,90%) tinham infeccao simples e 23 (45,10%)
infecgdo multipla; Dos 12 HSIL HPV positivos, 9 (75%) tinham infeccao simples e 3
(25%) infeccdo multipla. Assim, a propor¢ao de infecgdes simples e multiplas é
variavel nos diferentes graus de leséo celular. As infecgbes simples representaram
59,93%, 49,43%, 54,90%, e 75% para PN, ASCUS, LSIL e HSIL, respectivamente
[p(trend)=0,51] (Figura 23). Os resultados ASCUS e LSIL apresentaram menor
propor¢ao de infeccdo simples (maior proporcdo de infecgdes multiplas) que o
padrdao normal. E observa-se uma discreta tendéncia de aumento das infeccbes
simples a partir de resultado ASCUS até HSIL [p(trend)=0,12], sendo que as lesbdes

de alto grau foram as que apresentaram maior proporcao de infecgao simples.
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Figura 23 - Frequéncia relativa das infecgdes simples segundo o grau de lesédo celular no exame
citolégico (colpocitologia). A proporgao deste tipo de infecgéo é variavel nos diferentes graus de lesao
celular [p(trend)=0,51]. Padrao Normal (PN), Atipia em células escamosas de significado
infeterminado (ASCUS), Lesado escamosa intraepitelial de baixo grau (LSIL), Lesdo escamosa
intraepitelial de alto grau (HSIL).

A proxima analise realizada foi a avaliagao do risco oncogénico associado ao
HPV (baixo e alto risco) nos resultados PN, ASCUS, LSIL e HSIL. Nos 734
resultados HPV DNA positivos incluidos nesta parte 2 do estudo foram encontrados
1311 gendtipos, sendo 967 (73,7%) de alto risco e 344 (26,3%) de baixo risco. Nesta
contagem cada genotipo € contabilizado como um evento independentemente de
como ocorreram, na forma de infecgdo simples ou multipla. Nas amostras com
Padrao Normal 1012 virus foram encontrados, 728 (71,94%) de alto risco e 284
(28,06%) de baixo risco; Nos ASCUS foram 182, 145 (79,67%) de alto risco e 37
(20,33%) de baixo risco; Nos LSIL foram 97, 77 (79,38%) de alto risco e 20 (20,62%)
de baixo risco; Nos HSIL foram 20, 17 (85%) de alto risco e 3 (15%) de baixo risco.
Assim, a proporgao de gendtipos de alto risco aumentou com o aumento do grau de
lesdo celular observado na citologia, 71,94%, 79,67%, 79,38%, e 85% para PN,
ASCUS, LSIL e HSIL, respectivamente [p(trend)=0,0087] (Figura 24).
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Figura 24 - Frequéncia relativa dos gendtipos de HPV de alto risco segundo o grau de lesao celular
no exame citolégico (colpocitologa). A proporgdo dos gendtipos oncogénicos aumenta com a
gravidade da lesao celular [p(trend)=0,0087]. Padrdo Normal (PN), Atipia em células escamosas de
significado infeterminado (ASCUS), Lesdo escamosa intraepitelial de baixo grau (LSIL), Lesao
escamosa intraepitelial de alto grau (HSIL).

Finalmente, avaliou-se a distribuicdo genotipica do HPV nos diferentes tipos
de lesbes cervicais. Além disso, analisou-se também a distribuicdo das espécies de
HPV. Como pode ser observado na Figura 25, a distribuicdo dos tipos de HPV na
totalidade das amostras foi em ordem decrescente 16, 56, 53, 44, 6, 39, 66, 68, 42,
31,52, 58, 51, 73, 33, 59, 70, 18, 43, 40, 11, 82, 45, e 35; Nas amostras com Padrao
Normal 16, 56, 44, 53, 6, 39, 42, 68, 66, 58, 31, 51, 52, 73, 59, 70, 33, 11, 40, 18, 45,
82, 35, e 43; Nas amostras com resultado ASCUS 16, 52, 56, 31, 53, 39, 73, 51, 43,
33, 44, 18, 58, 59, 68, 6, 66, 70, 42, 35, 82, 11, 40, e 45; Nos LSIL 16, 56, 66, 68, 53,
31, 51, 39, 18, 42, 43, 73, 6, 40, 44, 45, 33, 52, 58, 59, 35, 82, 70, e 11; Nos HSIL
16, 58, 73, 52, 56, 39, 68, 82, 66, 70, 40, e 44. Assim, pode-se observar que o
HPV16 foi o mais prevalente em todos os grupos, o HPV 56 também se encontra
entre os mais prevalentes. No geral, os gendtipos de alto risco ganham prevaléncia
com o aumento da gravidade das lesdes, e os de baixo risco perdem. Como pode
ser observado comparando as distribuigdes encontradas, os gendtipos de baixo
risco 6, 42, e 44, situam-se entre os mais frequentes somente nas amostras com
padrao normal, e perdem posi¢cdes com a gravidade da lesdo. Entretanto, os

genotipo de baixo risco também sdo encontrados nas lesdes de alto grau.
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Figura 25 - Distribuicdo dos genétipos de HPV segundo o grau de leséo celular no exame citolégico
(colpocitologia). Padrao Normal (PN), Atipia em células escamosas de significado infeterminado
(ASCUS), Lesao escamosa intraepitelial de baixo grau (LSIL), Lesdo escamosa intraepitelial de alto
grau (HSIL).

Diante deste achado, resolveu-se analisar a tendéncia individual de cada
gendtipo em aumentar ou diminuir sua frequéncia com a gravidade da lesao e
comprovar estas observagbes. Os gendtipos 16, 6 e 44 foram os Unicos a
apresentarem tendéncia de aumento/diminuicdo com a piora na gravidade das
lesbes celulares. O gendtipo 16 apresentou as seguintes frequéncias 9,29%,
13,74%, 11,34%, 35,0% para PN, ASCUS, LSIL, e HSIL, respectivamente
[p(trend)=0,0029]. O gendtipo 6 apresentou as seguintes frequéncias 6,42%, 3,30%,
3,09%, e 0% para PN, ASCUS, LSIL, e HSIL, respectivamente [p(trend)=0,03]. O
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genotipo 44 apresentou as seguintes frequéncias 7,41%, 3,85%, 3,09%, 5% para

PN, ASCUS, LSIL, e HSIL, respectivamente [p(trend)=0,0029] (Figura 26).
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Figura 26 - Frequéncia relativa do HPV16, HPV6 e HPV 44 segundo o grau de lesao celular no
exame citolégico (colpocitologia). O HPV16 (alto risco) aumenta sua frequéncia com o aumento da
gravidade da lesao celular [p(trend)=0,0029]. Enquanto, que o HPV6 [P(trend)=0,03] e o 44
[P(trend)=0,02] diminuem (ambos de baixo risco). Padrdo Normal (PN), Atipia em células escamosas
de significado indeterminado (ASCUS), Lesdo escamosa intraepitelial de baixo grau (LSIL), Lesao
escamosa intraepitelial de alto grau (HSIL).

Em relacao a distribuicdo das espécies, observa-se que a mais frequente em
todos os grupos é a A9 (16, 31, 33, 35, 52, 58, e 67), exceto em LSIL onde a mais
frequente é a A6 (53, 69, 82, e 30). A distribuicdo das espécies de HPV na totalidade
das amostras em ordem decrescente foi A9, A6, A7, A10, A5, A8, A1, e A11; Nas
amostras com Padrdo Normal foi A9, A6, A7, A10, A5, A1, A8, e A11; Nas amostras
ASCUS A9, A7, A6, A10, A5, A8, A11, e A1; Nos LSIL AB, A9, A7, A10, A8, A5, A1,
e A11; Nos HSIL A9, A7, A6, A11, A5, A8, A10, e A1 (Figura 27). Assim, pode-se
observar que a espécie A9 foi a mais prevalente em todos os grupos, exceto em
LSIL onde a A6 prevalece, ambas contendo apenas gendtipos de alto risco.
Observa-se, também, algumas variagcbes nas prevaléncia das espécies, com
destaque para a A10 (6, 11, e 44) que diminui sua ocorréncia com o agravamento da

lesdo. Neste sentido, decidiu-se avaliar as tendéncias de variagdes das espécies de
HPV.
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Figura 27 - Frequéncia relativa das espécies de HPV segundo o grau de lesédo celular no exame
citolégico (colpocitologia). A espécie A9 foi a mais prevalente em todos os grupos, exceto em LSIL
onde a A6 foi a mais prevalentes. Padrao Normal (PN), Atipia em células escamosas de significado
indeterminado (ASCUS), Lesdo escamosa intraepitelial de baixo grau (LSIL), Lesdo escamosa
intraepitelial de alto grau (HSIL).

As espécies A9 e A10 foram as unicas a apresentarem tendéncia de
aumento/diminuigdo com a piora na gravidade das lesdes celulares. A espécie A9
(16, 31, 33, 35, 52, 58, e 67) apresentou as seguintes frequéncias 25,9%, 36,3%,
23,7%, e 50,00% para PN, ASCUS, LSIL e HSIL, respectivamente [p(trend)=0,04],
aumentando assim sua frequéncia com o grau de lesado. Por outro lado, a espécie
A10 (6, 11, e 44) apresentou as seguintes frequéncias 16,21%, 8,79%, 8,25%, e
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5,00% para PN, ASCUS, LSIL e HSIL, respectivamente [p(trend)=0,0013],

diminuindo assim sua frequéncia com a piora da lesao (Figura 28).
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Figura 28 - Frequéncia relativa das espécies de HPV A9 e A10 segundo o grau de leséo celular no
exame citolégico (colpocitologia). A espécie A9 (alto risco) aumenta sua frequéncia com o aumento
da gravidade da lesado celular [p(trend)=0,04]. Enquanto, que a A10 (baixo risco) [p(trend)=0,0013]
diminui. Padrdao Normal (PN), Atipia em células escamosas de significado indeterminado (ASCUS),
Les&o escamosa intraepitelial de baixo grau (LSIL), Lesao escamosa intraepitelial de alto grau (HSIL).

Como discutido anteriormente, a idade, e por consequéncia, o comportamento
sexual influénciam diretamente a infeccdo pelo HPV. Neste sentido, mulheres
incluidas na parte 2 deste estudo foram agrupadas em trés faixa etarias, menor ou
igual a 30 anos, entre 31 e 44 anos, e maior ou igual a 45 anos. No total, 897
(46,9%), 782 (40,9%), 234 (12,2%) amostras foram incluidas nas faixas etarias <30,
31-44, e 245 anos, respectivamente. Como a analise envolvia a influéncia do grau
de lesao celular, esse total de amostras foi subdivido por faixa etaria de acordo com
o resultado do exame citoldgico, e por conseguinte, 788 (45,95%), 706 (41,17%), e
221 (12,89%); 74 (56,49%), 49 (37,40%), e 8 (6,11%); 29 (52,73%), 21 (38,18%), e 5
(9,09%); 6 (50,0%), 6 (50,0%), e 0 (0%) foram incluidos nos grupos PN, ASCUS,
LSIL, e HSIL, respectivamente. Foram analisadas: positividade, infecgbes simples,
infeccbes multiplas, e gendtipos de alto risco e baixo risco, além da distribuicdo dos
genotipos e das espécies. Nas amostras incluidas nesta parte 2 do estudo a
positividade para as faixas etarias <30, 31-44, e 245 anos foi 417 (46,5%), 260
(33,2%), e 57 (24,40%), respectivamente [p(trend)<0,0001]. Nos resultados com
padrao normal, 328 (41,62%), 206 (29,18%), e 50 (22,62%), respectivamente
[p(trend)<0,0001]; Nos resultados ASCUS, 54 (72,97%), 30 (61,22%), e 3 (37,40%),
respectivamente, [p(trend)=0,03]; Nos resultados LSIL, 29 (100,0%), 18 (85,71%), e



78

4 (80,0%), respectivamente, [p(trend)=0,03]; Nos resultados HSIL, 6 (100,0%), 6
(100,0%), e 0 (0,0%), respectivamente [p(trend)<0,0001] (Figura 29). Assim,
observa-se que a positividade aumenta com grau de les&o celular e diminui com a

idade em todas as faixas etarias analisadas.
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Figura 29 — Positividade para HPV em cada lesao cervical divididas nas faixas etarias <30, 31-44, e
245 anos. Analise da positividade nas faixas etarias <30, 31-44, e 245 anos. A positividade para o
HPV aumenta com grau de lesado celular e diminui com a idade em todas as faixas etarias,
p(trend)<0,0001, p(trend)=0,03, p(trend)=0,03, e p(trend)<0,0001 para PN, ASCUS, LSIL, e HSIL,
respectivamente.

Em seguida, analisou-se a proporc¢ao de infeccdo simples e infecgao multipla
nas trés faixas etarias. No total, as infec¢des simples nas faixas etarias <30, 31-44, e
245 anos foi 216 (51,8%), 174 (66,9%), 42 (73,7%), e multiplas 201 (48,2%), 86
(33,1%), 15 (26,3%), respectivamente. Ou seja, a proporgéo de infecgbes simples
aumentava, enquanto as multiplas diminuiam com a idade [p(trend)<0,0001].
Resultado semelhante ao encontrado na parte 1 do estudo que incluiu todas as
amostras. Nas amostras com padrdao normal, a proporgao de infecgdes simples nas
faixas etarias <30, 31-44, e 245 anos foi 177 (53,96%), 139 (67,48%), e 35 (70,0%),
respectivamente [p(trend)<0,0011]; Nos resultados ASCUS, 24 (44,44%), 16
(53,33%), e 3 (100%), respectivamente [p(trend)=0,1]; Nos resultados LSIL, 11
(37,9%), 14 (77,78%), e 4 (100%), respectivamente [p(trend)=0,0014]; Nos
resultados HSIL, 4 (66,67%), 5 (83,33%), e 0 (80,0%), respectivamente
[p(trend)=0,50] (Figura 30). Com relagao as infecgdes multiplas deve-se considerar
0 raciocinio contrario ao descrito para infecgdes simples, uma vez que nos calculos
das proporgcbes e nas analises estatisticas foram comparando infecgées simples

versus infeccdes multiplas.
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Figura 30 - Proporgao de infecgbes simples em cada leséo cervical nas faixas etarias <30, 31-44, e
245 anos. No geral, a proporgéo de infecgdo simples aumenta com a idade [p(trend)<0,0001], o
mesmo ocorre para PN, ASCUS, LSIL, e HSIL, entretanto significancia estatistica foi obtida para PN
[p(trend)<0,0011], e LSIL [p(trend)=0,0014], mas nao para ASCUS [p(trend)=0,1] e HSIL
[p(trend)<0,5].

A proxima analise realizada foi a avaliagao do risco oncogénico associado ao
HPV (baixo e alto risco) nas faixas etarias <30, 31-44, e 245 anos segundo 0s
possiveis resultados citolégicos PN, ASCUS, LSIL e HSIL. Novamente, nesta
contagem cada genotipo € contabilizado como um evento independentemente de
como ocorreram, na forma de infecgao simples ou multipla. No geral, os genotipos
de alto risco diminuem com a idade, pois apresentaram frequéncias relativas de 634
(77,9%), 318 (75,7%), 49 (63,6%) para as faixas etarias <30, 31-44, e =245,
respectivamente [p(trend)=0,016]. Sendo que as amostras com citologia normal sao
as responsaveis por esta tendéncia, pois para as amostras PN, a proporgao de
gendtipos de alto risco nas faixas etarias <30, 31-44, e 245 anos foi 470 (76,55%),
242 (74,01%), e 42 (70,0%), respectivamente [p(trend)=0,0097]; Nos resultados
ASCUS, 101 (83%), 46 (79%), e 3 (100%), respectivamente [p(trend)=0,77]; Nos
resultados LSIL, 53 (79%), 22 (81%), e 4 (100%), respectivamente [p(trend)=0,41];
Nos resultados HSIL, 10 (83%), 8 (100%), e 0 (00,0%), respectivamente
[p(trend)=0,22] (Figura 31). Assim, os gendétipos de alto risco diminuem com a idade
apenas na totalidade das amostras e nas com Padrdao Normal na citologia. Em
ASCUS e LSIL a proporcao de genotipos de alto risco tende a aumentar, entretanto
nao foi observado significancia estatistica. Ndo ocorreram pacientes com HSIL em

idade maior ou igual a 45 anos.
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Figura 31 — Proporgao de gendtipos de alto risco em cada lesao cervical nas faixas etarias <30, 31-
44, e 245 anos. No geral, a propor¢gdo de gendtipos de alto risco diminui com a idade
[p(trend)<0,0001], o mesmo ocorre para PN [p(trend)<0,0097]; Para ASCUS [p(trend)=0,77]; LSIL
[p(trend)=0,41]; e HSIL [P(trend)=0,22]. A tendéncia dos gendtipos de alto risco € aumentar entretanto

sem significancia estatistica.

Finalmente, avaliou-se a distribuicdo genotipica e das espécies de HPV nos
diferentes tipos de lesbes cervicais nas faixas etarias <30, 31-44, e 245 anos. A
distribuicdo genotipica do HPV nas amostras PN, ASCUS, LSIL e HSIL, pode ser
observada nas Figuras 32, 33, 34 e 35, respectivamente. Resumidamente, os
gendtipos mais frequentes nas amostras PN com idade menor ou igual a 30 anos
em ordem decrescente sdo 16, 56, 53, 39, 6, e 44; entre 31 e 44 anos sao 16, 44,
56, 53, 6, e 66; e maior ou igual a 45 anos séo 44, 56, 6, 42, 16, e 58. Nas amostras
ASCUS com idade menor ou igual 30 anos sao 16, 31, 56, 39, 52, e 51; entre 31 e
44 anos sao 16, 52, 53, 43, 56, e 73; maior ou igual a 45 anos sao 16, 52, e 53. Nas
amostras LSIL com idade menor ou igual 30 anos sao 16, 56, 53, 51, 39, e 66; entre
31 e 44 anos sao 66, 56, 16, 31, 68, e 43; maior ou igual a 45 anos sao 16, 18, 56, e
68. Nas amostras HSIL com idade menor ou igual 30 anos sao 16, 58, 52, 56, 73, e
82; entre 31 e 44 anos sdo 16, 39, 68, 73, e 70. Nao foram observados resultados
HSIL nos pacientes com maior ou igual a 45 anos. Nao foi avaliada a influencia da
idade sobre a distribuicdo das espécies, devido ao excesso de grupo resultantes
dessa analise, baixo numero de amostras em alguns dos gurpos, e por acreditarmos
que seja redundante diante da analise da influéncia da idade sobre a distribuicao

genotipica.



81

Padraq Normal
3 < 30 anos
-
£
gg;g g ] EE I B ae a7
s 4
d 225
R
g 16 5 5 3 6 44 a2 68 66 1 5 S22 S8 V3 58 M 1 1 X 40 IS 43 s2 a5
'S
z 31-44
£ 0.7
= 11,00 w5
=
a 825
2 gm0 45 43 40 33 o
a " - Al &Y 24 24 2% 4
g 2,75
E 16 44 56 53 8 66 63 58 4@ M3 39 S 51 33 V3 45 0 40 S0 18 IS s2 11 a3

>45 anos

20,00
15,00
10,00

5,00

Frequincia relasva (%)

4 S8 6 42 8 56 51 68 73 & 11 45 52 50 S8 V0 O X I & 4 18 W a0
Genétipo HPV

Figura 32 - Distribuicdo genotipica do HPV nas amostras com padrédo normal no exame citolégico

nas faixas etarias <30, 31-44, e 245 anos.
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Figura 33 - Distribuigdo genotipica do HPV nas amostras com ASCUS no exame citolégico nas faixas

etarias <30, 31-44, e 245 anos.
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Figura 34 - Distribuicdo genotipica do HPV nas amostras com LSIL no exame citolégico nas faixas

etarias <30, 31-44 anos, e 245 anos.
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Figura 35 - Distribuicdo genotipica do HPV nas amostras com HSIL no exame citoldégico nas faixas
etarias <30, e 31-44.

4.3 PARTE3

4.3.1 Analise no banco de dados de amostras que realizaram genotipagem de

HPV e bidpsia de lesdao peniana.

Na terceira parte deste estudo analisou-se retrospectivamente o banco de

dados de nosso laboratério clinico com a finalidade de identificar os
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gendtipos/espécies de HPV presentes em lesbes penianas, e correlacionar os
diferentes tipos de alteracdes celulares das bidpsias com a presenga do virus, tipo
de infecgcdo (multipla e simples) e sua oncogenicidade, além de comparar os
diagnosticos histologicos com o diagnostico molecular. Para isto, pacientes que
possuiam solicitagdes meédicas para os exames de genotipagem para HPV e biopsia
peniana no mesmo dia foram incluidos nesta etapa. Assim, a finalidade desta
andlise é revelar o conhecimento sobre a infecgdgo do HPV em homens que
permanece escondido na base de dados de um laboratério clinico.

No total, 43 individuos do sexo masculino fizeram a genotipagem do HPV e
também a bidpsia da lesdo peniana. A média de idade (desvio padrao) destes
individuos foi 30,3 (x 7,9) anos, apresentando a seguinte distribuicdo em faixas
etarias: 1 (2,3%) entre 11 e 20 anos; 27 (62,8%) entre 21 e 30 anos; 10 (23,3%)
entre 31 e 40 anos; 4 (9,3%) entre 41 e 50 anos; e 1 (2,3%) entre 51 e 60 anos. O
exame de genotipagem revelou que o DNA do HPV estava presente em 31 (72,1%)
e ausente em 12 (27,9%) destas amostras. Destas 31 amostras positivas, 19
(61,3%) apresentavam infeccado multipla e 12 (38,7%) infeccdo simples. Assim, a
positividade nestas amostras foi de 72,1% e as infecgdes multiplas eram
predominantes.

Dos 68 diferentes gendtipos encontrados nestas 43 amostras, 39 (57,3%)
eram de baixo risco e 29 (42,6%) eram de alto risco. A distribuicdo destes 68
gendtipos pode ser evidenciada na Figura 36. Observa-se que os cinco mais
prevalentes sdo os tipos 6 (25%), 11 (13,2%), 42 (10,3%), 39 (5,9%) e 44 (5,9%);
quatro deles de baixo risco (6, 11, 42, 44), sendo que gendtipo de maior ocorréncia €
0 6. No geral, os gendtipos de baixo risco sdo mais prevalentes do que os de alto
risco (57,3% versus 42,6%).
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Figura 36 - Distribuigcdo genotipica do HPV nas biépsias de lesdes penianas.

Em relacdo as espécies de HPV, a distribuicdo observada em ordem
decrescente foi A10, A7, A9, A1, A6, A5, A8, e A11, com 44,1%, 14,7%, 13,2%,
10,3%, 8,8%, 4,4%, 2,9%, e 1,5%, respectivamente (Figura 37). Novamente, foi
observada uma maior importancia dos genaétipos de baixo risco nas lesdes penianas,

pois, a espécie A10 (6, 11 e 44), é responsavel por 44,1% dos gendtipos

encontrados.
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Figura 37 - Distribuigdo das espécies de HPV nas bidpsias de lesdes penianas.

Dos 43 individuos incluidos no estudo, o exame histoldgico revelou que 28
(65,1%) apresentavam alteragdes sugestivas de infecc¢ao viral (SHPV), enquanto 15
(34,9%) nao possuiam tais alteragcbes (NSHPV). Por outro lado, a genotipagem
revelou que o DNA do HPV estava presente em 31 (72,1%) e ausente em 12
(27,9%) destas amostras. Comparando-se o resultado da histologia com o da

genotipagem observou-se que 23 (53,4%) amostras eram positivas para os dois
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exames, 7 (16,2%) eram negativas para os dois exames, 5 (11,6%) positivas apenas

para a histologia, 8 (18,6%) positiva apenas para genotipagem (tabela 5).

Tabela 5- Correlagao entre o diagnéstico histolégico e a presengca do DNA do HPV

na genotipagem.

Genotipagem HPV

Biopsia peniana Positiva Negativo Total

SHPV' 23(53,4%) 5(11,6%) 28

NSHPV? 8 (18,6%) 7 (16,2%) 15
Total 31 12 43

Legenda: 1- sugestivo de infecgao viral; 2- ndo sugestivo de infecgao viral.

Conclusées de laudos SHPV (n=28): Hiperplasia epitelial (n=14, 50%),
Hiperplasia epitelial papilomatosa (n=8, 28,5%), e Condiloma acuminado (n=6,
21,5%).

Conclusées de laudos NSHPV (n=15): Ceratose seborréica (n=3, 20%),
Doenga bolhosa intradérmica (n=1, 6,6%), Liquen escleroso (Balanite xerética) (n=1,
6,6%), Nevo melanocitico intradérmico (n=1, 6,6%), Molusco contagioso (n=1
6,6%), Eritroplasia de queyrat (n=1, 6,6%), Pele sem alteragdes diagndsticas (n=2,
13,5%), Sugestivo de fiboroma mole (n=1, 6,6%), Nevo melanocitico juncional (n=1,
6,6%), e Hiperplasia epitelial escamosa (n=3, 20%).

Ao comparar a conclusao dos laudos das biopsias com presenga ou auséncia
do DNA do HPV na genotipagem notou-se que os tipos de virus testados estavam
ausentes em alguns resultados SHPV, e presente em alguns resultados NSHPV.

Conclusbes de laudos com genotipagem positiva (n=31): Ceratose seborréica
(n=2, 6,4%), Hiperplasia epitelial papilomatosa (n=6, 19,4%), Hiperplasia epitelial
(n=11, 35,5%), Doenga bolhosa intradérmica (n=1, 3,2%), Liquen escleroso (n=1,
3,2%), Hiperplasia epitelial escamosa (n=2, 6,4%), Eritroplasia de queyrat (n=1,
3,2%), Pele sem alteragbes diagnésticas (n=1, 3,2%), e Condiloma acuminado (n=6,
19,4%).

Conclusbes de laudos com genotipagem negativa (n=12): Hiperplasia epitelial
(n=3, 25%), Hiperplasia epitelial papilomatosa (n=2,16,7%), Hiperplasia epitelial

escamosa (n=1, 8,3%), Ceratose seborréica (n=1, 8,3%), Nevo melanocitico
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intradérmico (n=1, 8,3%), Nevo melanocitico juncional (n=1, 8,3%), Sugestivo de
fiboroma mole (n=1, 8,3%), Pele sem alteragdes diagndsticas (n=1,8,3%), e Molusco
contagioso (n=1, 8,3%).

Dos resultados SHPV, o DNA do HPV foi detectado em 11 das 14 (78,5%)
Hiperplasias epiteliais, 6 das 8 (75%) Hiperplasias epiteliais papilomatosas, e em 6
dos 6 (100%) Condilomas acuminados.

Em seguida, como controle, analisou-se individualmente a associagao dos
tipos de alteracbes morfologicas nas lesdes epiteliais com a conclusdo da analise
histolégica que fortemente sugerem ou nao a presenga do HPV (SHPV ou NSHPV),
com a intengao de testar as nossas analises em relagdo a capacidade de identificar
associagdes entre alteragdes citologicas e resultado sugestivo da presenga do virus.
Assim, ao comparar a frequéncia das alteragdes citopaticas com o resultado SHPV
na conclusdo da bidpsia, foi visto que todas as alteracbes pesquisadas no exame
histolégico associam-se significantemente com a possivel presenca do virus na
amostra, exceto hipergranulose e queratinizacdo (Tabela 6). Assim, oito das dez
alteracdes citopaticas avaliadas se associaram significantemente a conclusao
SHPV.

Tabela 6 - Associagdo entre as alteragbes citopaticas da histologia com
resultado sugestivo da presenca do HPV na bidpsia.

Critérios NSHPV SHPV p
Lesao exofitica 3 (6,9%) 17 (39,5%) 0,023
Hipercetarose 7 (16,2%) 28 (65,1%) < 0,001
Paraceratose 1(2,3%) 13 (30,2%) 0,015

Acantose irregular 7 (16,2%) 28 (65,1%) < 0,001
Papilomatose 1(2,3%) 25 (58,1%) < 0,001
Hipergranulose 1(2,3%) 6 (13,9%) 0,391

Atipia coilocitotica 0 (0%) 20 (46,5%) < 0,001
Queratinizagao 0 (0%) 4 (9,3%) 0,28

Hiperplaisa e PPB' 0 (0%) 16 (37,2%) < 0,001

Legenda: 1- perda da polaridade basal.
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Em seguida, para comparar o exame molecular com o histologico, os tipos de
alteragdes morfoldgicas foram comparadas individualmente com a presenga ou nao
do DNA do HPV na amostra, com o propdsito de identificar a associagcao entre elas.
Ao executar a anadlise, verificou-se que trés alteragdes vistas no exame histolégico
associaram-se significantemente com a presenga do virus, pois estas foram mais
frequentes nos resultados HPV DNA positivos do que nos HPV DNA negativos:
hiperceratose (67,4% versus 13,9%, p=0,003), acantose irregular (67,4% versus
13,9%, p=0,003), e papilomatose (51,10% versus 9,3%, p=0,037). A atipia
coilocitética, patognomédnico da infeccédo pelo HPV, apresentou associagao proxima
da significancia (6,9% versus 39,5%, p=0,099) (Tabela 7). Assim, em consequéncia
da associagdo nao significante entre os exames comparados, trés das dez
alteragdes citopaticas avaliadas se associaram significantemente a presenga do

virus na amostra.

Tabela 7 - Associagao entre as alteragdes citopaticas da histologia com resultado do
exame molecular de HPV.

Critérios HPV Negativo HPV Positivo p
Lesao exofitica 4 (9,3%) 16 (37,2%) 0,327
Hipercetarose 6 (13,9%) 29 (67,4%) 0,003
Paraceratose 4 (9,5%) 10 (23,5%) 1

Acantose irregular 6 (13,9%) 29 (67,4%) 0,003
Papilomatose 4 (9,3%) 22 (51,1%) 0,037
Hipergranulose 1(2,3%) 6 (13,9%) 0,652

Atipia coilocitotica 3 (6,9%) 17 (39,5%) 0,099
Queratinizagao 1(2,3%) 3 (6,9%) 1

Hiperplasia e PPB' 2 (4,6%) 14 (32,5%) 0,158

Legenda: 1- perda da polaridade basal.

A préxima analise incluiu apenas as amostras positivas no exame de
genotipagem. Como descrito anteriormente, das 31 amostras positivas para o DNA
do HPV, 19 (61,3%) apresentavam infec¢cao multipla, e 12 (38,7%) infecgéo simples.
Comparando as alteragdes citopaticas nas infecgoes multiplas e simples verificou-se
que paraceratose (29% versus 3,2%, p=0,046), atipia coilocitotica (48,3% versus
6,4%, p<0,001) e hiperplasia e perda da polaridade basal (38,7% versus 6,4%,

p=0,024) estavam significantemente mais frequentes nas infecgcdes multiplas que na



88

simples (Tabela 8). Assim, algumas alteragbes citopaticas associaram com a
presenca de mais de um tipo de virus na amostra, sugerindo que a multiplicidade de

genotipos seja responsavel pela sua ocorréncia.

Analise semelhante foi realizada considerando a oncogenicidade do HPV. Ao
comparar as alteragbes citopaticas com a infecgdo por genoétipos de baixo e alto
risco verificou-se que estas nao diferiram significantemente com o risco gendtipo-
especifico (Tabela 9). Assim, este resultado sugere que a oncogenicidade dos

gendtipos nao tem influéncia sobre a ocorréncia das lesdes celulares testadas.

Tabela 8 - Associacdo entre as alteragdes citopaticas com o tipo de infecgao
(Simples ou Multipla).

Critérios Simples Multipla p
Lesao exofitica 4 (12,9%) 12 (38,7%) 0,149
Hiperceratose 11 (35,4%) 18 (58%) 1
Paraceratose 1(3,2%) 9 (29%) 0,046

Acantose irregular 11 (35,4%) 18 (58%) 1
Papilomatose 7 (22,5%) 15 (48,3%) 0,253
Hipergranulose 4 (12,9%) 2 (6,4%) 0,174

Atipia coilocitética 2 (6,4%) 15 (48,3%) <0,0001
Queratinizagao 0 (0%) 3 (9,6%) 0,265

Hiperplasia e PPB' 2 (6,4%) 12 (38,7%) 0,024

Legenda: 1- perda da polaridade basal.
Tabela 9 - Associagao entre as alteragdes citopaticas com o risco atribuido ao tipo

do virus (Baixo e Alto Risco).

Critérios Baixo Alto p
Lesao exofitica 29 (42,6%) 13 (19,1%) 0.1319
Hiperceratose 40 (58,8%) 25 (36,7%) 1
Paraceratose 21 (30,8%) 8 (11,7%) 0.1378

Acantose irregular 40 (58,8%) 25 (36,7%) 1
Papilomatose 36 (52,9%) 19 (27,9%) 0.22
Hipergranulose 6 (8,8%) 3 (4,4%) 1

Atipia coilocitética 29 (42,6%) 20 (29,4%) 0.5834
Queratinizagéo 7 (10,2%) 3 (4,4%) 0.7303

Hiperplasia e PPB' 23 (33,8%) 19 (27,9%) 0.1991

Legenda: 1- perda da polaridade basal.
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5 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo sobre o HPV com uma grande amostragem que
utiliza o PapilloCheck® como técnica de genotipagem. Até o momento, apenas dois
estudos descreveram distribuicbes genotipica utilizando esta metodologia. O
primeiro descreveu a distribuicdo dos tipo de HPV em neoplasias intra-epiteliais de
vulva em 59 pacientes na Inglaterra (89). O segundo descreveu a distribuicdo dos
tipos de HPV em amostras anais com anormalidade citologica relacionadas ao virus
em 67 homens HIV positivos na Franca (90). O trabalho aqui apresentado descreve
a distribuicdo genotipica do HPV em 4231 amostras de homens e mulheres que
realizaram o exame de genotipagem em um grande laboratério clinico do Distrito
Federal, Brasil.

O presente trabalho baseou-se na analise de banco de dados. As vantagens
de se usar dados existentes sdo economia de tempo e de recursos financeiros.
Dessa forma, uma questdo de pesquisa que poderia demandar muito tempo e
recursos para ser investigada pode ser respondida de forma rapida e barata (32). Se
as 4231 genotipagem deste estudo fossem executadas a custo de um projeto de
pesquisa, somente esta etapa custaria R$423,100.00.

Como sera discutido detalhadamente abaixo, os achados deste trabalho
reproduzem os dados da literatura, e revela que informacgdes cientificas importantes
podem ser retirada de um banco de dados de um laboratério clinico. Entretanto,
existem desvantagens em usar dados existentes como, ndo selecionar a populagao
estudada, as variaveis coletadas, e a forma com que as variaveis aferidas e
registradas. Pois, ja estao predeterminadas antes do inicio da pesquisa (32).

Outra limitacdo deste estudo € que o PapilloCheck®, e todas as tecnologias
de genotipagem para HPV disponiveis atualmente, ndo apresentam a mesma
sensibilidade para detecgao dos diferentes gendtipos. Tal diferenga € uma fonte de
variacdo para a distribuicdo genotipica, principal proposta deste estudo. Este fato
torna dificil a comparagcdo com estudo anteriores. Entretanto, com o aumento do
numero de publicagdes utilizando PapilloCheck®, comparacdes entre diferentes
regides, paises, e tipos de amostras poderdo ser realizados com o estudo aqui
apresentado.

A importancia deste estudo reside na grande amostragem, na avaliagdo de

ambos 0s sexos, e no uso de uma metodologia robusta, extensivamente comparada,
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e validado para rotina laboratorial, com registro no “U.S, Food and drug
Administrator - FDA” e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). O
reconhecimento e comprovagao desta importancia veio com o prémio de um dos
melhores resumos enviados no congresso da Sociedade Americana de Quimica
clinica, em Atlanta, EUA, 2011. Atualmente, o mais importante congresso mundial
em Analise clinicas.

A seguir, no decorrer desta discussao serdao detalhadas individualmente as
variaveis avaliadas no trabalho, como positividade, tipo de infec¢cado, oncogenicidade
viral, distribuicdo das espécies e distribuicdo genotipica. Além das novas

descobertas identificadas neste estudo.

5.1 POSITIVIDADE

A positividade para o HPV nos diferentes grupos incluidos neste estudo foi
bastante diversificada, variando de 26,8% nas mulheres com mais de 45 anos a
100% nas mulheres com lesdes de alto grau. Na totalidade dos exames de
genotipagem pelo PapilloCheck® a positividade foi 44,3%, e as mulheres
apresentam menor positividade que os homens (40,2% versus 56,8%). As mulheres
mais velhas apresentaram positividade menor que as mulheres mais novas (26,8%
versus 49,1%), e as com padrao citolégico normal (34%) tiveram positividade menor
que as com alteragcado no exames citolégico, ASCUS (66,4%), LSIL (92,7%), e HSIL
(100%). Além disso, os homens mais velhos apresentaram positividade menor que
0os mais novos (43% versus 63,8%). Homens e mulheres de meia idade
apresentaram positividades intermediarias, 33,9% e 54,1%, respectivamente.
Ademais, as maiores positividades foram para homens com lesdes penianas
(72,8%) e mulheres com lesdes citolégicas LSIL (92,7%), e HSIL (100%),
respectivamente (Figura 38). Assim, os dados do presente estudo sugerem que a
prevaléncia para o HPV sofre influéncia do género e idade do paciente da presenca

ou nao de lesdes histoldgicas e ou citologicas sugestivas de infecgao pelo HPV.
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Positividade

Parte 1 Mulheres >45 26,8
Parte 1 Idade >45
Parte 1 Mulheres 31-44
Parte 2 PN

Parte 2 Total

Parte 1 Idade 31-44
Parte 1 Mulheres

Parte 1 Homens >45
Parte 1 Total

Parte 1 Mulheres <30

Parte 1 Idade <30

Divisbes do estudo

Parte 1 Homens 31-44
Parte 1 Homens

Parte 1 Homens <30
Parte 2 ASCUS

Parte 3 Les. Pen.

Parte 2 LSIL 92,7

Parte 2 HSIL 100,0

0 25 50 75 100
Frequéncia relativa (%)

Figura 38 - Distribuicao da positividade nos diferentes grupos incluidos nas partes 1, 2 e 3

deste estudo.

Na literatura, observa-se que a positividade para o HPV também é bastante
variavel tanto nos homens quanto nas mulheres. Poucos estudos compararam a
positividade em ambos simultaneamente. Entretanto, esta questdo quando avaliada,
observa-se que os homens tem mais resultados positivos que as mulheres (91).
Estudos utilizando teste para DNA de HPV em individuos assintomaticos na
populacédo geral estimam que a positividade para a infeccdo varie de 2-44% nas
mulheres (92) e de 1,2%-84% nos homens (1, 93 ).

Essa ampla variagdo nas estimativas de positividade € bem explicada por
diferengcas de idade e comportamento sexual, por diferengas na sensibilidade
molecular dos varios ensaios usados para detectar o DNA do HPV, e devido ao fato
das populagdes estudadas serem diferentes. Além disso, nos homens, positividade
pode variar a depender do sitio anatdmico e espécime avaliado (93, 94).

A positividade para HPV nas mulheres que fizeram PapilloCheck® e citologia
cervical é de 38,37%, semelhante a observada para mulheres no total 40,2%. Além

disso, observou-se que a positividade aumenta com o piora do grau de lesao celular
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na citologia, 34,05%, 66,41%, 92,73%, e 100% para PN, ASCUS, LSIL e HSIL,
respectivamente. Em um estudo anterior realizado no Distrito Federal (DF), foi
observada uma prevaléncia de 62% de infecgcao por HPV entre mulheres portadoras
de anormalidades caracteristicas de infeccdo por HPV nos exames citopatoldgicos
cervicais (95).

Em um estudo realizado no pais Basco, Espanha, que também utilizou o
sistema de classificagao citolégica de Bethesda 2001, mas incluiu apenas citologias
anormais revelou que a positividade geral foi de 69,8% e aumentava com o grau de
leséo celular [ASCUS (61,4%), LSIL (80%) e HSIL (77,8%)], e a prevaléncia do HPV
era maior nas mulheres mais jovens que nas mais velhas, concordando com os
resultados do presente estudo. Por outro lado, o DNA do HPV néo foi detectado em
25% das amostras HSIL, divergindo de nossos resultados (100%) (96).

Recentemente, Guan e colaboradores descreveram, em uma meta analise que
incluiu 423 estudos, a distribuicdo genotipica do HPV de alto risco em 115,789
mulheres, todas positivas para o DNA do HPV. Neste estudo, foram incluidas todas
as possiveis classificagdes para doenga cervical até o cancer, PN (72%), ASCUS
(4%), LSIL (5%) e HISL (2%), (Para facilitar a comparagdo com nosso trabalho
apenas os resultados para PN, ASCUS, LSIL, e HISL serao descritos). No geral, a
positividade para o HPV foi 31,3% e aumentou com o aumento da severidade da
doenca cervical PN (12%), ASCUS (52%), LSIL (76%) e HSIL (85%). O estudo
também subdividiu os trabalhos analisados por continente, e a positividade na
América do sul foi PN (24%), ASCUS (45%), LSIL (81%) e HSIL (85%).

Na terceira parte deste trabalho, a positividade para o HPV nos homens com
lesbes genitais foi de 72,1%, a terceira maior positividade deste estudo ficando atras
apenas das mulheres com citologia LSIL e HSIL. Recentemente, o estudo
prospectivo multinacional (HPV in men - HIM), demonstrou que a positividade para
homens com verrugas genitais foi de 80,4%, as (85). A semelhanca entre as
proporgdes de positividade entre os homens com lesdes genitais deste estudo com
os homens com verrugas genitais do estudo HIM, pode ser decorréncia da
semelhancga entre os grupos, confirmando a alta positividade do HPV em homens
com lesdes genitais.

Ainda na parte trés do estudo, os achados histoldgicos associados a presencga
do HPV sao papilomatose, coilocitose, vacuolizagdo, acantose, paraceratose,

hiperceratose, disceratose, inflamagdo e hipergranulose (97). Muitos autores
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consideram a atipia coilocitética como padrao—ouro para sugestao de infecg¢ao viral
pelo HPV. Ao correlacionar as alteragdes citopaticas com a presenga do DNA do
HPV observou-se que apenas a hiperceratose (p=0,003), a acantose irregular
(p=0,003), e a papilomatose (p=0,037) permaneceram significativamente associadas
a infeccdo; a atipia coilocitética apresentou associagdo proxima a significancia
(p=0,099). Ja a lesao exdfitica, paraceratose, hiperplasia e perda da polaridade
basal, segundo o PapilloCheck®, perderam a associagao com a presenga do virus.
Esta perda de associagcdo pode ser consequéncia da migracao de amostras
negativas para lesdo citopatica com resultado NSHPV para outras categorias.
Devido a maior sensibilidade do teste molecular o DNA do HPV foi detectado em
algumas lesdes NSHPV e negativas para alteragdes citopaticas, mudando estas
amostras de categoria e provocando a perda da associagao. Isto pode ter ocorrido
devido a presenca do virus na forma de infec¢ao subclinica ou assintomatica, nestas
lesdes. Na verdade, a maioria dos homens infectados pelo HPV na infecgao
subclinica sao assintomaticos (98). Além disso, é provavel que gendtipos de HPV
nao contemplados pelo PapilloCheck® estejam presentes nestas amostras, o que
afeta diretamente as analises. Contudo, na continuacido deste trabalho, o aumento
do numero de amostra, e assim diminuigdo do viés introduzido pela pequena
amostragem revelara quais associagoes sao realmente importantes.

Os resultados descritos acima corroboram parcialmente com dados da
literatura. (97), demonstrou em 188 bidpsias positivas tanto para histologia quanto
para o DNA do HPV (hibridizagaso in situ) a associacdo com seguintes alteracdes
citopaticas: lesao exofitica (p=0,18), hiperceratose (p=0,21), paraceratose (p<0,001),
acantose irregular (p<0,001), papilomatose (p<0,001), atipia coilocitética (p<0,001),
hiperplasia e perda da polaridade basal (p<0,001) e hipergranulose (p=0,003).
Apenas os gendtipos 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 42 foram pesquisados.

Assim, em relagdo a positividade, os achados deste trabalho reproduzem os
dados da literatura, revela que informagdes importantes e que corroboram com
estudos anteriores puderam ser retiradas do banco de dados de um laboratério
clinico. Esta corroboragdo valida e assegura a credibilidade dos novos achados
desta pesquisa que serao discutidos posteriormente. No geral, os resultados indicam
que positividade para o HPV em homens e mulheres € alta, caracterizando um

problema de saude publica.
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5.2 TIPO DE INFECGAO

No estudo como um todo, as infecgbes simples foram encontradas em 47,2%
e as multiplas em 52,8% das amostras. As infec¢des simples foram mais prevalentes
nas mulheres que nos homens (56,4 versus 45%). Na verdade, o tipo de infecgéo
também foi bastante diversificada nos grupos avaliados, variando de 35,9% nos
homens com menos de 30 anos a 75% nas mulheres com lesdes de alto grau. No
geral, mulheres apresentam mais infec¢gdes simples que os homens, e homens e
mulheres mais velhos tem mais infecgdes simples que homens e mulheres mais
novos (Figura 39). Na figura 39, esta representada a proporgao de infecgao simples
em todos os grupos avaliados neste estudo, entretanto, deve-se fazer o raciocinio
contrario em relagcao a proporcao apresentada para analise das infecgdes multiplas.
Mesmo apresentando a proporgao de infecgdes simples é interessante destacar as
multiplas. Pois, estas parecem estar associadas a um maior risco oncogénico devido
a sinergia entre os tipos de virus. No entanto, a importancia das infec¢gdes multiplas
ainda nao esta completamente elucidada (99). As técnicas moleculares mais
recentes tem maior capacidade de detecta-las do que as técnicas utilizadas do

passado (RFLP), pois diferentes tipos de virus sao avaliados simultaneamente (100).

Infeccoes Simples

Parte 1 Homens <30 359
Parte 3 Les. Pen. 38,7
Parte 1 Homens 45,0
Parte 1 Idade <30 46,0
Parte 1 Total 472
Parte 2 ASCUS 499
Parte 1 Mulheres <30 50,3
Parte 1 Homens 31-44 51,2
Parte 2 LSIL 549
Parte 1 Mulheres 56.4
Parte 2 Total 58,5
Parte 1 Idade 31-44 59.6
Parte 2 PN 59.9
Parte 1 Mulheres 31-44 63.6
Parte 1 Homens >45 64,9
Parte 1 Idade >45 67,2
Parte 1 Mulheres >45 68,9
Parte 2 HSIL 75.0
0 20 40 60 80
Frequéncia relativa (%)

Divisdes do estudo
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Figura 39 - Distribuicdo da proporgao de infecgao simples nos diferentes grupos incluidos

nas partes 1, 2 e 3 deste estudo.

Poucos estudos compararam a proporgéo de infecgdes multiplas e simples
em homens e mulheres simultaneamente. De fato, as infecgbes multiplas parecem
atingir altas proporgdes tanto nos homens quanto nas mulheres. Um estudo com
militares saudaveis revelou que 51,1% dos homens com HPV tinham infeccbes
multiplas (101). Além disso, o estudo prospectivo multinacional (HPV in men - HIM),
que incluiu homens saudaveis entre 18-70 anos dos Estados Unidos, do Brasil e do
México demonstrou que as infecgbes multiplas ocorreram em 50,9% deles (102).
Nas mulheres, um estudo recente revelou que a prevaléncia de infec¢gdes multiplas é
de 49,8% (26), e no Brasil as mulheres soropositivas para o HIV apresentam alta
taxa deste tipo de infeccao (78,9%) (103). Ademais, Piana e colaboradores
revelaram que na ltalia a propor¢cdes de infecgdes multiplas nas mulheres atinge

49,1%, respectivamente (10).

Na parte dois do trabalho, quem incluiu apenas mulheres maioria com
citologia normal, as infecgbes simples prevaleceram (58,5%) sobre as multiplas
(41,5%), e apresentaram proporgdes variaveis sem tendéncias de aumento ou
diminuicdo nos diferentes grau de lesao celular 59,93%, 49,43%, 54,90%, e 75%
para PN, ASCUS, LSIL e HSIL, respectivamente. Recentemente, Delgado e
colaboradores revelaram que no pais Basco, Espanha, as infegcbes multiplas
representam 58,1% dos resultados as mulheres com citologia anormal (96). Com
relacdo as infecgdes multiplas, Guan e colaboradores descreveram em sua meta
analise que incluiu 423 estudos, envolvendo 115,789 mulheres positivas para o DNA
do HPV, que estas variaram de 31-41% em PN, ASCUS, LSIL e HSIL (104).

Na parte trés deste trabalho, que incluiu apenas homens com lesdes genitais,
as infecgbes simples representaram 38,7% dos resultados (61,3% para infecgbes
multiplas), reproduzindo os achados da primeira parte, que indica que as infecgdes

multiplas tem maior prevaléncia nos homens.

Recentemente, o estudo prospectivo multinacional (HPV in men - HIM),
demonstrou que a positividade para homens com verrugas genitais foi de 80,4%, as
infecgdes multiplas foram encontradas em 45,5% dos resultados, e os gendtipos de

baixo risco contabilizaram 43,0% dos gendtipos encontrados (85). Neste caso, a
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percentagem para genétipos de baixo risco foi recalculado a partir da publicagao
para incluir os mesmos genétipos de baixo risco pesquisados pelo PapilloCheck®,
pois a metodologia de genotipagem utilizada no HIM (Linear Array HPV Genotyping
Test - Roche Diagnostics) que detecta 14 gendtipos a mais que o PapilloCheck®,
mas nao inclui o gendtipo de baixo risco 43. Assim, nos homens com lesdes
genitais, grupo mais similar ao do estudo supracitado, encontramos positividade
semelhante, maior proporc¢ao de infecgoes multiplas, e de gendtipos baixo risco. Nao
podemos excluir que estas diferencas seja decorrentes das técnicas de genotipagem
utilizada ou do tipo de estudo, prospectivo versus retrospectivo por analise de banco
de dados.

Talvez um dos principais achados da parte trés deste trabalho seja que, ao
correlacionar as alteragbes citopaticas da histologia com o tipo de infecgdo, a
paraceratose (p=0,046), atipia coilocitética (p<0,001) e hiperplasia e perda da
polaridade basal (p=0,024) estavam significantemente mais frequentes nas
infeccbes multiplas que na simples, sugerindo que estas alteragbes sejam
caracteristicas de infecgcdes multiplas. Lembrando que nenhumas destas alteracdes
foram significativamente associadas a presenga do DNA do HPV de associagdo com
a positividade. Entretanto, esta anadlise foi realizada considerando apenas os
resultados positivos e nao deve ser comparada com a analise envolvendo resultados
positivos e negativos. E revela que dentro das amostras positivas para o DNA do
HPV, a proporcdo de algumas lesbes se distribui igualmente nos dois tipos de
infeccdo. A propor¢cdo de outras se distribui de forma desigual, sendo mais
frequentes nas amostras com mais de um tipo de virus. Este é o primeiro estudo que
correlaciona alteragdes citopaticas com a presenga de mais de um subtipo do virus.

Assim, concluimos que as novas técnicas de genotipagem permitem detectar
as infecgdes multiplas com maior facilidade e estas representam uma percentagem
alta das infecgdes tanto nas mulheres quanto nos homens. Além disso, os homens
tendem a apresentar mais infegcdes multiplas que as mulheres. Estudos especificos
sdo necessarios para conclusao definitiva sobre a importancia das infecgdes

multiplas.
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5.3 ONCOGENICIDADE VIRAL

A frequéncia dos gendtipos de alto risco também foi bastante diversificada
nos grupos estudados, variando de 42,6% nos homens lesdo peniana a 85% nas
mulheres com lesdes de alto grau. No geral, mulheres apresentam mais genotipos
de alto risco que os homens; homens e mulheres mais velhas, tem menos gendtipos
de alto risco que mulheres mais novas. Ademais, as maiores proporgcdes de
gendtipos de alto risco foram observadas para mulheres mais jovens e com lesdées
citolégicas (Figura 40).

Na parte 1 do estudo, as mulheres apresentam mais gendtipos de alto risco
que os homens (77,02% versus 57,9%, P<0,0001). Ou seja, nos homens
prevalecem os genotipos de baixo risco. Este resultado pode ser secundario a maior
proporgao de gendtipos de alto risco detectado pelo PapilloCheck®, que inicialmente
foi desenvolvido para mulheres (83); devido aos sitio anatdmico testado em cada
género; e tropismos diferenciado do virus pelos diferentes epitélios (22). Pois,
normalmente as mulheres testam a cérvice e os homens genitédlia externa (61).
Normalmente, os gendtipos de baixo risco s&do mais prevalentes na genitalia externa
masculina (105).

Ademais, nas mulheres que realizam citologia cervical e genotipagem para
HPV (parte 2), os gendtipos de alto risco representaram 73,7% dos 1311 tipos de
HPV encontrados e tenderam a aumentar com o grau de lesdo celular,
71,94%,79,67%, 79,38%, e 85% para PN, ASCUS, LSIL e HSIL, respectivamente
[P(trend)=0,00871].

Na parte trés do trabalho, os gendtipos de alto risco representaram 42,6% dos
resultados, ou sejam existe uma maior prevaléncia de gendtipos de alto risco nas
lesdes penianas. Ademais, quando se comparou as alteragdes celulares com os
gendtipos de baixo ou alto risco, nenhuma associacdo significativa com
oncogenicidade do virus foi evidenciada. De fato, nas verrugas genitais os gendétipos
mais prevalentes sdo os de baixo risco, principalmente os gendtipos 6 e 11, sendo
encontrados em até 90% dos casos (106). Novamente, a maior prevaléncia de
gendtipos de baixo risco pode ser secundaria ao tropismo celular dos diferentes
tipos de virus para epitélio queratinizado da pele do pénis, em comparagao com o
epitélio mucoso da cérvice vaginal, onde as infecgdes pelos HPV de alto risco sao

mais prevalentes (22). Assim, o fato de algumas alteragcbes citopaticas estarem
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infeccbes multiplas, independentemente da

oncogenicidade do virus, sugere que a quantidade de gendtipos tem maior influéncia

sobre alteracdes celulares nas lesdes penianas que o risco associado ao virus.

Parte 3 Les. Pen

Parte 1 Homens <30
Parte 1 Homens

Parte 1 Homens 31-44
Parte 1 Homens >45
Parte 1 Idade >45
Parte 1 Mulheres >45
Parte 1 Total

Parte 1 Idade <30
Parte 1 Idade 31-44
Parte 2 PN

Parte 2 Total

Parte 2 ASCUS

Parte 1 Mulheres
Parte 1 Mulheres 31-44
Parte 1 Mulheres <30
Parte 2 LSIL

Parte 2 HSIL

Divisdes do estudo

Genoripos de Alto Risco
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59,2
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70,6
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74,6
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Figura 40 - Distribuicdo da proporgdo de gendtipos de alto risco nos diferentes grupos

incluidos nas partes 1, 2 e 3 deste estudo.

5.4 DISTRIBUICAO GENOTIPICA DO HPV

A distribuicdo dos genotipos de HPV varia conforme o grupo estudado.

Entretanto, alguns padrdes podem ser observados. O gendtipo 16 € o mais

frequente em todos grupos, exceto nos homens (Figura 41).
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Genétipo HPV
1 2 3 4 5 6 7 8
Parte 1 Total 16 56 6 44 42 53 66 68
Parte 1 Mulheres 16 56 53 44 66 6 42 68

Parte 2 PN 16 56 44 53 6 39 42 68
Parte 2 Total 16 56 53 44 6 39 66 68
Parte 2 ASCUS 16 52 56 - 53 39 73
Parte 2 HSIL 16 58 73 52 56 68
Parte 2 LSIL 16 56 66 68 53 51
Parte 1 Homens 6 42 44 16 56 53 66
Parte 3 Les. Pen. 6 [ 42 39 51 56

Figura 41 - Distribuicdo dos gendtipos de HPV nos diferentes grupos

incluidos nas partes 1, 2 e 3 deste estudo.

Os oito gendtipos mais prevalentes nas 4251 amostras incluidas neste estudo
foram 16, 56, 6, 44, 42, 53, 66, e 68, sendo 3 de baixo risco (6, 42, e 44). Nas
mulheres, os oito mais frequentes foram 16, 56, 53, 44, 66, 6, 42, e 68, novamente 3
gendtipos de baixo risco. Como a maioria das amostras eram do sexo feminino
75,2%, os gendtipos mais prevalentes nas mulheres sdao os mesmo da distribuigéo
total. Por outro lado, nos homens os oito gendtipos mais prevalentes foram 6, 42, 44,
16, 56, 11, 53 e 66, sendo 4 de baixo risco, condizendo com a maior propor¢ao de
gendtipos de baixo risco nos homens relatada anteriormente. O estudo HIM, que
incluiu amostras de homens brasileiros, obteve a seguinte distribuicdo genotipica
para o HPV em ordem decrescente 84, 62, 52, 6, 16, cp6108 e 66 (102). Divergindo
assim, parcialmente, da distribuicdo encontrada em nosso trabalho, sendo que em
comum foram 16, 6, e 66. E interessante ressaltar que o gendtipo 18 foi raro em
nossa amostras, e dos considerados mais oncogénicos (16, 18, 45, 31, 33, 52, 35, e

58) (7), apenas o 16 estava presente entre os oito mais prevalentes.
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Na parte dois do estudo, observou-se que os oito gendtipos mais frequentes
nesta parte do estudo foi 16, 56, 53, 44, 6, 39, 66, e 68, sendo dois gendtipos de
baixo risco (6 e 44), distribuicdo parecida com a observada para as amostras
femininas da parte 1 deste trabalho, exceto pela presenca do gendétipo 39 e auséncia
do 42. Nas amostras com padrdo normal a distribuicdo encontrada em ordem
decrescente foi 16, 56, 44, 53, 6, 39, 42, e 68, mesmos gendtipos encontrados na
totalidade das amostras nesta parte 2. Nas amostras com citologia cervical ASCUS
a distribuicdo se modificou 16, 52, 56, 31, 53, 39, 73, e 51, nao foram observados
genotipos de baixo risco, os HPV 52, 31, 73 e 51 se tornaram mais prevalentes. Ja
0s genotipos 44, 6, 66 e 68 perderam representatividade. Nas citologias LSIL os
gendtipos 16, 56, 66, 68, 53, 31, 51, e 39, foram os mais prevalentes, novamente a
distribuicdo se modificou e nenhum gendtipo de baixo risco esta presente. Voltaram
0s genotipos 66 e 68. Por outro lado, o HPV 73 e 52 perderam representatividade.
Finalmente, nas citologias HSIL os oito gendtipos mais prevalente foram 16, 58, 73,
52, 56, 39, 68, e 82, todos de alto risco, sendo estes os gendtipos mais oncogénicos
deste estudo. Os gendtipos 58 e 82, até entdo ausentes nos demais graus de lesao
celular, ganharam representatividade, e juntamente com o HPV 73 e 52, substituiram
o 31, 51, 66, e 53. Assim, observa-se que a distribuicdo genotipica é variavel nos
diferentes grupos avaliados (PN, ASCUS, LSIL e HSIL). Entretanto, praticamente os
mesmos gendtipos de HPV ocorrem entre os oito mais frequentes
independentemente do grau de les&o celular. E importante ressaltar que o HPV 16 e
o HPV 56 sempre ocorreram com alta representatividade, e os gendtipos de baixo
risco estavam presente apenas em PN. Quando avaliada estatisticamente, os
gendtipos 16, 6 e 44 foram os uUnicos a apresentarem tendéncia significativa de
aumento ou diminuigdo com a piora na gravidade das lesbes celulares, sendo que o
HPV16 aumenta sua frequéncia com o aumento da gravidade da lesédo celular
[P(trend)=0,0029]. Enquanto, que o HPV6 [P(trend)=0,03] e o 44 [P(trend)=0,02]
diminuem. O gendtipo 16 normalmente é o mais prevalente, como descrito em uma
série de outros estudos, independentemente do tipo e amostras pesquisados (96,
107, 108). Os gendtipos 18 e 45 foram detectados com baixa frequéncia em nosso
estudo, o gendtipo 18 estava presente em 2,1% do total das amostras, sua
frequéncia foi 2,3% nas mulheres e 1,7% nos homens, interessantemente sua
frequéncia aumentou com o grau de leséo celular [PN (2,1%), ASCUS (3,3%), LSIL

(4,1%) e HSIL (0%)]. Entretanto, por nao ter sido detectado nas lesdes de alto grau,
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esta tendéncia nao foi significante. O mesmo foi observado na Espanha (96), e em
outros paises do sul da Europa (109). Por outro lado, na parte 3 do nosso estudo,
observamos que nas lesdes penianas a frequéncia do gendtipo 18 foi maior que a do
16 (2,9% versus 1,5%), lembrando que o 16 foi sempre o mais frequente nas demais
situacdes.

A distribuicdo genotipica do HPV em mulheres com citologia anormal no pais
Basco, Espanha € 16, 51, 53, 42, 52, 39, 18, 58 e 66. A positividade para o HPV era
69,8%, e das infecgdes multiplas 58,1%. Ademais, tanto a positividade [ASCUS
(61,4%), LSIL (80%) e HSIL (77,8%)] quanto os gendtipos de alto risco tendiam a
aumentar com o grau de lesao celular [ASCUS (94,3%), LSIL (77,8%) e HSIL
(99,9%)], a prevaléncia do HPV era maior nas mulheres mais jovens. O sistema de
classificagdo citoldgica utilizado também foi de Bethesda 2001 e a método de
genotipagem foi o Linear Array HPV Genotyping Test - Roche Diagnostics,
entretanto foram incluidas apenas citologias anormais (ASCUS, LSIL, e HSIL). O
DNA do HPV néao foi detectado em 25% das amostras HSIL (96), divergindo de
nossos resultados, onde foi observada a presengca do HPV em 100% do resultados
HSIL.

Um estudo retrospectivo transversal em todo o mundo, envolvendo 38 paises
na Europa, América do Norte, América do Sul e Central, Africa, Asia e Oceania,
avaliou a distribuicdo genotipica do HPV no cancer cervical invasivo (110). 22.661
blocos de parafina foram obtidos a partir de 14.249 mulheres. 10,575 casos de
cancer cervical invasivo foram incluidos no estudo, e 8977 (85%) destes eram
positivos para DNA do HPV. Os tipos de HPV mais comuns foram 16, 18, 45, 31, 33,
52, 35, e 58 com uma contribuicao relativa a escala mundial de 91%. Na Europa (16,
18, 33, 35, 45, 31, 35, 52, e 56), América do Norte (16, 18, 45, 31, 33, 52, 39, e 51),
América do Sul e Central (16, 18, 45, 31, 52, 33, 72, e 39), Africa (16, 18, 45, 35, 52,
51, 31, e 33), Asia (16, 18, 45, 58, 52, 31, 33, e 35) e Oceénia (16, 18, 45, 68, 33,
35, 39, e 53). Assim, no cancer cervical invasivo os genétipos de alto risco sdo mais
prevalentes. Entretanto, os mesmos gendtipos sdo responsaveis pela maioria dos
casos, com destaque especial para o HPV16 e o HPV18 (110). O gendtipo 18 teve
pouca representatividade em nossos amostras, sendo que 0s genotipos mais
oncogénicos deste estudo foram 16, 58, 73, 52, 56, 39, 68, e 82 (encontrados nos
HSIL). Anteriormente, 0 mesmo grupo descreveu em uma meta analise envolvendo

78 estudos distribuicdo genotipica do HPV em mulheres com amostras citologia
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cervical normal na Africa, Américas, Europa, e Asia. Os tipos de HPV mais comuns
foram 16, 18, 31, 58, e 52 com uma contribuicao relativa de 50%. Na América do sul
0s genotipos mais prevalentes foram 16, 58, 18, 45, e 31. O gendtipo 16 foi 0 mais
frequente em todas as regides exceto no Japao e Taiwan onde o 52 foi o mais
frequente (109). A distribuicdo nos resultados PN deste estudo foi 16, 56, 44, 53, 6,
39, 42, e 68.

Na meta-analise de Guan e colaboradores ja cita anteriormente, somente os
gendtipos de alto risco 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, e 68 foram
considerados. O HPV 16 variou pouco entre PN (20,4%), ASCUS (22,9%), e LSIL
(25,1%), mas aumentou substancialmente em HSIL (47,5%), isto foi observado para
todas as regides geograficas do estudo (Africa, Asia, Europa, América do norte,
América do Sul e Central e Oceania). Sendo que na América do sul os valores
observados foram Normal (16,1%), Baixo grau (25,1%), e Alto grau (52,8%).
Observamos resultados semelhante em nosso estudo, PN (9,3%), ASCUS (13,7%),
LSIL (11,3%), e HSIL (35%), entretanto as frequéncias relativas para o HPV em
nossas amostras foram menores. Na meta analise de Guan a positividade para os
HPV 18 (8,4%, 9%, 8,7% e 9,6%) e 45 (4,8%, 5,8%, 4,3% e 4,5%) foram mais
baixas e permaneceram relativamente constantes em PN, ASCUS, LSIL e HSIL,
respectivamente. A positividade para os HPV 33, 58, 31, 52, e 35 também
permaneceu relativamente constantes, mas a frequéncia observada em HSIL foi
maior que em PN, e dos HPV 39, 59, 51, 56, e 68 apresentaram discreta variagao,
mas frequéncia observada em HSIL foi menor que em PN.

Com relagao a distribuicdo genotipica do HPV, na parte trés do estudo,
observou-se que os oito gendtipos mais prevalentes foram 6, 11, 42, 39, 44, 31, 51,
e 53, sendo 4 de baixo risco. os gendtipos 6 e 11 foram os mais prevalentes.
Resultado divergente da distribuicdo genotipica encontrada no estudo HIM onde os
gendtipos mais prevalentes foram 62, 84, 16, ep6108, 51, 6, 53, e 59 (85). Mas,
parcialmente corrobora com a distribuicdo dos gendétipos em verrugas genitais na
franca 6, 11, 16, 51, 52, 66, 53 e 31. Sendo que os HPV 6 e 11 estavam presents
em 83% das verrugas genitais (105). Ademais, na Republica Tcheca um estudo
realizado em homens e mulheres observou que os oito gendtipos mais prevalentes
foram 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58 e 73 nos condilomas acuminados (30). Entretanto, a
distribuicdo genotipica do HPV em homens na Eslovénia, onde foram analisadas em

55 verrugas genitais, observaram-se a presenga do DNA do virus em todas as
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amostras com 14 gendtipos diferentes de HPV. Os gendtipos 6 e 11 foram os mais
incidentes (96,4%), seguido pelos tipos 44, 91, 16, 31, 51, 53, 55, 62, 66, 70, 73 e 84
((111). Cavalcanti et. Al. (2001) em 75 amostras histoldgicas, apenas 59 tinham a
presenca do virus pelo método de hibridizagdo. Os gendtipos mais prevalentes
nessa analise foram 6 e 11 (59,3%) (112). Na regido anogenital detectou-se a partir
de lesdes clinicas a incidéncia relevante de infecgao por tipos virais benignos (6 com
66,7% e 11 com 23,3%) (113). Nossos resultados estdo compativeis com os dados
encontrados na literatura, onde se observa uma maior prevaléncia dos gendtipos de

baixo risco, principalmente, 6 e 11 nas lesdes genitais masculina (114).

5.5 ESPECIES DE HPV

A distribuicdo das espécies de HPV varia conforme o grupo estudado.
Entretanto, alguns padrbes podem ser observados. A espécie mais frequente nas
mulheres jovens de meia idade e com lesdes citolégicas € a A9 (alto risco). Nos
homens, independentemente da idade, e nas mulheres mais velhas a espécie mais
frequente é a A10 (baixo risco) (Figura 42). Na totalidade das amostras as espécies
A9 (16, 31, 33, 35, 52, 58, e 67) foi a mais prevalente nas mulheres e a A10 (6, 11, e
44) nos, homem refletindo a distribuicdo genotipica dos gendtipos de alto e baixo
risco anteriormente citada.

Na parte 2 do estudo, em relagao as espécies, a A9 (16, 31, 33, 35, 52, 58, e
67) € a mais prevalente em todos os grupos, exceto em LSIL onde é a segunda mais
prevalente ficando atras da A6 (53, 56, 66). Ademais, com o aumento da gravidade
da lesao, espécie A9 aumenta sua frequéncia, 25,9%, 36,3%, 23,7%, e 50,0% para
PN, ASCUS, LSIL e HSIL, respectivamente [P(trend)=0,04]. E a espécie A10 diminui
sua frequéncia; 16,21%, 8,79%, 8,25%, e 5,00% para PN, ASCUS, LSIL e HSIL,
respectivamente [P(trend)=0,0013]. Observac¢ao decorrente do aumento do HPV16 e
diminuicao dos HPV 6 e 44, ambas significativas na analise anterior.

Além disso, na parte 3 do trabalho as espécies mais prevalente foram A10,
A7, e A9.



Parte 1 Total A9
Parte 1 Mulheres A9
Parte 2 PN A9
Parte 1 Idade <30 A9
Parte 1 Idade 31-44 A9

Parte 1 Mulheres <30 A9
Parte 1 Mulheres 31-44 A9

Parte 2 Total A9
Parte 2 ASCUS A9
Parte 2 HSIL A9
Parte 2 LSIL A6

Parte 1 Idade >45 A10
Parte 1 Mulheres >45 A10
Parte 1 Homens A10
Parte 1 Homens <30 A10
Parte 1 Homens 31-44 A10
Parte 1 Homens >45 A10
Parte 3 Les. Pen. A10

A6
A6
A6

A6
A6
A6
A6
A6
A7
A7
A9
A9
A9
A6
A6
A6
A7
A7

Espécie HPV

3
A7
A7
A7

A7
A7
A7
A7
A7
A6
A6
A7
A7
A7
A9
A9
A7
A6
A9

4
A10
A10
A10

A10
A10
A10
A10
A10
A10
A11
A10
A6
A6
A7
A7
A9
A9
A1

A5
A5
A5

A5
A5
A5
A5
A5
A5
A5
A8
A5
A5
A1
A1
A8
A5
A6

A1
A1
A1

A1
A8
A1
A1
A8
A8
A8
A5
A1
A1
A8
A8
A1
A1
A5

A8
A8
A8

A8
A1
A8
A8
A1
A11
A10
A1
A8
A11
A5
A5
A5
A8
A8

104

A11
A11
A11

A11
A11
A11
A11
A11
A1
A1
A11
A11
A8
A11
A11
A11
A11
A11

Figura 42 - Distribuicdo das espécies de HPV nos diferentes grupos incluidos nas

partes 1, 2 e 3 deste estudo.

5.6 INFLUENCIA DA IDADE SOBRE OS PARAMETROS DA INFECGAO PELO

HPV

Ao dividir as amostras do estudo em trés faixas etarias, menor ou igual a 30,

entre 31-44, e maior ou igual a 45, pode-se observar a influéncia da idade sobre o

padrao de infecgéo pelo HPV. Para facilitar comparacoes, as faixas escolhidas foram

as mesmas de estudo prévios (85, 102). Encontramos que a positividade foi maior
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nos homens do que nas mulheres nas trés faixas etarias (P<0,0001), condizendo
com a maior positividade dos homens no total das amostras. Entretanto, encontrou-
se também que a positividade diminuia com o aumento da idade tanto nos homens
quanto nas mulheres [p(trend)<0,0001]. Assim, a idade influéncia a positividade
para o HPV, os mais jovens estdo mais infectados e, independentemente da idade,
os homens tem mais HPV que as mulheres. Resultado divergente de um estudo
prévio que observou que a positividade para nédo varia com a idade nos homens
(102). Por outro lado, a incidéncia de verrugas genitais nos homens, normalmente
causadas pelo HPV, diminui significantemente com a idade, 3,43 em 1000 casos
para 18-30 anos, 1,37 em 1000 casos para 31-44, e 1,27 em 1000 casos para 45-70
anos (85). Um revisao sistematica recente, analisou a prevaléncia do HPV de acordo
com a idade em homens, revelou que a prevaléncia do HPV parece atingir o pico em
idades um pouco mais velhas e permanece constante ou diminui ligeiramente com o
aumento da idade, sugerindo infeccao persistente pelo HPV ou uma maior taxa de
reinfec¢cdo. Concordando, assim, parcialmente com nosso resultado (115). Por outro
lado, os mesmo autores em 2008 avaliaram a prevaléncia do HPV de acordo com a
idade em mulheres, observaram, de forma consistente, na maioria das regides
geograficas avaliadas o pico de prevaléncia ocorria na mulheres com idade < 25
anos, e diminuia nos grupos etarios mais velhos, concordando assim, com este
estudo. Embora as curvas etarias de infeccdo pelo HPV diferissem notavelmente
entre as regides (mais de 70 paises foram avaliados). O autor sugere que isto pode
ser reflexo do corportamento sexual da populagédo (116). No méxico, a positividade
para o HPV em mulheres com citologia normal € de 14,5% (117). O DNA do HPV foi
detectado em 16,7% das mulheres com idade inferior a 25 anos, com prevaléncia
declinando rapidamente para 3,7% entre 35 e 44 anos. Detecgado de HPV voltou a
aumentar no grupo de mulheres com idade entre 45 e 54 anos (12,3%), e continuou
a aumentar até um maximo de 23% entre as mulheres com 65 anos ou mais velhos
(117), divergindo de nossos resultados.

Ainda em relagao a idade, esta influenciou de forma significativa o tipo de
infeccdo, pois observou-se que as infecgbes simples aumentam e as multiplas
diminuem com a idade [p(trend)<0,0001]. E quando comparados homens e mulheres
de cada faixa etaria, as mulheres jovens (menor ou igual a 30 anos) e de meia-idade
(entre 31-44) apresentaram proporgcdo maior infecgdes simples que os homens da

mesmo idade. No entanto, isto ndo foi observado para os mais velhos (maior ou
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igual a 45 anos). Lembrando que deve-se fazer o raciocinio contrario para as
infeccbes multiplas. O mesmo foi observado em relagao os gendétipos de alto e baixo
risco, os gendtipos de alto risco estavam significativamente mais frequentes nas
mulheres jovens e de meia-idade em relagcdo aos homens da mesma faixa etaria,
mas isto também n&o foi observado para os mais velhos. Ademais, a idade nao
influenciou significantemente a proporcdo de gendtipos de alto e baixo risco,
reproduzindo dados disponiveis na literatura para homens (102). Assim, as mulheres
mais jovens e de meia-idade tem mais gendtipos de alto risco e infecgbes multiplas
que os homens, as mulheres e homens mais velhos tem propor¢cdes semelhantes
destes parametros, que n&do tendem a aumentar nem a diminuir com o0 avango da
idade.

A idade influenciou significativamente a frequéncia de alguns gendtipos na
totalidade das amostras, o HPV31 e HPV39 diminuem sua frequéncia com a idade, e
os HPV44 e HPV45 aumentam. Como nenhum gendtipo sofreu influencia da idade
nos homens, e sim nas mulheres (HPV31 P(trend)=0,04, HPV 39 P(trend)=0,0002, e
HPV 42  P(trend)=0,04 diminuem, e HPV 44 P(trend)<0,0001 e HPV 45
P(trend)=0,01 aumentam), elas s&o as responsaveis por este resultado. Com
relacéo influencia da idade sobre as espécies de HPV, observou-se que a espécie
A10, composta pelos HPV 6, 11 e 44, tende a aumentar com a idade nas mulheres.
Sendo, isto reflexo do resultado observado para o HPV 44 cuja frequéncia aumentou
com maior significancia.

Quando avaliada a influéncia da idade sobre os parametros da infec¢ao pelo
HPV nos diferentes graus de lesbes celulares observou-se que a positividade para o
HPV aumenta com grau de lesao celular e diminui com a idade nas trés faixas
etarias avaliadas menor ou igual a 30, entre 31-44, e maior ou igual a 45 (PN -
[P(trend)<0,0001]; ASCUS - P(trend)=0,03; LSIL - P(trend)=0,03]; HSIL -
P(trend)<0,0001]. Além disso, a propor¢cao de infecgao simples aumenta com a
idade [P(trend)<0,0001], o mesmo ocorre para PN, ASCUS, LSIL, e HSIL, entretanto
significancia estatistica foi obtida para PN [P(trend)<0,0011], e LSIL
[P(trend)=0,0014], mas ndo para ASCUS [P(trend)=0,1] e HSIL [P(trend)<0,5].
Assim, tanto a idade quanto o grau de lesao celular influenciam, aparentemente de
forma independente, a propor¢cao de infeccdo pelo HPV nas mulheres incluidas
nesta parte do estudo. As infecgdes simples também aumentam com a idade,

reproduzindo o resultado encontrado na parte 1 do estudo. Sendo que as amostra
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com citologia PN e LSIL foram as responsaveis por esta observagao, principalmente,
as amostras PN devido a sua maior representatividade.

Com relagdo aos gendtipos de alto risco, este diminuem com a idade na
totalidade das amostras [P(trend)=0,016], e nas citologias com Padrao normal
[P(trend)=0,0097]. Em ASCUS, LSIL e HSIL a proporcao de gendtipos de alto risco
tende a aumentar, entretanto, sem significancia estatistica. Nao ocorreram
pacientem com HSIL e idade maior ou igual a 45 anos. Divergentemente, um estudo
revelou que infecgao por gendtipos oncogénicos tende a aumentar com o grau de
lesdo 50%, 80%, e 85% para ASCUS, LSIL e HSIL, respectivamente (118).

Quando avaliou-se a influéncia da idade sobre a distribuicdo genotipica,
observamos diferentes distribuicdes de acordo com a idade e com a grau de lesao
celular. No geral, o tipo 16 € o mais prevalente ou se encontra entre os mais
prevalentes independentemente da idade e do grau de leséo celular. O gendtipo 56
também possui representatividade importante estando presente em 9 da 10 grupos
possiveis (exceto ASCUS 245 anos). Ademais, nao existe uma sequéncia especifica
de gendtipos mais prevalentes, pois a distribuicdo das frequéncias é bastante

variavel.

6 CONCLUSOES

Por fim, este trabalho demonstra que muito conhecimento esta escondido no
banco de dados de laboratérios clinicos e a mineragdo de dados, como a realizada
neste trabalho, pode ser uma ferramenta importante para que este conhecimento
seja revelado. Entretanto, precisa ser confirmado aumentando o numero de
amostras analisadas inserindo outras metodologias. Assim, ao avaliar o banco de
dados de resultados um laboratorio clinico pode contribuir para o desenvolvimento

médico e cientifico.

6.1 PARTE1

A positividade geral para HPV neste estudo é de 44,3%. Os homens
apresentaram propor¢cao de resultados positivos maior que as mulheres (56,8%
versus 44,3%, p<0,0001). As infecgbes simples representam 47,2% dos resultados e

sdo mais frequentes nas mulheres que nos homens (56,4% versus 45%, p<0,0001).
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No entanto, as mulheres tém mais gendtipos de alto risco que os homens (77,02%
versus 57,9%%, p<0,0001).

A distribuicdo genotipica encontrada em ordem decrescente foram: 16, 56, 6,
44, 42, 53, 66, e 68 no total das amostras; 16, 56, 53, 44, 66, 6, 42, e 68 nas
mulheres; e 6, 42, 44, 16, 56, 11, 53, e 66 no homens.

A distribuicdo das espécies encontradas em ordem decrescente foram: A9,
A6, A7, A10, A5, A1, A8, e A11 no total das amostras; A9, A6, A7, A10, A5, A1, A8,
e A11 nas mulheres; e A10, A6, A9, A1, A8, A5, e A11no homens.

A positividade foi maior nos homens do que nas mulheres em todas as faixa
etarias avaliadas, <30 anos, entre 31-44 anos, e 245 anos (p<0,0001); positividade
diminuia com o aumento da idade em ambos os sexos [P(trend)<0,0001]; As
infeccbes simples aumentam com a idade [P(trend)<0,0001]; As mulheres mais
jovens e de meia-idade possuem mais infeccbes simples e gendtipos de alto risco
que os homens, <30 anos (p<0,0001), 31-44 anos (P=0,00029), e 245 anos
(p=0,62).

Nas mulheres, frequéncia dos gendtipos 31 [P(trend)=0,04], 39
[P(trend)=0,0002] e 42 [P(trend)=0,04] diminuem com a idade, e dos gendtipos 44
[P(trend)<0,0001], 45 [P(trend)=0,01] aumentavam, o mesmo é observado para a
espécieA10, mas nado para as outras espécies; Nos homens as frequéncia

genotipica nao varia com a idade.

6.2 PARTE 2

A positividade para HPV nas mulheres que fizeram PapilloCheck® e
colpocitologia é de 38,37%, e aumenta com a gravidade da lesdo citolégica, 34,05%,
66,41%, 92,73%, e 100% para PN, ASCUS, LSIL e HSIL, respectivamente
[P(trend)<0,0001]; As infecgbes simples representam 58,5% dos resultados, e é
variavel nos diferentes grau de lesdo celular 59,93%, 49,43%, 54,90%, e 75% para
PN, ASCUS, LSIL e HSIL, respectivamente. [P(trend)=0,51]. Os gendtipos de alto
risco representam 73,7% dos tipos de HPV encontrados, e aumentam com o grau de
lesdo celular, 71,94%,79,67%, 79,38%, e 85% para PN, ASCUS, LSIL e HSIL,
respectivamente [P(trend)=0,0087].

A distribuicdo decrescente dos tipos de HPV na totalidade das amostras foi
16, 56, 53, 44, 6, 39, 66, 68; padrdo normal 16, 56, 44, 53, 6, 39, 42, 68; ASCUS 16,
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52, 56, 31, 53, 39, 73, 51; LSIL 16, 56, 66, 68, 53, 31, 51, 39; HSIL 16, 58, 73, 52,
56, 39, 68, 82; sendo, assim, variavel nos diferentes grupos avaliados. O HPV16
aumenta sua frequéncia com o aumento da gravidade da lesao celular
[P(trend)=0,0029]. Os HPV6 [P(trend)=0,03] e 0 44 [P(trend)=0,02] diminuem.

A espécie A9 é a mais prevalente em todos os grupos, exceto em LSIL. E
com o aumento da gravidade da lesao, sua frequéncia aumenta, 25,9%, 36,3%,
23,7%, e 50,00% para PN, ASCUS, LSIL e HSIL, respectivamente [P(trend)=0,04]. A
espécie A10 diminui sua frequéncia; 16,21%, 8,79%, 8,25%, e 5,00% para PN,
ASCUS, LSIL e HSIL, respectivamente [P(trend)=0,0013].

A positividade para o HPV aumenta com grau de lesao celular e diminui com
a idade, a proporcao de infeccdo simples aumenta com a idade [P(trend)<0,0001],
Ja os gendtipos de alto risco diminuem com a idade apenas na totalidade das
amostras e nas com Padrao normal na citologia.

E o tipo 16 e 56 sdo os mais prevalente ou se encontram entre os mais

prevalentes independentemente da idade e do grau de lesdo celular.

6.3 PARTE 3

A positividade para o HPV nos homens que fizeram PapilloCheck® e bidpsia
de lesdao peniana foi de 72,1%, as infeccbes simples representam 38,7% dos
resultados, e os gendtipos de alto risco 42,6% dos 63 tipos de HPV encontrados.

A distribuicdo decrescente dos tipos de HPV neste foi 6, 11, 42, 39, 44, 31,
51, e 53, e das espécies A10, A7, A9, A1, A6, A5, A8, e A11.

O HPV se associou significantemente com algumas alteragdes citopaticas:
hiperceratose (p=0,003), acantose irregular (p=0,003), e papilomatose (p=0,037); a
atipia coilocitética apresentou associagao proxima a significancia (p=0,099).
Paraceratose (p=0,046), atipia coilocitética (p<0,001) e hiperplasia e perda da
polaridade basal (p=0,024) estavam associadas a infeccdo multiplas. Nao foi

observado associagao entre as alteragdes citopaticas com risco gendétipo especifico.
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7 ANEXOS

7.1 RESUMOS ENVIADOS PARA CONGRESSOS EM 2011 E 2012 COM
RESULTADOS DESTE TRABALHO.

(Destacamos, o item 6.1.5 HPV genotype/species distribution in both simple and
multiple infections among men and women premiado como um dos melhores
resumos enviados no congresso da American Association for clinical Chemistry em
2011).

7.2 DISTRIBUTION OF GENOTYPES/SPECIES OF HPV IN PENILE LESIONS
BIOPSIES

Gustavo Barcelos Barra’, Ticiane Henriques Santa Rita?, Maria Cecilia Sant’ Anna
Soares Borges Caixeta', Camilla Figueiredo Chianca?, Wanessa Lordélo Pedreira
Vivas?, Patricia de Oliveira Santos Almeida®, Lara Franciele Ribeiro Velasco', Lidia
Freira Abdlla’, Sandra Santana Soares Costa’.

Laboratorio Sabin de Analises Clinicas', Brasilia-DF
Universidade Tiradentes?, Aracaju-SE

Introduction

Investigations on the human papillomavirus (HPV) are mostly focused on women.
However, HPV infection in men and its consequences are not completely
understood. The limited studies available suggest that the virus prevalence in men is
high, and that they are the spreader of the infection. Thus, the aim of this study was
to describe the HPV infection in penile lesions by comparing the results of biopsies
with viral genotyping.

Methods

Through retrospective analysis of our laboratory results database, we assessed
patients who had undergone biopsies and HPV genotyping in penile injury on the
same day, between February 2009 and May 2011. Forty-three samples met this
condition. Next, we evaluated the prevalence of HPV genotypes/species, and
concordance between the two methodologies. In addition, we correlated the different
cytological abnormalities evidenced by biopsy (exophytic lesion, hyperkeratosis,
parakeratosis, irregular acanthosis, papillomatosis, hypergranulosis, coilocitotic
atypia, keratinization and hyperplasia and loss of basal polarity) with the presence of
the virus, the type of infection (simple and multiple) and its oncogenicity (high and
low risk). The average age of patients was 30.3 + 7.9 years, and genotyping was
performed by PapilloCheck (Greiner Bio-One), which evaluates 24 different HPV
types (18 high risk and 6 low risk).

Results

Genotyping demonstrated that 72.1% of penile lesions were positive for HPV. Among
these, 38.7% were single infections and 61.3% multiple infections. Of 68 found
viruses, 57.3% were low risk, 42.6% high risk, and the five most prevalent genotypes
were 6 (25%), 11 (13.2%), 42 (10.3%), 39 (5.9%) and 44/55 (5.9%). When we
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grouped the genotypes in species, A10 was the most prevalent (44.1%), consisting of
low-risk genotypes, followed by A7 (14.7%) consisting of high-risk genotypes.
However the biopsy demonstrated that 65.1% of the penile lesions showed cellular
changes suggestive of viral infection. Thus, the agreement among the two methods
was 69.6% (P = 0.078). The cellular changes associated with HPV were
hyperkeratosis (P = 0.003), irregular acanthosis (P = 0.003) and papillomatosis (P =
0.037). The Koilocitétic atypia was close to significance (P = 0.09). In addition, we
observed that parakeratosis (P = 0.046), koilocitétic atypia (P <0.0001), hyperplasia
(P = 0.024) and loss of basal polarity (P = 0.024) are more prevalent in multiple
infections than in simple. However, we found no association between virus
oncogenicity and cytological alterations.

Conclusion

In penile lesions for HPV positivity is high, multiple infections surpass the simple, and
the genotypes/species of low risk are the most prevalent. The correlation between
biopsy and genotyping is not complete, suggesting the presence of HPV types not
covered by the genotyping test run, and the presence of the virus in the form of
subclinical lesions. On the other hand, the association among the multiple infections
and some types of cellular changes indicate the need for the presence of more than
one type of viruses for its appearance in men. Thus, it is noted that important
information about HPV infection in men could be extracted by analyzing a database
of a clinical laboratory.

7.3 CHANGES IN HPV INFECTION PATTERN WITH ADVANCING OF AGE IN
MEN AND WOMEN

Maria Cecilia Sant Anna Soares Borges Caixeta
Monica Lino do Nascimento Vautier Franco
Lara Franciele Ribeiro Velasco

Patricia Godoy Garcia Costa

Ticiane Henriques Santa Rita

Lidia Freitas Abdalla

Sandra Santana Soares Costa

Virginia Minghelli Schmitt

Gustavo Barcelos Barra

Laboratério Sabin de Analises Clinicas', Brasilia-DF
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul® - PUCRS

Introduction

Human papilomavirus (HPV) is the most common sexually transmitted infection.
Since age influences the sexual behavior, it can also affect the HPV infection
patterns in men and women. In a previous study, we observed that positivity, multiple
infections, and low-risk HPV genotypes and species are more prevalent in men than
in women. Now, the aim of this work was to describe the influence of age on these
aspects by assessing our clinical laboratory results database.

Methods
Through retrospective analysis of our HPV genotyping database, we assessed the
sample results between February 2009 and May 2011. 4,251 samples were included,
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all from HPV genotyping test of anogenital region. The genotype and species
prevalences, single or multiple infection, high and low oncogenic risk were identified
and presented by age groups <30 years, 31-44 years, 245 years, and gender.
Overall, 1,991, 1,693, 567 samples were included in each age groups, respectively.
Of these, 1,507, 1,299, and 395 were women, and 484, 394, and 172 were men.
HPV genotyping was performed using PapilloCheck (Greiner Bio-One), which
evaluates 24 different HPV genotypes (18 high-risk and 6 low risk).

Results

The database analysis demonstrates that men had proportionately more positive
results than women in all age groups, 63.8% vs 49.1% (p<0.0001) for <30 years,
54,1% vs 33,9% (p<0.0001) for 31-44 years, and 43% vs 26,8% (p<0.0001) for 245
years. In addition, the positivity declines with age in both genders (Ptrend<0,0001).
Moreover, multiple infections are more frequent in young men, 64.1% vs 47.9%
(p<0.0001), and middle-aged men, 48.8% vs 36.4% (p=0.0029) than women in the
same age group. However, this difference was not found between older men and
women, 35.1% vs 31.1% (p=0.62). Also, multiple infections decline and simple
infections increase with age in both genders (Ptrend<0,0001). Besides that, in
women, the occurrence of some genotypes vary with age group, HPV31 - 5,15%,
4,02%, and 1,88% (Ptrend=0.04), HPV39 - 5,94%, 2,91%, and 1,25%
(Ptrend=0.0002), HPV42 - 5,87%, 4,16%, and 3,13% (Ptrend=0.04), HPV44 - 4,36%,
7,48%, and 14,38% (Ptrend<0.0001), HPV45 - 1,29%, 2,63%, and 3,13%
(Ptrend=0.01). This was not observed in men. Moreover, the proportion of high and
low risk genotypes and HPV species distribution did not vary in and with age.

Conclusion

In this study, we observed that some patterns of HPV infection vary significantly in
the assessed age groups. The positivity and multiple infections decrease, and single
infections increase with advancing age in men and women. Also, the frequency of
HPV31, HPV39, HPV42 decrease, and HPV44, HPV45 increase with age only in
women. Moreover, younger and middle-aged men have more multiple infections than
younger and middle-aged women, but this was not observed for the elders. The
proportion of high and low risk genotypes and species did not vary among age
groups. Thus, we conclude that some HPV infection patterns are influenced by age in
men and women.

7.4 HPV INFECTION PATTERN AND GENOTYPE DISTRIBUTION IN CERVICAL
CYTOLOGY AND IN PENILE LESION BIOPSIES

Gustavo Barcelos Barra1,

Ticiane Henriques Santa Rita?,

Maria Cecilia Sant’ Anna Soares Borges Caixeta’,
Camilla Figueiredo Chianca?,

Wanessa Lordélo Pedreira Vivas?,

Patricia de Oliveira Santos Almeida?,

Lara Franciele Ribeiro Velasco1,

Lidia Freira Abdlla’,

Sandra Santana Soares Costa’.
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Laboratorio Sabin de Andlises Clinicas', Brasilia-DF
Universidade Tiradentes?, Aracaju-SE

Background

Investigations on the human HPV are mostly focused on women. However, HPV
infection in men and its consequences are not completely understood. The aim of
this study was to describe the HPV infection pattern and genotypes distribution in
cervical cytology and in penile lesions biopsies by assessing our clinical laboratory
results database.

Methods

We assessed patients who had undergone cervical cytology/penile lesion biopsies
and HPV genotyping on the same day, between February 2009 and May 2011. 1731
women and 43 men samples met this condition. Positivity, type of infection,
oncogenicity, and genotypes were identified and presented. In addition, we
correlated these parameters with different cytological abnormalities evidenced by
cytology (Bethesda system), or by biopsy. Genotyping was performed by
PapilloCheck (GreinerBio-One).

Results

Positivity were 38,37% and 72.1% for cervical cytology and penile lesions,
respectively. Multiple infections account for 41,5% in cervical cytology, and 61.3% in
penile lesions. Of 1311 found viruses in cervical cytilogy, 73,7% were high risk, and
of 68 found viruses in penile lesion 42.6% were high risk. In cervical cytology,
positivity (P<0,0001) and high risk genotypes (P=0,0087) increased with the degree
of cell injury. Moreover, the seven most common genotypes in normal cervical
cytology were 16/56/44/53/6/39/42, in ASC-US 16/52/56/31/53/39/73, in LSIL
16/56/66/68/53/31/51, in HSIL 16/58/73/52/56/39/68, and in penile biopsies,
6/11/42/59/44/31/51. Additionally, hyperkeratosis (P=0.003), irregular acanthosis
(P=0.003), and papillomatosis (P=0.037) were associated with HPV in penile
biopsies.  Parakeratosis (P=0.046), koilocitotic atypia (P<0.0001), hyperplasia
(P=0.024) and loss of basal polarity (P=0.024) were more prevalent in multiple
infections than in simple.

Conclusion

There are differences in positivity, multiple infections, and high risk genotypes
prevalence between cervical cytology and penile lesion. Also, proportion of positivity
and high risk genotypes increase with degree of cell injury in cervical cytology. Some
cellular/hystological changes are significantly associated with HPV and multiple
infections in penile lesions.

7.5 HPV GENOTYPE DISTRIBUTION IN BOTH SIMPLE AND MULTIPLE
INFECTIONS AND CHANGES INFECTION PATTERN WITH ADVANCING OF
AGE IN MEN AND WOMEN

Gustavo Barcelos Barra

Maria Cecilia Sant Anna Soares Borges Caixeta
Monica Lino do Nascimento Vautier Franco
Lara Franciele Ribeiro Velasco
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Sandra Santana Soares Costa
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Background

HPV is the most common sexually transmitted infection. Since age influences the
sexual behavior, it can also affect the HPV infection patterns in men and women.
Moreover, genotyping rather than mere detection of HPV has been recommended,
because different HPV genotypes confer distinctively different risks for development
of cervical disease. Thus, the aim of this study was to describe the prevalence of
HPV genotypes in single and multiple infections in men and women. Also, to describe
the influence of age on these aspects by assessing our clinical laboratory results
database.

Methods

Through retrospective analysis of our HPV genotyping database, we assessed the
sample results between February 2009 and May 2011. 4,251 samples were included,
all from HPV genotyping test of anogenital region. The positivity, single or multiple
infection, and genotype prevalence, were identified and presented in total and by age
groups <30 years, 31-44 years, 245 years, and gender. HPV genotyping was
performed using PapilloCheck (Greiner Bio-One), which evaluates 24 different HPV
genotypes (18 high-risk and 6 low risk).

Results

Forty four percent of tested samples were positive, 52.6% were single and 47.5%
multiple infections. In total, men had proportionately more positive results than
women, 56.8%vs40.4% (p>0.0001), and in all age groups, 63.8%vs49.1%
(p<0.0001) for <30 years, 54.1%vs33.9% (p<0.0001) for 31-44 vyears, and
43%vs26.8% (p<0.0001) for 245 years. In addition, the positivity declines with age in
both genders (Ptrend<0,0001). Moreover, men had proportionately more multiple
infections than women, 57%vs44% (p=0.0006). It was also observed in the younger,
64.1%vs47.9% (p<0.0001), and middle-aged, 48.8%vs36.4% (p=0.0029), but not in
elders, 35.1%vs31.1% (p=0.62). Also, multiple infections decline with age in both
genders (Ptrend<0,0001). In women, the eight most common genotypes were
16/56/68/44/58/6/42/52 in single, and 56/16/53/66/51/31/6/39 in multiple infections. In
men, the eight most common genotypes were 6/56/44/53/68/11/66/39 in simple, and
6/16/42/44/56/11/51/40 in multiple infections.

Conclusion
There are differences in the positivity and prevalence of multiple infections between
men and women. Also, positivity and prevalence decrease with advancing age in the
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assessed age groups. In addition, there are a higher prevalence of high risk and low
risk genotypes in the female and male results, respectively.

7.6 HPV GENOTYPE/SPECIES DISTRIBUTION IN BOTH SIMPLE AND
MULTIPLE INFECTIONS AMONG MEN AND WOMEN (TRABALHO
PREMIADO COMO UM DOS MELHORES RESUMOS ENVIADOS NO
CONGRESSO DA AMERICAN ASSOCIATION FOR CLINICAL CHEMISTRY
EM 2011).

Monica Lino do Nascimento Vautier Franco
Maria Cecilia Sant Anna Soares Borges Caixeta
Lara Franciele Ribeiro Velasco

Patricia Godoy Garcia Costa

Sandra Santana Soares Costa

Gustavo Barcelos Barra

Virginia Minghelli Schmitt

Background

HPV genotyping rather than mere detection of HPV has been recommended.
Because different HPV genotypes confer distinctly different risks for development of
cervical disease and persisting HPV infection is a critical step in cervical
carcinogenesis. Moreover, genotyping enables the detection of multiple infections,
which has been associated with an increased risk of developing cervical cancer.
Furthermore, the prevalence of different genotypes varies geographically, and HPV
infection in men is relatively less described and understood. Thus, the aim of this
study was to describe the prevalence of HPV genotypes and species in single and
multiple infections in men and women by assessing our clinical laboratory results
database.

Methods

Through retrospective analysis of our HPV genotyping database, we assessed the
samples results between February 2009 and September 2010. 2,134 samples were
included all from HPV genotyping test of anogenital region. The genotype and
species prevalences were identified and presented by gender and single or multiple
infection. The patients age average was 33.0+ 10.08 years, among women
32.849.99 years, and among men 33.7t 10.29. HPV genotyping was performed
using PapilloCheck (Greiner Bio-One), which evaluates 24 different HPV genotypes
(18 high-risk and 6 low risk).

Results

The database analysis demonstrates that 44% of tested samples were positive.
Among these, 52.6% were single infections and 47.5% multiple infections. Men had
proportionately more positive results 56.8% vs 40.4% (p> 0.0001) and also more
multiple infections 57% vs 44% (p=0.0006), than women. In women, the eight most
common genotypes were 16, 56, 68, 44/55, 58, 6, 42, 52 in single infections, and 56,
16, 53, 66, 51, 31, 6, 39 in multiple infections. In men, the most eight most common
genotypes were 6, 56, 44/55, 53, 68, 11, 66, 39 in simple infections, and 6, 16, 42,
44/55, 56, 11, 51, 40 in multiple infections. When we grouped the HPV genotypes in
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species, the species A9 comprising the high-risk genotypes 16, 31, 33, 35, 52, 58, 67
was more prevalent in women and statistically different from the proportion found in
men, both in single 31.8% vs 7.7% (p<0.0001) and in multiple infections in 25.7% vs
19.3% (p=0.01). On the other hand, the species A10 that comprise Low-risk
genotypes 6, 11, 44 was the most prevalent among men and statistically different
from the proportion found in women 31.7% vs 14.5% (p <0.0001) both in single
infections and 23.4% vs 10.9% (p<0.0001) in multiple infections.

Conclusion

In this study, we observed that there is a high positivity in the HPV genotyping testing
and multiple infections comprise a significant portion of these results. Moreover,
there are differences in the positivity, in the prevalence of multiple infections, in the
genotype distribution, of both the simple and the multiple infections, in the results
between men and women. In addition, there are a higher prevalence of high risk and
low risk genotypes/species in the female and male results, respectively. However, we
cannot exclude that these differences are due different anatomical sites tested in
men, and explained by differences in tissue tropism of specific types of HPV.

7.7 ARTIGOS CIENTIFICOS PRODUZIDOS PELA ALUNA DURANTE O
PERIODO DE MESTRADO (EM PUBLICACAQ)

Amplification refractory mutation system qPCR for genotyping clinical relevant
genomic variations: A concept modification resulting in objective data
evaluation and exemption from endogenous controls

Gustavo Barcelos Barra, Patricia Godoy Garcia Costa, Maria Cecilia Sant’Anna
Borges Caixeta, Claudia Ferreira de Sousa, Lara Franciele Ribeiro Velasco.
Laboratorio Sabin de Analises Clinicas Brasilia, Distrito Federal, Brasil.

Clinical Chemistry MSID: CLINCHEM/2011/180984

Diagnéstico molecular - passado, presente, e futuro.

Molecular diagnosis - past, present and future

Gustavo Barcelos Barra, Maria Cecilia Sant Anna Soares Borges Caixeta, Patricia
Godoy Garcia Costa, Claudia Ferreira de Sousa, Lara Franciele Ribeiro Velasco
Laboratério Sabin, Brasilia-DF
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Senhora Pesquisadora,

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e aprovou
seu protocolo de pesquisa registro CEP 10/05160 intitulado “Estudo da
prevaléncia dos genétipos de HPV em individuos do DF e validacao
de método para deteccdo dos oncogenes E6 e E7 dos genétipos
mais frequentes nas lesdes cervicais de alto grau”.

Salientamos que seu estudo pode ser iniciado a partir desta
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