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1. INTRODUCAO

A infeccao genital pelo Papilomavirus Humano (HPV) vem
apresentando um aumento de incidéncia mundial (BROSO et al., 1990;
JACYNTHO et al., 1994; WIENER & WALTHER, 1995; GROSS et al.,, 1997).
Considerada a Doenca Sexualmente Transmissivel (DST) mais frequente
talvez perca apenas para o herpes simples (MITRANI-ROSENBAUM et al.,
1994).

Foi considerada como epidemia por MAYMON et al. (1994) numa
revisdo de literatura em que 1.019 homens, parceiros de 1455 mulheres
infectadas pelo HPV, foram diagnosticados como portadores da infeccao

pelo HPV, perfazendo um total de 70%.

O DNA do HPV é encontrado nos casos de neoplasia intra-epitelial
cervical (NIC) em taxas que variam de 40% a 70%, enquanto nos casos de
cancer de colo uterino chegam a 90% e 95% (GROSS et al., 1997; ZEHBE &
WILANDER, 1997).

E constatada a presenca do HPV, principalmente o tipo 16, em 26%
a 50% dos casos de cancer peniano (VILLA & LOPES, 1986; DELLA TORRE et
al., 1992; MALEK et al., 1993; GIL, 1998; LEVI et al., 1998).

A maioria dos trabalhos publicados que estudaram o homem
infectado pelo HPV tem sido realizada em Clinica Ginecoldgica (LEVINE et
al., 1984; KREBS et al., 1987; FOCCHI et al., 1988; DORES, 1989; HIPPELAINEN
et al,, 1991 e 1993; BERGAN & WICK, 1992; STRAND et al., 1993; JACYNTHO
et al., 1994; NICOLAU et al., 1990 e 1991; TROFATTER, 1997). Poucos sao 0s
trabalhos realizados por urologistas que estudam a infecgao pelo HPV no

homem. Entre eles, podemos citar os de ROSEMBERG & REID (1987),



MANDAL et al. (1991), GUIDI (1995), GIL (1997) e VODOPYANOV et al.
(1998).

TROFATTER publicou estudo, em 1997, que sintetiza claramente as
dificuldades em realizar um diagnoéstico preciso da infeccéo pelo HPV
com o0s métodos convencionais utilizados até entdo, como a
colposcopia, peniscopia, citologia e histologia, e ressalta a importancia
dos métodos de deteccdo do DNA do HPV. Acrescentou que a forte
associacao entre o HPV e o cancer de colo uterino justifica a utilizacéao de
meétodos diagndsticos mais precisos para deteccao viral que, além de
identificarem o virus, permitem sua classificacdo como oncogénico ou
nao oncogénico. Enfatizou o fato de que a maioria dos casos € subclinica
e, portanto, assintomatica, e que as técnicas convencionais para
virologia, como sorologia e cultura em células, ndo apresentam bons
resultados com o HPV. Ressaltou, ainda, que o método ideal deve ter
ALTA SENSIBILIDADE (capacidade de identificar corretamente a pessoa
infectada) e ALTA ESPECIFICIDADE (capacidade de identificar

corretamente as pessoas que nao tém a infeccao).

A sensibilidade de um método consiste na identificacdo dos
pacientes possivelmente infectados. Quanto mais sensivel for o método,
maior possibilidade de definir a infecgcao. Isso nao significa que esses
pacientes estejam infectados. Por isso o método tem de ter alta
especificidade, ou seja, deve permitir distinguir, entre 0s pacientes

suspeitos, aqueles que nao tém a infeccao.

Papovaviridae é uma familia de virus que compreende o
Poliomavirus (PO), o Simian virus 40 (SV40) e o Papilomavirus humano
(HPV), que apresentam potencial de inducao tumoral (CHOW & BROKER,
1997).



O HPV é um virus com DNA de dupla hélice, com
aproximadamente 8.000 pares de bases nitrogenadas que codificam
todas as funcdes do virus (COBB, 1990). A particula viral tem 55
nandémetros (nm) de diametro, sem envelope lipidico. As regidées do
genoma viral com potencial de codificar proteinas, equivalentes a genes,
sao denominadas open reading frames (ORF - janelas de leitura aberta)
(SMOTKIN, 1989).

O HPV é um virus com predilecdo pelo epitélio. Os eventos iniciais
na infeccao, que compreendem a transcricao e replicacdo do DNA viral,
sao coordenados por uma porgcao do genoma que, por ser a primeira a
se expressar, denomina-se E (early), que codifica as proteinas
moduladoras e as responsaveis pela transformacao das células infectadas
(LE MOAL & THIERRY, 1995). A regiao tardia L (Late) possui as sequUéncias
de leitura abertas L1 e L2 que codificam as proteinas do capsideo viral e
s8o expressas somente em células mais superficiais e diferenciadas do
epitélio.

A regiao E6 é responsavel pela producdo de proteinas que irdo
conjugar com a proteina p53 e inibir a sua acao, e a regiao E7 inibe a

acao do retinoblastoma. (LE MOAL & THIERRY, 1995).

O gene p53, gene supressor de tumores, esta localizado no brago
curto do cromossomo 17 (MILLER et al., 1986). Apresenta mutacao em 50%
das neoplasias estudadas (mama, pulmao, esdfago, cérebro, figado,

colon e epidermadide do pénis (NIGRO et al., 1989; HOLLSTEIN et al., 1991)

A proteina p53, produto do gene p53, é responsavel pela inibicao
do crescimento de tumores (LEVINE et al., 1991), controla o ciclo celular —

diferenciacao celular, reparo da sintese de DNA, parada do ciclo celular



e morte celular programada, denominada apoptose — (VOGELSTEIN &

KINZLER, 1992).

A proteina E6, produto do gene E6 do HPV, liga-se a proteina p53,
inativando sua acao, propiciando crescimento tumoral e perda do

controle do ciclo celular (LEVINE et al., 1991).

A proteina E7, produto do gene E7 do HPV, liga-se a proteina
supressora do retinoblastoma, impede sua ligacdo com o fator de
transcricao E2f, e a liberagcdo da proteina E2f promove uma ativacido da

transcricao desses genes (CHOW & BROKER, 1997).

Os varios tipos e subtipos sao classificados, de acordo com a
semelhanca na sequéncia dos nucleotideos, por meio de técnicas de
hibridizagc&o molecular. Quando ha menos que 50% de semelhanca com
outros membros, é definido um novo tipo e atribui-se um novo nimero, na
ordem da descoberta. Se a semelhanca for maior que 50%, caracteriza-se
um novo subtipo e, se proxima de 100%, os virus sao considerados
variantes do mesmo tipo. Assim, os HPV sao genotipados e nao

sorotipados (CHANG, 1990).

Mais recentemente, um novo tipo de HPV passou a ser descrito
guando seu genoma apresenta, na sequéncia dos nucleotideos dos
genes E6, E7 e L1, uma diferenca maior que 10% em relacado aos outros

tipos ja descritos (zur HAUSEN & DE VILLERS, 1994).

Atualmente, aproximadamente 73 tipos sado reconhecidos, e a
importancia clinica disso deve-se ao fato de que tipos diferentes tém sitios
de infeccéo distintos, podendo ser, assim, separados em virus cutaneos e

mucosotropicos (BERNARD et al., 1994).

Mais de 35 tipos de HPV infectam a regiao anogenital nos seres
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humanos e podem causar desde as classicas verrugas genitais ou
condilomas até lesdes displasicas de baixo e alto grau, dos quais cerca de
20 deles estao associados com cancer de colo uterino (GROSS et al.,
1997). Os tipos de HPV podem ser separados em virus de baixo,
intermediario ou alto riscos, de acordo com o tipo de lesdo a que estao

mais associados (WIENER & WALTHER, 1995).

Os HPV dos subtipos 6, 11, 41, 42, 43 e 44 estao associados a
infecgcdes benignas do trato genital, como o condiloma acuminado ou
plano, e estdo presentes na maioria das infecgcdes -clinicamente
aparentes causadas pelo virus (GISSMANN et al., 1982 e 1983; ziur HAUSEN,
1985). Normalmente, esses tipos nao estdo associados a displasias quando

examinados pela histopatologia (LORINCZ et al., 1989).

Os tipos HPV 16, 18, 45 e 56 sao virus de alto risco; de risco
intermediario, os HPV 31, 33, 35, 39, 51 e 52; e de baixo risco, os HPV 6, 11,
41, 42, 43, 44 (LORINCZ et al., 1992).

O HPV tipo 6 apresenta uma frequéncia trés vezes maior que o tipo
11, e juntos perfazem um total de 86% dos condilomas (BROWN et al.,

1993).

Apesar de estarem relacionados a lesGes benignas, os tipos 6 e 11
sao encontrados em tumores principalmente de vulva (GISSMANN & zur

HAUSEN, 1980).

O HPV tipo 6 foi subtipado de a a f pelo método de Southern blot, e
parece que esses subtipos apresentam diferencas funcionais (GISSMANN

et al., 1983; BROWN et al., 1993).

Estudos evidenciam subtipos 6e e 6f em arvore respiratéria (WARD

& MOUNTS, 1989), e 6b em mulheres assintomaticas ( DONMEZ et al., 1997).
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Os tipos 16 e 18, principalmente, e com muito menor frequéncia os
tipos 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52 estdo associados a infecgcdes com displasia
de baixo e alto graus, como o carcinoma de pénis e o de colo uterino

propriamente dito (VILLA & LOPES, 1986; PFISTER, 1987; MORRISON et al.,
1991; TORNESELLO et al., 1992).






2. LITERATURA

2.1  METODOS DIAGNOSTICOS
2.1.1 PENISCOPIA

A peniscopia vem sendo utilizada ha 13 anos, aproximadamente,
ao lado dos condilomas subclinicos do colo uterino e, investigados ha
pouco mais de 19 anos. Sao recentes esses estudos, mas a quantidade de
dados acumulados pelos pesquisadores torna-os uns dos temas mais

apaixonantes e ricos da pesquisa cientifica atual (JACYNTHO et al., 1994).

BAGGISH, em 1982, foi o pioneiro a utilizar o colposcopio para
avaliar o pénis, e LEVINE et al., em 1984, publicaram estudo em que
avaliaram, a vista armada, homens. MATHE, em 1985, aconselhou o

exame do parceiro com o uso de lentes.

ROSEMBERG (1985) utilizou o colposcopio e a aplicacdo de acido
aceético para avaliar 100 homens com histéria de condiloma; seguiram-se,
entao, os estudos de CARPINELLO et al.(1986), SAND et al. (1986) e
SCHNEIDER et al. (1987).

COMITE & CASTADOT (1988) ressaltaram a importancia da
peniscopia com acido acético em todos os homens que apresentam

condiloma ou naqueles cujas parceiras sejam portadoras de HPV.

O azul de toluidina, utlizado pelos patologistas e citologistas
segundo descricdo de FERREIRA & MENEZES (1959), a partir de
experiéncias de GUZMAN (apud JACYNTHO et al., 1994), foi usado no colo
uterino por RICHART, em 1963, e na vulva por COLLINS et al. Em 1966,
RIEPER (1970) confirmou a importancia de seu emprego na colposcopia e
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divulgou para todo o pais (apud JACYNTHO et al., 1994).

A utilizacao do azul de toluidina no pénis foi descrita por BARRASSO
et al.(1987), na Franca, como coadjuvante na terapéutica com
laserterapia e, por JACYNTHO et al. (1987), em estudo realizado na

Universidade Federal do Rio de Janeiro, que confirmaram o seu valor.

NICOLAU et al. (1991) padronizaram a técnica que consiste, em
avaliacao com a vista desarmada, na aplicacdo de gaze embebida em
solucdo de acido acético a 5% na regiao peniana e escrotal durante 3 a
5 minutos, seguida do pincelamento do pénis e escroto com solucéao de
azul de toluidina a 1%. Passados 3 a 5 minutos, procede-se a sua remocao
com uso de solucdo de acido acético a 1%. Se a camada coérnea for
normal, todo o azul de toluidina é removido, ficando impregnado apenas
nas regides onde apresenta hipercromasia e multinucleacdo. A
peniscopia, com a utilizacdo do colposcopio e aplicagcdo do acido
acético e do azul de toluidina € denominada peniscopia alargada
(NICOLAU,1992). Tornou-se um meétodo muito importante para localizar as
lesbes suspeitas de estarem infectadas pelo HPV, por permitir o
diagnostico de lesBes subclinicas no homem assintomatico. Esses autores
publicaram varios trabalhos em que confiirmaram a importancia da
peniscopia alargada. Além disso, nhum estudo publicado em 1991,
guando usaram o método de PAS (Periodic Acid Schiff), demonstraram a
presenca de glicogénio na uretra distal e sugeriram que essa regiao
reagia com a solucao de Schiller da mesma forma que o colo uterino e a

vagina reagiam.

PFENNINGER, 1989; EPPERSON, 1991; NICOLAU et al., 1997,
descrevem o uso de acido acético com borrifador em vez do uso de

gaze embebida.
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O acido acético coagula e precipita as proteinas intracelulares,
revela lesdes brancas ou acentua lesées com relevos e é reversivel. Apos
a aplicacao do azul de toluidina, ocorre a sua fixacao pelo DNA das
células nos locais que apresentam displasia ou infeccéo pelo HPV com
paraqueratose e hipercromasia (JACYNTHO et al.,1994). Pode-se, com
essa padronizacao, localizar os locais suspeitos e realizar a coleta de

material para analise.

TROFFATTER (1997) menciona que lesdes podem ser visiveis; porém
a maioria dos casos € subclinica. Deve-se utilizar a peniscopia com acido
acético e azul de toluidina para se localizarem as lesdes suspeitas.
Segundo o autor, mesmo em maos experientes, este método tem baixa

especificidade.

2.1.2 CITOLOGIA

O diagnoéstico citolégico da infeccao pelo HPV caracteriza-se pela
presenca de coilocitose (aspecto esburacado de uma célula devido a
presenca de grandes vacuolos perinucleares — OSOL), disceratose
(ceratinizacdo imperfeita de células epidérmicas isoladas — OSOL) e
discariose (anomalias nucleares, especialmente aumento,
hipercromatismo, irregularidades da forma do nudcleo e aumento do
numero de ndcleos por célula, sem aumento apreciavel do citoplasma ou

do contorno celular — OSOL).

Em 1933, PAPANICOLAU (apud JACYNTHO et al., 1994) foi o primeiro
a descrever as células com alo perinuclear. Em 1946, AYRE observou
mudancas perinucleares em células superficiais e intermediarias de

esfregaco cervical e descreveu-as como células em aro (AYRE, 1960).
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MEISELS & FORTIN (1976) estabeleceram as caracteristicas
citologicas das lesdes condilomatosas cervicais e denominaram-nas
células em baldo. PUROLA & SAVIA (1977) analisaram e confirmaram as
células disceratéticas e os coildécitos como padrao celular principal das

lesdes condilomatosas cervicauis.

CASAS-CORDEIRO et al. (1981), em estudo com microscopia
eletrbnica, admitiram que as mudancas citoplasmaticas progressivas nas
células, até a formacado dos coil6citos, eram devidas aos efeitos

citopatogénicos dos HPV.

MEISELS et al. (1977) e BECKER & LARSEN (1986) referiram-se aos

coilécitos como sinal patognoménico de infeccao pelo HPV.

DRAKE et al. (1987) lembraram que essas alteracdes podem ser
inespecificas, e que as anomalias e 0os desarranjos celulares podem ser

confundidos com o adenocarcinoma cervical.

Segundo JACYNTHO et al. (1994), os critérios classicos para o

diagnostico citoldégico de HPV compreendem:

(1) células superficiais e intermediarias alargadas;
(2) bordas citoplasmaticas irregulares;

(3) zona perinuclear de citoplasma claro;

(4) disqueratose e discariose;

(5) nucleos gigantes com bi ou multinucleacéao;

(6) alteracdes nucleo/citoplasma.

2.1.3 HISTOLOGIA

A histologia é o estudo dos tecidos do corpo humano. E exame

morfolégico ou arquitetural, para diagnostico de infeccdes e tumores. O
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tecido submetido a bidpsia € preparado e corado pelo método de
hematoxilina-eosina, e analisado por microscopia O6ptica. Como é um
método que se baseia em critérios morfolégicos, persiste o carater

subjetivo da interpretacao das alteragcdes encontradas.

As alteracGes ja foram descritas com a citologia (2.1.2), mas
persiste aqui o coilécito como a alteracao histolégica mais importante

para indicar a infeccao por HPV.

Sao trés as alteracBes histologicas que podem ser encontradas

induzidas pelo HPV (JACYNTHO et al.,1994):

(1) condilomas puros;
(2) displasias sem sinais histologicos da infeccéo pelo HPV;

(3) displasias com sinais histolégicos da presenca do HPV.

Inimeros trabalhos e estudos foram realizados com o intuito de
confirmar e classificar a infeccado do HPV pelas alteracdes histolégicas
encontradas. MEISELS et al. (1977, 1982) descreveram os condilomas
cervicais planos, pontiagudos, os exofiticos e os endofiticos; os mesmos
autores, em 1981, descreveram o0s condiomas atipicos. BEURET &

SADAOUL (1983), os ulcerados.

Em relacao as alteracdes histoldgicas encontradas, SADAOUL &
BEURET (1986) concluram que as atipias celulares nas camadas
superficiais sdo caracteristicas da infeccao pelo HPV, e que sdo as atipias
celulares na camada basal que permitem a diferenciacao entre

condiloma e neoplasia intra-epitelial cervical.

JACYNTHO et al.,, em livro publicado em 1994, afirmaram que a
histopatologia “confima o diagnéstico de condiloma e gradua a

severidade da lesédo”, porém néao identifica o virus nem permite classifica-
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lo em oncogénico e nao-oncogénico.

Varios trabalhos correlacionaram as mitoses atipicas aos virus
oncogénicos e as mitoses tipicas aos virus nao-oncogénicos (FU et al.,
1981; DURST et al., 1983; REID et al., 1984; CRUM et al., 1984). Porém REID et
al. (1987) observaram que 5% dos condilomas puros e de neoplasias intra-
epiteliais cervicais grau 1 eram aneupldides e que 15% estavam
associados com HPV 16,18 e 31. Concluiram que o padrao histolégico era
apenas um guia grosseiro do potencial oncogénico de uma determinada

lesao.

Em estudo apresentado em 1997, NICOLAU et al. relataram maior
frequéncia das lesdes por HPV na regidao do prepucio, proxima a glande
(refere-se como pele modificada), achado que se mostrou compativel

com os estudos de RICHART et al. (1988), KORONEL et al. (1991) e outros.

by

Quanto a localizacdo da lesdao na genitdlia masculina e a
gravidade dessa lesao, apesar de nao terem utlizado métodos de
biologia molecular para confirmar a infecgcao pelo HPV, NICOLAU et al.
(1997) demonstram que, diferentemente do colo uterino (FOCCHI et al.,
1988; DORES, 1989; BOVO et al., 1995), ndo existe relacéo entre o local e a

gravidade da lesao.

DORES (1989) conclui que a colposcopia, a citologia e a histologia

erram em aproximadamente 13%, 24%, e 20% dos casos, respectivamente.

DORES et al. (1995) apresentam estudo com 526 mulheres onde
mostram que das 275 citologias positivas para HPV apenas 95 eram
confirmadas pela captura hibrida e, das 286 amostras positivas para HPV
na histologia, a captura hibrida era positiva para apenas 68 casos.

Concluem que obtemos um superdiagnéstico de 47%. Esse estudo
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demonstrou claramente que o diagnostico da infeccéao pelo HPV deve

ser confirmado por um método preciso.

TROFFATTER (1997) relata que a citologia e a histologia por biépsia
dirigida, apesar de apresentarem boa especificidade, revelam baixa
sensibilidade. A especificidade do esfregaco PAP chega a ser de 90%,
porém a sensibiidade é baixa. Somente 15% a 50% dos pacientes com a
infeccao pelo HPV sdo corretamente identificados. Acrescenta, ainda,
gue muitos casos de infeccao pelo HPV, principalmente os de infeccao
latente, ndo apresentam coilécitos, e que o0s achados citoldégicos e

histologicos dependem do estagio da infeccéao.

O estudo histologico, além de identificar as alteracoes histologicas
sugestivas de infeccao pelo HPV, possibilitam diagnosticar outras lesdes
gue podem vir associadas ou isoladas ao HPV, que fazem parte do

diagnéstico diferencial.

Segue o quadro com as lesdes penianas que fazem parte do
diagnostico diferencial com as lesbes causadas pelo HPV (KLING,1993 e

TOVO FILHO,1995).

QUADRO | - DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DA INFECCAO PELO HPV

LESOES INFLAMATORIAS LESOES INFECCIOSAS LESOES TUMORAIS
Dermatite traumatica Molusco contagioso Angiofibroma
Liquen plano Herpes genital Hiperplasia sebacea
Psoriase Candidiase Adenomas
Dermatite seborréica Sifilis Queratose seborréica
Dermatite de contato Tinea Cisto de inclusao epidérmica
Eczemas em geral Acrocérdone

Papulose bowendide
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214 MICROSCOPIA ELETRONICA

Em estudo pioneiro realizado em 1949, STRAUSS et al. observaram a
presenca de particulas virais intranucleares em extrato de verrugas

cutaneas.

DUNN & OLGILVIE (1968) e ORIEL & ALMEIDA (1970) detectaram

particulas viréticas intranucleares em extrato de verrugas anogenitais.

DELLA TORRE et al. (1978) identificaram particulas viréticas

intranucleares em apenas 50% dos casos de condilomatose cervical.

CASAS-CORDEIRO et al. (1981) observaram que o0s coildcitos
estavam presentes em todos os casos de condiloma nos quais as
particulas virdticas foram encontradas; porem o contrario nao se mostrou
verdadeiro, ou seja, a presenca do coilécito ndo implicou a presenca do

virus.

A microscopia eletrénica € o unico método que diagnostica o virus
diretamente; entretanto € inviavel a sua utilizacdo no dia-a-dia pelo alto
custo, aléem de a sua precisao ficar comprometida nas lesdes genitais

com baixa quantidade de virus.

2.15 IMUNOHISTOQUIMICA

Visando identificar a presenca do virus, foi utlizada a
imunocitoquimica em esfregacos celulares e a imuno-histoquimica em

cortes de tecidos.

Descrita inicialmente por STERNBERG, em 1974 (apud JACYNTHO et
al., 1994), foi muito estudada por WOODRUFF et al. (1980), MORIN et al.
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(1981), KURMAN et al. (1981), WHARHOL et al. (1984) e LANDRAC (1989).
Porém foi abandonada, por apresentar pouco resultado positivo, pois o
material identificado esta na capsula do virus, eliminada ao entrar na

célula do hospedeiro.

As particulas virGticas sdo encontradas em pequeno numero de
células e tornam a investigacdo pela microscopia eletrénica tediosa e
demorada. Usando-se a técnica da imunoperoxidase, examina-se area
mais ampla de cortes, obtendo-se resultados positivos em
aproximadamente metade dos casos (JENSON et al., 1980; KURMAN et al.,
1982).

WOODRUFF et al. (1980) demonstraram reacao PAP-positiva em
menos da metade de 50 espécimes de lesdes planas ou papilares da

vulva, da vagina e de colo uterino, comprovada por exame histolégico.

MORIN & MEISELS (1980) revelaram reagcao PAP-positiva em 60% de
uma amostra de 20 espécimes de condiloma puro e 15 espécimes de
condiloma com atipias nucleares. O antigeno foi detectado em 66,6% das

lesBes planas, 50% das lesdes exofiticas e em 33,3% das lesGes endofiticas.

KURMAN et al. (1981) encontraram resultado positivo em 48% das
displasias cervicais (46 leves e quatro moderadas) e 50% de condilomas
vulvares. As lesdes cervicais eram planas e as da vulva eram papilares,
porém todas apresentavam atipias coilocitéticas. Os autores também
admitiram que a taxa de deteccédo de 50%, em média, poderia refletir
erro de amostragem ou expressao periodica do virus maduro no interior

das lesdes.

A sensibiidade do método aumenta a medida que se realizam

bidpsias sequenciadas da mesma lesdo. LACK et al.(1980) obtiveram, em
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papilomas de laringe, média de positividade de 48% com uma bidpsia,

90% com duas ou trés bidpsias e 100% com quatro ou mais bidpsias.

Células com atipia coilocitética, morfologicamente indistinguiveis,

podem, entretanto, apresentar reagcao PAP-positiva ou negativa.

WHARHOL et al. (1984) admitram que a presenca de lesdes
celulares com coilécito, sem evidéncia de antigenos estruturais do HPV,

deve-se a duas possiveis hipoteses:

(1) expressdo periodica do HPV, que resulta em alteracoes
morfolégicas (coilocitose) e persistemm mesmo depois de o

virus cessar a producao de antigenos estruturais;

(2) a coilocitose seria alteracao celular inespecifica que poderia

ser produzida por outros agentes.

Diversos autores, entre eles PUROLA & SAVIA (1977), MORIN &
MEISELS (1980) e CASAS-CORDERO et al. (1981) admitiram que o coilécito
€ a célula patognoménica da infeccao causada por HPV e, portanto, um

marcador celular.

WHARHOL et al. (1984) relataram relacao inversa entre a presenca
de proteinas estruturais (antigenos) e a severidade da displasia cervical.
Os antigenos foram detectados em 39% dos casos de displasia leve e

moderada e somente em 14% de casos de displasia acentuada.

LANDRAC (1989) demonstrou positividade do método em 50% dos
condilomas acuminados, 25% a 35% das neoplasias intra-epiteliais com

coilocitose e 10% das lesdbes com HPV 16.

2.1.6 BIOLOGIA MOLECULAR
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A aplicacdo de métodos de biologia molecular para a
identificac&o de agentes infecciosos vem apresentando rapida evolucao
nos ultimos anos, devido, em grande parte, ao desenvolvimento de novas
técnicas de analise do DNA e do RNA. A identificacdo dos agentes
infecciosos € baseada na deteccao do DNA ou RNA, que torna possivel
também a quantificacdo de bactérias, fungos e virus num prazo de
poucas horas e garante sensibilidade e especificidade elevadas. A lista
de microorganismos que podem ser detectados por técnicas moleculares

€ crescente, assim como o sao as alternativas metodoldgicas.

Na década de 1960, verificou-se que fitas de DNA com
nucleotideos complementares, em condicdes apropriadas, podiam voltar
a formar dupla hélice, num processo denominado hibridizac&o. Utilizando
um DNA clonado ou sintetizado em fita simples, marcado com
radiois6topo (sonda de DNA), pode-se pesquisar em amostra
desconhecida a presenca de um determinado organismo. O DNA em
teste é imobilzado numa membrana, e a hibridizagcdo com a sonda
resulta num DNA de dupla fita. Essa hibridizacdo s6 se processa se as
sequUéncias de nucleotideos da sonda e da amostra forem

complementares.

As sondas de DNA sao especificas, porém sua sensibilidade €, com
algumas excecdes, menor do que a de métodos diretos simples. Apesar
das limitacdes, ha varios testes comercializados, com base na hibridizacao
guimioluminescente, como para a Clamydia trachomatis, gonococos e
algumas infecgles virais, incluindo hepatite B, HPV, HIV tipo 1 e

citomegalovirus.

O desapontamento com as sondas de DNA Ilevou ao

desenvolvimento da sonda de RNA ribossomal como uma alternativa, pois
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na célula ha de 10 a 50 vezes mais RNA que DNA e 90% a 95% dele sao
ribossomais. Essas sondas mostraram-se especificas e com maior

sensibilidade do que a sonda de DNA.

Na analise do DNA ou RNA, os métodos podem ser divididos
genericamente em dois grandes grupos: os de amplificacédo do material
nucleico (em sua maioria métodos de PCR e seus variantes) e os que
utiizam amplificacdo de sinal (nos quais se enquadram os de

hibridizac&o, como a captura hibrida).

Essa distincao é relevante porque os métodos de amplificacao de
material possuem sensibilidade mais elevada, embora estejam sujeitos a
possiveis contaminacdes de amostras a serem testadas com material
amplificado de outras amostras. Isso requer que o0s laboratérios de
diagndésticos sejam equipados com estrutura fisica adequada e de
processamentos bem estruturados para a prevencdo e a continua

monitoracao de possivel contaminacao.

Se, por um lado, a microscopia eletronica € o Unico método que
permite a visualizacdo das particulas virais diretamente, por outro, a
hibridizacdo molecular por meio dos diferentes métodos permite a
confirmacao e classificacdo do virus de maneira indireta, tanto nos casos

clinicos como nos casos subclinicos.

Foram zir HAUSEN et al. (1974) os pioneiros a publicarem trabalhos
sobre a hibridizac&o molecular para detectar sequéncias de DNA virGtico

em tumores humanos.

SOUTHERN (1975), ao descrever o método que transferia DNA
desnaturado do gel da eletroforese para o interior de um filtro de

nitrocelulose, tornou o método que recebeu o seu nome o mais sensivel,
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especifico e utilizado na identificacdo do HPV. Em 1976, GISSMANN e zur

HAUSEN demonstraram a pluralidade dos HPV existentes.

Os testes de hibridizacado molecular baseiam-se no fendbmeno de
que, sob condi¢cbes adequadas, uma fita simples de acido nucleico tem
complementaridade especifica. Moléculas de acido nucleico conhecidas
e marcadas radioativamente com P32, S35 e H3 (denominadas sondas
guentes) ou marcadas nao radioativamente, com biotina (denominadas
sondas frias), permitem detectar especificamente sua complementar
desconhecida (alvos) e determinar a formacdo de moléculas completas
(hibridos).

Analisando os métodos entéo existentes, LORINCZ (1987) comentou

que:

> Southern blot é a técnica mais sensivel e especifica para a deteccéao
de DNA viral, porém consome muito tempo; pode ser utilizado

fragmento de bidpsia ou esfoliado celular;
» Southern blot inversa € menos sensivel que a técnica anterior;

> Northern blot € técnica analoga a Southern, porém é utilizada na

deteccao de RNA viral;

> Dot blot é técnica utilizada tanto na deteccao de DNA como de RNA
viral; é simples, rapida, de baixo custo; podem ser utilizados fragmentos
de bidpsia ou esfoliado celular; entretanto pode refletir resultados falso-
positivos e nao distingue subtipos virais;

> Hibridizacdo “in situ” sobre filtro é técnica simples e rapida, utiliza
células esfoliadas frescas; o resultado € avaliado a vista desarmada,;

requer, assim, grande quantidade de células para um bom resultado e

tendéncia a dar resultados falso-positivos;
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> Hibridizacdo “in situ”, muito diferente da técnica anterior, utiliza
fragmentos de tecidos parafinados ou esfregacgos celulares fixados em
lamina; o resultado é analisado em microscopio. LANCASTER & JENSON

(1987) acreditavam que se tornaria o0 método mais utilizado;

> PCR (Reacao de Polimerase em Cadeia) foi desenvolvida por MULLINS
(1983) e provocou grande impacto, pois a sua grande sensibilidade
permite a amplificacao a partir de amostras muito escassas de DNA ou
RNA; no entanto essa caracteristica torna o método susceptivel a
contaminacao por material nucleico exbgeno ou amplificado de outra
amostra (TROFFATTER, 1997), nao sendo aprovado pelo FDA ( American

Food Administration) para uso comercial;

> Captura hibrida foi desenvolvido em 1992, por LORINCZ, a partir de
estudos realizados desde 1983 sobre os métodos ja existentes. Amplifica
o sinal dos hibridos formados, os quais sdo detectados por reacao
enzima-substrato, e sua leitura é feita por quimioluminescéncia. E teste
facil de ser realizado, em curto espaco de tempo, aprovado pelo FDA e
pelo Ministério da Saude para uso comercial. Possui 18 sondas virais e
pode detectar dois grupos distintos: grupo A, de baixo risco (6, 11, 42, 43,
44),e grupo B, de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e

68). Sua sensibilidade € de 0,1 cépia de agente por célula.

Os Quadros Il e lll, modificados de TROFFATTER (1997), mostram,
respectivamente, as caracteristicas dos métodos convencionais e as dos

testes de DNA para a deteccéao de infeccao de HIV.

QUADRO Il - CARACTERISTICAS DO METODO CONVENCIONAL USADO PARA DIAGNOSTICO DA INFECGAO POR HPV
TESTE SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE VANTAGENS DESVANTAGENS

Identifica apenas lesdes visiveis e

Inspeccgéao visual Baixa Alta Facil execucéao, rapido ~ i
nao classifica HPV
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Peniscopia
Esfregaco - Pap

Sorologia

Moderada

Baixa

Baixa

Baixa

Alta

Baixa

PAP — Teste de Peroxidase-anti-antiperoxidase

TESTE

Southern
Rlnt

Dot Blot
Hibridizagcao
in situ
Hibridizagao
in situ com
filtro

PCR

Captura
hibrida

SENSIBILIDADE

Alta

Moderada

Moderada

Fraca

Muito alta

Alta

ESPECIFICIDADE

Alta

Alta

Alta

Fraca

Alta

Alta

Deteccao clinica das
lesdes nao visuais

Baixo custo

Soro reativo para E6 e E7

FACILIDADE PARA
O TESTE

Fraca

Boa

Boa

Boa

Boa

Boa

Baixa especificidade e n&o classifica
HD\/

Baixa sensibilidade e nao classifica

Vil

Baixa sensibilidade e especificidade

QUADRO Il - CARACTERISTICAS DOS TESTES DE DNA PARA DETECGCAO DA INFECCAO POR HPV

COMENTARIOS

Excelente para pesquisa e controle de
qualidade, porém muito demorado e de dificil

Rapido e relativamente barato

Localiza DNA do HPV em tecidos

Simples execugéo, porém pouco preciso

Altissima sensibilidade, porém alto risco de falso-

Rapido e pode ser usado na clinica diaria
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2.2 PREVALENCIA

Quando se pretende estudar a frequéncia com que a infeccao
genital pelo HPV ocorre na populacao, sente-se dificuldade em se

compararem os resultados que inicialmente parecem discrepantes.

Todavia HIPPELAINEN et al. (1993), na Finlandia, publicaram um
estudo em que descrevem inicialmente a importancia, sob o ponto de
vista epidemioldgico, da populacao selecionada para a avaliacdo da
Incidéncia e da Prevaléncia da infeccao genital pelo HPV. Ressaltaram,
assim, que a prevaléncia da infeccao subclinica e latente do HPV, vai

depender:

1. das definigBes utilizadas para Incidéncia e Prevaléncia;
2. da populacéao selecionada para estudo;
3. dos métodos diagndsticos utilizados para confirmar a presenca do

virus.

221 DEFINICOES DE INCIDENCIA E PREVALENCIA

De acordo com conceitos atuais, conforme a obra de ALMEIDA
FILHO & ROUQUAYROL (1992) intitulada Introducdo a Epidemiologia
Moderna, a Incidéncia, em Epidemiologia, traduz a idéia de intensidade,

engquanto Prevaléncia refere-se ao volume.

A Incidéncia de uma doenca em uma populacdo significa a

ocorréncia de casos novos relacionados a unidade de tempo.

A Prevaléncia, por sua vez, é a frequéncia absoluta dos casos de

uma doenca.

A Prevaléncia Pontual ou Instantanea, leva em consideracdo a
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populacdo que, num determinado instante, apresenta a doenca,
subtraindo-se as altas. A Prevaléncia Periddica abrange um periodo mais
longo, levando-se em consideracao todos os casos, sem eliminar as altas,

Obitos ou emigracoes.

2.2.2 POPULACOES ESTUDADAS E FREQUENCIAS ENCONTRADAS DE HPV

Definidas incidéncia e prevaléncia, analisam-se o0s trabalhos
existentes para podermos extrair a real frequéncia (taxa de ocorréncia de
um processo periodico) com que a infeccao pelo HPV ocorre na

populacao.

Varios trabalhos, nestes ultimos 20 anos, relatam um aumento da
infeccao pelo HPV (BROSO & PAGANI, 1990; JACYNTHO et al., 1994;
WIENER & WALTHER, 1995).

Como pudemos observar, pelo estudo realizado por HIPPELAINEN et
al. (1993), essa frequéncia depende da definicAo de prevaléncia e
incidéncia, dos meétodos diagndsticos utilizados e da populacéao
estudada. Entretanto o0s estudos publicados apresentam grande
heterogeneidade com relacdo a esses critérios. Relacionaremos, em
seguida, os trabalhos mais importantes, assumindo que ha neles
referéncia a frequéncia da infecgcdo do HPV e enfatizando inicialmente o

tipo de populacéao selecionada para o estudo.

4.2.4PACIENTES COM VERRUGA GENITAL

No relatério anual do Chief Medical Center of Department of

Health and Social Security da Inglaterra, de 1980, dados revelaram o total
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de 26.144 casos de verrugas genitais comparados com 24.405 casos
ocorridos em 1979. Verifica-se um aumento de 56 casos novos em relagao

a 45 aproximadamente, por 100.000 habitantes em 1976.

As verrugas genitais sao a quarta DST mais comum no Reino Unido,
ultrapassada apenas pelas infeccdes inespecificas (incluindo a Clamydia

trachomatis), gonorréia e candidiase (JACYNTHO et al., 1994).

ORIEL em 1984 (apud JACYNTHO et al.,, 1994) observou que, na
Inglaterra, de 1971 a 1978, o numero de casos de verrugas genitais em
homens se elevou de 40 para 67 aproximadamente, por 100.000
habitantes, enquanto em mulheres passou de 20 para 35,

aproximadamente.

BECKER et al. (1987), em estudo baseado no National Disease and
Therapeutic Index (EUA), que incluiu “consultas” em hospitais, em
consultérios e por telefone, relataram que o numero de consultas por
verrugas genitais de 1966 a 1984 passou de 169.000 para 1.150.000,
aumentando 6,7 vezes. As consultas primarias para verrugas genitais, que
incluem as consultas de primeira vez em hospitais e consultorios,
aumentaram 4,5 vezes no mesmo periodo, passando de 53.560 para
224.900. Embora os dados sejam estatisticamente significativos e as
primeiras consultas sejam o melhor indicador para casos novos de
verrugas genitais, os autores advertiram para os seguintes fatos: (1) um
paciente, visto pela primeira vez por um médico, pode nao representar
um novo caso; (2) muitos pacientes com infeccado subclinica
permanecem sem diagnastico; (3) alguns pacientes com verrugas genitais
ndo procuram tratamento; (4) ha a possibiidade de registro de um

mesmo paciente em clinica publica e privada.
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SYRJANEN (1989) relatou, na populagdo geral da Finlandia
compreendida entre 25 e 60 anos, prevaléncia de 2% a 3% da infeccao

genital clinicamente aparente.

Em 1989, PASSOS & GOULART FILHO (apud JACYNTHO et al., 1994),
publicaram dados do seu servico, vinculado a Secretaria Municipal de
Saude de Sao Goncalo, Rio de Janeiro, onde foram atendidos 52 casos
(10,21%) de condiloma acuminado em 1983 e 195 casos (17,34%) em 1987.
Em 1989, dados computados até junho mostraram o atendimento a 132

pacientes (20,54%) com condiloma acuminado.

Ainda nessa publicagao, encontramos dados de dois servigos do
Estado de S&o Paulo nos quais se observa o crescimento da infeccéao.
Entre dezembro de 1983 e agosto de 1991, o Servico de Atendimento as
Moléstias Transmissiveis Sexualmente da Faculdade de Ciéncias Médicas
de Santos registrou o condiloma acuminado, como a terceira mais
frequente das DST (apud JACYNTHO et al, 1994). O Servico de
Dermatologia Sanitaria da Faculdade de Saude Publica da USP revelou
um aumento de 9 vezes nos casos de condiloma acuminado entre 1979 e

1983.

BROSO & PAGANI (1990), na Italia, afirmaram que a incidéncia das
verrugas genitais em jovens vinha aumentando e que a contaminacao
do homem pelo HPV é consequéncia do frequente insucesso do

tratamento da mulher.

HILLMAN et al. (1993), na Inglaterra, estudaram 9 homens e 9
mulheres com verruga genital, e constataram que 100% dos homens,

apresentavam alteracdes histologicas sugestivas da infeccao pelo HPV e
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67% apresentavam DNA do HPV pela técnica de PCR.

TOVO FILHO (1995), no Brasil, selecionou 32 pacientes com lesao
verrucosa peniana. Todos apresentavam peniscopia positiva (100%): em
15 casos (46,8%) a histologia era compativel com condiloma acuminado
e em 13 casos (40,6%) foi constatado o DNA do HPV pelo método de
hibridizag&o in situ.

Na Australia, KILKENNY & MARKS (1996) analisaram levantamentos
realizados em varias areas (Quadro IV) e mostraram que a prevaléncia
em criancas e adultos jovens é de 2% a 20%. Concluiram, ainda, que em

algumas profissdbes ha prevaléncia maior, como é o caso de pescadores e

manipuladores de carnes e aves.
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QUADRO IV — FREQUENCIAS DE HPV EM PACIENTES COM VERRUGA GENITAL

I e f LESAO HISTOLOGIA BIOLOGIA
POPULACAO FREQUENCIA PAIS AUTOR DATA VISIVEL PENISCOPIA PARA HPV MOLECULAR
39,8/1.000.000 hab. Inglaterra ORIEL 1971 Verruga NR NR NR
Populacio Geral 66,9/100.000 hab. Inglaterra ORIEL 1978 Verruga NR NR NR
INDEX Nacional 169.000 EUA BECKER 1966 Verruga NR NR NR
1.150.000 EUA BECKER 1984 Verruga NR NR NR
Populacédo Geral 2-3% Finlandia SYRJANEN 1989 Verruga NR NR NR
10,2% Brasil e 1983 Verruga NR NR NR
Servigo Publico 17,34% Brasil e 1987 Verruga NR NR NR
20,54% Brasil o 1989 Verruga NR NR NR
9 homens e 9 - Inglaterra HILLMAN 1993 Verruga NR 100% PCR 67%
32 homens - Brasil TOVO 1995 Verruga Todos (+) 46,8% 40,6%
Escolas,hospitais, -
manipuaceres db PEES, 2-20% Australia  KILKENNY 1996  Verruga NR NR NR

aves e carnes
NR - ndo realizado  PCR - Reacéao de Polimerizagdo em Cadeia

224 ESFREGACOS VAGINAIS EM LABORATORIO DE PATOLOGIA

No Canada, MEISELS & MORIN (1981) encontraram prevaléncia de

infeccao por HPV em 1% a 3% de esfregacos vaginais em Laboratério de

Patologia.
QUADRO V - FREQUENCIA DE HPV EM ESFREGACOS VAGINAIS REALIZADOS EM
LABORATORIO DE PATOLOGIA
~ N P CITOLOGIA BIOLOGIA
POPULACAO PREVALENCIA PAIS AUTOR DATA PARA HPV  MOLECULAR
Esfregacos
vaginais em 1%-3% Canada MEISELSE 1901 *) NR
Laboratérios de MORIN

Patologia
NR - ndo realizado

2.2.5 BIOPSIAS CERVICAIS

BERNSTEIN et al. (EUA, 1985) revisaram 1.264 biopsias cervicais
consecutivas entre 1972 e 1985 e registraram prevaléncia de 36,5% com

alteracdes histoldgicas tipicas para infeccao pelo HPV. Concluiram que a
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infeccao do cérvix pelo HPV, mal interpretada como inflamacao e
neoplasia intracelular (NIC), n&do constitui uma nova entidade clinica e

sua prevaléncia permanece estavel ha mais de dez anos.

Frequéncias de HPV detectado em bidpsias cervicais em centros

norte-americanos estao indicadas no Quadro VI.

QUADRO VI - FREQUENCIAS DE HPV EM BIOPSIAS CERVICAIS

POPULAGAO  PREVALENCIA/ PAIS AUTOR DATA  HISTOLOGIA  BIOLOGIA
INCIDENCIA PARAHPY  MOLECULAR
1264 36,5% EUA  BERNSTEIN 1972/1985 *) NR

hidnsias
NR - nao realizado

424  PARCEIROS DE MULHERES COM NEOPLASIA INTRA-EPITELIAL DE
COLO UTERINO (NIC)

Preocupados com o homem como portador e transmissor do HPV,
KREBS & SCHNEIDER (1987) estudaram 127 homens cujas parceiras
apresentavam neoplasia intra-epitelial de colo uterino. Constataram que
109 (86%) apresentavam algum tipo de lesdo a peniscopia; 83 homens
(65%) apresentavam alteracgdes histolégicas sugestivas de HPV, dos quais
80 casos de condiloma e trés casos de papulose bowendide. Somente

16% dos 127 homens apresentavam lesao verrucosa.

GONZALES et al. (1991) publicaram, no México, um estudo
prospectivo realizado entre 1988 e 1990 com 113 homens cujas
companheiras foram tratadas de neoplasia intra-epitelial cervical isolada
ou associada a infeccéao por HPV. Desses, 80 homens eram assintomaticos
(70,7%) e 33 apresentavam lesdes visiveis (29,2%). Peniscopia e acido

aceético levaram ao diagnoéstico de lesdes em 69,9%, e a histologia
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evidenciou alteracdes em 91,65% dos casos.

KORONEL et al. (1991) publicaram estudo sobre 402 homens
italianos cujas parceiras apresentavam infeccao por HPV isolada (17
casos) ou associada com neoplasia intra-epitelial vulvar ou cervical (85
casos). Esses homens foram submetidos a peniscopia, que confirmou
serem positivos para HPV em 253 casos (62,9%), dos quais 31 (7,7% do
total) apresentavam lesdes clinicas e 222 (55,2% do total), lesGes
subclinicas. Encontrou-se neoplasia intra-epitelial em trés casos, um dos
guais com aparéncia de tumor de Bruschke-Lobwenstein. Dos 237
pacientes biopsiados, 191 (80,5%) apresentavam alteraces histologicas
sugestivas da infeccao pelo HPV. Esses autores concluiram que a
peniscopia € um teste clinico importante para o controle da infecgéao por
HPV no homem, naqueles casos em que haja dificuldades ou

impossibilidade de realizagao dos testes de biologia molecular.

As frequéncias de HPV diagnosticado por peniscopia e histologia

em parceiros de mulheres com NIC estao indicadas no Quadro VIL.

QUADRO VII - FREQUENCIAS DE HPV EM PARCEIROS DE MULHERES COM NIC

LESAO PENISCOPIA HISTOLOGIA BIOLOGIA

POPULACAO PAIS AUTOR DATA

VISIVEL PARAHPY  MOLECULAR

Esfregaco EUA KREBS 1987 16% 86% 65% NR

113 Méxi NZALE 1991 29,2% % 1,65% NR
parceiros éxico GO S 99 9,2% 69,9% 91,65%

402
parceiros Italia KORONEL 1991 7,7% 62,9% 80,5% NR
mulheres

NR - n&o realizado NIC - Neoplasia intra-epitelial cervical

2.2.7 PACIENTES COM HIV NEGATIVO E HIV POSITIVO
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BERNARD et al. (1992) estudaram, na Franca, 54 homens soro-
positivos e 54 homens soro-negativos para HIV, com lesdao na regiao
genital ou anal. Encontraram no primeiro grupo 66,6% de DNA do HPV
(83% do tipo oncogénico), e 53,6% (37% do tipo oncogénico) no grupo
soro-negativo para HIV. O virus foi detectado por hibridizagdo in situ.
Encontraram, também, um indice maior de casos de herpes no grupo
soro-positivo. A histologia evidenciou alteracdes tipicas em 59% no grupo

soro-positivo e 52% no grupo soro-negativo.

Nos Estados Unidos, BRYAN et al. (1998) publicaram estudo em que
analisaram a presenca e o tipo de HPV em 30 pacientes com verruga
genital, sendo 15 pacientes HIV negativos (11 homens e quatro mulheres)
e 15 pacientes HIV positivos (11 homens e quatro mulheres). O teste de
captura hibrida confirmou a presenca do DNA do HPV em todos 0s casos,
porém foi encontrado virus do grupo oncogénico em 60% dos casos HIV

positivo e em 26,6% dos casos HIV negativo.

O Quadro VIl indica frequéncias de HPV, também diferentes,

registradas para pacientes com HIV positivo ou negativo.

QUADRO VIII - FREQUENCIAS DE HPV EM PACIENTES COM HIV NEGATIVO E HIV POSITIVO
LESAO HISTOLOGIA HIBRIDIZACAO  CAPTURA

POPULAGAO  PAIS AUTOR DATA  VISIVEL  PARA HPV “IN SITU” HIBRIDA
54 homens 9
HIV (+ Todos 59% 66,6% NR
(+) Franga BERNARD 1992 83%
54 homens
Todos 520 53.6% NR
HIV () 379%
15 casos 100%
Todos Todos HPV NR
(HIV+) EUA BRYAN 1998 () GB - 60%
15 casos 100%
(HIV 2 Todos Todos HPV NR GB - 26,6%

(+)
NR - nao realizado GB - Grupo B
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2.2.8 HOMENS COM BALANOPOSTITE

Como se observa no Quadro IX, WIKSTROM et al. (1994) avaliaram
23 homens suecos com balanopostite e encontraram a presenca do DNA
do HPV pelo método de hibridizacao in situ em 56% dos casos, contra 26%
dos casos do grupo-controle, ou seja, dezenove homens sem
balanopostite. Todos os pacientes do grupo com balanopostite e do
grupo-controle, apresentavam lesdes a peniscopia. Alteracoes
histologicas foram encontradas em 91% dos pacientes do grupo com
balanopostite e em 79% dos pacientes do grupo controle. Posteriormente,
esses mesmos autores (1995) publicaram outro trabalho em que
descreveram a presenca de HPV associado a balanopostite como uma

nova entidade clinica.

QUADRO IX — FREQUENCIAS DE HPV EM HOMENS COM BALANOPOSTITE

- ] LESAO A
POPULAGAO PAIS ~ AUTOR  DATA \gyg, PENISCOPIA MISTOLOGIA - HIBRIDIZAGAO
PARA HPV IN SITU

23 homens

com 100% 91% 56%
balanopostit Suéci WIKSTROM 1994 NR
19 homens

sem 100% 79% 26%

balanopostit
NR - nao refere

2.2.9 PARCEIROS CIRCUNCISADOS DE MULHERES COM HPV

Conforme Quadro X, MAYMON et al. (1995), em trabalho realizado
em Tel Aviv, Israel, analisaram 63 homens cujas parceiras eram portadoras
de HPV e encontraram 24% dos casos com caracteristicas histolégicas de
condiloma e 14% com lesao visivel. Sugeriram que talvez esse numero se

tenha mostrado baixo devido ao fato de todos os pacientes terem sido
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circuncisados. Nao foi realizado método de biologia molecular.

QUADRO X - FREQUENCIAS DE HPV EM PARCEIROS CIRCUNCISADOS DE MULHERES COM HPV
LESAO HISTOLOGIA HIBRIDIZAGAO

POPULACAO PAIS AUTOR  DATA i PENISCOPIA - A IRCUNCISA
¢ VISIVEL PARA HPV IN SITU CIRCUNCISAO
63 parceiros

de mulheres Israel MAYMO 1995 14% 24% 24% NR 100%

com HPV N
NR - nao realizado

4.2.4  PARCEIROS DE MULHERES COM HPV DIAGNOSTICADAS POR
OUTROS METODOS QUE NAO O DE BIOLOGIA MOLECULAR

Para determinar a incidéncia de HPV em um grupo de alto risco,
SEDLACEK et al. (EUA, 1986) estudaram 51 homens parceiros de mulheres
portadoras de HPV. Encontraram 18% dos casos com lesao visivel e 82%
com lesao subclinica. Todos apresentavam lesdes acetobrancas a
peniscopia (100%), e 88% apresentavam alteracdes histoldgicas que

evidenciavam a infeccéao pelo HPV.

JACYNTHO et al. (1987), no Brasil, estudaram 10 parceiros de
mulheres com HPV e encontraram seis casos (60%) com alteracdes
histologicas sugestivas de HPV. A peniscopia evidenciou lesdo em todos 0s
casos. Posteriormente, em 1988, JACYNTHO et al. estudaram 25 parceiros
de mulheres com HPV e encontraram positividade a peniscopia com
toluidina em 20 casos (80%), dos quais 18 (72%) foram confirmados pelo

exame histologico.

TORRISI et al. (1989) publicaram um estudo com 70 homens italianos
cujas parceiras eram portadoras de lesdes associadas ao HPV. Entre eles,
10% apresentavam lesdo visivel, 60% apresentavam alteracdes a

peniscopia, e 64% alteracdes histoldgicas tipicas do HPV.
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Em novo estudo, JACYNTHO et al. (1989) avaliaram 41 parceiros de
mulheres com HPV e encontraram alteracdes a peniscopia em 70,7% dos

casos, com confirmacao histolégica em 56%.

No trabalho realizado por BERGMAN & WICK (EUA, 1992), observa-
se que a incidéncia de lesdes HPV-positivas no homem esta intimamente
relacionada com a presenca da infeccdo na mulher. Esses autores
consideraram homens de alto risco, aqueles cujas parceiras eram
portadoras do HPV, e grupo de baixo risco, aquele formado por homens
cujas parceiras nao eram portadoras de HPV. Constataram que, dos 113
pacientes do grupo de alto risco, 31(27%) apresentavam lesao visivel, e 78
(69%) apresentavam peniscopia com alteracdes tipicas da infeccéo pelo
HPV; enquanto no grupo de homens de baixo risco, dos 94 homens
avaliados, nenhum apresentavam lesao visivel, e a peniscopia foi positiva
apenas em 2 casos (1,9%). A histologia evidenciou alteracdes tipicas da
infeccao pelo HPV em todos os casos biopsiados, 78 casos do grupo de

alto risco (69%) e nos 2 casos do grupo-controle (1,9%).

NICOLAU et al. (1997), no Brasil, apresentaram estudo realizado
com 190 parceiros de mulheres portadoras de HPV com ou sem neoplasia
intra-epitelial. Foram constatados 97,9% de positividade a peniscopia,

com confirmacéao histolégica em 51% dos casos.

MAYMON et al. (1995), em trabalho publicado em Israel, analisaram
63 homens cujas parceiras eram portadoras de HPV, encontraram 9 casos
com lesao visivel (14%). A peniscopia confirmou 15 casos (24%), e o estudo
histologico desses foi caracteristico para infeccao pelo HPV em todos
(24%). Esse indice baixo encontrado foi atribuido ao fato de todos os

pacientes terem sido circuncisados. Esse trabalho foi citado no grupo
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anterior com pacientes submetidos a postectomia (Quadro X).

No Quadro Xl, estado relacionadas as frequéncias de HPV em

parceiros de mulheres com HPV sem biologia molecular.

QUADRO XI - FREQUENCIAS DE HPV EM PARCEIROS DE MULHERES COM HPV SEM DIAGNOSTICO
POR BIOLOGIA MOLECULAR

POPULACAO
51 parceiros

10 parceiros
25 parceiros
70 parceiros
41 parceiros

113 parceiros (alto risco)

94 parceiros (baixo risco)
190 parceiros mulheres c/ ou s/

63 parceiros
NR - n&o refere

PAIS

EUA

Brasil
Brasil
[talia

Brasil

EUA

Brasil

Israel

AUTOR

SEDLACEK

JACYNTHO

JACYNTHO

TORRISI

JACYNTHO

BERGMAN

NICOLAU

MAYMON

DATA

1986

1987

1988

1989

1989

1992

1997

1995

LESAO
VISIVEL

18%

NR
NR
10%
NR
27%
0%
NR

14%

PENISCOPIA +
ACIDO ACETICO

100%

NR
80%
60%

70,7%
69%
1,9%

97,9%

24%

HISTOLOGIA
PARA HPV

88%

60%
72%
64%
56%
69%
1,9%
51,%

24%
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4.2.4 PARCEIROS DE MULHERES COM HPV DIAGNOSTICADOS POR
BIOLOGIA MOLECULAR

HIPPELAINEN et al. (1991) publicaram, na Finlandia, um estudo cujo
objetivo era o de avaliar a eficacia da peniscopia em 101 homens cujas
parceiras apresentavam infeccao por HPV. Desses, 82,2% eram
assintomaticos; 9,9% apresentavam lesbes exofiticas visiveis a vista
desarmada e 90,1% apresentavam alteracdes a peniscopia. Em 64 casos
(63,4%) a histologia evidenciou lesGes caracteristicas da infeccao por HPV,
fossem elas tipicas (34,7%) ou suspeitas (28,7%). O esfregaco citolégico foi
positivo em nove casos (8,9%). O DNA do HPV foi encontrado em 33 das
96 biopsias, pelo método de hibridizacao in situ, sendo 32,6% do total de
101 pacientes. Os autores concluiram que a peniscopia € um método
importante para localizar as lesdes suspeitas, porém nao é método

conclusivo para confirmar a infecgao por HPV.

COSTA et al. (1992), na Italia, avaliaram 65 parceiros de mulheres
com infeccéo pelo HPV. Encontraram 96,9% dos casos com alteracdes a
peniscopia, 47% apresentavam caracteristicas histolégicas de infeccao
pelo HPV, e em 21% dos casos foi confirmada a presenca do virus pela

biologia molecular (PCR e hibridizagao in situ).

HIPPELAINEN et al. (1993) estudaram 270 homens, parceiros de
mulheres com HPV e observaram uma taxa de 19,7% deles infectados
pelo HPV, quando realizada a hibridizacao in situ. A taxa de homens HPV-
positivos ao estudo histolégico foi de 71,5%, e a peniscopia de 92,6%.

Apenas 7,4% dos homens apresentavam lesao visivel.

AYNAUD et al. (1994) estudaram 135 parisienses cujas parceiras

apresentavam infeccao por HPV, ao pesquisarem DNA do HPV e herpes.
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Em 62 casos (46%) foi encontrada evidéncia positiva a peniscopia. Desses,
59 (43,7%) revelavam positividade para HPV pela técnica de Southern.
Também 17% dos casos eram positivos para herpes. Chegaram os autores
a conclusao de que as infeccdes sdo independentes, porém, quando

associadas as lesdes cervicais, podem ser mais graves.

SCHNEIDER et al. (1988), na Alemanha, publicaram trabalho com
156 homens cujas parceiras eram portadoras de HPV, dos quais 120 (77%)
apresentavam lesdes a peniscopia; 61 casos (39%) de esfregaco peniano
revelaram DNA do HPV pela hibridizacao in situ; 75% eram do tipo 16 e 18.
O tipo de virus era igual no homem e na mulher em 87% dos casos
positivos. Nenhum caso apresentava lesdo Vvisivel. Esses resultados
reforgaram suas conclusdes de 1986, e confimaram que a maioria dos
casos apresenta lesdes subclinicas e o diagnoéstico deve ser feito com

técnicas sensiveis, como a peniscopia e a hibridizacao in situ.

As frequéncias de HPV registradas em parceiros de mulheres com

HPV, diagnosticado por biologia molecular, estao no Quadro XIl.

QUADRO XII - FREQUENCIAS DE HPV EM PARCEIROS DE MULHERES COM HPV DIAGNOSTICADAS
POR BIOLOGIA MOLECULAR

- . LESAO HISTOLOGIA BIOLOGIA
POPULACAO PAIS AUTOR DATA i PENISCOPIA
VISIVEL PARA HPV MOLECULAR
101 Finlandia HIPPELAINEN 1991 9,9% 90,1% 63,4% 32,6%
65 parceiros Italia COSTA 1992 NR 96,9% A47% 21%
270 Finlandia HIPPELAINEN 1993 7,4% 92,6% 71,5% 19,7%
135 Franca AYNAUD 1994 NR 46% NR 43,7%
156 Alemanh SCHNEIDER 1988 0% 7% NR Esfregacgo

NR - ndo realizado

2.2.12 PARCEIROS DE MULHERES COLOMBIANAS E ESPANHOLAS
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Uma vez que as mulheres espanholas apresentavam um dos mais
baixos indices de cancer de colo uterino e as mulheres colombianas um
dos mais altos, alguns autores se propuseram a estudos comparativos

para avaliar a prevaléncia do HPV nesses mulheres e em seus parceiros.

Conforme ilustra o Quadro Xlll, no estudo comparativo realizado
por De SANJOSE et al. (1996), os autores comparam uma populacao da
Coldmbia e uma populacdo da Espanha, divididas por grupos socio-
econdmicos baixo e alto. Encontraram 31% dos homens colombianos com
DNA do HPV positivo no grupo sécio-econdmico mais baixo, contra 10%
de DNA do HPV positivo no grupo sécio-econdmico mais privilegiado. Nos
espanhodis os indices foram de 5,3% no grupo sécio-econémico baixo,
contra 0% no grupo socio-econdbmico alto. Em ambos os paises, 0s
homens do grupo sécio-econémico mais baixo apresentaram um indice
maior de relacdes sexuais com prostitutas, o que reflete maior exposicao

de suas parceiras ao HPV.

CASTELLSAGUE et al. (1997) publicaram um estudo com 816 homens
divididos em quatro grupos, com grupo-controle. Comparam o grupo da
Colébmbia (alto indice de cancer de colo uterino), com o grupo da
Espanha (baixo indice de cancer de colo uterino), pesquisando DNA do
HPV em esfoliado peniano. Encontraram DNA do HPV em 25,69% dos
parceiros de mulheres com cancer de colo de utero colombianas contra
17,49% dos parceiros espanhdis, enquanto que no grupo controle o0s
indices foram de 18,94% contra 3,51%, respectivamente. Concluiram que
a presenca de DNA do HPV é maior em homens cujas parceiras
apresentam cancer de colo de utero que nos do grupo-controle. O
grupo-controle da Colombia apresentou DNA do HPV cinco vezes maior

gue o grupo-controle da Espanha. Maior correlacao entre a presenca do
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DNA do HPV e todas as variaveis analisadas em relacdo ao
comportamento sexual ocorreu no grupo da Espanha, porém nao
ocorreu no grupo da Colémbia. A diferenca na prevaléncia de DNA do
HPV entre os paises estudados € concordante com a diferenca da
incidéncia de cancer de colo, que é oito vezes maior na Coldmbia em
relacédo a Espanha (Quadro XIV).

MUNO?Z et al. (1996) realizaram estudo na Colémbia, area de alta
incidéncia de cancer de colo uterino, tentando uma avaliacao
epidemiologica da ocorréncia de HPV. Entretanto seus resultados nao
foram conclusivos, pois o grupo-controle também mostrou-se

contaminado.

QUADRO XIIl - PARCEIROS DE MULHERES COLOMBIANAS E ESPANHOLAS —

De SANJOSE
B ) DNA-PCR DNA-PCR
POPULACAO PAIS AUTOR DATA PARCEIROS S/ PARCEIROS C/
ESCOLARIDADE ESCOLARIDADE
475 parceiros de o 5mp,; De 1996 31% 10%
mulheres com A QANLIOSE
cancer de colo .
de (tero Espanha De 1996 5,3% 0
SANJOSE

PCR - Reacéao de Polimerizacdo em Cadeia

QUADRO XIV — PARCEIROS DE MULHERES COLOMBIANAS E ESPANHOLAS —

CASTELLSAGUE
POPULAGAO DE ) BIOLOGIA
816 HOMENS EM 4 GRUPOS PAIS AUTOR  DATA  MOLECULAR PCR
Parceiros de mulheres Espanha CASTELLSAGU 1997 17,49%
com cancer de colo de utero Coldémbi CASTELLSAGU 1997 25,69%
Parceiros-controle Espanha CASTELLSAGU 1997 3,51%
Coldmbi CASTELLSAGU 1997 18,94%

PCR - Reacéo de Polimerizagdo em Cadeia

2.2.13 PACIENTES ATENDIDOS EM CLINICA DE DOENCAS SEXUALMENTE
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TRANSMISSIVEIS (DST)

WIKSTROM et al. (1992) estudaram 101 suecos acompanhados em
clinica dermatolégica com quadro de sintomatologia na regiao
balanoprepucial, com ou sem balanite, ou cujas parceiras apresentavam
guadro de infeccao genital por HPV. Dos 101 casos, 91 apresentavam
alteracdes a peniscopia com acido acético a 5% e foram colhidas
bidpsias para analise. Dos 91 casos, a metade foi encaminhada para
hibridizacg&o in situ, e a outra metade foi encaminhada para Southern blot
e PCR. Alteracdes histologicas sugestivas de infeccao por HPV foram
encontradas em 73% dos casos; em 19%, positividade a hibridizagao in

situ; ao Southern blot, em 49%, e ao PCR, em 72%.

Para determinar a prevaléncia do HPV em homens e mulheres, um
estudo realizado na Suécia (STRAND et al, 1993) incluiu um grupo
randomizado de pacientes selecionados na primeira visita que fizeram a
clinica para participar deste estudo, promovido pelo Departamento de
Dermatologia e Venereologia. No total foram avaliados 131 pacientes, 66
mulheres e 65 homens, submetidos a coleta de material por um raspado
(Cytobrush). Nos homens, foi colhido material da borda uretral, glande,
sulco balanoprepucial, prepucio e corpo do pénis; na mulher, da regiao
vulvar, intréito, perineo e regido perianal. Foi pesquisado o HPV pela
técnica do PCR. Encontraram lesdao visivel em 10 homens (15%) e 8
mulheres (12%) e constataram o DNA do HPV em 19 homens (29,2%) e 16
mulheres (24,2%).

VAN DOORNUM et al. (1994), em Amsterda, estudaram 162
mulheres e 85 homens, pesquisando DNA do HPV na regidao ano-retal,

genital e oral. Foram encontrados 23% dos casos de HPV positivo nas
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mulheres e 28% nos homens. Em apenas uma mulher encontrou-se DNA

do HPV na mucosa oral.

Esses resultados estdo apresentados no Quadro XV.

QUADRO XV - FREQUENCIAS DE HPV EM PACIENTES ATENDIDOS EM CLINICA DE DST

LESAO BIOLOGIA

POPULACAO PAIS AUTOR DATA VISIVEL PENISCOPIA HISTOLOGIA MOLECULAR OBS.
101 homens 19% HSI
com balanite Suécia  WIKSTROM 1992 NR 91% 73% 49% SB
ou parceira 72% PCR
65 homens Suécia STRAND 1993 15% NR NR 29,2% PCR
VAN
85 homens Holanda 1994 NR NR NR 28% PCR
DOORNUM

NR - ndo realizado PCR -Reacgao de Polimerizagdo em Cadeia HIS - Hibridizagao “in situ”  SB — Southern Blot

2.2.14 HOMENS NORMAIS NAS FORCAS ARMADAS

Estudo realizado também na Finlandia (HIPPELAINEN et al., 1993)
preocupou-se com a prevaléncia do HPV na populacdo de homens
sadios e foram submetidos 1.471 homens (voluntarios das Forcas Armadas)
a um guestionario de habitos sexuais. Destes, 432 foram selecionados para
o estudo clinico. Foi colhido esfregaco da regido genital em 383 casos,
sendo que, em apenas 285, o material foi suficiente para pesquisa do DNA
do HPV. Dos 432 voluntarios foram encontrados 32 (7,4%) com lesao visivel
e 169 com alteracdes a peniscopia (39,1%). O DNA do HPV foi observado
em 16,5% dos 285 esfregacos, e em 7,1% dos homens com peniscopia
normal (Quadro XVI).

QUADRO XVI - FREQUENCIAS DE HPV EM HOMENS NORMAIS NAS FORCAS ARMADAS

i i LEsho PENISCOPIA  BIOLOGIA
POPULAGAO  PAIS AUTOR DATA ’ ACIDO  MOLECULAR
VISIVEL  AcETico PCR
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432 homens
voluntarios das  Finlandi HIPPERLAINE 1993 7,4% 39,1%
Forcas Armadas a N

285 esfregacos
de voluntarios  Finlandi HIPPERLAINE 1993 - - 16,5%
das Forgas a N

2.2.15 HOMENS ATENDIDOS EM CLINICA UROLOGICA

ROSEMBERG & REID (1987), nos Estados Unidos, avaliaram 154
homens com suspeita clinica de HPV, 56% dos casos apresentavam lesao
visivel, e a peniscopia revelou alteracdes sugestivas da infeccao pelo HPV
em 44% dos casos. A histologia evidenciou alteracfes sugestivas da

infeccao pelo HPV em todos os casos.

MANDAL et al. (EUA, 1991) pesquisaram a presenca do HPV em
esfregacos peniano, uretral e perineal de 105 homens assintomaticos e
sem evidéncias clinicas da infeccao. Constataram alteracdes citologicas
sugestivas da infeccao pelo HPV em 27% dos casos e confimaram a

presenca do virus em 20% dos pacientes, por técnicas de hibridizacao.

GUIDI (1997) ao estudar 562 brasileiros, parceiros de mulheres com
infeccado pelo HPV, encontrou alteracdes a peniscopia em 42,3% dos
casos, e 78% das biopsias com alteracdes histologicas sugestivas dessa

infeccao.

GIL (1998), no Brasil, correlacionou a presenca de HPV em 30% dos
casos de cancer peniano, com a técnica de PCR, em levantamento

retrospectivo no Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo.

VODOPYANOV et al. (1998), na Russia, ao estudarem 18 pacientes
em clinica urologica, perceberam a presenca de DNA do HPV em 30%

dos casos (Quadro XVII). Foi utiizado o método de PCR para avaliar os
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tiposl6 e 18.

QUADRO XVII - HOMENS ATENDIDOS EM CLINICA UROLOGICA
HISTOLOGIA/C  BIOLOGIA

POPULAGAO PAIS AUTOR DATA  PENISCOPIA  16/0GIA  MOLECULAR
154 homens EUA ROSEMBERG & 1947 44% 100% NR
com suspeita REID
0,
105 homens EUA MANDAL 1991 NR 2% 20%
assintomaticos citologia
i 0,
562 parceiros Brasil GUIDI 1997 42,3% 8% NR
de mulheres histologia
18 homens Russia VODOPYANO 1998 NR NR 30%

NR — N&o realizado

Essa visdo geral sobre a heterogeneidade nos meios de
determinacdo da prevaléncia real do HPV pareceu-nos especialmente
importante, por ser sugestiva a necessidade de se adotar uma

padronizacao diagnostica da infeccao pelo HPV.
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3.0BJETIVOS

Este trabalho objetivou:

a)

b)

a investigar a prevaléncia periédica da infeccdo por HPV

em homens atendidos em Clinica Urologica e

propor uma padronizacdo para o diagnoéstico dessa
infeccao na referida populacado, enfatizando-se achados
da peniscopia, histologia e, como método de biologia

molecular, da captura hibrida.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1 CASUISTICA

De janeiro de 1996 a novembro de 1998, foram atendidos por um
Unico examinador 1153 homens, dos quais 334 tinham suspeita clinica de

HPV.

Foram considerados pacientes com suspeita clinica aqueles que
apresentavam algum tipo de lesdo peniana (verruga, papula, ou
macula), balanopostite de repeticao, histéria pregressa de infeccao pelo

HPV, ou eram encaminhados por a parceira ser portadora da infeccao.

Desses, 297 foram submetidos a peniscopia, conforme técnica a
seguir descrita; os demais 37 pacientes nao compareceram para realizar

O exame.

Das 297 peniscopias realizadas, 60 (20,2%) foram consideradas

negativas e 237 (79,8%) positivas.

Dos 237 homens com peniscopia positiva, 188 foram submetidos a
bidpsias dirigidas encaminhadas para estudo histolégico. Dos 188 casos
encaminhados para anatomia patoldgica, 48 (25,5%) ndo apresentavam

caracteristicas histolégicas para infeccao por HPV.

Dos 140 casos que apresentavam peniscopia e histologia com
alteracdes sugestivas de infeccao pelo HPV, 71 foram encaminhados

para identificacao viral pela técnica de captura hibrida.
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Neste estudo, portanto, nossa amostra constitui-se desses 71

homens submetidos a peniscopia, histologia e captura hibrida, como

técnica de biologia molecular, conforme mostra o esquema:

PACIENTES ATENDIDOS EM CLINICA UROLOGICA NO PERIODO DE

JANEIRO DE 1996 A NOVEMBRO DE 1998

Total de pacientes
1387

1153 homens 234 mulheres

Pacientes com suspeita de HPV
334 (28,9%)

Pacientes que nédo realizaram Pacientes que realizaram a
a peniscopia peniscopia
37 (11,1%) 297 (88,9%)
Negativo Positivo
60 (20,2%) 237 (79,8%)
Anatomo Captura
patolégico hibrida
188 71
Negativo Positivo Positivo Negativo
48 (25,5%) | 140 (74,5%) 25 (35,2%) | 46 (64,8%)

Grupo A || Grupo B [[ Grupo AB
8 (32%) |[13 (52%) || 4 (16%)
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4.2  METODOS
4.2.1 PENISCOPIA

A realizacao da peniscopia seguiu quatro tempos:

1° TEMPO: Exame do pénis a olho nu, pesquisando-se condilomas
acuminados, por vezes minudsculos, e papulas cor da pele, transparentes,

vermelhas, réseas, leucoplasicas ou pigmentadas.

2° TEMPO: O pénis foi envolto com gaze embebida em acido
aceético a 5%, cobrindo sua superficie e elevando o prepucio, ja que a sua
parte interna é o local mais acometido. O processo foi estendido até a
regiao escrotal, apesar de serem raras as lesdées nesse local. Aguardaram-
se trés a cinco minutos para que o acido acético coagulasse as proteinas
do eventual epitélio alterado, tornando branca a regiao, as vezes
percebida a visdo desarmada, em especial nos condilomas acuminados,

papulas acidofilas e lesdes micropapilares.

3° TEMPO: Pénis e a regiao escrotal (esta nos casos recidivantes
e/ou persistentes) foram pincelados com gaze embebida em solugcao
aquosa de azul de toluidina a 1%. Esperaram-se trés a cinco minutos para
gue o azul se fixasse nas regides ricas em DNA. Procedeu-se a limpeza da
regido pintada com solucdo de acido acético a 1%, sucedida de

observacao ao colposcopio para procura de lesées.

4° TEMPO: Escolheram-se as les@es subclinicas toluidino-azuis que
fixaram o corante de maneira homogénea e circunscrita, com relevo,

para a realizacao de biopsia com pequena pinca dente-de-rato e
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tesoura de iris curva. Infiltrou-se o local com xylocaina a 1%, com agulha

de insulina ou seringa “carpule”.

O material colhido foi dividido em duas partes simétricas. Uma
parte foi fixada em formol a 10% e encaminhada para anatomia
patoldgica, realizada por dois patologistas do mesmo servico. A segunda
parte foi colocada em um tubete com a solugao conservadora
apropriada e encaminhada para captura hibrida, realizada por um Unico

técnico.

4.2.2 HISTOLOGIA

O segmento de tecido peniano destinado ao exame

histopatoldgico foi fixado em solugcéo de formol a 10%, tamponada.

Seguiu-se desidratacdo do espécie em escala ascendente de
etanol seguida de inclusdo em parafina. Os blocos foram, entao,
seccionados em cortes de 5 micra de espessura, submetidos a
desparafinacao e, entdao, corados pela técnica rotineira de hematoxilina-

eosina (JUNQUEIRA et al., 1979).

4.2.3 CAPTURA HIBRIDA

Apesar de utilizar reagdes moleculares com manipulagéo do DNA,
a captura hibrida é de facil e rapida execucao. Utilizam-se sondas nao
radioativas com amplificacdo da deteccdo dos hibridos por

guimioluminescéncia.

O material para analise passou, assim, por cinco procedimentos:

Digestédo e Desnaturacado - Hibridizacdo - Captura dos Hibridos - Reacéao
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dos Hibridos com o Conjugado - Deteccdao dos Hibridos por

Quimioluminescéncia.

A digestao e a desnaturacao foram feitas em uma mesma etapa,
no proprio tubo de coleta. Na digestdo adicionou-se uma solugcdo acida
a amostra, para digerir qualquer outra estrutura (celular, proteinas,
gorduras etc.) que ndo DNA ou RNA e fragmentar a molécula de DNA em
curtas sequéncias de bases nitrogenadas para facilitar a hibridizacdo. Na
etapa de desnaturacdo, o DNA foi submetido a altas temperaturas e ao
pH &cido, deixando-se as bases nitrogenadas (A-T-C-G) livres para a
hibridizac&o. Este procedimento foi realizado em banho-maria a 65°C

durante 45 minutos.

Ap6s a digestdo e a desnaturacdo, 75ul da amostra foram
transferidos para os microtubos, a fim de que se processasse a
hibridizac&o. Nesta etapa, as sondas de RNA foram diluidas em diluente
préprio e aliquotas (25ul) nos microtubos. A hibridizacéo foi realizada em
banho-maria a 65°C, durante uma hora. Depois de hibridizado, o material
foi transferido para uma microplaca com suas paredes recobertas por
anticorpos anti-RNA/DNA, que reagiram com os hibridos formados
anteriormente. Essa etapa, denominada captura hibrida, foi realizada
com um rotary-shaker (processo de agitacao e rotacao) a temperatura

de 20-25°C durante uma hora.

A partir da captura, quando ja se formou um complexo anti-
RNA/DNA-hibrido, passou-se para a fase de deteccéo. Toda a solucao
contida na microplaca foi desprezada. Adicionou-se anti-anti-RNA/DNA
conjugado a fosfatase alcalina para reagir com o complexo ligado a
parede da microplaca. Esta fase durou 30 minutos a temperatura de 20-
25°C.
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Apobs esse periodo, novamente desprezou-se o material liquido da
microplaca e procedeu-se a uma uUnica lavagem do ensaio, pela qual se
retirou o excesso de fosfatase alcalina que nao formou complexo

anticorpo-hibrido-anticorpo.

Adicionou-se 0 substrato dioxetano, degradado pela fosfatase
alcalina durante 15 minutos. O grau de degradacdo do substrato
depende da quantidade de enzima ligada ao complexo, o qual produz
diferentes intensidades de cor, lidas por quimioluminescéncia, em

equipamento apropriado.

Todo o teste de captura hibrida contou com controles negativos e
positivos, testados em triplicata. O ensaio usou as leituras dos controles

para validacéao e calculo do cutoff, baseados em alguns critérios:

a) coeficiente de variacao das leituras entre os microwells dos controles

negativos ou positivos nao deve ultrapassar 25%;

b) a divisdo da média das leituras de RLU dos controles positivos pelos

negativos deve ser superior a 2,0;

c) 0s controles negativos devem respeitar o limite maximo de background
de 250 RLU,

7z

d) o valor do cutoff da reacdo é expresso pela média dos controles

positivos.

Houve, ainda, dois outros controles intra-teste. No primeiro,
adiciona-se reagente de desnaturacao. Todas as amostras devem tornar-
se cor roxas, o que da a certeza de que todas elas estdo desnaturadas.
No segundo, no momento da adicao das sondas, a coloracao deve
mudar de roxo para amarelo, para assegurar que todas as amostras

receberam a quantidade ideal de sonda.
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A leitura foi totalmente automatizada por quimiolumindbmetro
comandado por um software que analisa 0os numeros recebidos da leitura
e faz todos os calculos de validacdo do ensaio. E importante destacar
gue o relatdrio final do teste foi feito pelo proprio software, ndo havendo

margem de erro nos calculos.

Por ser uma metodologia em que se amplifica o sinal dos hibridos,
nao existiu a possibilidade de contaminacao do teste; por isso a captura

hibrida necessita apenas de uma sala climatizada.

O material foi coletado por peniscopia, com acido acético a 5%,
azul de toluidina a 1% e remocé&o com acido acético a 1%. O material

coletado foi colocado num tubete com solugcéao conservadora de DNA.

As lesdes positivas foram localizadas por magnificacao e coletadas
sob anestesia local com xylocaina a 1% sem vasoconstritor, utilizando-se
tesoura de iris. O material retirado foi maior que 5mm de diametro e
entregue ao laboratério nas 24 horas seguintes a sua coleta. A
reprodutibiidade do teste e a correlagcdo entre a leitura do
guimiolumindmetro (RLU) com a concentracdo de HPV na amostra

podem ser vistos nestas descrigdes:

~

DESCRICAO DE REAGENTES

1TUBO DE 2,0 ml CONTROLE NEGATIVO: CONTEM DNA HUMANO DILUIDO EM AZIDO DE SODIO

1TUBO DE 1,0 ml CONTROLE POSITIVO A: CONTEM 1,0 PG/ML DE DNA HPV DILUIDO EM AZIDO DE SODIO (TAMPA VERDE).
1TUBO DE 1,0 ml CONTROLE POSITIVO B: CONTEM PG/ML DE DNA HPV 16 DILUIDO EM AZIDO DE SODIO (TAMPA VERMELHA).
1 TUBO DE 50 ml REAGENTE DE DESNATURAGAO: CONTEM SOLUGAO DE NaOH.

1 TUBO DE 0,35 ml DILUENTE DYE: CORANTE IDENTIFICAGCAO EM 0,5% DE AZIDO DE SODIO

1TUBO DE 7 ml DILUENTE PARA SONDA: CONTEM SOLUGAO TAMPAO.

1 TUBO DE 150 pl SONDA A PARA HPV: DNA-HPV TIPOS 6/11/42/43/44 DILUIDO EM SOLUGAO TAMPAO (TAMPA VERDE)

SONDA B PARA HPV: DNA-HPV TIPOS 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68 DILUIDO EM SOLUGAO TAMPAO

1TUBO DE 150 Wl (TAMPA VERMELHA)

1TUBO DE 12 ml REAGENTE DETECGAO 1: ANTICORPO DNA-ANTI-RNA CONJUGADO A FOSFATASE ALCALINA EM SOLUGCAO
1TUBO DE 12 ml REAGENTE DETECGAO 2: CDP STAR COM EMERALD Il (SUBSTRATO DE REAGAO PARA QUIMIOLUMINESCENCIA).
100 ml SOLUGAO PARA LAVAGEM: CONTEM AZIDO DE SODIO.
1 MICROPLACA PARA CAPTURA: RECOBERTA COM ANTICORPO DNA HIiBRIDO: ANTI-RNA.
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CONTROLE DE QUALIDADE

Primeiro controle: A calibracdo do quimioluminémetro DCR-1 foi
feita por um Kit de Validacao, preparado com diluicdes especificadas no
proprio kit. A calibracdo do quimiolumindmetro DML 2000 foi feita por

meio de um software.

Segundo controle: Foi usado kit especifico para o Controle de
Qualidade dos testes. Trata-se de um painel de reagbes com
concentracdes conhecidas que, via de regra, devem ser realizadas pelo

laboratorio a cada trés meses, e os resultados, enviados ao setor técnico.

4.2.4  ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Aplicacao do Qui-quadrado para comparar os resultados da
peniscopia, histologia e captura hibrida, e estudo de concordancia de
resultados positivos € negativos entre captura hibrida e histologia, para
avaliar especificidade e sensibilidade dos dois métodos entre si (DAWSON-

SAUNDERS & TRAPP, 1994).
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5. RESULTADOS

1. Os achados preliminares em Clinica Uroldogica quanto a
prevaléncia de HPV, enfatizando-se o0s métodos diagnosticos
independentemente empregados, encontram-se na Tabela 1, com os

resultados da analise estatistica descritos na Tabela 2.
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TABELA 1 - PREVALENCIA PERIODICA DE INFECCAO POR HPV CONSIDERANDO-SE OS ACHADOS DE
PENISCOPIA, HISTOLOGIA E CAPTURA HIBRIDA EM CLINICA UROLOGICA

PENISCOPIA (N=297) HISTOLOGIA (N=188) CAPTURA HIBRIDA (N=71)
POSITIVOS NEGATIVOS POSITIVOS NEGATIVOS POSITIVOS NEGATIVOS
237 60 140 48 25 46
79,8% 20,2% 74,5% 25,5% 35,2% 64,8%

TABELA 2 — ACHADOS ESTATISTICOS — VALORES CALCULADOS DE QUI-QUADRADO DA COMPARAGAO DOS
RESULTADOS INDEPENDENTES DA PENISCOPIA, HISTOLOGIA E CAPTURA HIBRIDA NO DIAGNOSTICO

DE HPV
HISTOLOGIA CAPTURA HIBRIDA
1,59 53,39
PENISCOPIA (n&o significativo) (significativo para p<0,01)
26,86
HISTOLOGIA —

(significativo para p<0,01)
Grau de liberdade = 1 - Qui-quadrado critico: 3,84

Os resultados das Tabelas 1 e 2 indicam que as frequéncias de HPV
encontradas com a peniscopia e com a histologia ndo guardam
diferencas entre si; ambos os meétodos, contudo, indicam resultados

significativamente diferentes daqueles indicados pela captura hibrida.

1. Na Tabela 3 temos os achados especificos relativos aos 71
pacientes submetidos aos trés métodos diagndsticos estudados

(peniscopia, histologia e captura hibrida).

TABELA 3 — PREVALENCIA PERIODICA DE INFECCAO POR HPV EM CLINICA UROLOGICA, CONSIDERANDO-SE OS
ACHADOS DE PENISCOPIA, HISTOLOGIA E CAPTURA HIBRIDA

PENISCOPIA HISTOLOGIA CAPTURA HIBRIDA
POSITIVOS NEGATIVOS POSITIVOS NEGATIVOS POSITIVOS NEGATIVOS
71 59 12 25 46

100,0% 83,0% 17,0% 35,2% 64,8%
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Em relacdo a Tabela 3, foram confirmados pela captura hibrida 25
casos positivos para infeccao por HPV (35,2%), enquanto em 46 casos
(64,8%) este diagnostico foi afastado pelo teste de biologia molecular.
Constatamos que dos 46 casos negativos a captura hibrida, todos (100%)
eram positivos a peniscopia, e 33 (71,7%) a histologia o que significa que

esses casos estavam sendo superdiagnosticados por esses métodos.

1. Evidentemente, ndo pudemos avaliar a sensibilidade e a
especificidade da histologia e da captura hibrida em relacdo a peniscopia,
ja que todos os 71 casos eram positivos para HPV por esta técnica. No
entanto pudemos avaliar a sensibilidade e especificidade da captura hibrida
e da histologia, em relacdo uma com a outra. Os dados obtidos por calculo
simplificado, para determinacéo de sensibilidade e especificidade, e dos

valores preditivos positivo e negativo estao indicados na Tabela 4.

TABELA 4 — DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM RELAGAO A CONCORDANCIA DE RESULTADOS POSITIVOS
E NEGATIVOS COM A HISTOLOGIA E CAPTURA HiBRIDA

HISTOLOGIA

POSITIVOS NEGATIVOS TOTAIS
CAPTURA POSITIVOS 24 1 25
NEGATIVOS 35 11 46
HIBRIDA TOTAIS 59 12 71
CAPTURA HIBRIDA " HISTOLOGIA
Valor Valor Valor Valor
Sensibilidade Especificidad ~ Preditivo preditivo  [sensibilidade Especificidad ~ Preditivo preditivo
positivo negativo positivo negativo
40,6% 91,6% 96,0% 23,9% 96,0% 23,9% 40,6% 91,6%
1. Dos 334 pacientes com suspeita clinica de HPV, 63 (18,8%)

apresentavam lesao verrucosa como motivo da consulta e 146 (43%)
apresentavam na inspeccao alguma lesao sugestiva da infeccao pelo

HPV.
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Apenas a titulo de registro, dos 25 casos positivos para HPV pela
captura hibrida, oito (32,0%) referiam-se a virus do grupo A (nao
oncogénico); 13 casos (52,0%) eram virus do grupo B (oncogénico) e
guatro (16,0%) pacientes apresentavam virus dos grupos A e B. Assim,

encontramos um total de 17 casos (68,0%) com virus do grupo B.

2. Como diagnostico diferencial, temos na Tabela 5 os 48 casos

gue nao apresentavam caracteristicas histoloégicas de infeccao pelo HPV.

TABELA 5 — DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DAS LESOES SEM CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DE INFECGAO POR HPV

B’ A ACANTOSE /
MOLUSCO PSORIASE PROCESSO INFLAMATORIO DERMATITE CRONICA | pERCERATOSE (SEM HEMANGIOMA

CONTAGIOSO CRONICO INESPECIFICO LIQUENOIDE COILOCITOSE)
4 1 19 16 7 1
1. Houve apenas um caso de papulose bowendide com

captura hibrida positiva para o grupo A e B. Esse caso nao entrou na
tabela de diagnoéstico diferencial, pois também apresentava alteracoes
histologicas sugestivas da infeccao pelo HPV. Esse paciente apresentava
excesso de prepucio e balanite de repeticdo. Foi submetido a

postectomia e o resultado histologico confirmou papulose bowendide.
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6. DISCUSSAO
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Analisando os nossos resultados, observamos que dos 334 pacientes
com suspeita clinica de infeccdo pelo HPV encontramos 63 (18%) com

lesdo verrucosa como queixa principal.

Muitos trabalhos e muitas estatisticas foram realizadas com base
apenas no diagnostico clinico de HPV, ou seja, nos casos em que se
encontrou lesdo verrucosa visivel (BECKER et al., 1987; SYRJANEN, 1989;
PASSOS & GOULART, 1989 (apud JACYNTHO et al.,, 1994) e KILKENY &
MARKS, 1996). Fica evidente que os resultados estatisticos encontrados
nesses estudos estdo subestimando o valor real da prevaléncia da
infeccdo pelo HPV, uma vez que a maioria dos casos sao subclinicos
(GONZALES et al.,1991 e TROFFATTER,1997).

Neste trabalho, no exame fisico, constatou-se que 146 (43%)
pacientes apresentavam lesdes sugestivas da infeccao pelo HPV, o que
significa que 57% eram assintomaticos. Encontramos alguns trabalhos na
literatura que se aproximam desse resultado, como o0s estudos de
ROSEMBERG & REID (1987), GONZALEZ (1991) e HIPPELAINEN et al. (1991),
que relatam 44%, 70,7% e 82,2% de casos assintomaticos,

respectivamente.

Como a maioria das infeccdes pelo HPV sao subclinicas, apenas o
exame clinico ndo é suficiente para diagnosticar todos os casos de
infeccao pelo HPV. Alguns casos de verruga genital ndo apresentam o
HPV e podem ser de outra etiologia como molusco contagioso, ceratose
seborréica, nevus, papulose bowendide, melanoma maligno e condiloma

gigante (TROFATTER, 1997).

HILLMAN et al. (1993), ao analisarem 9 homens e 9 mulheres com

verruga genital, constataram alteracdes histologicas caracteristicas da
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infeccao pelo HPV em 100% dos casos. Em 67% deles foi confimada a

presenca do HPV por um método de biologia molecular.

Foi por causa da preocupacao com as lesdes do colo uterino que
a pesquisa em relacdo a infeccdo pelo HPV cresceu tanto. As lesdes
subclinicas do colo uterino s6é foram reveladas em 1976, pelo canadense
MEISELS e, em 1997, pelo finlandés PUROLA, que correlacionaram as
imagens celulares do efeito citopatogénico virdtico (coilocitose) aos

condilomas.

BAGGISH, em 1982, foi o primeiro a realizar um estudo em parceiros
de mulheres com HPV e constatou 22% dos parceiros com lesao clinica. A
partir de entdo, inUmeros trabalhos foram publicados sobre os parceiros

de mulheres com HPV.

A peniscopia, com a utilizacdo de colposcépio inicialmente por
BAGGISH (1982), foi melhorada com a utilizacdo do acido acético a 5%
por ROSEMBERG (1985) e aperfeicoada com a utlizacdo do azul de
toluidina por BARRASSO et al. (1987), difundida por JACYNTHO et al. (1989)
e NICOLAU et al. (1990).

Alguns trabalhos realizam a coleta do material pelo esfregaco
peniano e a grande maioria utiliza-se da peniscopia. No Quadro I,
observamos que a peniscopia apresenta maior sensibilidade em relagao

ao esfregaco (TROFFATTER, 1997).

Até hoje, muitos servicos e pesquisadores utilizam a peniscopia
para poder localizar lesdes subclinicas e “confirmar” o diagndstico da
infecgdo pelo HPV com o achado histolégico de coilocitose e outras
alteracdes citoldgicas tais como disceratose, discariose, sugestivas de

HPV.
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ROSEMBERG & REID (1987) estudaram 154 homens com suspeita
clinica de HPV classificaram-nos em clinicos e subclinicos apenas com o0s

resultados da peniscopia.

Essas alteracdes histoldégicas, consideradas caracteristicas da
infeccao pelo HPV, tém sido utilizadas até hoje por muitos médicos e
muitos servicos. Esses pacientes sao rotulados como portadores da

infeccao pelo HPV e tratados como tal.

Encontramos varios trabalhos na literatura, que confimam a

infeccao pelo HPV apenas pelas alteracdes histolégicas.

JACYNTHO et al, em 1987 e 1988, relatam um indice de
positividade para infecgcao pelo HPV de 60% e 72% respectivamente;
KREBS & SCHNEIDER (1987), de 65%; BERGMAN & WICK (1992), de 69%;
NICOLAU et al. (1997), de 51,5%, e GUIDI (1997), de 78%.

Em nosso trabalho, a Tabela 1 redne os resultados positivos e
negativos da peniscopia, histologia e captura hibrida na amostragem
geral, com o intuito de avaliar a eficacia de cada teste. Observamos que
as frequéncias encontradas na peniscopia (79,8%) e na histologia (74,5%)
nao guardam diferencas entre si, contudo, quando o0s resultados sao
comparados com a captura hibrida (35,2%), apresentam uma diferenca

estatisticamente significante.

Quando se calculam os valores de Qui-quadrado para a
comparacao dos resultados independentes da peniscopia, histologia e
captura hibrida (Tabela 2), confimamos que n&o ha diferenca
significativa entre os resultados de peniscopia e histologia entre si. Se
comparados, porém, a captura hibrida, nos dois casos a diferenca é
estatisticamente significativa (peniscopia/captura hibrida € de 53,9% e
histologia/captura hibrida € de 26,86%), para um Qui-quadrado critico de
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3,84%.

Esses resultados deixam evidente que uma porcentagem de casos,
diagnosticados como infecgcao pelo HPV pela peniscopia e histologia,
nao apresenta confimacdo quando esses casos sao avaliados pelo
meétodo de captura hibrida. Isso significa que, apesar de existirem

alteracdes histoldgicas, o virus ndo esta mais presente.

A preocupacao com o diagndéstico correto de HPV fez com que
muitos pesquisadores estudassem o assunto (zur HAUSEN, FOCCHI,
HIPPELAINEN, BROWN, STRAND, TROFATTER e outros) e, atualmente, fica
claro que para cada época existiu um método “ideal” para o diagnoéstico
da infeccao pelo HPV, que foi mudando a medida que outros métodos

mais precisos surgiram.

Na tentativa de confirmar a presenca do HPV, a técnica de imuno-
histoquimica foi utilizada com o intuito de melhorar a precisao

diagndstica, mas nao obteve muito sucesso (KURMAN et al.,1981).

A microscopia eletrbnica é o0 Unico método que permite
diretamente a visualizacdo do virus, porém € impossivel o seu uso

comercial (JACYNTHO,1994).

Com o advento dos métodos de biologia molecular, cujas
pesquisas culminaram com a apresentacdo do método de Southern blot
(SOUTHERNERN, 1975), muitos trabalhos foram realizados. Esses trabalhos
permitram a identificacdo viral e sua classificacdo, porém eram de

realizacdo muito demorada, sendo comercialmente inviavel o seu uso.

Muitas outras técnicas de biologia molecular surgiram e

apresentaram vantagens e desvantagens.

O método de PCR permite constatar a presenca de pequena
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quantidade de particulas virais, porém o seu uso comercial é discutivel,
pois nao foi aprovado pelo FDA, e apresenta grande possibiidade de
proporcionar falso resultado positivo; portanto superdiagnéstico, uma vez
que a replicagcdo viral sem controle ocasiona contaminagoes
(TROFATTER,1997). A hibridizacao in situ permite o diagndstico em material
parafinado, o que pode ser uma vantagem, porém necessita de uma
guantidade maior de virus e pode incorrer em um subdiagndstico

(LANCASTER & JENSON,1987).

Com a viabilizacdo do método de captura hibrida (LORINCZ, 1987)
e a possibiidade de sua utilizacado comercial a partir de 1995, pudemos
contar com um método que amplia o sinal. Esse método apresenta
pouca possibilidade de contaminacao; ndo permite diagnosticar o virus
individualmente, mas classifica-lo em 2 grupos (oncogénico e nao

oncogeénico).

A andlise realizada por TROFFATTER (1997) enfatiza que os métodos
gue apresentam maior especificidade sao os de PCR e de captura
hibrida, porém os que estdo disponiveis comercialmente sdo os de

captura hibrida e hibridizac&o in situ.

Nas Tabelas 3 e 4 foram distribuidos os pacientes com relacdo a
concordancia de resultados positivos e negativos com a histologia e a
captura hibrida, para avaliarmos a sensibilidade e especificidade desses
meétodos entre si. Nao foi possivel avaliar a sensibilidade da peniscopia em
relacdo a histologia e a captura hibrida ja que todos os casos eram

positivos a peniscopia.

Podemos observar pelos resultados da Tabela 4 que a captura
hibrida apresenta uma alta especificidade (91,6%) em relacdo a

histologia(23,9%), evidenciando que a captura hibrida permite
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melhor selecdo dos casos que nao estdo com a infeccao, enquanto a
histologia apresenta alta sensibilidade (96,0). A peniscopia e a histologia
apresentam alta sensibilidade, significando que esses métodos sao uteis

para selecionar os possiveis portadores da infeccao.

Encontramos varios trabalhos, na literatura, que confimam a

infeccao pelo HPV através de métodos de biologia molecular.

WINKSTOM et al. (1994) relatam um indice de positividade em
pacientes com balanite e sem de 56 e 26% respectivamente; HIPPELAINEN
et al. (1991), de 32,6%; COSTA et al. (1992), de 21%; AYNAUD et al. (1994),
de 43,7%; STRAND et al. (1993), de 29,2%; MANDAL et al. (1991), de 20% e
VODOPYANOV et al. (1998), de 30%. Os dois ultimos realizados em clinica

uroldgica.

Esses indices s&o bem inferiores aos encontrados com a peniscopia

e a histologia e s&o compativeis com os resultados deste trabalho.

Os testes de biologia molecular apresentam alta especificidade,
permitem o diagnoéstico e a identificacdo do grupo a que o virus pertence

e evita, assim, os casos de superdiagnodstico.

Os resultados deixam evidente a importancia de um método de
biologia molecular (nesse caso, a captura hibrida) para confimar a
infeccao pelo HPV, além de que nenhum teste isolado € suficiente para

selecionar e diagnosticar os casos de infecgcao pelo HPV.

Em 1993, HIPPELAINEN et al. afimavam que nenhum teste,
isoladamente, pode detectar todos os individuos infectados pelo HPV, e
TROFATTER (1997) conclui que os testes de identificacdo do DNA do HPV
tém aumentado muito as opcdes disponiveis para estudar e detectar a

infeccao pelo HPV.
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Na Tabela 4 podemos ainda observar que a captura hibrida
apresenta um valor preditivo positivo (96,0) maior em relacéo a histologia
(40,6). Significa que a captura hibrida apresenta menos casos falso-
negativos, enquanto a histologia apresenta um valor preditivo negativo
maior (91,6%) em relacéo a captura hibrida (23,9%). Isso significa que a
histologia tem maior possibilidade de apresentar um resultado falso-

positivo.

Se ndo houver uma padronizacdo diagnéstica que permita uma
selecado dos possiveis portadores, e a confrmacdo de quem esta ou nao
infectado, continuara correndo-se o0 risco do superdiagndéstico e

supertratamento.

A peniscopia € muito importante para selecionar a populacéo que
pode apresentar a infeccao pelo HPV, e o teste de captura hibrida é
importante para selecionar quem nao esta com o virus e identificar, nos

casos positivos, o grupo que apresenta HPV oncogénico.
E inegavel que a infeccéo pelo HPV vem adquirindo importancia
cada vez maior a medida que sua correlacdo com algumas neoplasias

vem sendo confirmada em indmeros trabalhos.

A hipo6tese de envolvimento do HPV na etiologia do cancer genital
foi admitida por zur HAUSEN em 1976, e publicada em 1977, com extensa

revisao da literatura.

Em 1981, MEISELS & MORIN, no Canada, e zur HAUSEN et al., na
Alemanha, publicaram os primeiros trabalhos correlacionados a infeccéo

pelo HPV com carcinoma do colo uterino.

ZEHBE & WILANDER (1997) descrevem a associacao do HPV em 90%

dos casos de cancer de colo uterino.

68



A presenca de HPV em carcinoma do pénis foi demonstrada pela

primeira vez por DURST et al. (1983).

Varios trabalhos foram publicados e demonstraram uma
associacao da infeccao pelo HPV em 26 a 50% dos casos de cancer
peniano, especialmente o tipo 16 (VILLA & LOPES, 1986; DELLA TORRE et
al., 1992; MALEK et al., 1993; GIL, 1998; LEVI et al., 1998).

A papulose bowendide é considerada uma lesdo preneoplasica e
frequentemente associada a presenca do virus tipo 16 (IKENBERG et
al.,1985). Apresenta caracteristicas histolégicas semelhantes as do
carcinoma in situ, porém com evolugcdo benigna e grande porcentagem

de regressao espontanea (SKINNER et al.,1973).

Nos resultados da Tabela 5, observamos a importancia do estudo
histolédgico que, apesar de nao apresentar boa sensibilidade para o
diagnéstico da infeccao pelo HPV, é importante para diagnosticar outras

lesdes que podem vir associadas ao HPV ou isoladas.

Tivemos apenas um caso de lesao preneoplasica (papulose
bowendide), associada aos virus dos grupos A e B. Geralmente esta
associado ao tipo 16 (IKENBERG et al.,1985). O paciente foi submetido a
postectomia e apresentou boa evolugcado, como geralmente acontece
(SKINNER et al.,1973). Isso significa uma prevaléncia de 0,3% do total de
suspeitos (334 casos) ou de 0,53% dos pacientes submetidos ao estudo

histologico da leséo.

A cada dia, os trabalhos sdo cada vez mais numerosos, e, nao
fossem as facilidades atuais que a informatica nos proporciona, seria
impossivel localiza-los. A quantidade de trabalhos é tdo grande, que fica

impossivel a citacdo de todos na nossa bibliografia. Assim, foram citados
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0s mais elucidativos e considerados mais importantes de cada assunto em

guestao.

Quando ha preocupacdo em comparar os trabalhos que analisam
a frequéncia da infeccao pelo HPV para chegar a um nimero comum,
observa-se que eles nao apresentam a mesma metodologia diagnostica,
e existe muita discrepancia em relacao ao tipo de populacéao analisada.
Em 1993, HIPPELAINEN et al. ressaltavam a importancia de se estabelecer
claramente a populacdo a ser analisada, os métodos diagndsticos

utilizados, além de definir prevaléncia e incidéncia.

Sabemos que as pessoas portadoras da infeccao pelo HPV
apresentam muitos transtornos tanto no estado emocional como na
esfera sexual. Alguns trabalhos foram realizados com o intuito de avaliar

esses transtornos.

JACYNTHO et al.(1994) relatam que o desequilibrio emocional pode
prejudicar as respostas imunoldgicas e agravar os quadros de infeccéao
pelo HPV. A notificacao de ser portador da infeccao e os transtornos que
o tratamento acarreta geralmente ocasionam alteracdes importantes na
esfera emocional. Em 1992, VOOG & LOWHAGEN publicaram um trabalho
onde 37% dos homens relatavam alteracO6es negativas em sua vida
sexual, e a maior preocupacao de todos o0s participantes era a

possibilidade de contaminar sua parceira.

TAYLOR et al., em 1997, publicam um estudo com homens e
mulheres portadores da infeccao pelo HPV, que responderam a um
questionario relatando quais os conselhos e as informacdes que gostariam
de receber ao serem comunicados que apresentavam a infeccao pelo
HPV. A maioria das respostas enfatizava as perspectivas dessa doenca, o

tipo de tratamento, o comportamento sexual, o conhecimento
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sobre a doenca e os cuidados pessoais. A maioria dos homens estava

preocupada com o comportamento sexual.

Com todas as alteragOes que a infecao pelo HPV pode ocasionar,
fica evidente que uma padronizacao diagnéstica € muito importante
para uma programacao terapéutica adequada e pouparmos pessoas
sadias de transtornos, muitas vezes irreversiveis, na vida pessoal € na

esfera emocional.
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7. CONCLUSOES

De tudo o que se viu neste trabalho, podemos concluir que:
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1. a prevaléncia periédica da infeccdo pelo HPV em homens varia
significativamente dependendo da populagcao estudada e dos
métodos diagndsticos utilizados. Encontramos uma prevaléncia
periddica de 35,2% dessa infeccdo em homens atendidos em uma

Clinica Urolégica com o método de captura hibrida;

2. a padronizacao diagnostica € fundamental, uma vez que a maioria
dos casos sdo subclinicos e assintomaticos. Essa padronizacdo consiste
em realizar a peniscopia nos casos suspeitos, para selecionar 0s
possiveis portadores da infeccao pelo HPV. Nos casos em que a
peniscopia for positiva, deve-se realizar a pesquisa do virus por um
método de biologia molecular. Em seguida, o estudo histolégico deve
ser realizado no mesmo material para evidenciar outras lesdes

(malignas ou benignas) associadas ou isoladas ao HPV.
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RESUMO

CARVALHO, J.J.M. Prevaléncia e padronizacdo diagnoéstica da

infeccao genital pelo HPV em homens atendidos em Clinica Uroldgica.
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Sao Paulo, 1999. 97 p. - Dissertacao de Mestrado - Faculdade de Ciéncias

Médicas da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo.

A infeccao genital pelo HPV vem aumentando em todo mundo e
tem sido considerada epidemia por alguns pesquisadores. A sua
associacao com o cancer de colo uterino parece estar bem estabelecida

€ muitos outros trabalhos estudam a presenca do HPV em outros tumores.

Sua prevaléncia, entretanto, parece nao estar bem estabelecida,
pois depende diretamente dos métodos de diagndsticos utilizados e da

populacao estudada.

A proposta deste estudo € a padronizacao dos exames utilizados
para o diagnoéstico da infeccéao pelo HPV e a avaliacdo da prevaléncia
periddica dessa infeccdo em homens atendidos em uma Clinica

Uroldgica.

Parece nao existr um exame uUnico que possa identificar os
portadores dessa infecgdo. A peniscopia € um exame que apresenta boa
sensibilidade, pois identifica os possiveis portadores dessa infeccao, porém
apresenta baixa especificidade, uma vez que nao consegue confirmar

com certeza quem nao esta com a infeccao.

A histologia tem sido utilizada até hoje para confimar o
diagnéstico da infeccdo pelo HPV. As alteracdes histolégicas
caracteristicas séo a coilocitose, discariose e disceratose, porém inumeros
trabalhos em que se utilizaram técnicas de biologia molecular
demonstraram que muitos pacientes com essas alterac6es histolégicas

n&o apresentam o virus.
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Dessa maneira, tanto a histologia como a peniscopia apresentam

baixa especificidade.

O diagnéstico da infeccao pelo HPV somente é definitivo quando
obtivermos a confirmacao da presenca do virus por um dos testes de
biologia molecular. A histologia € importante no diagnéstico diferencial

com outros tipos de lesdes que podem vir associadas ao HPV ou isoladas.

Neste estudo, dos 1152 homens atendidos de janeiro de 1996 a
novembro de 1998, 334 apresentavam suspeita clinica de infeccéao pelo
HPV. Obtivemos resultados positivos em 79,8% deles, por meio da
peniscopia, 74,5% pela histologia, e 35,2% pela captura hibrida. Como a
prevaléncia da infeccdo pelo HPV na clinica urolégica em estudo,
utiizando-se o teste de captura hibrida, foi de 35,2%, conclui-se que
nenhum teste isolado € suficiente para diagnosticar todos as pessoas
infectadas pelo HPV. Assim, a padronizacéo diagnoéstica da infeccao pelo
HPV deve contar com a peniscopia, com um teste de biologia molecular

e com um estudo histolégico.
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Genital infection by HPV has been increasing all over the world,
and being considered as epidemic by some researchers. Its association
with uterine cervix cancer seems to be well established and many other

studies show the prevalence of HPV in different sorts of tumors.

Its prevalence doesn’t seem to be well establised by because it
depends directly on the methods of diagnosis which have been used

and the population which have been studied.

The aim of this study is the standardization of the exams used to
diagnose the infection by the HPV, and to evaluate the periodical
prevalence of this infection in men which were attended at an

Urological Clinic.

It seems to be well established the non existence of a isolated
exam which could identify the HPV positives. Peniscopy is an exam
which shows a good sensitivity because it identifies the HPV positives but
it shows low especificity considering that it is unable to confirm, without

any doubt, those cases which there is no infection.

Histology has been used up today to reassure the diagnosis of the
infection by HPV. Some alterations linked to histology (histologic
alterations), considered characteristics, are: coilocitosis, discariosis and
disceratosis, but many studies with molecular biology technics have

shown that lots of patients with these histological alterations don’t
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present the virus.
In this way, both, histology and peniscopy, show low specificity.

The conclusive diagnosis of the infection by HPV can be assured
when we have the confirmation of the presence of the virus by one of
the molecular biology tests. The importance of histology would be in the
differential diagnosis with types of lesions which can appear associated

with HPV or isolated.

In this study, which included 1,152 men attended from January
1996 to November 1998, 334 patients showed clinical suspition of being
infected by HPV. We have got positiviness of 79,8% with peniscopy,
74,5% with histology and 35,2% with the hybrid capture.

The prevalence of infection by HPV studied in this urological clinic
using the hybrid capture test is in the range of 35,2% and no isolated
tests are good enough to diagnose all the patients infected by HPV. So,
in order to have a diagnostic standardization of the infection by HPV,

must rely on peniscopy, molecular biology test and histological study.
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ANEXO

METODOS DE DIAGNOSTICO DOS PACIENTES ATENDIDOS
DE JANEIRO DE 1996 A NOVEMBRO DE 1998

CONSULTA PENISCOPIA HISTOLOGIA CAPTURA HIBRIDA
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N° REG. NOME LP NR + - M * ) MC P [PICI|DCL|A/H| H - + GA | GB [GAB
HPV | HPV
1|33 | pco
2 | 34 [JmpiNT
3 | 35 | wes
4 | 40 | mpJ
5 | 43 | 1cA
6 | 46 | ANO
7 | 55 | cas
8 | 59 | Ias
9 | 72 | PRy .I
10| 75 DE
11| 77 | ock
12| 81 | Fem
13| 87 sV
14| 95 RE
15 [ 102 [ as
16 103 wp
17 | 106 | wrG
18112 s
19 [ 110 [ mm
20138 | cwm
21 139 | cas
22 1155 | [RR
23 | 167 | EFP
24 | 176 | DPM ||
25 181 | Est
26 | 182 | Jas
27 | 184 | ADJ
28 [ 201 | FAJ
29 | 203 | JaNC
30 | 200 | GE
31 | 211 | JRss
32 217 | JRL
33 | 219 | Gcs
34221 | cr
35 | 224 | AG
36 | 225 | RS
37 |o227| ATG
38 [0228| RAC
39 (0232 VB
40 [ 0233 | PRAO
41 {0238 smo
42 {0246 | RSM
43 [0249| vas
44 {0250 | JCsm
45 [ 0255 | TCB
46 [ 0262 | JRN
47 | 0276 | MGME
48 [ 0282 | MPM
49 | 0283 | MADS
50 [ 0288 | MHF

A/H - ACANTOSE/HIPERCERATOSE

LP - LESAO PRESENTE MC - MOLUSCO CONTAGIOSO H - HEMANGIOMA
KR - EXAME NAO REALIZADO P - PSORIASE ) A GA - GRUPO A

+ HPV - POSITIVO PARA HPV PICI - PROCESSO INFLAMATORIO CRONICO GB - GRUPO B

- HPV - NEGATIVO PARA HPV INESPECIFICO GAB - GRUPO AB

CL - DERMATITE CRONICA LIQUENOIDE

CONSULTA PENISCOPIA HISTOLOGIA CAPTURA HIBRIDA
- ~ + -
N° REG. NOME LP ] NR + - NR MC P |PICI|DCL|A/H| H - + GA | GB |GAB
HPV | HPV
51 102991 CTGM
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LP - LESAO PRESENTE

NR - EXAME NAO REALIZADO

+ HPV - POSITIVO PARA HPV
= HPV - NEGATIVO PARA HPV

MC - MOLUSCO CONTAGIOSO

P -PSO

P
P

RIASE

ICI - PROCESSO INFLAMATORIO CRONICO
INESPECIFICO

DCL - DERMATITE CRONICA LIQUENOIDE

52 [0300] ALV
53 (0304 | ADS

54 [0308 | JCH

55 (0316 | FMS

56 0318 | APRN e
57 0320 SNB

58 0323 | MJAJ

50 (0326 | CLM

60 |0328 | DsR

61 | 0329 | WIGB |

62 0330 JA |

63 | 0335 | CAS |

64 |0349| cG [ [ ]

65 | 0350 | SCLS I

66 | 0354 | FMS -..

67 [0357 | CHG

68 | 0361 | EMMN N B

69 [ 0370 | ALS N B

70 0375 sm | ]

71 lo376 | IS

72 |o377| MG N
73 (0384 RL

74 [0390| EM

75 10396 | MAY e
76 |0408 | JcC

77 loa11| MR

78 |0414| YM

79 [0417| AvA

80 |o418| EAF

81 0421 | MFCM

82 loa2g | urB

83 (0430 | LFSO

84 [0434| AAR

85 | 0448 | RMS

86 | 0453 | RVT

87 | 0455 | MAT

88 [0468 | GsS

89 0469 | 1AM

90 o472 | JFSP

91 [0473| NsP

92 loa78| AM

93 (0480 | RFO

94 | 0482 | MFFS

95 (0483 | MPS -
96 | 0487 | VISF

97 [0491| GoG | ]
08 (0493 | FHA

90 o500 MF

1000500 [ JLs

A/H - ACANTOSE/HIPERCERATOSE
H - HEMANGIOMA

GA - GRUPO A

GB - GRUPO B

GAB - GRUPO AB

CONSULTA PENISCOPIA HISTOLOGIA CAPTURA HIBRIDA
N° | REG. NOME Mc| P |PICI{DCL|AMH| H | - [ + |GA| GB [GAB
1011 0510 CFEC
102 | 0515 LPS
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LP - LESAO PRESENTE

NR - EXAME NAO REALIZADO

+ HPV - POSITIVO PARA HPV
= HPV - NEGATIVO PARA HPV

MC - MOLUSCO CONTAGIOSO

- PSORIASE

ICI - PROCESSO INFLAMATORIO CRONICO
INESPECIFICO

DCL - DERMATITE CRONICA LIQUENOIDE

103]0517 [ APs
10410513 | AAVL

1050523 | ENS

1060524 | RIF

1070529 | prP

10810532 | JpJ

1000535 | JBS

110/ 0536 | As

11110537 AGR

1120540 AN

11310541 | MAS ||
1140548 | ART

115 | 0559 | MBCN

1160562 | RR

1170563 | GMmA

1180565 | Jcs

119 0566 | JGS

120l0570] a1

12110575 | FAAS

1220581 Asep

1230590 | APCC

12410597 | Rs

1250599 | ENP

126 | 0601 | AMG

1270602 | McCB

1280613 | INM

12910617 JA

130/ 0618 | cwm

1310621 | AEC

1320624 CNB

1330625 | Ass

134 0628 | MVGN | ]
1350630 | MAD

1360635 | ELS

1370642 | JRS

13810643 RP

1390651 LCA | ]
140 0652 | ENS

141 | 0654 | MVG -
142 0657 | RGB

1430658 | RNB |
1440660 | 0JO

1450663 | DM

146 | 0666 | TAC

147 0667 | AFP

1480669 | PRA

1490670 | RBA

150 | 0671 | RAL

A/H - ACANTOSE/HIPERCERATOSE
H - HEMANGIOMA
GA - GRUPO A

GB - GRUPO B
GAB - GRUPO AB

CONSULTA PENISCOPIA HISTOLOGIA CAPTURA HIBRIDA
N° REG. NOME MC P PICI | DCL | A/H + GA | GB |GAB
151 | 0676 NTM
152 0677 | GGE H
15310679 | JSM
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LP - LESAO PRESENTE

NR - EXAME NAO REALIZADO
+ HPV - POSITIVO PARA HPV
- HPV - NEGATIVO PARA HPV

MC - MOLUSCO CONTAGIOSO

- PSORIASE

ICI - PROCESSO INFLAMATORIO CRONICO
INESPECIFICO

CL - DERMATITE CRONICA LIQUENOIDE

P
P

154 | 0680 | FTS H
155 | 0686 | RN

156 | 0689 | JICA

1570691 | RGM

1580693 | MN

1590707 | RRN | ]
16010709 | VsE

16110711 AES

1620712 | JopE

163]0719| MV

1640723 AP

1650725 | PrG

166 | 0727 | Mvs

1670730 MEV

1680732 | ERE | ]
1690735 Al

170 | 0746 | JrRPB

171lo750] v F B
172l 0762 RG

1730763 | MAD

1740767 | AKE

1750771 | ALS |
176 o772 cIs

177]0774| BNF

1780775 | wc

1790777 AOS

1800779 BEO

1810785 | ErC

1820791 ] Es

1830792 | JcP

1840800 AAP

1850801 | CsB

1860804 | ANO

18710812 | HMN

18810813 RP

1890825 | RIMP | ]
190/ 0832 | pap

19110833 ARV

192/ 0843] SR ]
193] 0844 | wicp

1940845 RE

1950848 | NAC

1960849 | Ess

197]0850] RC

1980855 | CBG

1990856 | CR

2001 0859 | NBR

A/H - ACANTOSE/HIPERCERATOSE
H - HEMANGIOMA
GA - GRUPO A

GB - GRUPO B
GAB - GRUPO AB

CONSULTA PENISCOPIA HISTOLOGIA CAPTURA HIBRIDA
N° | REG. NOME mc PICI | DCL | A/H - | + |cA|cGB |GAB
201 | 0867 EEE
20210883 | RBSC
20 Tosse [T -
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LP - LESAO PRESENTE

NR - EXAME NAO REALIZADO

+ HPV - POSITIVO PARA HPV
= HPV - NEGATIVO PARA HPV

MC - MOLUSCO CONTAGIOSO

P - PSORIASE

P
P

ICI - PROCESSO INFLAMATORIO CRONICO
INESPECIFICO
DCL - DERMATITE CRONICA LIQUENOIDE

205]0887 | ESs e
2060894 | MAF

207/ 0896 | EAN =-
20810899 | [HSA

2090000 | JmB 1| ]
2100903 | cboa

21110906 | VN

2121 0013| ABCS |
213]0014| 1mA |
21410017 | McMm 1
215| 0918 | AccE |
216]0921| EG ..
2170926 | MFA

2180932 | RBC |
21910036 | PHAS |
220] 0938 | wicp |
22110043 | DMS

2220045 | ACTM -1 - .I
223 ] 0948 | MAAA |
22410053 | ECD

225[ 0954 | AM |
226 | 0969 | JDBA |
2270071 | Mcsc

22810077 | HGs

229 0085 | 0APS

230/ 0086 | JFS

23110093 | mAV

23210095 | WG

233[0096 | MAR

23411004 | ADM

235]1005| RC

2361010 | SFS

237[1011 | MMM

2381014 FC

2391017 | LCVSE

2401018 | QJLFR

24111025  EI

24211026 | cvG

24311029 | MAS

24411030 | SBF

24511032 | ALRR

24611033 | CHCF

24711038 | GHM

24811044 | JBR

2491045 PAV

250 | 1047 | ABNF

A/H - ACANTOSE/HIPERCERATOSE
H - HEMANGIOMA
GA - GRUPO A

GB - GRUPO B
GAB - GRUPO AB

CONSULTA PENISCOPIA HISTOLOGIA CAPTURA HIBRIDA
N° REG. NOME MC PICI | DCL | A/H + GA | GB |GAB
25111050 CAG
2521057 |_MMS
2531059 | _JMP
25411062 | PRM H
255 1064 | ALRR
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LP - LESAO PRESENTE

NR - EXAME NAO REALIZADO
+ HPV - POSITIVO PARA HPV
= HPV - NEGATIVO PARA HPV

MC - MOLUSCO CONTAGIOSO
P - PSORIASE

PICI - PROCESSO INFLAMATORIO CRONICO

INESPECIFICO

DCL - DERMATITE CRONICA LIQUENOIDE

2561068 | ECHR

2571069 | RAP

2581078 | ICR

259[1081 | ABS -
260]1083| EG

26101087 DB | ]
2621089 | JAS

263[1003 | JEN

2641000 | MGB e
2651101 | Eps

2661106 | LAC

2671107 | AFA

2681112 RG

2691117 | ReP

270(1118| JP

27101126 | Gp

2721127 | MAA

27311132 | AESS .
27411137 AGS

2751145 Evv

2761153 | HA

2771166 | R7B B
2781168 | PISA

27901169 | RM

2801173 | mama | | |

281]1178| CRS [ |

2821179 | M1

2831181 | DCBG ||
28411183 | JwB

2851188 | VMM -I-:-:
2861189 | MAS

2871108 | JAA

2881190 | EpB

2891202 | EHv

2901206 | MMM

2911210 vrs

2921214 vmy

293[1216 | RNM

29411218 | CRA

2951220 SEM

296 [1228 | DGC

2971230 | JCFS

29811241 CRJ

2991244 | FRVJ

3001 1245 RAB

A/H - ACANTOSE/HIPERCERATOSE
H - HEMANGIOMA

GA - GRUPO A

GB - GRUPO B

GAB - GRUPO AB

CONSULTA PENISCOPIA HISTOLOGIA CAPTURA HIBRIDA

N° | REG. NOME MC| P |PICI|DCL|A/H - + | GA | GB [GAB
201 | 1247 RM

302[1253 | ApA

303 | 1254 | CRAAF

304[1256 | CRC

3051257 | MMs F!_H

306[1259| 1sc
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307[1264| CAL | ]

308 1265 | CRCS

3091267 | AAD

31011273 | CED

3111279 | MvA .

3121285 | JCR

3131287 | MmPS

3141288 | EKCL

3151289 | PHRS

3161290 | JAFJ

31701291 | AS

318 1292 | ASMSR

3191295 | McCS

32011300 | FMR

321[1303| ocL -

3221305 | Cepv

32311310 | DAS

3241313 | ANA

3251314 | JSSE

3261316 | ALP | ]

32711321 | SEM

3281322 | MAE

329[1323| DM .I

3301339 | DDBM

33101342 | ARB

3321344 | JWR

3331347 | MRF

3341358 | EGF

TOTAIS 4 1119|116 | 7 1146|258 |13 ]| 4

Q - LESAO PRESENTE MC - MO!_USCO CONTAGIOSO A/H - ACANTOSE/HIPERCERATOSE
NR - EXAME NAO REALIZADO P - PSORIASE | N H - HEMANGIOMA
+ HPV - POSITIVO PARA HPV PICI - PROCESSQ INFLAMATORIO CRONICO GA - GRUPO A
- HPV - NEGATIVO PARA HPV INESPECIFICO GB - GRUPO B

DCL - DERMATITE CRONICA LIQUENOIDE

GAB - GRUPO AB
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