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RESUMO

Nos ultimos anos, o interesse pelo papilomavirus humano (HPV) tem
crescido em funcdo do acumulo de evidéncias do seu potencial oncogénico,
principalmente no trato anogenital. Existe cerca de 100 tipos de HPV, porém
apenas 40 tipos geram lesdes no trato anogenital. O objetivo deste trabalho &
demonstrar a expressdo imunoistoquimica da proteina p53 em lesdes
condilomatosas de pénis em pacientes acompanhados no setor de Dermatologia
do Servico da Santa Casa do Rio de Janeiro.

Foram escritos dois artigos. No primeiro artigo foi realizada uma revisao
bibliografica das manifestacdes clinicas e epidemioldgicas da infeccédo pelo HPV
e, no segundo, demonstrou a expressado imunoistoquimica da proteina p53 em
lesdo condilomatosa de pénis.

O primeiro artigo demonstrou que a epidemia de HPV tem crescido nas
tltimas décadas e, atualmente, pode ser considerada a doenca sexualmente
transmissivel mais prevalente em todo o mundo, contudo a manifestacéo clinica
da infeccao (condilomatosa) manifesta-se em apenas 1% da populacéo infectada
e 0 maior problema estaria relacionado as infec¢des subclinicas ou latentes, que
poderiam acometer grande parte da populacdo sexualmente ativa, estando
envolvidas em processos de carcinogénese. Apesar da importancia das
manifestacdes clinicas e epidemiolédgicas na infecgédo pelo HPV, o artigo também
avaliou outros problemas subjetivos que nédo conseguem ser identificados por
métodos laboratoriais: as complicacdes psicologicas e sociais da infecgdo pelo
HPV.

O segundo artigo avaliou a expressao da proteina p53 em lesdes
condilomatosas de pénis. Foram selecionados trés pacientes com diagnostico
clinico de condiloma acuminado sendo realizada biopsia das lesdes




condilomatosas. As lesbes dos trés pacientes tiveram o diagnostico
histopatolégico de infeccdo por HPV de baixo grau, com expresséo positiva da
proteina p53. Todos os casos demonstraram hiperplasia epitelial e coilocitose.
Dois casos demonstraram paraqueratose e apenas um caso demonstrou
hiperqueratose. A expressao da proteina p53 foi positiva em todas as camadas
do epitélio infectado e, em um paciente, observou-se forte expresséo
concentrada na camada basal. A expressédo da proteina p53 demonstrou nao ser
um marcador prognoéstico eficiente na oncogénese pelo HPV, pois se encontra
positivo em lesdes de baixo grau.

A conclusdo deste trabalho é que a expressdo da proteina p53 esta
presente nas infeccoes pelo HPV e ndo pode ser relacionada com a
apresentacao clinica da lesdo nem com a alteracao histopatologica epitelial.

ABSTRACT

In the last years the interest in human papilloma-virus (HPV) has grown
due to an accumulation of evidence of its oncogenic potential, mainly in the
anogenital tract. There are about hundred types of HPV, however only 40
generate lesions in the anogenital tract. The purpose of this study is to
demonstrate the immunohistochemistry expression of the p53 protein in the penis
condylomatose lesions in accompanied patients at the Dermatology Sector of the
Service of Santa Casa da Misericordia of Rio de Janeiro.

Two articles have been written. A bibliographical review of the
epidemiological and clinical manifestations of the infection by the HPV has been
compiled in the first article, and in the second article the immunohistochemistry
expression of the p53 protein in the penis condylomatose lesion has been
evaluated.

It has been demonstrated in the first article that the HPV epidemic has
increased in last decades, and nowadays it can be considered as the most
prevalent transmittable sexual disease, although the clinical manifestation of the
infection (condylomatose) manifests itself in only 1% of the infected population,
and that the greatest problem would be related to the latent or subclinical
infections that might affect great part of the sexually-active population being
involved in the carcinogenic process. In spite of the importance of the
epidemiological and clinical manifestations in the HPV infection, the article has



also evaluated other subjective problems which are impossible to be identified by
laboratory methods: the social and psychological complications of the HPV
infection.

The second article has evaluated the expression of p53 protein in the
penis condylomatose lesions. Three patients with a clinical diagnosis of
condylomata acuminata have been selected, and a biopsys of the condylomatose
lesions has been performed. The three patients’ lesions have had a
histopathological diagnosis of a low HPV infection with positive expression of the
p53 protein. All cases have demonstrated epithelial hiperplasia and koiliocytosis.
Two cases have demonstrated parakeratosis and only one case has
demonstrated hiperkeratosis. The p53 protein expression was positive in all
layers of the infected epithelium, and in one patient a strong expression
concentated in the basal layer has been observed. The p53 protein expression
has not demonstrated as being an efficient prognostic marker in HPV
oncogenesis, as it is found to be positive in low degree lesions.

Therefore, this work arrives to the conclusion that the expression of p53
protein is present within the HPV infections and cannot be related to the clinical
presentation of the lesion and neither to the epithelial histopathological alteration.

| - INTRODUCAO

As verrugas genitais sdo conhecidas como manifestacdo de origem
venérea desde a Antiguidade, presentes em escritos gregos e romanos (Almeida
Filho et al., 2005). Nos ultimos anos, o interesse pelo papilomavirus humano
(HPV) tem crescido em fungdo do acumulo de evidéncias do seu potencial
oncogénico, principalmente no trato anogenital. Sequéncias de DNA (acido
desoxirribonucléico) de HPV tém sido encontradas em até 99,7% dos
carcinomas cervicais (Sanders & Taira, 2003) e em 42% dos carcinomas de
pénis (Bleeker et al., 2002). Aliado a este fato, ha evidéncias de que a epidemia
de HPV tem crescido nas ultimas décadas e, atualmente, pode ser considerada
a doenca sexualmente transmissivel (DST) mais prevalente em todo o mundo
(Kjaer et al., 2002).



Durante a vida sexual, 75% da populacdo vao entrar em contato com o
HPV, sendo 1% com infecgéo clinica, 4% com infec¢do subclinica e 70% com
infeccdo latente (DNA-HPV+) (Heley, 2003). Contudo, o grande impacto da
infeccédo pelo HPV é demonstrado na populacdo feminina. Apds a infeccéo por
HPV de alto risco, a probabilidade de desenvolver uma lesédo cervical de alto
grau é cerca de 300 vezes maior do que em mulheres ndo-infectadas, enquanto
a probabilidade de desenvolver cancer cervical € cerca de 50 a 100 vezes maior.
Do total de casos de cancer na mulher, 11% sado causados pelo HPV (Almeida
Filho et al., 2005). Com relacdo a estimativa mundial, a OMS calcula em 300
milhdes de novos casos por ano de infec¢do cervical sem alteracdes citoldgicas
detectaveis, 30 milhdes de novos casos de lesdes de baixo grau e 10 milhdes de
novos casos de lesdes de alto grau com 493.000 novos casos de cancer cervical
por ano. Destes casos de cancer, estimam-se 233.372 mortes por ano, sendo
39.350 em paises desenvolvidos e 194.025 em paises em desenvolvimento. A
estimativa para o ano de 2050 é de 1.090.000 novos casos/ano, caso se
mantenham os indices atuais de crescimento (Lorenzo et al., 2000).

Todos os HPV apresentam um tropismo por epitélios pavimentosos
estratificados, mas variam de acordo com a especificidade do local de infeccéo,
porém nao causam doencas sistémicas (Park et al., 1995). Geralmente nédo
apresentam sinais ou sintomas agudos, promovendo o0 surgimento de lesdes
clinicas que crescem lentamente, mas que também podem permanecer como
lesBes subclinicas ou infec¢des latentes por longos periodos (McMurray et al.,
2001). Cerca de 40 tipos de HPV apresentam tropismo pelas mucosas
anogenitais, sendo 0s mais prevalentes os tipos: 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 45 (Pinto
& Mellinger, 1999). Os virus que infectam o trato genital inferior séo classificados
em duas categorias: alto risco e baixo risco. Os virus de alto risco ou
oncogénicos integram-se ao genoma da célula hospedeira, imortalizando-as e
estimulando sua multiplicacdo, estando associados ao desenvolvimento de
lesBes pré-cancerosas e cancerosas. Essa imortalizacdo se deve principalmente

a acao da proteina viral E6, que inativa a proteina p53 da célula hospedeira, em



bY

situagbes normais, induz a apoptose celular em caso de anormalidades no

genoma celular (Jin & Levine, 2001).

A alta incidéncia da infeccdo por HPV associada ao seu potencial
oncogénico e as altas taxas de recidiva, fazem com que esta enfermidade deva
ser abordada de forma diferenciada. O tratamento da infeccdo por HPV é
complexo e ainda ndo se consegue agir diretamente sobre o virus, apenas
estimular o sistema imune do hospedeiro a elimina-lo. Muitas vezes se tem o
diagnostico da infeccdo por HPV sem o achado de lesGes epiteliais ou apenas
lesbes de baixo grau que nao tém indicacdo de tratamento, apenas de
acompanhamento. O processo de evolugdo das lesdes de baixo grau para as
lesbes de alto grau é lento e nao existe fator prognéstico importante na
determinacdo desta evolucdo. A proteina p53 ndo consegue ser identificada
imunoistoquimicamente em células normais, pois apresenta meia-vida fugaz;
contudo, quando mutada pelo HPV, torna-se imunoistoquimicamente
identificavel, o que poderia ser um marcador prognostico nas les6es de baixo
grau. O objetivo deste trabalho é demonstrar o papel da proteina p53 como um

provavel marcador prognostico nas lesées condilomatosas de pénis.



Il - REVISAO DA LITERATURA

1 — DEFINICAO

Os papilomavirus humanos (HPV) sdo pequenos virus de DNA (genomas
de aproximadamente 8 kDa) que causam, na maior parte das vezes,
proliferacdes epiteliais benignas na pele e em mucosas, denominadas verrugas.
Geralmente ndo apresentam sinais ou sintomas agudos, promovendo o
surgimento de les@es clinicas que crescem lentamente, mas que também podem
permanecer como lesdes subclinicas ou infec¢des latentes por longos periodos.
Um subgrupo de HPV esta associado ao surgimento de doencas epiteliais
malignas em ambos 0s sexos, porém o cancer na cérvice uterina acontece com

maior frequéncia (Fitzpatrick et al., 2001).



2 - ASPECTOS HISTORICOS

As verrugas genitais sdo conhecidas como manifestacdes de origem
venérea desde a Antiguidade, presentes em escritos gregos e romanos
(Fitzpatrick et al., 2001). Suas denominacfes mais antigas sdo thymus e ficus.
O termo thymus, logo abandonado, encontra-se em escritos médicos
respeitaveis, enquanto ficus, era utilizado no sentido obsceno, sobreviveu até o
século XIX nos idiomas francés, sueco, italiano e espanhol (Bafversted, 1967).
Outras denominac¢fes, em distintas épocas, foram verrugas venéreas, verrugas
gonocdcicas e condiloma acuminado. No Brasil, as verrugas sdo conhecidas

popularmente como “crista-de-galo”, “cavalo-de-crista” e “figueira” (Almeida Filho
et al., 2005).

O termo condiloma origina-se do grego antigo e significa algo como
“tumor redondo” (Bafversted, 1967), enquanto acuminado provém do latim
acuminare, que significa “tornar pontudo” (Butler & Stanbridge, 1984).

As verrugas genitais s6 despertaram real interesse apos a epidemia de sifilis,
na Europa, no final do século XV. A partir de entdo, todas as Ulceras e
descargas genitais passaram a ser atribuidas ao “veneno venéreo” da sifilis.
Desta maneira, as verrugas genitais eram confundidas com os condilomas

planos, sendo entdo considerados como manifestacées clinicas da sifilis
(Oriel, 1971).

Paget (1865), relatando um caso de “doenca sifilitica do reto e do colon”,
alertou para o tipo de lesdo perineal encontrada, que atribuiu a sifilis,
demonstrando um equivoco histérico muito importante. O relato de Paget (1865)
foi:

“Elas (as lesdes) sado crescimentos de pele agrupados ao redor do anus,
cor-de-rosa, com textura macia, carnudas, brilhantes, imidas e tremendamente
secretantes; com contorno irrregular, bem agudas, cbnicas ou achatadas como
se por pressao mutua ou pressdo entre as nadegas. Se pudessem ser
comparadas com alguma coisa, 0 seriam com cristas-de-galo, com as quais,

realmente parecem muito. Eu ndo ousarei afirmar que estes crescimentos



cutaneos soO sdo encontrados com doenca sifilitica do reto, mas eles sdo muito
comuns em associacdo com ela e tdo raras sem ela que eu ndo vi ainda um

caso no qual existissem sozinhos ou com alguma outra doenga que néo a sifilis”.

Celsus, no primeiro século, referiu que as verrugas poderiam localizar-se
nas plantas dos pés, nas palmas das maos ou nos genitais, sendo
possivelmente o primeiro a perceber uma identidade etiolégica entre as verrugas

cutaneas e as genitais (Bafversted, 1967).

No século XIX, as verrugas genitais passaram a ser atribuidas a
gonorréia. Strumpke, em 1914, descreveu o desenvolvimento de vegetagfes em
torno da genitalia feminina e do anus a partir da gonorréia (Ravogli, 1916).
Contudo, tal crenca s6 foi desprezada apds a constatacdo de que mais da
metade das pacientes com verruga genital ndo apresentavam sinais clinicos de
gonorréia (Almeida Filho et al., 2005).

Em meados do século XIX, surgiu a teoria do irritante inespecifico, que
vigorou até meados do nosso século, e segundo a qual as verrugas genitais
eram causadas por irritacdo cutanea determinada por corrimentos vaginais,
esmegma decomposto e higiene genital precaria. Ravogli (1916) defendia que o
condiloma acuminado era originado por agentes irritantes de natureza
especifica, como 0 esmegma ou corrimentos vaginais capazes de inflamar a pele
ou a mucosa, produzindo escoriagfes que desnudariam as papilas dérmicas e

promoveriam o crescimento das vegetacoes papilares.

No final do século XIX, as verrugas genitais passaram a ser relacionadas
com as verrugas cutaneas. Naquela época, observou-se a presenca de ambos
os tipos de verrugas, com grande semelhanca histolégica e constatou-se o
desenvolvimento de verrugas cutdneas em areas extragenitais apos a
inoculacdo com extrato de verrugas genitais. Estes achados levaram a teoria de

origem Unica das verrugas, 0 que originou a teoria unitaria (Oriel, 1971).

Light, em 1894, foi o primeiro a relatar o desenvolvimento da verruga

humana, inoculando em sua propria pele material ndo-filtrado de verruga



removida de seu irmao e verificou o desenvolvimento de uma verruga em um

dos locais inoculados (Rowson & Mahy, 1967).

Jadassohn, em 1896, confirmou a natureza infecciosa das verrugas
cutaneas. Utilizou extrato nao-filtrado de quatro lesdes diferentes (duas verrugas
planas e duas papilomatosas), inoculou-as em 74 areas de pele normal de méos
e bracos de seis individuos. Ap6s um periodo de incubacdo de dois a trés
meses, surgiram lesdes verrucosas planas em 31 locais inoculados. Todos
desenvolveram pelo menos uma leséo e, alguns, varias lesdes (Goldschmidt &
Kligman, 1958).

Ciuffo (1907) foi o primeiro a provar a natureza viral das verrugas cutaneas.
Utilizando extrato filtrado de verruga plana suspenso em solugéo salina,
inoculou-o em area escarificada no dorso da propria méo, observando, cinco
meses depois, o desenvolvimento de pequenas papulas.

Waelsch, em 1917, foi o primeiro a obter sucesso com a inoculacéo de
material de verruga genital na pele humana. Foi também o primeiro a
confirmar a hipétese de que o0 mesmo agente causava a verruga genital e a
verruga cutanea. Inoculou extrato nao-filtrado de condiloma de pénis em
areas escarificadas da pele de trés voluntarios. Dois deles desenvolveram
verrugas planas no antebraco, respectivamente, apés trés e nove meses.
Surgiram, em uma voluntaria, lesdes tipicas de condiloma em pequeno labio,
apos trés meses (Goldschmidt & Kligman, 1958).

Oriel & Almeida (1970) observaram que 0s experimentos com inoculacao de
extratos de verrugas genitais s&o poucos e o material utilizado tem sido obtido
sempre de pénis, enquanto extratos de verrugas de vulva e anus nunca foram
empregados. Por outro lado, extratos de verrugas cutaneas jamais foram
inoculados com sucesso na regiao genital.

Strauss et al. (1949) demonstraram a origem viral das verrugas cutaneas ao
observarem em extrato de cinco papilomas cutaneos, através da microscopia
eletrbnica, a presenca de particulas virais arranjadas em padréo de cristal. O
exame histopatolégico das lesdes demonstrou corpos de inclusdo
intranucleares.

Apenas em 1954, foi demonstrada a transmisséo sexual das verrugas genitais
por Barret et al. Esta demonstracdo ocorreu através da observagéo de que
dois tercos das esposas de soldados americanos, que voltaram da guerra da
Coréia e tiveram relacbes sexuais com mulheres com verrugas genitais,
apresentaram verrugas genitais e anais apds quatro a seis semanas de
incubacédo (Pinto & Mellinger, 1999). A transmissao sexual foi posteriormente
confirmada por Oriel (1971) que observou uma alta incidéncia de surgimento
de verrugas genitais apos contato sexual com individuos infectados.



Os virus causadores das verrugas cutaneas e genitais tém aparéncia similar a
luz da microscopia eletrénica. Todavia, foi demonstrado, atraves da
imunomicroscopia eletrdnica, que os virus das verrugas genitais diferiam
antigenicamente daqueles isolados de verrugas cutaneas (Almeida et al.,
1969)

A discuss&o em torno da etiologia e a aceitagao por longo tempo de origem
Unica das verrugas, desviaram a atencéo dos estudiosos quanto ao modo de
transmissdo das verrugas genitais. Teokharov (1969), achando incomum a
concomitancia de verrugas genitais e cutaneas, concluiu que as primeiras
eram infecgOes virais venéreas independentes e distintas das outras.

Oriel (1971) verificou que as verrugas genitais sdo de transmissao sexual
provavel e confirmou a independéncia dos dois tipos de verrugas. Contudo,
ressaltou um pequeno grupo de pacientes com verrugas cutaneas que
desenvolveram lesdes genitais semelhantes, caracterizando-as como
causadas pelo mesmo virus transferido para a area genital através das
proprias maos.

O conhecimento mais profundo da estrutura e da organizacéo viral permitiu o
desenvolvimento de técnicas imunoquimicas, que possibilitaram a deteccéo
do virus através de seus antigenos. Zur Hausen et al. (1974) tiveram
participacédo fundamental no processo de identificacdo viral, ao publicarem o
primeiro trabalho sobre a hibridizacdo molecular, utilizando sondas de DNA
derivadas de verruga plantar. A técnica aperfeicoada por Southern, em 1975,
permite distinguir os varios tipos de HPV existentes, segundo o grau de
semelhanca de suas bases nitrogenadas (Southern, 1975).

Gissmann & zur Hausen (1976), somente dois anos apés a publicacao
pioneira, obtiveram sucesso com a hibridizacdo molecular e estabeleceram a
pluralidade do virus do papiloma humano.

O crescente e atual interesse pelo estudo das infeccGes causadas pelo HPV
deveu-se aos trabalhos de Meisels & Fortin (1976) e Purola & Savia (1977)
gue caracterizaram os padrdes cito-histolégicos da infeccao cervical e
correlacionaram-nos as lesdes subclinicas cervicais descritas, pela primeira
vez, por Meisels et al. (1977).

zur Hausen (1976) admitiu a hipdtese de envolvimento do papiloma virus
humano (HPV) na etiologia do cancer genital. Em 1977, publicou extensa
revisdo da literatura sobre a possibilidade de envolvimento do HPV na génese
dos carcinomas de células escamosas (zur Hausen, 1977).

O dominio e a diversificagcdo das técnicas de hibridizagdo molecular
possibilitaram, em curto espago de tempo, que fossem identificados varios
tipos de HPV. Assim, foram caracterizados o tipo 6, derivado de um condiloma
acuminado (Gissmann & zur Hausen, 1980); o tipo 11, de um papiloma de
laringe (Gissman et al., 1983); o tipo 16, de bidpsias de carcinoma cervical
(Durst et al., 1983); e o tipo 18, de pacientes com neoplasia genital (Boshart et
al., 1984).






3 - ETIOLOGIA

Os virus séo parasitas intracelulares que ndo podem replicar-se por si
préprios. Reproduzem-se pela infeccdo de uma célula hospedeira e pela
usurpacao da maquinaria celular para produzir mais particulas virais. Nas formas
mais simples, os virus sdo compostos somente do &cido nucléico genémico

(RNA ou DNA) circundado por uma capa protéica (Cooper, 2001).

O papilomavirus humano (HPV) pertence a familia Papillomaviridae e ao
género alpha-papillomavirus. Sdo virus icosaédricos com 55nm e 72
capsdbmeros. O genoma € uma dupla hélice de DNA circular contendo 8.000

pares de bases que codificam cerca de nove proteinas.

Os papilomavirus tém diferencas significativas com relacdo aos outros
grupos. Seus capsideos sdo maiores (55nm), seus cCromossomos sdao mais
longos (cerca de 8.000 pares de bases nitrogenadas) e a andlise das seqiiéncias

de bases do seu DNA revela diferencas marcantes (Almeida Filho et al., 2005).

As particulas do virus do papiloma isoladas de coelhos, de bois ou de
homens infectados revelam aparéncia semelhante, porém sao altamente
espécie-especificos (McMurray et al., 2001). Os virions, analisados a luz da
microscopia eletrénica, tém um capsideo de forma icosaédrica, composto por 72
capsbmeros muito bem encaixados. Ao contrario dos virus envelopados, ndo
contém membrana ou qualquer componente lipidico e sdo constituidos por
poucas proteinas arranjadas de forma muito simples. A auséncia do envelope
lipidico proporciona maior estabilidade ao virus, aumentando o seu poder de
infectividade (McMurray et al., 2001).

O cromossomo do HPV possui uma molécula do DNA, constitui 12% do
peso do virion, apresenta comprimento molecular de 7.900 pares de bases
nitrogenadas, peso molecular de 5.200.000 daltons e a relacdo de pares de
bases adenina:timina e citosina:guanina € de aproximadamente 58% e 42%,
respectivamente (Cooper, 2001).



A arquitetura geral da sequéncia de DNA é constituida basicamente por
trés unidades: regido de leitura precoce ou early, formada pelos genes E1, E2,
E4, E5, E6 e E7; regido de leitura tardia ou late, formada pelos genes L1 e L2; e

a regiao controladora (Pinto & Mellinger, 1999).

A regido precoce ou early composta pelos genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7
codifica as proteinas implicadas na transcricdo viral, na replicagdo viral e na
transformacao celular. Estes genes se manifestam precocemente no ciclo viral e
nao utilizam a DNA-polimerase ou a timidina quinase, com isso, ndo sao

suscetiveis a inibicao pelo aciclovir (Park et al., 1995).

Os genes E1 e E2 codificam proteinas regulatorias importantes para o
HPV (proteinas E1 e E2). As funcfes destas duas proteinas sdo essenciais para
0 processo de replicacdo viral e infeccdo celular. A proteina E2 reprime a
transcricdo unindo-se a sitios de ligacdo especificos na regido controladora. A
proteina E1 facilita esta ligacdo. No caso de transformacdes malignas, quando o
virus se encontra incorporado ao genoma celular, a relacdo de E1 e E2 é
modificada e o bloqueio da transcricdo de E6 e E7 é retirado. O gene E4 poderia
ser considerado como um gene “tardio”, uma vez que se expressa tardiamente
no ciclo de replicagdo viral. E4 provavelmente se encontra na destruicdo da
estrutura do citoesqueleto da célula hospedeira, facilitando a permanéncia e a
maturagdo do virus. Acredita-se que o E5 possa ser também um oncogene,

porém pouco se sabe sobre a acdo deste gene (Tyring, 2000).

A regido tardia ou late, composta pelos genes L1 e L2, codifica as
proteinas do capsideo viral: proteina maior (L1) e proteina menor (L2). A
proteina maior (L1) do capsideo tem peso molecular de 54.000 daltons (Almeida
Filho et al., 2005) e segundo Kurman et al. (1983), somente em 50% das
infeccbes genitais causadas por HPV, séo produzidas a proteina maior, sendo a
percentagem ainda menor nos casos de neoplasia intra-epitelial. A proteina
menor (L2) tem peso molecular de 76.000 daltons, é bastante varidvel entre os
HPV e serve como marcador para estudos imunoistoquimicos (Almeida Filho et
al., 2005).



A regido controladora possui regides promotoras e elementos envolvidos na
replicacéo e transcrigdo do DNA viral (Tyring, 2000).
O DNA viral pode apresentar-se de forma integrada no interior da célula

hospedeira. A integracdo do mesmo acontece em um ou mais sitios do DNA
celular, frequentemente proximos a protoncogenes que através da acédo de
proteinas virais (E6 e E7) podem transformar-se em oncogenes, determinando

as graves lesoes epiteliais (Thomas & Banks, 1999).

Todos o0s papilomavirus apresentam um tropismo por epitélios
pavimentosos estratificados, mas variam de acordo com a especificidade do
local de infeccéo, porém ndo causam doencas sistémicas (Park et al., 1995).

Os tipos de virus do papiloma sao identificados pelo grau de similitude de
seus DNA. Para ser considerado um novo tipo, o HPV deve apresentar menos

de 90% de similitude dos demais tipos. Caso a similitude esteja entre 90% a
98%, o virus sera considerado um subtipo (Tyring, 2000).

O desenvolvimento das técnicas de hibridizacdo molecular permitiu o
rapido reconhecimento de grande numero de tipos e subtipos de HPV. Existem
descritos atualmente mais de 100 tipos de HPV (Quadro 1). O trato genital pode
ser infectado pelos seguintes tipos: 6, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42,
43, 44, 45, 50 e 51-59 (Almeida Filho et al., 2005).

Jenson et al. (1987) admitem que o tipo de HPV parece ter importancia na

localizacdo anatdbmica, na aparéncia clinica e na histéria natural das lesdes.

Os HPV 6 e 11 geralmente ndo se encontram integrados ao genoma da
célula hospedeira. Sao considerados de baixo risco e tém sido demonstrados em
lesdes papilares e displasias leves genitais, papiloma de laringe e outras lesbes

orais com riscos minimos de progredir para lesbes mais graves (Broker, 1987).

Os HPV 16, 18, 30, 31, 33, 34 e 35 geralmente se encontram integrados
ao genoma da célula hospedeira. Sdo considerados de alto risco e estdo
associados as displasias moderadas, acentuadas, carcinomas in situ, invasores
e metastaticos genitais (Broker, 1987). Para Syrjanen (1989), as infeccbes que

contém o HPV 16 sdo as que apresentam maior risco de progressao clinica.



QUADRO 1

Tipos de HPV e suas manifestacdes clinicas

(transcrito e adaptado de Almeida Filho et al., 2005)

HPV MANIFESTACAO CLINICA
la,b,c Verrugas plantares tipo Myrmecia
2a,e Verrugas vulgares filiformes, plantares tipo mosaico, palatais
3a,b Verrugas planas, juvenis, forma leve da epidermodisplasia verruciforme
(EV)
4 Verrugas planares e plantares tipo hiperceratotico
5a,b,8 LesBes maculares da EV, carcinomas de células escamosas EV
6 a-f Condiloma acuminado, NIC I-Ill, VIN I-1ll, papilomas laringeos e tumores
de Buschke-Loéwenstein
7 Verrugas vulgares da méo de manipuladores de carnes e agougueiros

9, 12, 15, 19, 23,

Verrugas verrucosas maculares e planas da EV

24, 25,97, 50
104, b Verrugas planas
1lab Condiloma acuminado, NIC I-lll, papilomas laringeos, conjuntivais e
invertidos do nariz
13a,b Hiperplasia focal epitelial em mucosa oral
14 a, b; 17 a, b; |Lesdes verrucosas maculares e planas da EV, carcinomas de células
20 carcinosas EV
16 Condiloma acuminado, NIC I-lll, VIN I-lll, papulose Bowendide,
carcinoma da cérvice, pénis, brénquios e seios paranasais
18 Condiloma acuminado, NIC I-lll, VIN [-lll, papulose Bowendide,
carcinoma da cérvice e pénis
21 Lesdes verrucosas planas de EV
22 Lesdes maculares da EV
26, 27 Verrugas cuténeas (paciente imunodeprimido)




28, 49 Lesdes verrucosas planas cutaneas

29, 60 Verrugas cuténeas

30 Carcinoma escamoso da laringe, NIC |, Il

31, 35, 45, 52, 51 | NIC I-lll carcinoma da cérvice

32 Hiperplasia epitelial focal em mucosa oral, papiloma oral

33 Papulose bowendéide, NIC I-lll, carcinoma da cérvice

34 Doenca de Bowen, NIC

36 Ceratose actinica, les6es benignas da EV

37 Cerotoacantoma

38 Melanoma maligno

39 Carcinoma da cérvice, NIC |, ll, papulose bowendide

40 PIN, NIC

41 Lesdes multiplas verrucosas planas da pele, cancer de células
escamosas

42 Papilomas genitais, papulose bowendide, condilomas planos, NIC

43, 44, 53, 58,59 |NIC

46 Lesdes benignas da EV

48 Carcinoma de células escamosas da pele
54 Condiloma acuminado

55 Papulose bowendide

57 NIC, verrugas da pele, papilomas invertidos nasais




5 - HISTORIA NATURAL DA INFECCAO PELO HPV

Todos os papilomavirus (HPV) apresentam um tropismo por epitélios
pavimentosos estratificados, mas variam de acordo com a especificidade do

local de infeccao, porém ndo causam doencas sistémicas (Park et al., 1995).

O ciclo biolégico do HPV esta diretamente relacionado ao processo de
diferenciacdo da célula hospedeira (queratindcito), com consequente liberacéo
de particulas virais maduras apenas nas camadas mais diferenciadas
(superficiais) (Longworth & Laimins, 2004). Atualmente ja se tornou possivel o
estudo das alteracbes do genoma viral através do uso de queratindcitos
naturalmente ou experimentalmente infectados. Contudo, este método € limitado
devido a curta vida do queratinécito em meio de cultura (Burd, 2003).

O processo de diferenciacdo dos queratindcitos pode ser interpretado de duas
maneiras opostas em relacdo ao interesse viral. Em primeiro lugar, o virus
precisa de um certo grau de diferenciacdo dos queratinécitos para poder usar
sua maquinaria para a sintese do capsideo viral. Por outro lado, uma célula
muito diferenciada ira apresentar uma maquinaria pouco funcional,
dificultando a replicagado viral. Com isso, observam-se estégios diferentes no

processo de replicacao viral de acordo com as camadas epiteliais (Tyring,
2000).

Os virus penetram no epitélio através de microlesdes e migram através
dos queratinécitos para infectar as células da camada basal que expressam
integrina a6. A adesao as células epiteliais parece ser intermediada pelo
heparan sulfato e por outras proteoglicanas ainda néo identificadas (Longworth &
Laimins, 2004). Apoés a infeccdo, mantém cerca de 50 a 100 genomas por célula.
As células da camada basal estdo em constante mitose e, apds a divisdo celular,
sempre uma célula permanece na camada basal enquanto a outra segue 0 seu
processo de diferenciac@o celular em direcdo ao apice do epitélio (McMurray et
al., 2001).

As células basais possuem pequena quantidade de DNA viral no seu
interior, parecendo funcionar como reservatérios de virus. Nas camadas

profundas do epitélio, a deteccdo do DNA viral situa-se abaixo do nivel de



deteccdo, mesmo através da hibridizacdo molecular. Nas camadas superficiais,
0s antigenos virais sdo facilmente identificaveis, mesmo com métodos menos
sensiveis como a microscopia eletrbnica e a imunoquimica. Por esses motivos, o
virus consegue manter uma infec¢cado constante nas camadas basais e fazer com
que as células maduras nos estratos licido e cérneo, que contém grande
quantidade de virions, ao serem liberadas, durante a descamacgédo celular,
infectem as células vizinhas ou outros organismos, finalizando o chamado ciclo
litico viral (Almeida Filho et al., 2005).

Apés a infecgdo, o periodo de incubacédo é impreciso, podendo ser longo,
parecendo estar intimamente associado a competéncia imunoldgica individual.

Em seguida, quatro caminhos podem ser percorridos (Nery et al., 2005):

1) A infec¢do classica, na qual ndo ha integracdo do DNA viral ao DNA da
célula hospedeira. No processo de maturacdo natural do epitélio, a célula
infectada alcanca a camada superficial, ndo mais se multiplica, possibilitando,
entdo, a replicagdo viral autbnoma e seu efeito citopatico classico, a coilocitose.
Estas células descamam, liberam os virions que, em processo continuo,
infectam as células vizinhas, levando a formacao das lesbes planas e papilares
(lesdes de baixo grau causadas geralmente pelos tipos 6 e 11 do HPV — virus de
baixo risco);

2) A célula basal infectada, devido a nova infec¢cdo por HPV ou acéo de
um mutageno qualquer, sofre a integracdo do DNA viral e profundas alteracdes
em sua funcdo. O DNA integrado promove o aparecimento de sinteses protéicas
anormais e, em consequéncia, mitoses anarquicas e perda da diferenciacdo
celular. A infeccdo traduz-se em graves lesdes epiteliais (lesdes de alto grau

causadas geralmente pelos tipos 16 e 18 do HPV - virus de alto risco);

3) A infeccdo pode permanecer latente sem que haja qualquer expressao
clinica da acéo viral, 0 que pode ser responsavel pelas constantes recidivas

observadas;

4) A eliminagéo do HPV pelo sistema imune.



No entanto, acredita-se que a infec¢cdo possa ter curso flutuante entre a
infeccao clinica, subclinica, latente e a cura (Syrjanen, 1989).

A quantidade de particulas virais detectaveis por microscopia eletronica e
imunoquimica estd na dependéncia do tipo de virus infectante. Nas verrugas
comuns, a quantidade de virus intracelular € enorme, enquanto que nas verrugas
genitais € escassa. Da mesma forma, a quantidade de particulas virais livres
estd na dependéncia do grau de diferenciacdo da lesdo. Nas lesdes
diferenciadas, o niumero de particulas é maior que naquelas pouco diferenciadas

ou indiferenciadas (Almeida Filho et al., 2005).

O virus causa lesBes semelhantes em epitélios de homens e mulheres,
contudo o cancer cervical € mais comum que o cancer em outros locais (Malek,
1993). Este fato provavelmente ocorre pela acdo do HPV na zona de
transformacao da cérvice (juncdo escamocolunar — JEC). Esta zona apresenta
um epitélio imaturo, metaplasico e hormdénio-dependente, que se demonstra
mais suscetivel a transformacdes pré-malignas e possivelmente malignas. As
demais regides dos “epitélios genitais” das mulheres e dos homens apresentam
um epitélio maduro e menos suscetivel as alteracbes malignas do virus
(McMurray, 2001).

As lesdes de alto ou baixo grau ndo dependem exclusivamente do tipo viral, mas
sim de um complexo mecanismo de agressdo e defesa ainda ndo totalmente decifrado.
Eventualmente podem existir lesbes benignas causadas pelos tipos de alto risco e lesbes
malignas pelos de baixo risco (Passos, 2006).

Da mesma forma que na vagina e na vulva, o epitélio peniano contém, com grande
freqiiéncia, o DNA do HPV. Rubin et al. (2001) demonstrou a presenca do DNA do HPV
16 em 42% dos pacientes com carcinoma de pénis, em 90% dos pacientes com neoplasia
intra-epitelial (PIN) e em 100% dos pacientes com condilomas.

As multiplas localizacOes e expressdes clinicas da infeccdo pelo HPV fazem com
que a denominacdo de condiloma acuminado ndo deva ser utilizada como sindnimo de

infecgcéo por HPV. Atualmente, o termo mais aceito seria virose do papiloma humano ou



infeccdo pelo virus do papiloma humano, devendo-se obrigatoriamente caracterizar a
topografia e a localizacdo da doenca (Almeida Filho et al., 2005).

As lesdes clinicas manifestam-se principalmente na forma de verrugas. As
verrugas nao se distribuem uniformemente sobre a genitalia e, tanto no homem
como na mulher, algumas partes sdo mais frequentemente afetadas que outras
(Heley, 2003).

Oriel (1971) observou que as partes mais acometidas no homem foram o
freio, corona e glande em 52% dos casos e o prepucio em 33% dos casos. Na
mulher, o autor observou a presenca de verrugas na furcula (73%), pequenos
labios e clitoris (32%) e grandes labios (31%). A parte menos acometida por

verrugas, na genitalia, foi a cérvice uterina (2%).

Chuang et al. (1984) observaram, em uma série de 500 casos de verrugas
genitais em mulheres e 246 em homens, que 86% dos homens e 14% das
mulheres apresentavam lesdes localizadas em um Unico sitio. No homem, as
partes mais envolvidas foram corpo do pénis (51%), glande, freio e corona (10%)
e prepucio (8%), enquanto nas mulheres foram vulva/clitoris (66%),
vagina/intréito vaginal (37%) e a cérvice envolvida em apenas 8% dos pacientes.
O condiloma uretral ndo € comum, mas a uretroscopia deve ser considerada em
pacientes com lesdes no meato uretral ou histéria deste tipo de lesdo. O

condiloma vesical também é raro e geralmente esta associado ao condiloma
uretral (Pinto & Mellinger, 1999).

As verrugas genitais consistem em excrescéncias papilares vermelhas Gnicas ou
multiplas, sésseis ou pedunculadas, que variam de 1 mm a varios milimetros de diametro.
Histologicamente, um estroma de tecido conjuntivo papilar viloso, formando ramos, é
coberto por um epitélio que pode apresentar hiperceratose superficial e espessamento da
epiderme subjacente (acantose) considerdveis. A maturacdo ordenada e normal das
células epiteliais é preservada. Nestas lesfes, nota-se uma clara vacuolizacdo das células
espinhosas (coilocitose), caracteristica da infeccdo por HPV. A membrana basal esta
intacta e ndo ha evidéncias de invasdo do estroma adjacente (Kumar et al., 2005).



As lesdes subclinicas podem ser identificadas através da histopatologia
ou por meio da utilizacdo de métodos de destacamento de alteraces epiteliais
(aplicacdo de acido acético a 5% ou azul de toluidina) (Almeida Filho et al.,
2005). Lesdes penianas sdo frequentemente encontradas em parceiros de
pacientes com NIC (68%). A maioria destas lesdes sdo sub-clinicas (70%) e
estdo associadas a presenca de HPV de alto risco, constituindo um reservatoério
de HPV de alto risco (Bleeker et al., 2002).

As formas latentes ndo promovem a alteracdo epitelial e s6 podem ser

diagnosticadas pela presenca do DNA viral (Tyring, 2000).

Tseng et al. (1996) relataram que a infecgdo por HPV tem cura espontanea na
maior parte das vezes com 31% da cura nos seis primeiros meses, 39% nos seis meses
subsequentes e 11% nos préximos seis meses, totalizando um percentual de 81% em até
18 meses.

A manifestacéo inicial da infecgdo por HPV de alto risco pode-se apresentar como
lesGes de baixo grau, que se manifestam por alteracdo no processo de diferenciacdo no
terco inferior do epitélio. Esta lesdo pode permanecer como lesdo de baixo grau,
desaparecer ou transformar-se em uma lesdo de alto grau (mais de dois tercos do epitélio
com alteragdo na diferenciagdo celular). A lesdo de alto grau pode permanecer
estacionada, regredir ou evoluir através da membrana basal do epitélio, caracterizando
uma doengca invasiva e metastatica (McMurray, 2001).

No pénis, foram descritas duas lesbes distintas que apresentam caracteristicas
histologicas de carcinoma in situ: doenca de Bowen e papulose bowendide. Todas estas
lesGes apresentam uma forte associacdo com infeccdo pelo HPV. Dados obtidos a partir
de um grande nimero de estudos revelam que o DNA do HPV, mais comumente o do
tipo 16, é encontrado em 80% dos casos (Kumar et al., 2005).

A doenca de Bowen ocorre na regido genital de homens e mulheres, geralmente
com mais de 35 anos de idade. Em homens, tende a envolver a pele da haste do pénis e o
escroto. Macroscopicamente, aparece como uma placa solitaria, espessada, branco-
acinzentada e opaca, com ulceragdo superficial e formagdo de crosta. Pode também se
manifestar na glande e no prepacio como placas vermelhas brilhantes, as vezes

aveluladas, onde é clinicamente chamada de eritroplasia de Queyrat. Histologicamente, a



epiderme apresenta proliferagdo com numerosas mitoses, algumas atipicas. As células séo
acentuadamente displasicas, com grandes nucleos hipercroméaticos e auséncia de
maturacdo ordenada. Entretanto, a borda derme-epiderme encontra-se nitidamente
delineada por uma membrana basal intacta. Ao longo de anos, a doenca de Bowen pode-
se transformar em carcinoma de células escamosas em aproximadamente 10% dos
pacientes (Kumar et al., 2005).

A papulose bowenoide ocorre em adultos sexualmente ativos. Clinicamente, difere
da doenca de Bowen pela idade mais precoce dos pacientes e pela presenca de maultiplas
(em vez de solitérias) lesdes papulares. Em alguns casos, as lesGes podem ser verrucoides
e facilmente confundidas com o condiloma acuminado. Histologicamente, a papulose
bowendide é indistinguivel da doenca de Bowen e também esta relacionada com o HPV
16. Em contraste com a doenca de Bowen, a paulose bowendide praticamente nunca se
transforma em carcinoma invasivo e, em muitos casos, regride espontaneamente (Kumar
et al., 2005).

O carcinoma de células escamosas do pénis geralmente é encontrado em pacientes
com idades entre 40 e 70 anos. Geralmente comeca na glande ou na superficie interna do
prepucio, proximo ao sulco coronal. As lesdes nao sdo dolorosas até que sofram ulceragédo
e infeccdo secundaria. Frequentemente sdo hemorragicas, sendo observados dois padrdes
macroscopicos: papilar e plano. As lesdes papilares simulam os condilomas acuminados e
podem produzir uma massa vegetante em forma de couve-flor. As lesGes planas aparecem
como areas de espessamento epitelial, acompanhadas de coloragdo acinzentada e fissuras
da superficie mucosa. Com a progressdo, desenvolve-se uma papula ulcerada.
Histologicamente, as lesdes papilares e planas séo carcinomas de células escamosas com
graus variados de diferenciacdo. Metastases para linfonodos iliacos e inguinais
caracterizam o estagio inicial, mas a disseminacdo generalizada é extremamente incomum
até que a lesdo seja muito avancada. O carcinoma verrucoso € uma variante incomum,
bem diferenciada, de carcinoma de células escamosas, que apresenta baixo potencial
maligno. Estes tumores sdo localmente invasivos, mas raramente produzem metéastases.
Apresentam uma aparéncia verrucosa (papilar), semelhantes aos condilomas acuminados,

mas sdo maiores que os condilomas habituais. Em contraste com os condilomas



acuminados, entretanto, os carcinomas verrucosos podem invadir os tecidos adjacentes
(Kumar et al., 2005).

A circuncisdo masculina esta associada a um risco reduzido de infeccdo pelo HPV
no homem e uma menor incidéncia de cancer cervical na parceira (Castellsagué et al.,
2002).

Existe uma marcante correlacdo entre a pratica de circuncisdo e a ocorréncia de
cancer de pénis. A circuncisdo confere protecdo; portanto, este cancer é extremamente
raro entre judeus e mucgulmanos. Postula-se que a circuncisao esteja associada a uma
melhor higiene genital, que, por sua vez, reduz a exposicdo a carcinégenos, que podem
estar concentrados no esmegma, demonstrando mais uma vez a teoria multifatorial na
carcinogénese pelo HPV (Kumar et al., 2005).

O homem pode ser considerado como de alto risco na etiologia do cancer
cervical, funcionando como “reservatério” e “vetor” na transmissdo do HPV de alto grau

(Castellsagué et al., 2001).

5.1 - HPV E CARCINOGENSE CERVICAL

Nenhuma outra forma de céncer documenta melhor os notaveis efeitos da
prevencdo, do diagnostico precoce e do tratamento curativo sobre a taxa de mortalidade
do que o cancer de colo de Utero. Segundo a OMS (Organizacdo Mundial de Saude), o
cancer de colo de Utero € a segunda maior causa de mortes por cancer na mulher, com
uma perspectiva de 470.000 casos novos por ano e 233.000 mortes por ano. (OMS, 2006).

Na patogénese do cancer de colo de Utero encontram-se envolvidos varios fatores,
sendo o de maior destaque o HPV. O HPV pode ser detectado por técnicas de
hibridizacdo in situ em cerca de 99,7% dos cénceres cervicais. Contudo, as evidéncias
ndo implicam o HPV como Unico fator e acredita-se na existéncia de outros fatores
associados que nao foram completamente elucidados e que até poderiam explicar o
comportamento diferenciado do HPV em diferentes individuos (Kumar et al., 2005). Uma
grande quantidade de dados epidemioldgicos obtidos de estudos moleculares estabeleceu
0s seguintes fatores de risco para a neoplasia cervical (Woodworth et al., 2000):

¢ Inicio da atividade sexual precoce

e Multiplicidade de parceiros sexuais



e Parceiro sexual que ja teve muitas parceiras sexuais
e Infecgdes genitais

e Tabagismo e uso de anticoncepcionais

e Presenga de HPV de risco

e Persisténcia do HPV de risco por longo tempo

Estado imunoldgico do hospedeiro

O rastreamento com o esfregaco de Papanicolaou é muito eficaz na prevencao do
cancer cervical porque a maioria dos canceres é precedida por uma lesdo pré-cancerosa.
Essa lesdo pré-cancerosa pode permanecer em um estagio ndo invasivo durante um
periodo muito longo (até 20 anos) e desprender células anormais que podem ser
detectadas pelo exame citoldgico. Essas alteragbes pré-cancerosas devem ser
interpretadas tendo em mente o seguinte:

1) que elas representam um continuum de alteragfes morfologicas com linhas de
demarcacao pouco nitidas;

2) que elas ndo evoluem invariavelmente para um cancer e que podem regredir
espontaneamente; e o risco de ndo desaparecerem ou de evoluirem para um cancer
aumenta conforme a gravidade da alteracdo pré-cancerosa;

3) que elas estdo associadas ao HPV e que os tipos de HPV de alto risco sdo
encontrados com maior frequéncia nas lesdes precursoras de grau mais alto (Oliveira et
al., 2002).

Os pré-canceres cervicais ja foram classificados de diversas maneiras e atualmente
sdo divididos em lesdes de baixo grau (NIC I) e lesbes de alto grau (NIC 11 e NIC [1I)
(Kumar et al., 2005).

O espectro das lesdes precursoras € muitas vezes ilustrado como uma simples
progressdo de NIC | até cancer, mas na realidade ¢ muito complexo por causa das
caracteristicas do local onde essas lesbes surgem, a zona de transformacdo. Essa &rea
exibe uma ampla gama de diferenciacdo epitelial, que abrange o epitélio estratificado

pavimentoso (escamoso), o epitélio colunar e uma mistura dos dois. E muito provavel que



as lesbes de NIC de baixo grau, que incluem os condilomas, néo progridam, enquanto as
lesbes que contém graus maiores de atipia celular apresentem um risco maior de
progressdao. Nem todas as lesdes comecam como condilomas ou como uma NIC I; na
realidade, elas podem encaixar-se em qualquer ponto da seqiiéncia do espectro,
dependendo do tipo de HPV associado e de outros fatores de hospedeiro, que abrangem o
tipo de célula infectada pelo virus (escamosa madura, metaplasica imatura, colunar etc).
As taxas de progressao das lesdes ndo sdo uniformes, e embora o tipo de HPV encontrado
seja um indicador potencial do comportamento da lesdo, é dificil predizer o desfecho em
cada paciente. Esses achados confirmam a teoria de que o risco de cancer se deve apenas
em parte ao tipo de HPV e pode depender tanto das interacGes hospedeiro-virus quanto de
fatores ambientais para desencadear a evolucdo de uma lesdo cancerosa (Kumar et al.,
2005).

Como esperado, as lesdes que evoluem completamente (NIC I1l) apresentam
maior risco de se transformarem em cancer. A NIC Il esta frequentemente associada ao
cancer invasivo, quando este ultimo € identificado. A progressao até carcinoma invasivo,
quando ocorre, desenvolve-se em um periodo de tempo que pode variar de alguns meses a

mais de 20 anos (Kumar et al., 2005).

5.2 - PARTICIPACAO DA PROTEINA p53 NA CARCINOGENESE

A transformacdo maligna pelo HPV resulta da expressao de dois genes da regiéo
inicial, E6 e E7. As proteinas virais E6 e E7 interferem com a fungdo das proteinas
celulares p53 e Rb (Munger, 2002). Em especial, E7 liga-se a Rb, e E6 estimula a
degradacédo da proteina p53 (Koromilas et al., 2001, Pinheiro & Villa, 2001). Alteragdes
da proteina p53 sdo consideradas criticas para o desenvolvimento de tumores, uma vez
que essa proteina esta relacionada com o controle do ciclo celular, com a resposta celular
a danos no DNA, com o inicio do reparo do DNA e a inducgéo da apoptose (Oliveira et al.,
2002). Além disso, as proteinas E6 e E7 podem imortalizar os queratinécitos, que sdo 0s
hospedeiros do papilomavirus (Nauenburg et al., 2001; KIM et al., 2000). O receptor para

o fator de crescimento epidérmico também se encontra aumentado nas displasias e



carcinomas associados ao HPV, ressaltando a sua importancia na progressao dos
queratindcitos & malignidade (Woodworth et al., 2000).

O produto do gene Rb é uma fosfoproteina de 110 KDa (pRb) com capacidade de
impedir a proliferacdo celular. A introducdo deste gene em células sem o mesmo, impede
o crescimento celular e a formacdo de tumores. Esta proteina comeca a exercer suas
funcbes numa janela de tempo durante a fase G1 do ciclo celular, justamente no ponto de
restricao (R), onde a célula “decide” sobre o prosseguimento do ciclo ou seu arresto. Nas
horas que precedem R, a pRb encontra-se numa forma nao fosforilada ou hipofosforilada,
no entanto, durante as ultimas horas de G1, a pRb apresenta-se hiperfosforilada. A
proteina mantém-se desta forma por todo o ciclo celular, vindo a perder os multiplos
fosfatos somente apds a mitose. A pRb controla indiretamente a expressao de um grupo
de genes capazes de medir o avanco pelo ciclo. Quando a pRb esta hipofosforilada, ou
seja ativa, ela é capaz de se ligar a um fator de transcricdo chamado E2F; quando é
fosforilada, torna-se inativa, permitindo que E2F inicie a transcricdo de varios genes.
Recentemente, observou-se que a pRb recruta a enzima histona deacetilase para reprimir
E2F. Esta enzima funcionaria como um co-repressor de E2F, convertendo a cromatina de
uma forma transcricionalmente ativa (hiperacetilada) para uma transcricionalmente
inativa (hipoacetilada). O termo E2F refere-se a um grupo de pelo menos cinco fatores de
transcricdo distintos que, formando heterodimeros com fatores do tipo DP1, sdo capazes
de se ligar a uma seqiiéncia de nucleotideos consenso TTTCGCGC. Esta sequiéncia esta
presente em promotores importantes para o controle do ciclo celular, tais como c-myc, B-
myb, cdc-2, ciclina E, timidina quinase e o proprio promotor de E2F. Dos cinco E2F
conhecidos, apenas trés sdo regulados pela pRb. Os demais (E2F-4 e E2F-5) séo
controlados pelas proteinas p107 e p130, membros da mesma familia de pRb (Carvalho &
Recco-Pimentel, 2001).

O gene p53 foi descrito em 1979 e foi 0 primeiro gene supressor de tumor
identificado. Esse gene foi originalmente classificado como um oncogene,
porém, apos dez anos de estudos, foi finalmente classificado como gene
supressor de tumor, ao mesmo tempo em que foi observado que o seu
produto, a proteina p53 (p53), encontrava-se inativado em cerca de 50% dos
tumores. A descoberta de que a p53 € um denominador comum em canceres
humanos, ocasionou uma avalanche de trabalhos desde 1989. Neste periodo
foram publicados cerca de 17.000 trabalhos referentes a p53, sendo 3.300



apenas no ultimo ano. Com isso, mais de 10.000 tipos de p53 mutantes foram
descobertos em diferentes organismos (Vogelstein et al., 2000).

O gene p53 é um gene supressor de tumor que apresenta um papel
fundamental na manutencéo da integridade do genoma. O circuito da p53
geralmente permanece “desligado” até que haja um estimulo para o seu
funcionamento. A p53 é um fator transcricional que permanece em baixas
concentracdes sob condicbes normais na célula. Alguns sinais de alterac6es
celulares, como danos do DNA, podem estabilizar e ativar a p53. Uma vez
ativada, a p53 liga-se a elementos promotores dos genes alvos e regula suas
transcrigcdes, que geralmente estdo envolvidas com fung¢des de supresséo de
tumores (Jin & Levine, 2001).

O circuito da p53 consiste na presenca de mediadores iniciais, que detectam
e sinalizam danos celulares ao gene p53, de mediadores centrais, que
mantém e controlam o nivel da p53, e os mediadores finais, que iniciam os
programas de resposta celular (Jin & Levine, 2001).

Os mediadores iniciais demonstram altera¢cdes do DNA celular como por
exemplo, ativacdo de oncogenes, hipoxia, deplecdo de nucleotideos,
alterac6es no fuso mitdtico ou producao de oxido nitrico. Esses mediadores
incluem proteinas quinases (ATM, ATR, CHK1, CHK2) e outros moduladores
da atividade de p53 como as Sumo-1 ligases, complexo PML, proteina HMG-1
entre outras. Esses mediadores promovem a fosforilacdo de p53 e/ou Mdm2,
gue ativam o p53 (Jin & Levine, 2001).

Estudos recentes demonstraram a existéncia de pelo menos trés vias
principais de ativacao do circuito da p53. A primeira via seria deflagrada por
um dano ao DNA e seria dependente principalmente de duas proteinas
quinases: ATM (ataxia telangiectasia mutated) e Chk2. A ATM é estimulada
pela quebra da dupla fita de DNA e estimula a Chk2. A segunda via é iniciada
pela presenca de fatores de crescimento irregulares como os resultantes da
expressdo de oncogenes ( Ras ou Myc) e ocorre através da proteina p14-RF,
A terceira via € induzida por uma gama de quimioterapicos, luz ultra-violeta e
proteinas inibidoras de quinases. Essa via pode ser diferenciada das demais
por ndo depender da ATM, Chk2 ou p14~RF e envolve outras quinases
denominadas ATR (ataxia telangiectasia) e quinase caseina Il (Vogelstein et
al., 2000).

A p53 ativada ira agir sobre as regifes controladoras dos genes dos
mediadores finais, inibindo ou estimulando a transcrigcdo destes. A ativagao
destes genes efetores funciona como um gatilho para diversos programas
celulares incluindo: interrupg¢éo do ciclo celular, apoptose, inibicdo da
angiogénese e reparo do DNA. A interrupcéo do ciclo celular entre G1-S
ocorre pela ativagdo da p21, que € uma inibidora da CDK2 ou pelo bloqueio
em G2-M pela inducéo de 14-3-3c, GADD45, Reprimo e b99, que inibem
CDC2. A apoptose ocorre pela ativagdo de genes pro-apoptéticos, que ativam
Apaf-1 e caspase 9. A inibicdo da angiogénese acontece pela ativacéo de



genes antiangiogénicos, como TSP1, BAI-1, MASPIN e GD-AiF, enquanto o
reparo do DNA pelos genes p48 e R2 (Jin & Levine, 2001).

O circuito central é formado por p53, Mdm2, p14~RF e pelo E2F-1 que estéo
organizados em dois sistemas de feedback interligados. O primeiro sistema é
formado pelos genes p53 e Mdm2. Neste, a p53 atua estimulando
positivamente o Mdm2 através de um estimulo positivo a regido regulatéria do
gene Mdmz2. Por outro lado, o Mdm2 atua negativamente sobre p53
estimulando sua degradacao. Por esse motivo, a quantidade de p53 nas
células é determinada principalmente pela taxa de degradacéo e nao pela de
formacédo (Vogelstein et al., 2000). Essa degradacao € denominada de
protedlise mediada pela ubiquitina (Koromilas et al., 2001; Vogelstein et al.,
2000; Pinheiro & Villa, 2001). A proteina Mdm2 liga-se a proteina p53 e
estimula a adicdo de grupos de ubiquitina na sua extremidade final. Esse
complexo formado passa entdo a agir como um sinalizador a maquinaria de
degradacéo protéica. A baixa taxa de p53 reduz a transcricdo de Mdm2
fechando o feedback. O segundo sistema é formado pelo E2F-1 e pelo
p14~RF Neste, a proteina E2F-1 estimula a transcricdo de ARF enquanto a
proteina p14ARF facilita a degradacéo de E2F-1. Os dois sistemas comunicam-
se de duas formas. Primeiro, o p14”RF interage com o0 Mdm2 inibindo a
deposicao de ubiquitina, estabilizando a p53. Segundo, a p53 inibe a
transcricdo do gene ARF. Esse complexo circuito € importante para a
manutencao e a regulacao dos niveis intracelulares de p53. Alguns aspectos
desse circuito estéo alterados em todos os tumores malignos como, por
exemplo, mutacdes de p53, amplificacdo de Mdm2, atenuacao ou delecdo do
ARF e/ou perda da regulacao de E2F-1 pela mutacdo da proteina Rb
(Vogelstein et al., 2000).

Zhang et al. (2001) afirmam que a p53 encontra-se aumentada em cerca de 63%
dos casos de carcinomas de células escamosa no pénis, enquanto nos casos de condiloma
acuminato a expressao aumentada ndo seria tao frequente.

Nas células normais, a concentracdo da forma original da p53 é geralmente
inferior ao nivel detectavel pela imunoistoquimica. Além disso, a forma original da p53
apresenta uma meia vida curta (cerca de 20 minutos), o que também impossibilita sua
deteccdo na corrente sanglinea. Contudo, nas células tumorais, observa-se a presenca de
mutagfes da p53 em concentragfes elevadas, que podem ser detectadas pela
imunoistoquimica. Em 22% a 76% das transformagcdes malignas, a p53 pode ser

identificada imunoistoquimicamente (Vojtesek et al., 1992).

5.3 - TRANSMISSAO DO HPV



A discusséo gerada em torno da etiologia das verrugas genitais reteve a
atencao dos autores, evitando, assim, que se estudasse mais precocemente a

forma de transmissao da doenca (Almeida Filho et al., 2005).

Existe uma grande dificuldade em se estudar as formas de transmissao do
HPV, uma vez que nado se consegue reproduzir sua infeccdo em meios de
cultura e que o HPV é espécie-especifico, impossibilitando a utilizacédo de

modelos animais experimentais (Arena et al. 2002).

Apenas em 1954 foi demonstrada a transmissao sexual das verrugas genitais
por Barret et al. Esta demonstracao ocorreu através da observacdo de que
dois tercos das esposas de soldados americanos que voltaram da guerra da
Coréia, apresentaram verrugas genitais e anais ap6s quatro a seis semanas
de incubacao. Ao avaliarem os maridos, foi observado que todos tiveram
relacbes sexuais com mulheres com verrugas genitais durante a guerra (Pinto
& Mellinger, 1999). A transmissao sexual foi posteriormente confirmada por
Oriel (1971) que observou uma alta incidéncia de surgimento de verrugas
genitais apos contato sexual com individuos infectados.

Tay et al. (1990) em um estudo clinico envolvendo 111 casais, demonstraram
a presenca de infec¢ao por HPV em 77,1% de homens que tinham esposas
com presenca de HPV no trato genital inferior e 13,3% de presenca de
infeccdo em homens cujas esposas nao apresentavam sinais de infeccéo pelo
HPV.

A transmisséo sexual continua a ser a principal via de transmissao na
infeccéo pelo HPV, contudo existem outras formas de transmissao além da
via sexual (Rando et al.,1989).

Frega et al. (2003), através da presenca do DNA do HPV e Tay et al. (1990),
através de lesdes histologicas e colposcopicas, demonstraram a presenca do
HPV em mulheres que nunca tiveram relagcéo sexual.

Oriel (1971) admitiu a auto-inoculagdo como forma de transmisséao.
Destacando a auto-inoculaggdo como a forma usual de disseminagao
locorregional da doenga, levando a formacdo de mudltiplas lesbes ou massas

volumosas.

A transmissdo através de fémites, embora seja possivel, ndo foi
demonstrada de maneira inquestionavel. Partindo do principio de que a infecgéo
pelo HPV envolve o contato de uma célula infectada e uma célula alvo, varias
formas de transmisséo poderiam ser discutidas. Contudo a presenca de DNA do
HPV e a possibilidade de infeccéo seriam fatos ndo necessariamente associados
(Tay et al. 1990).



Segundo Gross (1987), teoricamente, células epiteliais HPV positivas
podem ser transmitidas por meio do uso repetido de luvas ou instrumental

endoscopico.

Bergeron et al. (1990) realizaram swabs em 74 pecas intimas de mulheres
com infeccao genital e encontraram a presenca do DNA do HPV em 13 (9%).
Além disso, ainda demonstraram que, nestas mulheres em que se encontraram
DNA do HPV nas pecas intimas, a taxa de lesbes recorrentes era de 61%
comparadas a 29% nas demais. Com isSs0O propuseram que as pecas intimas
funcionariam como disseminadoras da infeccdo na &rea genital da propria

mulher.

Olatinbomum et al., (2001) detectaram DNA de HPV por PCR em
esperma, sugerindo ser uma via de contaminacdo em pacientes sem lesdes
clinicas e também demonstraram que a carga viral do individuo pode ser fator

determinante ou até potencializador no mecanismo de transmissao.

O estudo da transmissdo vertical ganhou muito destaque devido a
discusséao referente a presenca de HPV em criancas e recém-nascidos. Varios
estudos foram realizados e tinham como objetivo demonstrar que a presenca de
lesbes por HPV em criancas ndo sao necessariamente originadas de abuso

sexual (Arena et al. 2002).

Até hoje, a participacdo do sistema imune da mde durante a gestacéo
ainda ndo foi completamente esclarecido. Por isso, é muito dificil avaliar o
comportamento imunoldgico da infeccdo pelo HPV em gestantes. Segundo
Rando et al. (2001) e Fife et al. (1996), a presenca do DNA do HPV aumenta no
decorrer da gestacdo e diminui radicalmente no periodo de pos-parto. J& Kemp

et al. (1992) admite uma diminuicdo constante da infeccéo durante a gestacao.

Shushen et al. (1998) demontraram a presenca de DNA do HPV no liquido

amniotico coletado durante a cesarea.

Vérios autores estudaram a prevaléncia do HPV em recém-nascidos com

diferntes resultados. Cason et al. (1995) demonstraram que mais de 60% dos



recém-nascidos de maes infectadas eram HPV-DNA positivos. Ja Alberico et al.
(1996) demonstraram que apenas 20% dos recém-nascidos seriam positivos.
Contudo, varios outros autores demontram taxas superiores a 40% de infeccao
nos recém-nascidos: Kaye et al. (1994); Parakian et al. (1994) e Watts et al.

(1998). Todos detectados através de swab de cavidade oral.

Por outro lado, apesar da alta taxa de positividade nos recém-nascidos,
observou-se que a permanéncia do HPV ap6s um determinado periodo é minima
(Arena et al., 2002). Parakian et al. (1994) e Cason et al. (1995) que
encontraram altas taxas de positividade ao nascimento, demonstraram uma
reducdo de mais da metade em seis semanas e a remissdo de todos 0s casos
em até seis meses. Kaye et al. (1994) ndo descreveram uma diminui¢ao
significativa em seis semanas, porém também demonstraram a remisséao total

em seis meses.

Quando a avaliacdo levou em conta a presenca do DNA do HPV 16 e 18
nos recém-nascidos, Alberico et al. (1996) observaram alta prevaléncia de
ambos 0s tipos ao nascimento, que se perpetuaram até seis semanas. O HPV

18 diminuiu sua prevaléncia enquanto o HPV 16 se manteve constante.

Com relacao ao tipo de parto, Tseng et al. (1996) e Sedlacek et al. (1986)
demonstraram uma prevaléncia menor de contaminacado por HPV quando do
parto cesareo. Os valores foram respectivamente para parto cesareo de 36,5% e

51,4% contra 0% e 27,3% de parto vaginal.

Apesar destas diferencas, Tseng et al. (1996) relatam a presenca do virus
no sangue do cordao umbilical, 0 que sugeriria um mecanismo de transmissao

transplacentéria.

Kaye et al. (1994) demonstram que a carga viral materna pode ser

determinante na transmissao vertical.

Jesus et al. (2001) concluem que as verrugas anogenitais em criangas,
apesar de sugestivas, ndo podem ser consideradas como certeza de abuso

sexual. Obalek et al. (1990) caracterizam uma alta prevaléncia de verugas



anogenitais em criancas causadas por tipos de HPV nédo genitais, o que

provavelmente seria causado por heteroinoculagao ou auto-inoculacéo.

5.4 - DIAGNOSTICO

O diagnéstico, na prética diaria, baseia-se nos dados do exame clinico e
nos achados da peniscopia, associados ao encontro de alteracdes citoldgicas e
histopatolégicas compativeis com a infeccao pelo HPV, além da pesquisa direta
ao HPV (hibridizacdo molecular ou reacdo em cadeia de polimerase - PCR).
Podem-se, ainda, utilizar métodos menos usados como a imunoistoquimica e a

microscopia eletronica (Almeida Filho et al., 2005).

Na maior parte das vezes, o paciente do sexo masculino procura
atendimento por orientacdo de ginecologistas que atenderam suas parceiras e

detectaram a presenca do HPV.

As alteracdes celulares determinadas pelo HPV s&@o conhecidas hd muito
tempo. As caracteristicas citopatoldgicas ndo distinguem as varias formas
clinicas e histopatologicas da infeccdo, no entanto, identificam eficazmente
alteracdes benignas, bem como aquelas de maior gravidade (Almeida Filho et
al., 2005).

A citologia da regido do prepucio interno e da coroa da glande raramente
leva ao diagndstico da infeccdo nesta topografia, pois o material obtido, apesar
de abundante, € composto de células queratinizadas e anucleadas ou com
nacleo picnotico. A analise citologica de raspados desta regido, colhidos de
parceiros de mulheres com infec¢cao genital por HPV, revelou coilocitose em

1,6% dos casos (Nicolau, 1997).

Estudos citolégicos da regido uretral detectaram alteracées compativeis
com a infeccao viral de 4,7% a 49% dos casos, mesmo sem leséo visivel. Aléem
disso, outros autores observaram que as alteragdes celulares sugestivas de

infeccdo por HPV foram encontradas em 81% dos homens que apresentavam



lesBes uretrais e em somente 15% daqueles sem lesGes e concluiram que,
embora a citologia seja suficientemente sensivel, ndo é especifica e seu uso
como método de rastreamento pode levar a uma alto indice de falso-positivos
(Nicolau, 1997).

A coleta de material para citologia da regido do prepucio distal e da
glande, tem o incoveniente de causar traumatismo do epitélio e pode levar a

resultados falso-positivos a peniscopia (Nicolau, 1997).

A histopatologia demonstra um estroma de tecido conjuntivo papilar viloso,
formando ramos, coberto por um epitélio que pode apresentar hiperceratose superficial e
espessamento da epiderme subjacente (acantose) consideraveis. A maturacdo ordenada e
normal das células epiteliais é preservada. Nestas lesdes, nota-se uma clara vacuolizacéo
perinuclear, das células espinhosas (coilocitose), caracteristica da infeccdo por HPV. A
membrana basal esta intacta, e ndo ha evidéncias de invasdo do estroma adjacente. Podem
também surgir lesdes compatives com neoplasia intra-epitelial e cancer invasivo, que ja
foram abordados nesta revisdo (Kumar et al., 2005).

A peniscopia €, no momento, reconhecidamente um método que tem altos
indices de resultados falso-positivos relacionados com o aparecimento de les6es
acetobrancas secundarias a processos inflamatérios inespecificos, que
raramente tém anormalidades HPV-induzidas. Nicolau (1997) ndo encontraram
padrdo consistente nas lesdes do pénis, induzidas pelo HPV a peniscopia e
apenas 23,5% de confirmacgao pela histologia, sendo o encontro de neoplasia

intra-epitelial do pénis (PIN) raro (0,94%).

A observacdo de lesdes acetobrancas, a peniscopia, em parceiros de
mulheres com infecgcdo genital pelo HPV é descrita em vérios estudos, entre
18% e 68% dos casos (Bleeker et al., 2002; Frega et al., 1999).

Processos inflamatorios e infecciosos, bacterianos ou fangicos na regiao
interna do prepucio distal, assim como microtraumas apds 0 coito, coleta de
material citologico desta porcdo e a presenca de papilas hipertréficas na regido
da coroa da glande ou ventrais junto a freio podem levar a resultados falso-
positivos (Almeida Filho et al., 2005).



Com relagdo ao diagnéstico utilizando métodos moleculares, diversas
pesquisas foram realizadas com o intuito de se definir a metodologia ideal de
avaliacdo biomolecular, assim como o local e a maneira de se realizar a coleta
do material. Quando a quantidade de particulas virais no interior da célula &
pequena, sua identificacdo s6 se torna viavel através da hibridizacdo molecular.
No entanto, através deste método, a deteccdo do HPV so € possivel quando sdo
encontradas cerca de 50 copias do DNA em cada célula. A técnica do PCR é
mais precisa e tem a capacidade de detectar uma cépia viral por grupo de até 10
células (Almeida Filho et al., 2005).

Neste sentido, Nicolau (1997) demonstraram que a melhor estratégia para
o diagnéstico de infec¢do por HPV nos homens foi a pesquisa do DNA do HPV,
por meio da coleta de esfregacos de pénis e uretra distal com escova e andlise
pela técnica de captura hibrida. A positividade do DNA viral foi muito superior
nos esfregacos quando comparada com a obtida nos fragmentos de bidpsia
realizada nas mesmas areas afetadas além de identificar a presenca de tipos de
HPV com potencial carcinogénico (alto grau). Além disso, a adicdo do material
obtido na uretra distal foi importante, pois aumentou significantemente a
positividade para o DNA do HPV. Os tipos de HPV encontrados néo coincidiram
entre os parceiros, quando o resultado foi positivo para ambos, o que também foi
referido por Franceshi et al. (2002).

Bleeker et al. (2002) observaram em parceiros de mulheres com
neoplasia intra-epitelial do colo que, nos casos em que foram observados lesdes
penianas a peniscopia, 67% dos raspados foram positivos para o HPV. Quando

nao havia lesédo peniana, a positividade para o DNA viral foi de 37%.



4 — EPIDEMIOLOGIA

Nos ultimos anos, o interesse pelo HPV tem crescido em funcdo do
acumulo de evidéncias do seu potencial oncogénico, principalmente no trato
anogenital. Sequéncias de DNA de certos tipos de HPV tém sido encontradas
em até 90% dos carcinomas cervicais (Cavalcanti et al.,, 2000). Contudo,
segundo alguns estudos este valor chega a 99,7% (Sanders & Taira, 2003).
Aliado a este fato, existem evidéncias de que a epidemia de HPV tem crescido
nas Ultimas décadas e, atualmente, pode ser considerada a doenca sexualmente

transmissivel mais prevalente em todo o mundo (Longworth & Laimins, 2004).

Jenkis & Riley (1980) relataram que a incidéncia de condiloma vulvar tem
crescido 10% ao ano no Reino Unido. Um estudo observou que na Inglaterra, no
periodo de 1972 a 2000, o niumero de casos em homens elevou-se de 39,8 para
270 enquanto que em mulheres passou de 25,3 para 190 por 100.000 habitantes
(CDR,2000).

Becker et al. (1987) baseados no National Disease and therapeutic Index
(EUA), relataram que o numero de “consultas” por verrugas genitais, que incluem
consultas em hospitais, em consultério e por telefone, no periodo de 1966 a
1984, passou de 169.000 para 1.150.000.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a cada ano,
apenas nos Estados Unidos, ocorrem cerca de 10 milhées de novos casos de
infeccdo cervical sem alteracdes citoldgicas detectaveis, um milhdo de novos

casos de lesdes de baixo grau e 300.000 novos casos de lesdes de alto grau.

Em relacdo a estimativa mundial, a OMS estima em 300 milhdes de novos
casos por ano de infeccdo cervical sem alteracdes citologicas detectaveis, 30
milhées de novos casos de lesdes de baixo grau e 10 milhdes de novos casos
de lesdes de alto grau com 493.000 novos casos de cancer cervical por ano.
Destes casos de cancer estima-se 233.372 mortes por ano, sendo 39.350 em

paises desenvolvidos e 194.025 em paises em desenvolvimento. A estimativa



para o ano de 2050 é de 1.090.000 novos casos/ano caso se mantenham os
indices atuais de crescimento (OMS — 2006).

No Brasil, os dados estatisticos dos 6rgdos oficiais sdo escassos e com
certeza nao traduzem a verdadeira magnitude da infec¢do induzida pelo HPV.
Em 2002, a prevaléncia estimada de infec¢cbes por HPV no Brasil foi de apenas
25% nas mulheres, com cerca de 10.775.000 infec¢des e, 5% nos homens, com
cerca de 2.085.000 infec¢des (Ministério da Saude - Brasil, 2005).

Os dados referentes ao cancer de colo de utero podem indiretamente ser
avaliados como indicadores do HPV, lembrando sempre que apenas cerca de
1% das infeccbes por HPV pode gerar lesbes cancerosas (Heley, 2003). No
Brasil, em 2005, a estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para cancer
de colo de utero foi de 20.690 casos, com risco estimado de 22 casos a cada
100 mil mulheres (Ministério da Saude - Brasil, 2005).

E inegavel que a otimizacdo dos métodos de diagnosticos e identificacio
viral, para detectar infec¢bes subclinicas em mulheres e homens, pode modificar
os dados estatisticos disponiveis (Almeida Filho et al., 2005). Atualmente, as
infeccbes subclinicas sdo mais frequentes que as clinicamente aparentes
(Becker et al., 1987).

Bernstein et al. (1985) revisando 1.264 bidpsias cervicais consecutivas do
ano de 1972, com prevaléncia original de 0,7%, obtiveram 36,5% de prevaléncia
da infeccdo. No ano de 1982, em 965 bidpsias cervicais consecutivas,
observaram a prevaléncia de 34%. Com isso, concluem que a infeccdo da

cérvice pelo HPV néo constitui uma nova entidade clinica.

No homem, a detec¢éo da infeccdo subclinica também tem sido avaliada.
Sedlacek et al. (1986), estudando 51 parceiros de mulheres com infeccéo pelo
HPV comprovada histologicamente, observaram que 88% apresentavam sinais
histolégicos de infeccédo, sendo que 72% apresentavam infec¢cdo subclinica do

pénis detectada pela peniscopia.



Bleeker et al. (2002) afirmaram que as lesdes penianas séao
freqientemente encontradas em parceiros de pacientes com NIC (68%). A
maioria destas lesfes sdo subclinicas (70%) e estdo associadas a presenca de

HPYV de alto risco, constituindo um reservatoério de HPV de alto risco.

No Brasil, Jacyntho (1989) submeteu 70 parceiros de mulheres com
infeccdo pelo HPV a peniscopia, detectando 60% de infeccdo subclinica do

pénis.

Alguns itens podem ser destacados na prevaléncia das infec¢des pelo
HPV:

a) ldade

As verrugas genitais sdo doencas do adulto jovem. Todavia podem incidir
em qualquer faixa da vida, sendo mais freqlentes naquelas em que ha maior

vigéncia de relagdes sexuais (Almeida Filho et al., 2005).

Gorthey & Krembs (1954) registraram, em sua série de 6.531 pacientes,

idade média de 21,5 anos.

Stone et al. (1986), analisando dados clinicos de Ohio (EUA), no periodo
de 1980 a 1985, revelaram que as taxas mais altas da infeccdo ocorreram até os

19 anos entre as mulheres e até os 29 anos entre os homens.

Melkert et al. (1993) descreveram que cerca de 25% dos individuos
infectados por HPV tém entre 19 a 24 anos, seguidos por cerca de 20% na faixa

etaria de 25 a 29 anos e por 15% na faixa etaria entre 15 a 18 anos.

No Brasil, Carestiato et al. (2002) demonstraram que a faixa etaria da
infeccdo pelo HPV também esta compreendida entre 20 e 30 anos de idade,

coincidindo com o pico das atividades sexuais. Demonstraram também um



declinio na prevaléncia de infec¢des pelo HPV, conforme o aumento da idade
das pacientes.

Uma explicacdo possivel para este fenbmeno pode ser dada pelo fato de
a infeccéo pelo HPV apresentar uma alta taxa de eliminacdo espontanea, cerca
de 70% em 12 meses e 80% em até 18 meses. Ou ainda que, nas idades mais
avancadas, ocorre uma diminuicdo da atividade sexual, resultando em menor

exposicao a novas infec¢des virais (Heley, 2003).
b) Raca

Os dados relacionados com a distribuicdo da infeccdo por raga sao
conflitantes. Oriel (1971), em sua série de 332 casos, observou que as verrugas
genitais foram mais freqientes em brancos, contudo em sua amostra, 91% dos

pacientes eram brancos e apenas 6% eram negros.

Chuang et al. (1984) também observaram maior prevaléncia entre os
brancos (98%), no entanto, ressaltaram que a populacao estudada na cidade de
Rochester (EUA) era constituida predominantemente por individuos brancos.

Por outro lado, Stone et al. (1986) baseados em dados de clinica de DST
em Ohio (EUA) no periodo de 1980 a 1985, observaram que as verrugas genitais

aumentaram 138% em mulheres brancas e 225% em mulheres negras.
C) Sexo

A maioria dos estudos realizados em clinicas de DST revela que as
verrugas genitais sdo mais comuns em homens do que em mulheres (Oriel,
1971; Schofield, 1979). Chuang et al. (1984) mostram dados opostos. No
periodo de 1950 a 1978, em Rochester (EUA), demonstraram maior incidéncia

nas mulheres.

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, as mulheres
apresentam maior prevaléncia do que os homens (Ministério da Saude — Brasil,
2002).



Sanchez-Aleman et al. (2002), demonstraram que adolescentes do sexo
feminino que tiveram mais de dois parceiros sexuais N0 mesmo ano, apresentam

maior prevaléncia de infeccéo por HPV.

No Brasil, Murta et al. (2002) demonstraram que a infec¢cdo por HPV é
mais frequente em mulheres adolescentes que fazem uso de anticoncepcionais

orais e que apresentam o achado citologico de clue cells.



6 - TRATAMENTO

A multiplicidade de drogas e métodos existentes torna possivel o
tratamento de todas as formas de apresentacdo da infeccdo genital causada
pelo HPV, tanto no homem quanto na mulher. Todavia, nenhum dos métodos &
considerado ideal. Por outro lado, a persisténcia e as recidivas tornam o
tratamento desgastante e desanimador para o paciente e o médico. Seja qual for
o método empregado, as taxas de sucesso situam-se entre 50% e 75% e as

taxas de recorréncia em 30% (Almeida Filho et al., 2005).

Alguns fatores podem influenciar no tratamento da infeccdo pelo HPV.
Wilson et al., (2001) demonstraram que o numero de verrugas pode influenciar
em seu tempo de regressédo. Estes autores afirmam que quanto maior for o

namero de lesBes, maior serd o tempo de involucdo das lesdes.

Feldman et al. (1997) demonstraram que a presenca de lesdes perianais,
lesdes persistentes e o fumo favorecem a uma involugdo mais lenta das lesées.
Com relacdo ao fumo, a explicagcdo sugerida pelos autores seria uma menor
eficiéncia do sistema imune devido a uma diminui¢c&o das células de Langerhans

causadas pelo fumo.

Wilson et al. (2001) concluiram que, além do fumo, a radiagdo ultra-
violeta, produzida principalmente em processo de “bronzeamento artificial”,
também seria um fator que aumentaria o tempo de involucdo das lesdes
epiteliais pela diminuicdo das células de Langerhans e a supresséo das células
NK (natural killer).

Contudo, Hippelainen et al. (1994) afirmam que o fumo nao esta envolvido

no processo de regressao das lesodes.

As lesBes clinicas e as subclinicas devem ser tratadas, enquanto as
infeccbes latentes ndo devem ser tratadas, apenas acompanhadas (Almeida
Filho et al., 2005).



Todos o0s tipos de tratamento atualmente utilizados ndo atuam
diretamente sobre o virus, mas sim de forma indireta, ao ativarem o sistema
imune do hospedeiro, na expectativa de que este sistema imune identifique a

infeccéo viral e a resolva (Tyring, 2000).

O tratamento das lesdes clinicas e subclinicas causadas pelo HPV é
complexo, pois ndo existe o melhor tratamento para todos os pacientes. Cada
paciente devera ser avaliado e vérios fatores seréo considerados (Nery et al.,
2005):

a) Seguimento do paciente. E fundamental o seguimento das consultas até a
total resolucéo das lesbes. Alguns tipos de tratamento podem gerar escoriacdes

e até Ulceras na epiderme, o que poderia gerar complicacdes

b) Ao realizar o tratamento, deve-se ter o cuidado para ndo gerar uma agressao

tecidual superior a lesdo causada pela virose

c) Deve-se tratar apenas o que existe e nao promover tratamentos profilaticos

ou “intuitivos”

d) Orientacdo quanto a necessidade de avaliacao da parceira

e) Avaliacao da imunidade do paciente

f) Observacgao de outras afec¢des no trato genital

g) Anatomia local, tamanho e forma da lesédo e numero de lesdes
h) Custo do tratamento e taxa de recorréncia

i) Experiéncia prévia com a técnica

j) Efeitos adversos

k) Preferéncia do paciente

) Verificar a necessidade de apoio psicoldgico ao paciente.

Os métodos atualmente utilizados sao:

e ANTIMITOTICOS: podofilina e podofilotoxina.



A podofilina é um agente citotoxico constituido por uma mistura de resinas
extraidas do Podophyllun peltatum. Tem acao caustica, ceratolitica, escarotica e
antimitotica. E utilizada em concentraces variaveis (10% a 25%) em veiculo
alcodlico ou tintura de benjoim. As aplicacbes devem ser feitas duas vezes por
semana. Por ter acdo lesiva sobre a pele, deve ser aplicada pelo médico
assistente, sendo contra-indicada a auto-aplicagcdo. A pele ao redor da leséo
deve ser protegida com vaselina ou pasta de 6xido de zinco e a regido deve ser
lavada com &gua e sabdo apds quatro horas da aplicacdo. Ndo pode ser
utilizada durante a gravidez e em dosagem excessiva pode determinar efeitos
neurotoxicos e nefrotoxicos. Atualmente, a podofilina é pouco utilizada, ja que
apresenta muitos efeitos colaterais e ndo pode ser aplicada pelo paciente,

necessitando de inimeras consultas (Almeida Filho et al., 2005).

A podofilotoxina é o principio ativo purificado da podofilina. Deve ser

aplicada duas vezes ao dia, por trés dias consecutivos, seguindo-se de quatro
dias de descanso. Os ciclos podem ser repetidos por quatro semanas. Tem
como principal vantagem a facilidade do uso (auto-aplicavel), a aderéncia do
paciente e a auséncia de efeitos colaterais sistémicos (Almeida Filho et al.,
2005). Contudo, além do custo elevado do tratamento, o paciente deve ser
alertado quanto a formacdo de Ulceras, que facilmente involuem com a

interrupcéo do tratamento (Nery et al., 2005).

e DESTRUTIVOS: acido tricloroacético (ATA), crioterapia, laser,

diatermoterapia, cirurgia de alta frequéncia e excisdo da lesao.

Os métodos destrutivos, exceto a aplicacado tépica do ATA, apresentam
rapida resolucéo, porém a literatura demonstra taxas altas de recidiva das lestes

(40% a 70%,) quando ndo associados a outros métodos (Nery et al., 2005).

O acido_tricloroacético (ATA) é substancia extremamente caustica, com

acao ceratolitica e escarotica. Utilizado em concentracdo de 70% a 90%. Seu
uso deve ser precedido por protecdo da pele ao redor com vaselina ou 6xido de

zinco, sendo contra-indicada a auto-aplicacéo pelo paciente. Deve ser aplicado



de uma a duas vezes por semana, ndo sendo obrigatéria a lavagem apoés a
aplicagdo. Utilizado preferencialmente em lesdes de pele e com muito cuidado
em mucosa. Nao apresenta efeitos colaterais sistémicos e pode ser utilizado

durante a gestacéo (Almeida Filho et al., 2005).

A crioterapia consiste em congelacdo direta das lesdbes com uma sonda
proveniente de um aparelho, utilizando o principio de retencao de gas (CO2 ou
NO2) sob pressédo para deter a temperatura, ndo ultrapassando -800 C. O
método pode ser utilizado em lesbes de pele e mucosas. E necesséria a
aplicacdo de anestesia local e o seu mecanismo de acado € por desnaturacéo das
proteinas e cristalizacdo da agua intracelular, que promove a ruptura celular. As
lesdes tendem a regredir em uma a duas semanas e as aplicacdes podem ser
repetidas. O método € pouco agressivo, porém pouco eficaz, exibindo
recorréncias frequentes. Pode ser realizado em gestantes e o principal problema
€ o descontrole na profundidade e extensdo do seu efeito no tecido (Almeida
Filho et al., 2005).

O aparelho de laser (light amplification by the stimulated emission of
radiation) mais empregado para o tratamento de lesGes do trato genital inferior €
o de diéxido de carbono, que determina corte preciso, além de vaporizacao e
coagulacdo adequadas dos tecidos. A terapia pelo laser pode ser utilizada nas
lesdes verrucosas da pele e de mucosas e nas lesfes subclinicas. Seu modo de
acao e simples: o feixe dirigido do laser €, instantaneamente, convertido em
calor que, agindo sobre as moléculas de agua intracelular, faz com que estas se
agitem e fagam com que a agua entre em ebulicdo, explodindo as células e
liberando vapor. O laser vaporiza o tecido e o carboniza, e a0 mesmo tempo
provoca hemostasia. O resultado € um spot ou uma cratera, dependendo da
poténcia empregada. A cicatrizacdo é boa, pode ser utilizado durante a gravidez,
contudo € um procedimento de alto custo e requer treinamento profissional mais

prolongado (Savoca et al., 2002).

A diatermoterapia utiliza a alta temperatura na ponta do eletrodo para

gerar destruicdo térmica. Pode ser utilizada para cauterizacdo ou excisao das



lesbes. O procedimento desencadeia destruicdo tecidual cega, mal controlada
em profundidade. A cicatrizagdo € lenta, sujeita a infeccdo secundaria e produz
cicatriz retratil. Necessita de anestesia local e tem como vantagem a
aplicabilidade ambulatorial, o baixo custo e o facil treinamento profissional
(Almeida Filho et al., 2005).

A cirurgia de alta freguéncia utiliza corrente de alta frequéncia e baixa

voltagem. A corrente ao passar pelo tecido aquece a agua intracelular,
ocasionando vaporizacdo do mesmo e explosdo celular. O método pode ser
utilizado para cauterizacdo e resseccdo de lesbes de pele e de mucosas. O
procedimento pode ser realizado ambulatorialmente e necessita de anestesia
local. A profundidade e a extensdo da excisdo podem ser controladas pelo
emprego de eletrodos de dimensdes e formas variadas, adequadas a cada caso.
Além do mais, apresenta baixo custo e facil treinamento (Almeida Filho et al.,
2005).

A exérese_cirurgica convencional pode ser utilizada para as lesbes

verrucosas de pele e mucosas. O procedimento pode ser ambulatorial sob
anestesia local. As principais complicacées sdo a hemorragia imediata ou tardia

e a cicatrizacao (Almeida Filho et al., 2005).

e IMUNOMODULADORES: interferons e imiquimod.

Os interferons sao glicoproteinas de origem celular cuja sintese € induzida
por virus e outros indutores. Agem reprimindo a multiplicagdo viral (acdo
antiviral), inibindo a multiplicagéo celular e a proliferacdo epitelial (acdo anti-
proliferativa) e estimulando as células NK (natural killer), os linfécitos T
citotoxicos e os macrofagos (acdo imunomoduladora). Existem trés tipos de
interferon: o alfa, produzido por leucdcitos; o beta, produzido por fibroblastos; e o
gama, produzido por linfécitos. Podem ser utilizados por via sistémica,
intralesional ou tépica. Os efeitos colaterais mais comuns imitam um estado
gripal, podendo acometer o trato gastrointestinal (nauseas, vomitos, diarréias e

dor), o sistema nervoso central (tontura, vertigem, sonoléncia, confuséo,



depressdo), o sistema nervoso periférico (parestesia e tremores), 0 sistema
cardiovascular (edema, hipotensao, palpitacdes, arritmias) e até a pele (alopecia,
pruridos, ressecamento). O tratamento deve ser monitorado com hemograma e
bioquimica sanguinea. O custo elevado da droga e os efeitos colaterais,
associados a uma baixa eficacia, limitam a sua utilizacdo (Almeida Filho et al.,
2005).

O imiguimod é uma droga que atua como um indutor da producao
endogena de interferon do tipo alfa e de citocinas (fator de necrose tumoral e
interleucina 1, 6 e 8). Tem portanto acdo antiviral, antiproliferativa e
imunomoduladora. E recomendado apenas para as lesdes da pele e da regido
perianal. Utilizado sob a forma de creme a 5%, sendo sua posologia de trés
vezes por semana em dias alternados, ao deitar, até a completa remissao das
lesbes ou até 16 semanas. A regido deve ser lavada 6 a 10 horas apos a
aplicagéo. Os principais efeitos colaterais séo locais e incluem: eritema, edema,
ardéncia, prurido e hipersensibilidade. Reacdes sistémicas sao menos
freqlentes e seu uso deve ser evitado durante a gravidez. Tem como vantagem
a auto-aplicacdo e a boa aceitacdo e como desvantagem, o alto custo (Gollnick
et al., 2001).

Além dos tratamentos utilizados diretamente sobre as lesfes, existem
estudos que demonstram medidas acessorias que podem ser utilizadas no
auxilio ao sistema imunoldgico no processo de regressao das lesdes causadas
por HPV. Deve-se avaliar a presenca de outras afeccdes associadas na mesma
regido ou a distancia, como por exemplo, infec¢cdes persistentes por Chlamydia

Trachomatis, que podem dificultar a regressao das lesdes (Nery et al., 2005).

Vecchia et al. (1984) e Cuzick et al. (1990) descreveram a deficiéncia da
vitamina A como indutora no processo de neoplasia intra-epitelial. Ja Butterworth
et al. (1992) demonstraram a deficiéncia de &cido folico relacionada com a

perpetuacéo da infec¢do pelo HPV 16 em mulheres.



Atualmente, utiliza-se a associagdo entre diferentes tratamentos, sendo a
avaliacdo dos parceiros a procura de lesdes clinicas ou subclinicas de

fundamental importancia (Nery et al., 2005).

A utilizacdo da vacina quadrivalente foi recentemente autorizada na
prevencdo da infeccdo pelo HPV, contudo apresenta acdo preventiva e nao
terapéutica, constituindo uma grande ferramenta futura no controle das infec¢des
por HPV.



Il — OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Demonstrar a expressdo imunoistoquimica da proteina p53 em lesfes

condilomatosas de pénis causadas pelo papilomavirus humano (HPV).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Descrever o impacto clinico e epidemiolégico da infec¢édo pelo HPV.

2 Observar as alterac6es morfolégicas no epitélio infectado relacionando-as

ao ciclo bioldgico do HPV.

3 Caracterizar a expressdo imunoistoquimica da proteina p53 em células

infectadas por HPV.



IV — METODOLOGIA

Os resultados deste trabalho foram demonstrados através da realizacao

de dois artigos.

No primeiro artigo intitulado: “O impacto epidemiolégico e clinico da
infeccdo pelo HPV”, foi realizada uma extensa revisdo bibliografica sobre a
etiopatogenia e a epidemiologia das infec¢cdes por HPV no Brasil e no Mundo
através de levantamento bibliografico na LILACS, SciELO e PUBMED de artigos

relacionados.

O segundo artigo intitulado: “Estudo imunoistoquimico da infec¢do pelo
papilomavirus humano (HPV): deteccdo da proteina p53 em condiloma

acuminado de pénis” foi realizado utilizando-se a seguinte metodologia:

Apos aprovacado pelo comité de ética em pesquisa (CEP), trés pacientes
com diagnéstico clinico de condiloma genital de pénis foram selecionados no
ambulatério de dermatologia sanitaria do Instituto de Dermatologia da Santa
Casa da Misericérdia do Rio de Janeiro. Eles apresentavam les@o condilomatosa
pela primeira vez e ndo haviam realizado nenhum tratamento prévio. A idade era
de 13, 23 e 16 anos respectivamente. Foi realizada bidpsia nos trés pacientes,
retirando-se parte da lesdo condilomatosa e parte da pele adjacente. Cada
paciente recebeu tratamento individualizado de acordo com o protocolo do

servico e todos apresentaram cura.

O material da biépsia foi encaminhado ao servico de imunoquimica e
histoquimica da 32 enfermaria da Santa Casa da Misericordia do Rio de Janeiro

para diagnostico histopatolégico e imunoistoquimico.

Os fragmentos obtidos na biopsia foram fixados com formalina tamponada
e incluidos em parafina. Para a avaliacdo histopatolégica, os cortes histolégicos

foram desparafinizados e submetidos a coloracdo de hematoxilina-eosina.

Para o procedimento imunohistoquimico, os cortes histolégicos foram

desparafinados em xilol, hidratados em concentracdes decrescentes de etanol e



levados até agua destilada. A seguir, a recuperacdo antigénica foi realizada
utilizando-se tampé&o citrato pH 6,0 (S1699 DakoCytomation) em banho—maria a
96°C por uma hora. Os cortes foram esfriados, lavados em agua destilada e
tratados por 30 minutos com peroxido de hidrogénio a 6% para inativar as
peroxidases endogenas. Apéds lavados em agua destilada, os cortes foram
incubados por 10 minutos em tampéao Tris—HCI (pH 7,6).

Os cortes foram tratados com o anticorpo anti-ptn P53 (1:200)
(Monoclonal mouse anti-human p53 protein \ clone DO-7 cddigo M7001 LOTE
108 - DAKO), por uma hora a 25°C em camara umidificada; em seguida, foram
lavados com tampao Tris—HCI (pH 7,6) por 10 minutos e incubados por 40
minutos com Envision (K1491 DakoCytomation). Apds a lavagem em tampao
tris-HCI (pH7,6), a reacao foi revelada utilizando diaminobenzidina (DAB) (K3468
DakoCytomation) que mostra coloracdo marrom. Os nucleos foram corados com

Hematoxilina de Mayer.

Como controles positivos foram utilizados cortes de tecidos mamarios com
células positivas para a proteina p53. Controles negativos foram realizados por
omissdo do anticorpo primario, substituido pela solucdo diluente (S3022
DakoCytomation).

Em um paciente foi realizada a deteccao imunoistoquimica do HPV. Os
cortes foram tratados com o anticorpo anti-HPV (1:200) (Monoclonal mouse anti-
human HPV \ clone K1H8 cddigo M3528 LOTE 0108C - DAKO), por uma hora a
25°C em céamara umidificada; em seguida, foram lavados com tampéao Tris—HCI
(pH 7,6) por 10 minutos e incubados por 40 minutos com Envision (K1491
DakoCytomation). Apdés a lavagem em tampéao Tris-HCI (pH7,6), a reacdo foi
revelada utilizando diaminobenzidina (DAB) (K3468 DakoCytomation) que
mostra coloragdo marrom. Os nudcleos foram corados com Hematoxilina de

Mayer.

As imagens histologicas e imunoquimicas, analisadas em microscopia de

campo claro, foram capturadas com camera Nikon Colpix, estocadas em sistema



de arquivo TIFF (“tagged-image file format”) e impressas em impressora
fotogréfica colorida (HP deskjet 6122).



V — RESULTADOS

ARTIGO 1: O IMPACTO EPIDEMIOLOGICO E CLINICO
DA INFECCAO PELO HPV

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o interesse pelo papilomavirus humano (HPV) tem
crescido em funcdo do acumulo de evidéncias do seu potencial oncogénico,
principalmente no trato anogenital. Sequéncias de DNA de certos tipos de HPV
tém sido encontradas em até 90% dos carcinomas cervicais para alguns
autores! e até 99,7% para outros autores?. Aliado a este fato, existem evidéncias
de que a epidemia de HPV tem crescido nas ultimas décadas e, atualmente,
pode ser considerada a doenca sexualmente transmissivel (DST) mais

prevalente em todo o mundo?.

O HPV é um virus de DNA que causa, na maior parte das vezes,
proliferacdes epiteliais benignas na pele e em mucosas, denominadas verrugas.
Geralmente ndo apresentam sinais ou sintomas agudos, promovendo o
surgimento de lesdes clinicas que crescem lentamente, mas que também podem
permanecer como lesbes sub-clinicas ou infeccbes latentes por longos
periodos®. Um subgrupo de HPV esta associado ao surgimento de doencas
epiteliais malignas em ambos 0s sexos, porém 0 cancer na cérvice uterina
acontece com maior freqiiéncia®>. O objetivo desta revisdo € integrar a
etiopatogenia do HPV a sua epidemiologia e as consequiéncias sociais, atraves
de levantamento bibliografico na LILACS, SIELO e PUBMED de artigos
relacionados com a etiopatogenia e a epidemiologia das infec¢des por HPV no

Brasil e no Mundo.



HISTORICO

As verrugas genitais sdo conhecidas como manifestacdo de origem
venérea desde a Antiguidade, presentes em escritos gregos e romanos, porém
s6 despertaram real interesse apés a epidemia de sifilis na Europa, no final do
século XV. A partir de entdo, todas as Ulceras e descargas genitais passaram a
ser atribuidas ao “veneno venéreo” da sifilis. Desta maneira, as verrugas genitais
eram confundidas com os condilomas planos, sendo entdo consideradas como
manifestacdo clinica da sifilis®. Somente em 1949, através da microscopia
eletronica, foi demonstrada a origem viral das verrugas cutaneas’ e, em 1954, foi
demonstrada a transmissdo sexual das verrugas genitais®. Em 1976, um trabalho
demonstrou sucesso com a hibridizacdo molecular e estabeleceu a pluralidade
do papilomavirus humano®. Na mesma época, outros trabalhos caracterizavam
0s padrdes cito-histolégicos da infeccdo cervical, correlacionando-os as lesdes
subclinicas cervicais'®!!. Outro estudo de 1977, através de extensa revisdo da
literatura, admitiu a hipétese do envolvimento do HPV na génese dos carcinomas
de células escamosas'?. Desde entdo, muitos estudos demonstraram a
participacdo do HPV na carcinogénese, principalmente a cervical e, apenas em
1991, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) concluiu oficialmente a
participacdo do HPV na carcinogénese cervical®.

ETIOLOGIA

Os papilomavirus humano (HPV) pertencem a familia Papovaviridae, séo
virus icosaédricos com 55 nm e 72 capsdémeros, com o genoma formado por
uma dupla hélice de DNA circular contendo cerca de 8.000 pares de bases que
codificam nove proteinas's. Todos os HPV apresentam um tropismo por epitélios
pavimentosos estratificados, mas variam de acordo com a especificidade do
local de infeccédo, porém ndo causam doencas sistémicas!4. Cerca de 40 tipos
de HPV apresentam tropismo pelas mucosas anogenitais, sendo 0s mais
prevalentes os tipos: 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 45 1,



Os virus que infectam o trato genital inferior séo classificados em duas
categorias: alto risco e baixo risco. Os virus de alto risco ou oncogénicos (16, 18,
31, 33 e 45) integram-se ao genoma da célula hospedeira e estdo associados ao
desenvolvimento de lesGes pré-cancerosas e cancerosas. Os virus de baixo
risco (6 e 11) ndo se integram ao genoma da célula, estando relacionados a
formacgéo das verrugas genitais. Contudo, existe a possibilidade de infeccao por

diferentes tipos de HPV simultaneamente.

HISTORIA NATURAL DA DOENCA

O ciclo viral esté relacionado ao processo de diferenciacdo celular das
células infectadas (queratinécitos), com liberacdo de particulas virais maduras
apenas nas camadas mais superficiais. A infec¢cdo pelo HPV ocorre através de
microlesbes no epitélio que favorecem o contato deste com as células da
camada basal. A penetracdo do HPV nas células da camada basal parece estar
relacionada a expressao de integrina a6 por estas células e pela mediagdo do
heparan sulfato na adesdo do HPV as células epiteliais, porém acredita-se na

existéncia de outros mediadores neste processo.

Apés a infecgdo, o periodo de incubacédo é impreciso, podendo ser longo,

estando intimamente associado a competéncia imunoldgica individual.
Em seguida, quatro caminhos podem ser percorridos:

1) A infecgdo classica, na qual ndo ha integracdo do DNA viral ao DNA do
gueratinécito na camada basal. As células basais, por acdo do DNA viral, ndo
interrompem seu ciclo celular nas camadas suprabasais, como seria de se
esperar, mas continuam a se multiplicar. Essa multiplicagdo pode gerar
hiperplasia epitelial (acantose), paraqueratose, hiperqueratose e a vacuolizacao
citoplasmatica tipica (coilocitose). Estes fatores associados levam a formacéo

das les@es clinicas (lesdes planas ou papilares).

2) A célula da camada basal infectada, devido a nova infec¢cdo por HPV
ou a acdo de um mutdgeno qualquer, sofre a integracdo do DNA viral e



profundas alteragbes em sua funcdo. O DNA integrado promove 0 aparecimento
de sinteses protéicas anormais e, em consequéncia, mitoses anarquicas e perda
da diferenciacao celular. A infeccéo traduz-se em graves lesdes epiteliais (lesdes
de alto grau causadas geralmente pelos tipos 16 e 18 do HPV - virus de alto

risco).

3) A infeccdo pode permanecer latente sem que haja qualquer expressao
clinica da acéo viral, 0 que pode ser responsavel pelas constantes recidivas

observadas.
4) A eliminacdo do HPV pelo sistema imune.

No entanto, acredita-se que a infeccédo possa ter curso flutuante entre a
infeccéo clinica, subclinica, latente e a cura'®. Uma caracteristica importante é
verificada pelo fato de que a infeccdo pelo HPV apresenta uma alta taxa de

eliminacéo espontanea, cerca de 70% em 12 meses e 80% em até 18 meses?’.

O virus causa lesBes semelhantes em epitélios de homens e mulheres,
contudo as lesbes cervicais sdo mais acentuadas. Este fato provavelmente
ocorre devido a acdo do HPV na zona de transformacdo da cérvice (juncdo
escamocolunar — JEC). Esta zona apresenta um epitélio imaturo, metaplasico e
hormbnio-dependente, que se demonstra mais suscetivel a transformacdes pré-
malignas e possivelmente malignas. As demais regides dos “epitélios genitais”
das mulheres e dos homens apresentam um epitélio maduro e menos suscetivel

as alteracdes malignas do virus?.

As lesOes clinicas s@o representadas principalmente por verrugas genitais isoladas
ou agrupadas, formando o condiloma acuminado, que pode ocorrer na genitalia externa,
em areas perineais, mucosa anal ou até eventualmente em mucosa oral. No pénis, estas
lesBes ocorrem mais frequentemente perto do sulco coronal e na superficie interna do
prepucio. Na vulva, ocorrem principalmente na furcula, nos pequenos e grandes labios e
no clitdris. Estas lesdes consistem em excrescéncias papilares vermelhas Unicas ou
multiplas, sésseis ou pedunculadas, que variam de 1 mm a varios milimetros de didmetro.
Histologicamente, um estroma de tecido conjuntivo papilar viloso, formando ramos, é

coberto por um epitélio que pode apresentar hiperqueratose superficial e espessamento da



epiderme subjacente (acantose) consideraveis. A maturacdo ordenada e normal das
celulas epiteliais é preservada. Nestas lesdes, nota-se uma clara vacuolizacdo das células
espinhosas (coilocitose), caracteristica da infeccdo por HPV. A membrana basal esta
intacta, e ndo ha evidéncias de invasio do estroma adjacente®®,

As manifestacdes iniciais da infeccdo por HPV de alto risco podem ser
lesBes subclinicas de baixo grau, que se manifestam por alteracdo no processo
de diferenciacédo no terco inferior do epitélio. Estas lesdes podem permanecer
como lesdes de baixo grau, desaparecer ou transformarem-se em lesées de alto
grau (mais de 2/3 do epitélio com alteracé@o na diferenciagéo celular). A lesdo de
alto grau pode permanecer estacionada, regredir ou evoluir atraves da

membrana basal do epitélio, caracterizando uma doenca invasiva e metastatica
4

As lesdes de alto ou baixo grau ndo dependem exclusivamente do tipo
viral, mas sim de um complexo mecanismo de agressdo e defesa ainda nao
totalmente decifrado. Eventualmente podem surgir lesdes benignas causadas

por tipos de alto risco ou lesGes malignas por tipos de baixo risco®.

A infeccdo pelo HPV provoca respostas celulares importantes e humorais
minimas. A imunidade celular a infeccdo depende do tipo viral, da suscetibilidade
do hospedeiro e da presenca de co-fatores que atuem sinergicamente, como
fumo, gestacédo e outras infec¢gdes virais, entre os quais o HIV. Foi demonstrada
a presenca de células mononucleares (células CD4 e macrofagos) em papilomas
em regressdo, desta forma, pacientes HIV-positivos, transplantados ou
diabéticos insulino-dependentes, tém risco 10 a 15 vezes maior de progressao

para neoplasia, quando comparados a grupos-controle®.

Eventualmente, o HPV pode estar envolvido na etiologia de duas lesbes
distintas, que apresentam caracteristicas histologicas de carcinoma in situ: a

doenca de Bowen e a papulose bowenoide™®.

TRANSMISSAO



Os estudos referentes a etiologia das verrugas genitais retiveram a atencdo da
maioria dos autores, desviando, assim, o estudo das formas de transmissdo da doenca®.

Na Antiguidade, o condiloma acuminado ndo era considerado como doenca
venérea verdadeira. Entretanto, admitia-se que fosse, primariamente, transmitida pelo
intercurso homossexual masculino?.

A transmissdo sexual € a principal forma de transmissao do HPV, porém, somente
em 1954, um estudo® demonstrou clinicamente esta possibilidade. Esta demonstrac&o foi
possivel apds a avaliacdo e tratamento de um grupo com 24 mulheres com verrugas
vulvares, esposas de militares das forgas armadas americanas que prestaram servigos na
guerra da Coréia. Todos 0s parceiros admitiram ter tido relacBes sexuais prévias com
mulheres nativas que apresentavam verrugas genitais. Destes, 22 apresentavam verrugas
penianas e estavam em tratamento e dois apresentaram a lesdo quando ainda no Oriente.
Outro estudo mais recente®, reportou a deteccdo de infecgdo por HPV em 77,1% de 96
parceiros de mulheres com evidéncias de infec¢do do trato genital inferior por HPV, em
contraste com 13,3% de positividade em parceiros de mulheres sem evidéncia de infecgédo
por HPV. Com o advento dos estudos moleculares, confirmou-se definitivamente a
transmissao sexual através do isolamento em ambos os parceiros do mesmo HPVZ,

A auto-inoculagéo pode ser considerada como uma das formas de transmissdao do
HPV?°, fato que hoje é visto como a forma usual de disseminagdo locorregional da
doenca, que leva a formacdo de multiplas lesbes ou massas volumosas.

A transmissdo ndo-sexual do HPV foi demonstrada através da deteccdo de
infeccdo vulvar por HPV em 42,2% de 45 mulheres virgens, em comparacao a 51,9% de
162 mulheres com vida sexualmente ativa. A prevaléncia semelhante de infec¢do vulvar
indicou que a transmiss&o ndo-sexual do HPV é comum?’.

A transmissdo através de fomites, embora sugerida por varios autores®>?*, ainda
ndo foi demonstrada de maneira inquestionavel.

O modo de infeccdo das criancas € facilmente explicavel quando se pode constatar
abuso ou agressao sexual. Contudo, na impossibilidade de confirmacéo destas situacoes, a
forma de transmissdo passa a ser especulativa. H4 um grande espectro de opcdes, desde a
contaminagdo intra-uterina® a contaminacdo acidental através de outras pessoas que

interajam com a crianga?>.



DIAGNOSTICO

O diagnostico do condiloma acuminado tipico é primariamente clinico,
confirmado por histopatologia, citologia e identificacdo do virus através dos métodos de
biologia molecular, como hibridizag&o, captura hibrida e PCR.

Na forma subclinica da doenga, a analise de pele e mucosas com a utilizacdo de
lentes de aumento, associada a aplicacdo topica de acido acético e azul de toluidina sédo
fundamentais ao diagnoéstico. Estas substancias revelam as regides epiteliais acometidas
pela infeccdo, uma vez que o &cido acético a 5% provoca vasoconstricdo e coagulacao
temporaria das proteinas, conferindo cor branca a areas ricas em proteinas, e o azul de
toluidina tem grande afinidade por estruturas acidas, impregnando, portanto, células ricas
em DNA. Apos a visualizacdo das areas acometidas, procede-se a confirmacdo por
histopatologia, citologia ou biologia molecular.

Na forma latente, o diagnostico sé é factivel pela pesquisa do DNA do HPV. Pode
ser realizada a deteccdo direta do DNA viral pelos ensaios de hibridizacdo do DNA
(hibridizacdo in situ, captura hibrida) ou a deteccdo do DNA viral com base em sua
amplificacdo atraves da reacdo em cadeia de polimerase (PCR). A PCR é considerada o
exame de melhor sensibilidade, comparativamente aos exames de hibridizacao in situ e de
captura hibrida®®. O HPV tem expressividade variavel: 25% das pacientes previamente
positivas podem estar, entre 5 a 7 dias depois, negativas, quando rastreadas com PCR, o
que ilustra o valor prognostico limitado de uma das técnicas mais sensiveis disponiveis na

atualidade®.

EPIDEMIOLOGIA

A infecgcao pelo HPV acomete cerca de 75% da populacdo sexualmente
ativa, sendo 1% com infecgéo clinica, 4% com infec¢ao subclinica e 70% com
infecgdo latente (DNA-HPV +)7.

Porém, o grande impacto da infeccdo pelo HPV é demonstrado na
populacdo feminina. Apos a infeccdo por HPV de alto risco, a probabilidade de

desenvolver uma lesdo cervical de alto grau é cerca de 300 vezes maior do que



em mulheres ndo-infectadas, enquanto a probabilidade de desenvolver cancer
cervical é cerca de 50 a 100 vezes maior®. No cancer cervical, a presenca do
HPV é de 99,7%?2. Do total de casos de cancer na mulher, 11% séo causados
pelo HPV®. Nos homens, apenas 42% dos pacientes com carcinoma de pénis
apresentam a co-infeccéo pelo HPV 28,

Um estudo observou que, na Inglaterra, no periodo de 1972 a 2000, o numero

de casos em homens elevou-se de 39,8 para 270 por 100.000 habitantes,
enquanto em mulheres passou de 25,3 para 190 por 100.000 habitantes?”.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a cada ano,
apenas nos Estados Unidos, ocorrem cerca de 10 milhées de novos casos de
infeccdo cervical sem alteracdes citolégicas detectaveis, um milhdo de novos

casos de lesdes de baixo grau e 300.000 novos casos de lesfes de alto grau.

Em relacdo a estimativa mundial, a OMS calcula em 300 milhdes de
novos casos por ano de infeccao cervical sem alteracdes citoldgicas detectaveis,
30 milhdes de novos casos de lesdes de baixo grau e 10 milhdes de novos
casos de lesdes de alto grau com 493.000 novos casos de cancer cervical por
ano. Destes casos de cancer, estima-se 233.372 mortes por ano, sendo 39.350
em paises desenvolvidos e 194.025 em paises em desenvolvimento. A
estimativa para o ano de 2050 é de 1.090.000 novos casos/ano, caso se

mantenham os indices atuais de crescimento?s.

Foi demonstrada a incidéncia de cancer de colo de Utero em alguns
paises e verificou-se uma grande variagdo, indo desde 1,9/100.000

habitantes/ano em Israel até 83,2/100.000 habitantes/ano no Recife (Brasil)?°.

No Brasil, os dados estatisticos dos 6rgaos oficiais sdo escassos e com
certeza néo traduzem a verdadeira magnitude da infeccdo induzida pelo HPV.
Em 2002, a prevaléncia estimada de infec¢gbes por HPV no Brasil foi de 25% nas
mulheres, com cerca de 10.775.000 infec¢bes, e 5% nos homens, com cerca de
2.085.000 infecgbes. Em 2005, a estimativa do Instituto Nacional do Cancer
(INCA) para cancer de colo de utero foi de 20.690 casos, com cerca de 4.000
mortes?®. Contudo, deve-se atentar que as lesfes subclinicas e latentes

apresentam uma prevaléncia muito maior.



Além do céancer cervical e de pénis, o HPV pode estar presente em outros
tipos de cancer, como o de vulva, anus, boca, orofaringe e laringe'3. Atualmente,
apenas nos Estados Unidos, observa-se cerca de 4.000 casos de cancer vulvar
e 2.000 casos de cancer vaginal por ano, sendo que em 70% hé& a deteccdo do
HPV?20,

As verrugas genitais manifestam-se principalmente no adulto jovem.
Todavia, podem incidir em qualquer faixa da vida, sendo mais frequentes
naquelas em que ha maior vigéncia de relacdes sexuais®. No Brasil, a faixa
etaria da infeccdo pelo HPV estd compreendida entre 20 a 30 anos de idade,
coincidindo com o pico das atividades sexuais. Observa-se um declinio na
prevaléncia das infeccdes pelo HPV conforme o aumento da idade3!. Os dados

relacionados a distribuicdo da infeccéo por raca e sexo séo conflitantes.

COMENTARIOS

Os conhecimentos referentes a etiopatogenia do HPV vém aumentando
rapidamente. Contudo, muitos aspectos ainda sao desconhecidos, sendo muitos

deles fundamentais ao completo entendimento do processo de infeccéo.

A infecgéo pelo HPV deve ser abordada em trés frentes: as manifestagdes
somaticas (lesGes clinicas, subclinicas e latentes), as manifestacdes
epidemiologicas e as manifestagfes psicoldgicas. Por esse motivo, podemos
afirmar que a infeccdo pelo HPV gera um impacto somatico, epidemiolégico e
psicoldgico ou social. Contudo, a pratica clinica diaria demonstra que, muitas
vezes, € mais dificil o tratamento das manifestacdes psicolégicas do que das

somaticas.
Impacto somatico

A resposta imune a infeccdo pelo HPV apresenta varios pontos
desconhecidos. E dificil compreender o motivo para cada individuo responder de
forma diferente a infeccdo pelo HPV, podendo gerar lesdes clinicas, subclinicas

ou a cura. Qual seria 0 motivo para o sistema imune nao agir imediatamente



apos a infeccdo, uma vez que todos os tratamentos atualmente utilizados, na
verdade, ndo agem diretamente sobre o HPV, mas estimulando o sistema imune
a elimina-lo? Esse fato ocorre provavelmente pela capacidade do HPV de nao
ser identificado pelo sistema imune através das células apresentadoras de
antigenos no epitélio (células de Langerhans), porém ndo explica a manifestacéo
de um tipo de HPV especifico em caso de infeccéo por diferentes tipos.

O grande problema na abordagem pratica a infec¢ao pelo HPV é que esta
infeccdo, na maior parte das vezes, ndo se comporta como um quadro infeccioso
tipico: infeccdo, manifestacéo clinica, diagndstico e tratamento. Primeiro, por ndo
apresentar um periodo determinado de incubacéo, podendo permanecer latente
por muito tempo; segundo, pela variedade das manifestacfes clinicas ou
subclinicas que podem ocorrer; e terceiro, porque muitas vezes a infec¢do pelo
HPV pode ser diagnosticada, mas devido a auséncia de lesdes, ndo é

necessario tratamento especifico, apenas acompanhamento.

O efeito carcinogénico do HPV de alto risco diferenciado em cada
individuo pode ser explicado pela necessidade de co-fatores neste processo. E
como se o cancer induzido pelo HPV fosse um bolo de chocolate, onde, além do
chocolate, que seria o HPV, sdo necessarios outros componentes para forma-lo.
Este fato deve ser ponderado, pois apenas a presenca do HPV de alto risco nao

indica a existéncia de lesdes cancerosas.

Algumas pessoas podem ser consideradas como vetores de transmissao
do HPV, principalmente individuos do sexo masculino. Esta evidéncia foi
demonstrada em um estudo avaliando o pénis de 51 parceiros de mulheres com
infeccdo pelo HPV, o qual observou que 88% dos individuos apresentavam
sinais histologicos de infeccdo e 72% apresentavam diagnéstico de infecgéo
subclinica a peniscopia®?. Estudo mais recente afirmou que as lesdes penianas
sdo encontradas em 68% dos parceiros de pacientes com neoplasia intracervical
(NIC), sendo 70% subclinicas e associadas a tipo viral de alto risco'®. Por esses
motivos, a abordagem ao portador de HPV deve sempre contemplar os parceiros

sexuais.



Cabe, ainda, dizer que, embora ndo sejam nem se transformem em
doenca maligna, os condilomas acuminados causam, por vezes, altos custos
para o tratamento, falta ao trabalho (absenteismo) e sequelas locais (por conta
de cirurgias, cauterizacdes). Isso tudo é agravado porque em muitos casos a
recidiva é grande, fazendo com que a pessoa com quadro de verruga genital

tenha que fazer mais de dez visitas médicas para o seu completo tratamento.
Impacto epidemiologico

Atualmente, a maioria dos estudos epidemioldgicos estd de acordo em
demonstrar um aumento progressivo das infecgcbes por HPV e dos casos de
cancer de colo de Utero. Este pode ser considerado um problema mundial, pois
apesar de apresentarem um indice menor em relacdo aos paises em
desenvolvimento, os paises desenvolvidos também apresentam altas taxas de
infeccdo, ressaltando a questdo de que a infeccdo pelo HPV tem abrangéncia
mundial. A previsao de crescimento para a infeccdo por HPV é muito alta, e
poderia saltar dos atuais 470.000 casos por ano para cerca de 1.090.000 casos
por ano em 2050%. O maior problema da infeccdo por HPV seria o grande
namero de individuos assintomaticos que, além de transmissores, estao

suscetiveis as complicacdes da doenca.

Por outro lado, ndo se pode sair atras de portadores assintomaticos, pois
0 custo seria extremamente alto, no tratamento das infecgcbes e principalmente

nas implicacdes psicoldgicas e sociais.
Impacto psicoldgico/social

O impacto psicolégico da infeccdo pelo HPV é o mais dificil de ser
abordado. Como o numero de infec¢cdes que ndo sofrem malignizacdo é bem
menor do que o de infec¢cdes que sofrem, geralmente o complicador na
abordagem ao portador do HPV é a conscientiza¢do do paciente sobre os riscos

da infeccdo sem gerar panico ou um trauma emocional.

Atualmente a populacdo tem acesso a muita informacgéo sobre a infeccao
por HPV, contudo ndo tem a capacidade de filtra-la. Com isso, muitas vezes



temos pacientes em panico por possuirem um virus carcinogénico e que, além
de tudo, ainda ndo possui um tratamento 100% eficaz. A repercussao desta
preocupacdo pode se manifestar no trabalho, no estudo ou até mesmo no
convivio social e familiar deste paciente3’. Geralmente o paciente apresenta
davidas que ndo conseguem ser sanadas, como por exemplo, a origem da
contaminacdo e o tempo de incubacdo da doenca, pois como o HPV é
considerado uma doenca sexualmente transmissivel (DST), levanta-se a questao

de desconfianca e infidelidade conjugal.

Existem algumas atitudes que nunca devem ser realizadas, como por

exemplo:
e Ter uma atitude preconceituosa sobre a sexualidade do paciente.

e Emitir diagndsticos baseados em suposicdes, sem averiguar dados

clinicos e laboratoriais.
e Tomar uma atitude de juiz.
e Ignorar toda a trama emocional e existencial envolvida no caso.

e Desconhecer o custo-beneficio das acdes praticadas.

O limite entre conduta deficiente e exagerada é muito ténue, por iSso nao
se deve ser negligente no tratamento e prevencédo do HPV, mas também néo se
deve ser terrorista, gerando panico e imensas complicacfes psicoldgicas e

sociais.
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ARTIGO 2: ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO DA INFECCAO PELO
PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV): DETECCAO DA PROTEINA
p53 EM CONDILOMA ACUMINADO DE PENIS

INTRODUCAO

Os papilomavirus humanos (HPV) pertencem a familia Papovaviridae, séo
virus icosaédricos com 55 nm e 72 capsémeros, com o genoma formado por
uma dupla hélice de DNA circular contendo cerca de 8.000 pares de bases que
codificam nove proteinas (Tyring, 2000). Todos os HPV apresentam um tropismo
por epitélios pavimentosos estratificados, mas variam de acordo com a
especificidade do local de infeccdo, porém ndo causam doencas sistémicas
(Park et al., 1995). Cerca de 40 tipos de HPV apresentam tropismo pelas
mucosas anogenitais, sendo 0os mais prevalentes os tipos: 6, 11, 16, 18, 31, 33 e
45 (Almeida Filho et al., 2005).

Os virus que infectam o trato genital inferior séo classificados em duas
categorias: alto risco e baixo risco. Os virus de alto risco ou oncogénicos (16, 18,
31, 33 e 45) integram-se ao genoma da célula hospedeira e estdo associados ao
desenvolvimento de lesGes pré-cancerosas e cancerosas. Os virus de baixo
risco (6 e 11) ndo se integram ao genoma da célula, estando relacionados com a
formacéo das verrugas genitais. Contudo existe a possibilidade de infec¢do por

diferentes tipos de HPV simultaneamente.

O ciclo viral esta relacionado com o processo de diferenciacédo celular das
células infectadas (queratindcitos), com liberacdo de particulas virais maduras
apenas nas camadas mais superficiais. A infeccdo pelo HPV ocorre através de
microlesdes no epitélio que favorecem o contato deste com as células da
camada basal. A penetracdo do HPV nas células da camada basal parece estar

relacionada com a expressao de integrina a6 por estas células e pela mediagao



do heparan sulfato na adesédo do HPV as células epiteliais, porém se acredita na
existéncia de outros mediadores neste processo (Longworth & Laimins, 2004).

A acéo carcinogénica do HPV, principalmente do HPV 16, ja foi bem descrita e
deve-se principalmente a imortalizacdo dos queratinGcitos a custa da inativacdo da
proteina p53 e das proteinas da familia retinoblastoma (pRb) pelas oncoproteinas virais
E6 e E7, respectivamente. A proteina p53 é uma proteina supressora de tumor que regula
a expressdo de proteinas envolvidas no controle do ciclo celular, incluindo a proteina p21.
Em caso de dano ao DNA, a proteina p53 torna-se ativada e induz a expressao de altos
niveis de p21, resultando em interrupcao do ciclo celular e apoptose. Para impedir a acdo
da proteina p53, a proteina E6 liga-se a proteina p53, inativando-a e conseqlientemente
gerando a perda dos mecanismos de controle sobre as alteracdes no DNA do
queratindcito. A identificacdo imunoistoquimica da proteina p53 em tecidos normais ndo
é possivel devido a sua rapida expressdo, contudo, quando modificada pela proteina viral
E6, torna-se imunoistoquimicamente identificavel (Woodworth et al., 2000).

Com relagdo aos tipos de HPV de baixo risco, principalmente
representados pelos tipos 6 e 11, também se observa uma imortalizacdo dos
gueratinécitos com consequente proliferacdo de todas as camadas do epitélio,
exceto a camada basal, o que promove a formacdo das verrugas genitais.
Contudo, apesar de também produzirem as proteinas E6 e E7, denominadas E6
e E7 de baixo risco, ha a imortalizacdo do queratindcito sem a incorporacdo do
DNA viral ao genoma do hospedeiro, ou seja, ndo funcionam como proteinas
oncogeénicas. Estudos recentes demonstraram que a proteina E6 de baixo risco,
além da ligacdo com a p53, também se liga a outras proteinas que nao se ligam
a proteina E6 de alto risco, o que demonstra um aspecto funcional diferente
(Longworth & Laimins, 2004). O objetivo deste trabalho é avaliar a expressao da
proteina p53 em lesbes condilomatosas de pénis e correlaciona-la com as

alterages epiteliais.

MATERIAL E METODOS



Apbs aprovacao pelo comité de ética em pesquisa (CEP), trés pacientes
com diagnéstico clinico de condiloma genital de pénis foram selecionados no
ambulatorio de dermatologia sanitaria do Instituto de Dermatologia da Santa
Casa da Misericordia do Rio de Janeiro. Eles apresentavam leséo condilomatosa
pela primeira vez e ndo haviam realizado nenhum tratamento prévio. A idade era
de 13, 23 e 16 anos respectivamente. Foi realizada bidpsia nos trés pacientes,
retirando-se parte da lesdo condilomatosa e parte da pele adjacente. Cada
paciente recebeu tratamento individualizado de acordo com o protocolo do

servico e todos apresentaram cura.

O material da biépsia foi encaminhado ao servico de imunoquimica e
histoquimica da 32 enfermaria da Santa Casa da Misericérdia do Rio de Janeiro

para diagnostico histopatolégico e imunoistoquimico.

Os fragmentos obtidos na biopsia foram fixados com formalina tamponada
e incluidos em parafina. Para a avaliacdo histopatolégica, os cortes histolégicos
foram desparafinizados e submetidos a coloracao de hematoxilina-eosina (Polak,
1997).

Para o procedimento imunohistoquimico, os cortes histolégicos foram
desparafinados em xilol, hidratados em concentracdes decrescentes de etanol e
levados até agua destilada. A seguir, a recuperacdo antigénica foi realizada
utilizando-se tampao citrato pH 6,0 (S1699 DakoCytomation) em banho—maria a
96°C por uma hora. Os cortes foram esfriados, lavados em agua destilada e
tratados por 30 minutos com peroxido de hidrogénio a 6% para inativar as
peroxidases enddgenas. Apos lavados em agua destilada, os cortes foram

incubados por 10 minutos em tampéao Tris—HCI (pH 7,6).

Os cortes foram tratados com o anticorpo anti-ptn P53 (1:200)
(Monoclonal mouse anti-human p53 protein \ clone DO-7 codigo M7001 LOTE
108 - DAKO), por uma hora a 25°C em camara umidificada; em seguida, foram
lavados com tampao Tris—HCI (pH 7,6) por 10 minutos e incubados por 40
minutos com Envision (K1491 DakoCytomation). Apds a lavagem em tampao
tris-HCI (pH7,6), a reacao foi revelada utilizando diaminobenzidina (DAB) (K3468



DakoCytomation) que mostra coloragdo marrom. Os nucleos foram corados com
Hematoxilina de Mayer (Bacchi, 1996).

Como controles positivos foram utilizados cortes de tecidos mamarios com
células positivas para a proteina p53. Controles negativos foram realizados por
omissdo do anticorpo primario, substituido pela solugdo diluente (S3022
DakoCytomation).

Em um paciente foi realizada a deteccdo imunoistoquimica do HPV. Os
cortes foram tratados com o anticorpo anti-HPV (1:200) (Monoclonal mouse anti-
human HPV \ clone K1H8 cédigo M3528 LOTE 0108C - DAKO), por uma hora a
25°C em camara umidificada; em seguida, foram lavados com tampéo Tris—HCI
(pH 7,6) por 10 minutos e incubados por 40 minutos com Envision (K1491
DakoCytomation). Apds a lavagem em tampéao Tris-HCI (pH7,6), a reacéo foi
revelada utilizando diaminobenzidina (DAB) (K3468 DakoCytomation) que
mostra coloracdo marrom. Os nucleos foram corados com Hematoxilina de
Mayer (Bacchi, 1996).

As imagens histolégicas e imunoquimicas, analisadas em microscopia de
campo claro, foram capturadas com camera Nikon Colpix, estocadas em sistema
de arquivo TIFF (“tagged-image file format”) e impressas em impressora
fotografica colorida (HP deskjet 6122).

RESULTADOS
Os resultados dos trés pacientes foram analisados separadamente.

O primeiro_paciente tinha 13 anos de idade e apresentava lesao

condilomatosa Unica com superficie Umida vegetante medindo aproximadamente
4 cm localizada em sulco balano prepucial (fig. 1 A). Relatou inicio do quadro ha
cerca de 2 meses com rapida progressao ap0os contato sexual com parceira que

apresentava lesdes vulvares semelhantes.

A histopatologia demonstrou hiperplasia epitelial (acantose), principalmente da
camada de Malpighi (figs.1 B e C). Foram observadas paraqueratose (fig. 1 F) e



vacuolizagdo citoplasmaética (coilocitose) em queratindcitos com atipia nuclear (células
largas, usualmente poligonais com um nucleo picnético rodeado por um vacuolo
citoplasmatico), principalmente no estrato granuloso e no estrato cérneo (figs. 1 D, E, F,
J, Ke L). Verificou-se um aumento dos leucdécitos no epitélio (figs. C e E) porém, ndo foi
observado uma alteracdo caracteristica que ¢ o alongamento das papilas dérmicas que
podem formar um um padréo de pseudo-hiperplasia epitelomatosa?’.

A imunoistoquimica para a proteina p53 demonstrou marcacédo em todas
as camadas do epitélio com destaque para as camadas mais superficiais (figs. 1
G, H, I, J, KeL). A marcacdo da camada basal apesar de presente, ndo era
continua e ndo estava relacionada a células morfologicamente distintas (figs. 1 H
e J). A maioria das células marcadas demonstrava atipia nuclear (coilocitose)

(figs. 11, J, Ke L) e algumas ja apresentavam nucleos picnoticos (fig.1 L).

O sequndo _paciente tinha 23 anos de idade e apresentava lesdes

multiplas, algumas isoladas outras confluentes, com aspecto de papulas com
coloracdo acastanhadas localizadas em corpo de pénis (figs. 2 A e B). Relatou
inicio do quadro hé& cerca de 4 meses com progressao lenta, nega contato sexual

com parceira com lesGes semelhantes.

A histopatologia demonstrou discreta hiperplasia epitelial (fig. 2 C) e
hiperqueratose (fig. 2 D), contudo se observou intensa vacuolizacdo
citoplasmatica (coilocitose) em gueratinécitos com atipia nuclear desde o estrato

granuloso até o apice do epitélio (figs. 2 C e D).

A imunoistoquimica para a proteina p53 demonstrou marcacdo em todo o
epitélio (figs. 2 E e F), contudo com grande destaque para a camada basal e
progressiva diminuicdo em direcdo ao apice (figs.E, F, G, H, | e J). Verificou-se
nacleos picnoticos em todas as camadas, inclusive na camada basal (figs. 2 F e
G).



O terceiro paciente tinha 16 anos de idade e apresentava lesdes

multiplas com aspecto de papulas coalescentes de superficie Umida vegetante
localizada em glande (figs. 3 A e B). Relatou inicio do quadro ha cerca de 2
meses com progressao rapida, nega contato sexual com parceira com lesdes

semelhantes.

A histopatologia demonstrou hiperplasia epitelial (acantose) e extensa
vacuolizacdo citoplasmatica (coilocitose) em queratindciots com atipia nuclear,
principalmente no terco apical do epitélio (fig. 3 C). Nao foi observado nenhum

sinal de invasao no tecido conjuntivo.

A imunohistoquimica para HPV marcou as células dos dois tergos
superiores do epitélio (fig. 3 D).

A imunoistoquimica para a proteina p53 (figs. 3 E, F, G e H) marcou
células em todas as camadas do epitélio, porém com pequena intensidade. A
marcacao foi maior nas camadas superiores do epitélio (figs. E e F) do que na
camada basal (figs. E, F, G e H). Nucleos picnéticos foram visualizados em toda

a extensao do epitélio (figs. E e F).



Lesdo condilomatosa unica com superficie tmida vegetante medindo

aproximadamente 4 cm localizada em sulco balano prepucial.

FIGURA1-B

Fotomicrografia de pele com hiperplasia epitelial, principalmente na camada de
Malpighi (estrato basal e

estrato espinhoso).

(Hematoxilina-Eosina, 40x)



FIGURA1-B




Fotomicrografia de pele com hiperplasia epitelial, paraqueratose e coilocitose.

(Hematoxilina-Eosina — 100x)

FIGURA1-D

Fotomicrografia de pele destacando a coilocitose em todas os estratos da epiderme.

(Hematoxilina-Eosina, 400x)






Fotomicrografia de pele com coilocitose desde o estrato granuloso e presenca

aumentada de leucaocitos intra-epiteliais.

(Hematoxilina-Eosina — 400x)

FIGURA1-F

Fotomicrografia de pele com paraqueratose e coilocitose nos estratos mais superficiais

da epiderme.

(Hematoxilina-Eosina, 400x)
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Fotomicrografia de pele demonstrando a expressdo imunoistoquimica da proteina p53

em diferentes estratos epidérmicos.

(Imunoistogquimica proteina p53 — 100x)

FIGURA1-H

Fotomicrografia de pele demonstrando a expressao imunoistoquimica da proteina p53
desde o estrato basal até o estrato licido com maior intensidade nas camadas

superficiais.

(Imunoistoquimica proteina p53 — 100x)






Fotomicrografia de pele demonstrando a expressdo imunoistoquimica da proteina p53
associada a coilocitose nos estratos superficiais. (Imunoistoquimica proteina p53 —
400x)

FIGURA1-J

Fotomicrografia de pele demonstrando a expressao imunoistoquimica da proteina p53

no estrato basal (Imunoistoquimica proteina p53 — 400x)






Fotomicrografia de pele demonstrando a expressdo imunoistoquimica da proteina p53

em toda a epiderme com coilocitose associada nos estratos superficiais.

(Imunoistogquimica proteina p53 — 400x)

FIGURA1-L

Fotomicrografia de pele demonstrando a expressao imunoistoquimica da proteina p53

associada a nucleos picnéticos.

(Imunoistogquimica proteina p53 — 400x)



FIGURA1-L




LesBes multiplas. Algumas isoladas outras confluentes, com aspecto de pépulas e

coloracdo acastanhada localizadas em corpo de pénis






FIGURA 2 -B




Fotomicrografia de pele com coilocitose limitada aos estratos supra-espinhoso.

(Hematoxilina-Eosina — 400x)

FIGURA 2 -D

Maior destaque aos coildcitos nas camadas superficiais associado a

paraqueratose. (Hematoxilina-Eosina, 400x)



FIGURA2-D




Fotomicrografia de pele demonstrando a expressdo imunoistoquimica da proteina p53

em todos o0s estratos epidermicos.

(Imunoistogquimica proteina p53 — 100x)

FIGURA 2 - F

Fotomicrografia de pele demonstrando a expressao imunoistoquimica da proteina p53

acentuada no estrato basal.

(Imunoistoquimica proteina p53 — 400x)






Fotomicrografias de pele destacando a expressdo imunoistoquimica da proteina p53

no estrato basal sem coilocitose.

(Imunoistoquimica proteina p53 — 400x)



FIGURA 2 -H




Fotomicrografias de pele destacando a expressdo imunoistoquimica da proteina p53 no

estrato basal. (Imunoistoquimica proteina p53 — 400x)
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LesBes multiplas com aspecto de papulas coalescentes de superficie Umida

vegetantes localizadas em glande e prepucio.






FIGURA3-B




Fotomicrografia de pele com coilocitose acentuada no terco superior da epiderme.

(Hematoxilina-Eosina — 100x)

FIGURA 3-D

Fotomicrografia de pele demonstrando a presenca do HPV através da expressao
imunoistoquimica do capsideo viral nos estratos superficiais da epiderme.

(Imunoistoquimica HPV — 100x)






Fotomicrografia de pele demonstrando a fraca expressdo imunoistoquimica
da proteina p53 e coilocitose nos estratos epiteliais superiores

(Imunoistogquimica proteina p53 — 400x)

FIGURA 3 -F

Fotomicrografia de pele demonstrando a fraca expresséo imunoistoquimica da
proteina p53 com marcacdes isoladas em estrato basal. (Imunoistoquimica proteina
p53 — 400x)
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Fotomicrografias de pele destacando a expressao imunoistoquimica da proteina
p53 em algumas células isoladas no estrato basal. (Imunoistoquimica proteina p53
— 400x)



FIGURA3-H
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FIGURAS 3-GeH

Fotomicrografias de pele destacando a expressao
Imunoistoquimica da proteina p53 em algumas células
Isoladas no estrato basal.

(Imunoistoquimica proteina p53 —400x)



DISCUSSAO

As alteracdes histopatologicas encontradas nas lesGes condilomatosas
ocorrem devido ao ciclo biolégico do HPV. Geralmente, as células da camada basal
nao se encontram morfologicamente alteradas em lesbes condilomatosas porque o
HPV permanece com poucas copias virais por célula, favorecendo a manutencao da
infeccdo sem gerar alteracdes celulares significativas. Nos tecidos nao infectados
pelo HPV, as células interrompem seu ciclo celular ao deixarem a camada basal, o
que proporciona a perda do nucleo nas camadas suprabasais. Nos casos das
células infectadas, elas permanecem com o ciclo celular ativo, principalmente por
acdo da oncoproteina viral E7, e seguem nucleadas até as camadas mais
superficiais do epitélio. Nas camadas suprabasais, observam-se alteracfes
importantes como a coilocitose que representa a acdo de grande quantidade de
particulas virais. Os coilocitos sao células epiteliais grandes, com nucleo pequeno ou
grande, denso, irregular e com aspecto amarrotado. As organelas citoplasmaticas
agregam-se na periferia da célula e o restante do citoplasma fica claro, formando um
halo na regido perinuclear. Alguns autores consideram o coilécito uma célula
relativamente especifica, mas pouco sensivel como indicativo de infeccado pelo HPV
(Kumar et al., 2005).

Apesar da presenca do HPV em todas as camadas do epitélio, a
imunoistoquimica para HPV demonstra a presenca de HPV apenas nos dois tercos
superiores do epitélio. A explicacdo deste resultado seria que o anticorpo utilizado é
especifico para o capsideo viral. Como o capsideo viral s6 € produzido nos
gueratinécitos mais diferenciados (mais superficiais), pelos genes tardios (L1 e L2), a

marcacgao imunoistoquimica nao ocorre nas camadas epiteliais inferiores.

A marcacao imunoistoquimica da proteina p53 néo é possivel em sua forma
natural, contudo, quando inativada pelas proteinas virais, principalmente pela
proteina E6, torna-se identificavel. Acreditava-se que apenas os papilomavirus de
alto grau fossem capazes de inativar a proteina p53, porém se demonstrou que nas
lesGes de baixo grau também ocorre a ligacdo da proteina p53 a proteina viral EG6,
com consequente inativacdo desta. Uma explicacdo viavel para a auséncia do efeito
oncogénico nos tipos de HPV de baixo risco, apesar da acdo da E6, seria que, na
verdade, a acdo primaria da proteina E6 no ciclo biolégico viral ndo fosse gerar a

imortalizacdo ou a transformacdo oncogénica do queratindcito, mas sim a facilitacao

Vi



da replicacao viral. Por isso, alguns tipos virais conseguiriam seu objetivo primario
sem a acao oncogénica (virus de baixo risco) e outros ndo conseguiriam realizar tal
objetivo sem a consequente agdo oncogénica (virus de alto risco). Trabalhos
demonstram que as proteinas E6 se ligam a outras proteinas além da p53, contudo
se observou que as E6 de alto risco se ligam a proteinas diferentes das E6 de baixo
risco (Thomas & Banks, 1999; Degenhardt & Silverstein, 2001). A acdo oncogénica
dos tipos de alto risco ndo se deve apenas a acado de E6 e E7, mas a varios outros
fatores que favorecem a alteracdo do genoma do queratindcito, pois, mesmo

inativando a p53, os virus de baixo risco ndo se incorporam ao genoma celular.

Sabe-se que mesmo o HPV de alto risco ndo é capaz de gerar lesbes pré-
cancerosas ou cancerosas sozinho. Ainda n&o se descobriu como 0s co-fatores
agem, porém ja se confirmou que alguns elementos associados ao HPV de alto risco
aumentam o0 seu poder oncogénico. Estes elementos sdo representados
principalmente pelo fumo, multiplicidade de parceiros sexuais, sexarca precoce,
persisténcia da infeccdo e a presenca de outras doencas sexualmente
transmissiveis (Almeida Filho et al.,, 2005). Contudo, estes fatores parecem néo
interferir na evolucdo dos HPV de baixo risco, ressaltando mais uma vez um eixo

diferenciado no seu ciclo bioldgico.

E impossivel afirmar se algum destes casos sofreria alteracdo oncogénica
caso ndo fosse tratado, uma vez que podemos observar a manifestacao
histopatolégica por um tipo viral, contudo, ao se realizar um estudo molecular,
observamos a presenca de HPV de alto risco que ndo se manifestou. As lesdes de
alto ou baixo grau ndo dependem exclusivamente do tipo viral, mas sim de um
complexo mecanismo de agressao e defesa ainda nao totalmente decifrado. Podem
existir lesdes de baixo grau causadas pelos tipos de alto risco e lesbes de alto grau

pelos tipos de baixo risco.

O paciente 1 apresentava uma lesdo clinicamente pequena,
histopatologicamente moderada, sem sinais de lesdo de alto grau, contudo, com
forte marcacdo para a proteina p53 em toda a extensdo do epitélio, o que

teoricamente sugeriria uma possivel alteragdo no genoma celular.

O paciente 2 apresentava clinicamente lesbGes extensas, porém a
histopatologia demonstrava alteragfes epiteliais leves. J& a imunoistoquimica para a
proteina p53 marcou em todo o epitélio, principalmente na camada basal, o que

também pode ser considerado um indicador de provavel alteracdo maligna posterior.
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O paciente 3, apesar de ter demonstrado a maior lesdo clinica, uma
histopatologia com alteracdes, principalmente no ter¢co superior, demonstrou uma
marcacao fraca para a proteina p53, o que poderia indicar uma baixa probabilidade
de malignizacdo. Por outro lado, apesar de fraca, a marcacdo acometia células
isoladas na camada basal do epitélio, o que de uma forma antagbnica a intensidade

da marcacao seria um indicador de maior probabilidade de malignizagé&o.

Nos trés casos foram observados trés pontos: a caracteristica da lesao

clinica, a alteracéo epitelial e a marcacao imunoistoquimica da proteina p53.

A existéncia de uma leséo clinica é uma consequéncia direta das alteracfes
epiteliais causadas pelo virus. Porém, a dimensdo desta ndo estd diretamente
relacionada com alteracfes epiteliais, j& que se pode ter uma lesdo vegetante muito
extensa, com pequena alteracdo epitelial, ou uma lesdo pouco extensa ou até
subclinica, com alteracdo epitelial severa (lesdo de alto grau). A intensidade da
marcacao imunoistoquimica da proteina p53 também nao demonstrou relagéo direta

com as caracteristicas clinicas e histopatologicas das lesdes.

A histopatologia confirma o diagnostico de condiloma e gradua a severidade
das lesBes, no entanto, ndo identifica o tipo de HPV presente e ndo prediz, com

certeza, seu comportamento biolégico.

O HPV est4 presente em 100% dos condilomas acuminados de pénis, porém
a presenca do HPV no caso de carcinomas de pénis varia de 40% a 60% (Rubin et
al., 2001). Da mesma forma, imunoistoquimicamente, a expressao a proteina p53 é
observada em apenas 20% a 40% dos casos de carcinomas de pénis (Martins et al.,
2002).

As diferentes formas de expresséo da proteina p53 demonstram que o HPV
se manifesta de forma especifica em cada paciente e provavelmente a presenca de
co-fatores associada a deficiéncias imunoldgicas, crénicas ou transitorias, pode

mudar o curso da infeccao.

Existe a controversa questdo imunoldgica do hospedeiro, que explicaria dois
aspectos importantes: a manifestacdo do HPV de forma especifica em cada
individuo e a regressao espontanea das lesdes, uma vez que cerca de 77% das
lesGes regridem em até 18 meses mesmo sem tratamento (31% das lesdes regridem
em até 6 meses de evolucéo, 35% em até 12 meses e 11% em até 18 meses) (Ho et

al., 1998). Uma vez que todos os pacientes foram tratados e ndo se realizou a
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tipagem viral, ndo se pode afirmar como seria a evolucdo da doenca em cada um

dos pacientes, pois poderia ser para a cura ou para a malignizacéo.

A conclusédo deste trabalho € que a expressao da proteina p53 esta presente
nas infec¢bes pelo HPV e nédo pode ser relacionada com a apresentacéao clinica da

lesdo nem com a alterac&o histopatoldgica epitelial.
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VI — CONSIDERACOES FINAIS

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

A infeccdo pelo HPV é a doenca sexualmente transmissivel mais prevalente

em todo o mundo.

A infeccdo pelo HPV deve ser abordada através de suas manifestacdes

somaticas, epidemioldgicas, sociais e psicologicas conjuntamente.

O ciclo biolégico do HPV promove alteragcbes na morfologia do epitélio
infectado, podendo gerar lesdes clinicas ou subclinicas. Estas lesdes sao
consequéncias diretas da interferéncia viral no ciclo de diferenciacdo dos
queratindcitos, que alteram sua forma e poder de multiplicacéo.

A acantose, a paraqueratose e a coilocitose foram as principais alteracdes

epiteliais encontradas.

Os HPV de alto risco tém a capacidade de interferir no genoma da célula
hospedeira, promovendo acdo carcinogénica, principalmente a custa das
proteinas virais E6 e E7, que atuam sobre as proteinas nucleares p53 e pRb

da célula hospedeira, respectivamente.

A acado da proteina viral E6 sobre a proteina p53 impede a restauracdo do
DNA ou a apoptose na célula infectada, imortalizando-a.

A expressao imunoistoquimica da proteina p53 foi demonstrada em lesfes
condilomatosas de pénis, contudo ndo se observou um padrdo Unico de
expressdo. Houve expressdo em todas as camadas do epitélio,

principalmente nas camadas mais superficiais.

N&o houve relacdo entre as manifestacdes clinicas, histopatoldgicas e a

expressao imunoistoquimica da proteina p53.

A expressdo da proteina p53 em lesdes condilomatosas demonstra a relacéo
da proteina E6 com a p53, porém de forma diferenciada, ndo promovendo a

carcinogénese.

10)Serd necessaria uma amostra maior de pacientes para a avaliagdo da

proteina p53 como valor progndéstico nas lesées condilomatosas de pénis.
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GLOSSARIO

. DNA — acido desoxirribonucléico

. DNA-HPV + - Presenca de DNA do HPV em amostra coletada

. HPV — Papilomavirus humano

. kDa — quilodalton que corresponde a 1.000 vezes o0 peso da

molécula de hidrogénio.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Comité de Etica em Pesquisa

1- Identificacdo do responsavel pela execucao da pesquisa:

Titulo do Projeto: Estudo Imunoistoquimico da proteina p53 em lesdo condilomatosa de pénis.

Coordenador do Projeto: Jodo Carlos de Souza Cértes Junior

Telefones de contato do Coordenador do Projeto: 21 - 9443 7411

Comité de Etica em Pesquisa: Santa Casa da Misericordia do Rio de Janeiro

2- Informacgdes ao participante ou responsavel:

1. Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem como objetivo avaliar
a alteracdo de uma proteina celular (p53) nas infec¢des pelo papilomavirus humano
(HPV) no pénis.

2. Antes de aceitar participar da pesquisa, leia atentamente as explicacdes abaixo que
informam sobre o procedimento:

a) Serd retirado um fragmento da lesdo causada pelo HPV apoés utilizagdo de
anestesia local,

b) O fragmento ser4 encaminhado ao laboratério para confirmacdo do diagnéstico de
infeccdo por HPV e para a identificacao da proteina p53;

c) Apds a retirada do fragmento, sera realizado tratamento de acordo com o protocolo
do servico;

d) os resultados dos exames serdo divulgados quando disponibilizados pelo laboratério.

3. Vocé podera recusar a participar da pesquisa e podera abandonar o procedimento em
gualguer momento, sem nenhuma penalizagdo ou prejuizo. Durante as consultas, vocé
poderd recusar a responder qualquer pergunta que por ventura lhe cause algum
constrangimento.

4. A sua participacdo como voluntério ndo auferira nenhum privilégio, seja ele de carater
financeiro ou de qualquer natureza, podendo se retirar do projeto em qualquer
momento sem prejuizo a V.Sa..

5. A sua participagdo néo trard riscos a sua saude.

6. Serdo garantidos o sigilo e privacidade, sendo reservado ao participante o direito de
omissao de sua identificacdo ou de dados que possam comprometé-Io.

7. Na apresentacao dos resultados ndo seréo citados os nomes dos participantes.

Confirmo ter conhecimento do contetdo deste termo. A minha assinatura abaixo indica que
concordo em participar desta pesquisa e por isso dou meu consentimento.

Rio de Janeiro, de de 20
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