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RESUMO

O diagndstico e tipificag3o do Papilomavfrus Humano foi iniciado no Laboratério de Virologia do Instituto
Nacional de Saide em Novembro de 1990. Até Maio de 1991 foram estudadas 81 amostras prvenientes de 70
individuos, 57 do sexo feminino e 13 do sexo masculino, observados na Unidade de Patologia Cervico-Vulvar da
consulta de ginecologia do Hospital de St* Maria. De entre os individuos do sexo feminino, 49 (86%) tinham
evidéncia colposcépica, histolégica e/ou citolégica que sugeriam infecgdo pelo HPV. No sexo masculino, 11
individuos (85%) tinham manifestagdes clinicas e os restantes 2 (15%) correspondiam a casos em que houve
contacto sexual com individuos infectados, embora até a0 momento niio se observassem les3es aparentes. A
detecgdo do DNA foi positiva em 43 individuos (61%), dos quais 42 foram positivos para o HPV-6/11 (98%) e 1
para o HPV-16 (2%). Embora preliminares, estes resultados sugerem que também entre nés a infecgdo genital pelo
Papilomavirus Humano deve ser considerada um problema de Saiide Piiblica no domf{nio das doengas sexualmente
transmissiveis.

SUMMARY
Typing of human papillomavirus (HPV) in female and male anogenital samples

Diagnosis and typing of HPV was started in November 1990 at the Virology department of the National Health
Institute , Lisbon. Eighty one samples from 70 patients were studied, 57 from women observed at the cervico-vulvar
out patient unit of the Gynecology department of St* Maria Hospital, Lisbon, and 13 from male contacts of some
of these womien. Forty nine women (86%) had colposcopic, histological or cytological evidence of HPV infection.
Eleven men (85%) have clinical signs of infection and 2 (15%) had had sexual intercourse with infected partners
withclinical evidence of infection. HPV DNA was detected in 43 patients (61%). Forty two were infected with HPV
6/11 (98%) and one with HPV 16 (2%). These preliminary results suggest that genital infection by HPV must also

be considered a public health problem in the field of sexually transmitted diseases in Portugal.

INTRODUGAO

Estudos recentes, utilizando técnicas de biologia molecular
tais como a hibridagfio do 4cido deoxirribonicleico (DNA),
demonstraram a existéncia de um grande niimero de tipos distin-
tos de Papilomavirus Humano — HPV'2, Cada novo tipo de HPV
isolado deve ter menos de 50% de homologia com as sequéncias
de DNA de outros tipos de HPV jé caracterizados. Estes progres-
sos da técnica t&€m tornado possivel demonstrar que certos tipos
de HPV sido isolados preferencialmente em certas localizagdes.
Assim, verificou-se que os condilomas genito-anais estio asso-
ciados predominantemente ao HPV dos tipos 6, 11, 16 e 18%3.

Nestes ultimos anos, a literatura tem-nos alertado para o
potencial oncogénico de determinados tipos de HPV, nomeada-
mente dos HPV-16,-18,-31, -33 e -35, salientando-se as relagbes
epidemiolGgicas entre a transmiss#o sexual destes tipos de virus
¢ o subsequente desenvolvimento de carcinoma genital®®.

Orisco de transformagdo maligna € maior na zona de transigdo
(entre o exoe o endocolo). Neste local, o periodo de laténciaentre
a infecgdo primédria por HPV e a transformagdo maligna varia
entre 5 a 15 anos. O risco noutros epitélios genito-anais, incluin-
do o do pénis, € muito menor ¢ 0 periodo de laténcia para
qualcsquer tumor maligno se desenvolver pode atingir os 30 a 50
anos>.

Para o médico que estuda e trata os doentes com condilomas,
esta informagdo € da maior importincia, pois pressupbe um
tratamento e vigilancia diferentes de acordo com o tipo de HPV
encontrado. Este facto levou-nos a iniciar o diagnéstico e tipifi-

Recebido para publicagio: 14 de Novembro de 1991.

cagdo do Papilomavirus Humano no Laboratério de Virologiado
Instituto Nacional de Saide Dr. Ricardo Jorge em colaboragio
com a Unidade de Patologia Cervico-vulvar e a Consulta de
Peniscopia do Hospital de St* Maria.

MATERIAL E METODOS

Selecionaram-se 70 doentes com condilomas vulvares, vagi-
nais, cervicais e anais observados na Unidade de Patologia
Cervico-Vulvar da consulta da Ginecologia do Hospital de St*
Maria, bem como os parceiros sexuais com lesdes sugestivas de
condilomas observados na consulta de peniscopia da mesma
unidade.

O material biol6gico foi colhido por biopsia dirigida por vulvo,
vagino, colpo ou peniscopia e/ou por raspado com espitula ou
zaragatoa. Foram simultaneamente efectuadas biopsias para
exame histolégico e colheitas do endo e exocolo para exame
citolégico.

A detecg@o do DNA foi efectuada pelo método de hibridagdo
do Southern blot. Resumidamente, apds tratamento das amostras
com SDS e proteinase K, o DNA foi extraido pelo método
fendlico e ressuspendido em tampdo TE (10mM Tris-HCL pH
8,0, ImM EDTA). A concentragio do DNA foi determinada por
leitura ao espectofotémetro a 260 nm (1DO=50 pug/ml). Fez-se a
digestdo enzimdtica de 10 pg de DNA genémico com endonu-
cleases de restrigdo durante 3 h a 37° C. Os fragmentos de DNA
foram separados por electroforese em gel de agarose e transferi-
dos para uma membrana de nylon, segundo o método Southern

567



PAPILOMAVIRUS HUMANO

blor’. A hibridagdo radioactiva com (a32P) dCTP foi realizada
durante a noite a 42° C. Ap6s lavagem a membrana foi exposta
a um filme X-Omat com intensificador durante 7 dias.

Em 51 amostras foi também efectuada a reacgio de amplifica-
¢d0 enzimética do DNA (PCR) para o HPV-6 ¢ -11 e HPV-16 ¢
-33, a fim de comparar a sensibilidade deste recente método de
diagndstico. Neste caso, a reacio foi realizada segundo as
condi¢des enunciadas por Dallas'®, preparagdo de uma mistura
constituida por 1 pg/ml de DNA em 35 pl de H20, 65 pl (0,5 pg
de cada primer, 1mM de cada ANTP, 10% DMSO, 10 mM sulfato
de am6nia, SOmM Tris pH 8,8, 10mM MgC12) e 4jg de enzima
Tag DNA polimerase; com aplicecel de 35 ciclos de desnaturagiio,
annealing e extensio de, respectivamente, 30 seg. a93°C, 30 seg.
a 50° C e 90 seg. a 72° C. Retirar 15 pl da mistura da reacgio ¢
colocar num gel de 2% agarose. Nesta fase & possfvel identificar
o tipo de HPV com base na dimens3o do fragmento amplificado.
Transferir o DNA para uma membrana de nylon e hibridar com
uma sonda sintética marcada radioactivamente.

RESULTADOS

Foram estudadas 81 amostras provenientes de 70 individuos,
13 do sexo masculino ¢ 57 do sexo feminino.

A idade dos doentes variou entre os 17 e os 55 anos, havendo
um predomfnio na faixa etéria dos 20-30 anos.

Nas mulheres, as lesdes vulvares biopsadas eram:

a) papulas de superficie verrucosa ou papilomatosa (em crista
de galo ) — 6, b) manchas que coravam com 4cido acético a 4%
~ 3 doentes, c) nédulos papilomatosos (em couve flor) — 2. As
lesBes do colo correspondiam a zonas acidéfilas iodo negativas,
apresentando-se em mosaico invertido, excepto um caso de
formag3o exofitica. No sexo masculino, as biopsias foram efec-
tuadas em lesSes com a seguinte morfologia: a) nédulos
papilomatosos — 6, b) p4pulas — 3, ¢) manchas — 2. Dois doentes
ndo tinham lesdes aparentes.

Por anilise do Southern blot, o DNA do Papilomavirus Huma-
no foi detectado em 43 individuos (61 %). De entre os individuos
infectados, 42 foram positivos para o HPV-6/11 —98% e 1 para
0 HPV-16 — 2%. Os resultados obtidos encontram-se resumidos
nos Quadros 1 e 2.

QUADRO 1 - Detecgiio do DNA do Papilomavirus Humano em 70
individuos estudados

Tipo de HPV
Sexo N° Casos Negativo /11 16
Feminino 57 23 33 1
Masculino 13 4 9 0
Total 70 27 42 1

QUADRO 2 - Comparagiio do diagnéstico colcoscépico, citolégico,
histolégico e virolégico em 57 individuos do sexo feminino.

Colposcopia Citologia Histologia

(n=57) (n=3) (n=9)

+vo -vo +vo -vo +vo  -vo

+vo 33 1 3 0 8 0
DNA

-vo 12 11 0 0 1 0

+vo: positivo; -vo: negativo.
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No caso do diagnéstico colposcépico, houve concordincia dos
resultados em 44/57 mutheres (77%). A correlagio entre a
detecgdo do 4cido micleico e a observagio citolégica e his-
tolégica foi de, respectivamente, 100% e 89%. Foi observado 1
caso com histologia positiva e detecgio do DNA negativa (11%).
Por outro lado, embora com resultado histolégico negativo, foi
detectado 1 caso de infecgdo lactente (2%). :

O PCR realizado em 51 amostras permitiu a identificagio de
27 positivos para 0 HPV-6/11 (53%), dos quais 6 (12%) foram
negativos por andlise do Southern blot (positividade de 55%).
Nio foi detectado nenhum caso de infecgdo pelos virus HPV-16
e HPV-33 (Fig. 1). Todos os casos negativos, testados em
simultineo pelas duas técnicas, tiveram resultados concordantes
(Quadro 3).

Fig.1 - PCR para o HPV-6 e -11 utilizando os primers do grupo A (HPV
6/11). Os fragmentos de 120 pb, resultantes da reacgio de amplificaggo do
DNA, podem ser observados apés electroforese em gel de agarose 1/%. Os
primers so visiveis abaixo da banda de 100 pb. Linha 1, padr3o de
migracio pBR322DNA/Eaelll (fragmentos de 587, 540, 504, 458, 434,
267, 234, 213, 192, 124, 123, 104 pares de bases); linha 2, controlo
negativo; linha 3, controlo positivo (1 jig de DNA de HPV-6); linha 4, Se
8, amostras positivas para o HPV-6/11 por Southern blot; linha 6, amostra
positiva para o HPV-16; linha 7, amostra negativa por Southern blot. As
amostras 4, 5 e 8 so positivas (banda de 120 pb assinalada pelo *).

QUADRO 3 - Comparagiio das técnicas de Southern blot e PCR em 51
amostras

PCR
Positive Negativo
Positivo 21 0
Southern
blot
Negativo 6 24
Total 27 24
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A andlise do Quadro 4 permite-nos constatar que existe uma
correlagdo entre o tipo de HPV detectado e o tipo de lesdo
diagnosticada. Foram estudados 4 individuos que tiveram con-
tacto sexual com individuos infectados com o virus, embora até
ao momento nio se observassem lesdes clinicas. Destes,2 casos
eram positivos para o HPV-6/11.

QUADRO 4 - Comparagio entre o diagnéstico clinico e a detecgiio do
DNA viral em 70 individuos

Tipo de HPV
Ne° casos Negativo /11 16
Condiloma 66 25 40 1
Sem les#o/parceiro 4 2 2 0
sexual HPV +vo
Total 70 27 27 1

+vo: positivo.

DISCUSSAO

Atendendo 2 associagdo existente entre o Papilomavirus Humano
e o cancro cervical, o diagnéstico virolégico adquire uma impor-
tincia particular na selecgéio do tratamento e follow-up dos
individuos que apresentam este tipo de lesdes.

Em relagio aos métodos de diagnéstico dos HPV, sabe-se que
oisolamento in vitro ndo é vidvel e que a detecgdo das particulas
virais e das protefnas da capside, por microscopia electrénica ou
imunocitoquimica s6 é possivel em lesdes activas benignas.
Raramente se consegue fazer a sua detecgfo nas lesGes invasivas
ou mesmo pré-malignas®. As técnicas de hibridagdo do 4cido
niicleico sdo, portanto, as Gnicas que permitem a identificagdo
dos diferentes tipos de HPV, em tecidos frescos, fixados ou
incluidos em parafina. Embora considerada como a técnica de
elei¢do, a hibridagio do Southern blot € dispendiosa, morosa e
algo complicada na execugio, niio sendo a sua utilizagdo aconse-
lhada para rastreios em larga escala. Por outro lado, os métodos
citolégicos e histolégicos falham muitas vezes por serem pouco
especificos, sendo em alguns casos a taxa de falsos positivos
estimada em cerca de 30%°. No nosso trabalho houve uma
concordancia de 100% entre os resultados citolégicos e a detec-
¢do do 4cido niicleico mas, em relagfo ao estudo histolégico
foram encontradas diferengas em 6% dos casos. Em 50% dos
individuos sem lesdes clinicas foi detectada a presenga do HPV
6/11.

Uma boa alternativa para o diagnéstico e tipificagdo dos HPV
parece ser a nova técnica do PCR (Polymerase Chain Reaction),
conforme tem sido referido por vérios trabalhos'®. Com o PCR,
o comprimento especifico dos produtos resultantes da amplifica-
¢do pode ser visualizado num gel de agarose, ndo sendo ne-
cessério recorrer 2 hibridagdo radioactiva. Além disso, os casos
de duplas infecgdes, por vezes dificeis de definir por Southern
blot, sdo facilmente detectados por PCR. O Gnico contrareside no
facto de ao existir integragdo do DNA este ndo ser detectado, uma
vez que a integragdo provoca normalmente delecgfes no genoma
viral'"'2, Isto pode ser importante pois a integrago parece estar
relacionada com a evolugio das lesdes pré-malignas do colo™!*.
Daf a necessidade de se utilizarem primers que amplifiquem
sequéncias localizadas fora destas zonas de integragdo. No
presente caso, optou-se por fazer a pesquisa simultdnea do HPV-
-6 e -11 e do HPV-16 e -33, pois além da grande homologia
existente entre estes subtipos de virus, eles encontram-se asso-
ciados ao mesmo tipo de lesdes. No nosso caso, a presenga do

DNA viral foi detectada em 53% dos casos estudados por PCR,
enquanto que por andlise do Southern blot foi de 41%.

Os tipos de Papilomavirus Humano que mais frequentemente
infectam a regido genital s3o os HPV-6, -11, -16 ¢ -18. Podem-
-se considerar de fraco poder oncogénico os HPV-6 e -11,
frequentemente associados a lesdes de baixo grau de maligni-
dade, e de alto poder os HPV-16 e -18, detectados normalmente
em lesdes pré-malignas do colo. As neoplasias do pénis associa-
das ao HPV sio raras'*'¢, Dados epidemiolégicos recentes refe-
rem que 0 DNA dos HPV de alto risco pode ser encontrado em
mais de 80% das neoplasias cervicais intraepiteliais (CIN). No
nosso estudo, o DNA dos HPV foi detectado em 79% dos
condilomas diagnosticados clinicamente, sendo a percentagem
de, respectivamente, 98% e 2% para o HPV-6/11 e HPV-16. Por
outro lado, foram detectadas infecgOes sub-clinicas em 50% dos
individuos que no apresentavam qualquer tipo de sintomatolo-
gia, embora referissem contactos sexuais com parceiros com
condilomas acuminados.

A percentagem de HPV em amostras de mulheres com itoie-
gias positivas (coil6citos) varia entre 17 e 80%%!"!%, Curiosa-
mente, a ocorréncia de infecgdes pelo HPV nestes casos € inferior
a0 que seria de esperar, especialmente se tivermos em linha Ge
conta que o HPV é um dos principais factores na patogénese da
neoplasia cervical intraepitelial. As explicagdes encontradas sdo
vérias. Segundo De Villiers'®, a baixa prevaléncia do HPV nestas
les3es surge, provavelmente, em consequéncia do HPV ser um
factor activo na iniciag#o desta doenga mas ndo no seu desenvol-
vimento futuro, revelando-se inclusivé uma perda do DNA viral
durante esta progress3o maligna. A baixa prevaléncia do HPY
nas lesSes pré-malignas pode igualmente ser o reflexo de uma
fraca sensibilidade dos métodos de detecgdo utilizados.

Em cada ano, cerca de 460.000 mulheres desenvolvem cancros
cervicais. Devido 2 auséncia de programas eficazes de detecgdo
precoce, este ainda continua a ser o tipo de cancro mais impor-
tante nos pafses em vias de desenvolvimento. Mundialmente, o
cancro cervical é o segundo mais frequente entre as mulheres e
o0 quinto na escala geral'®,

Contudo, o potencial oncogénico de alguns HPV aindando estd
suficientemente esclarecido. Isto ndo quer dizer que a infecgdo
causada por este virus ubiquos seja por si suficiente para induzir
o aparecimento de tumores malignos. Provavelmente, outros
factores de risco, que provoquem alteragdes adicionais ao nivel
dos genes celulares ou de algumas hormonas, sdo necessirios
para promover o crescimento de clones de células malignas.

Nas ultimas décadas, as técnicas recombinantes do DNA
fizeram aumentar grandemente o conhecimento sobre os HPV,
mas o0 mesmo ndo se verificou ao nivel daresposta do hospedeiro
A infecgdo viral. Grande parte dos conhecimentos imunol6gicos
baseiam-se em estudos realizados com Papilomavirus animais e
na observagio de individuos com HPV.

Devido ao seu potencial oncogénico e na falta de uma vacina
¢ tratamento eficazes, a prevengdo da infecgdo genital pelo
Papilomavirus Humano, assenta, entre outros principios funda-
mentais, na vigildncia epidemiol6gica.

O desenvolvimento de uma vacina e o diagnéstico precoce da
infecgdo sdo duas 4reas importantes na luta contra o cancro
cervical. Paraestabelecer o verdadeiro papel do HPV no processo
de transformagdo e do efeito dos co-factores envolvidos na
carcinogénese, € importante fazer um follow-up dos individuos
infectados ou com citologias anormais.

Para um melhor conhecimento da prevaléncia da infecgdo
genital pelo HPV, ser4 necessério desenvolver uma metodologia
adequada e um diagnéstico eficaz da infecgdo e, simultanea-
mente, elaborar projectos de estudo com objectivos concretos e
definidos.

Embora preliminares, os resultados agora obtidos d4o desde j&
aideia de que também entre nés a infecgio genital pelo Papilo-
mavirus Humano é um problema de Saide Piblica no dominio
das doengas sexualmente transmissiveis. Contudo, para se obter
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uma ideia mais precisa sobre a prevaléncia desta infecgiio em
Portugal, est3o a ser analisados outros aspectos, como sejam: (a)
a associagio com outras infecgbes genitais, (b) a eficdcia do
tratamento relativamente 2 recorréncia das lesbes, (c) oestadodo
DNA presente nas amostras, (d) a evolugdo clinica dos in-
dividuos infectados, (¢) a importincia destes individuos como
potenciais veiculos de transmiss3o, (f) a prevaléncia da infecgdo
em determinados grupos com comportamento de risco € (g) a
actuagdo de certos co-factores no processo de transformagdo

maligna das lesdes.
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