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INTRODUCAO

O HPV (papilomavirus humano) ¢ um
grupo de virus de estrutura ndo-envelopada,
que possui em sua dupla fita de DNA cerca
de 8000 pares de base' e apresentam tropismo
por células epiteliais de revestimento
epidérmico e mucoso.? Sao subdivididos em
dois grupos, conforme sua capacidade em
lesionar o tecido: baixo risco (subtipos 6, 11,
40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 e 81) e alto
risco (subtipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,

52,56, 58 e 59).°

A infeccdo pelo HPV pode causar desde
uma lesdo assintomatica e autolimitante até
o desenvolvimento de lesdes neoplasicas
em pele e mucosas, principalmente no colo
do utero, apresentando altos indices de
mortalidade.** A principal via de transmissao
¢ a sexual, sendo elevada a prevaléncia do
virus em mulheres sexualmente ativas.
Estudos mostram que até o ano de 2014,
pelo menos 50% da populacdo foi infectada
pelo HPV e 25% das mulheres com exames
citolégicos normais possuiam o virus.® O
cancer do colo do utero ou cancer cervical
¢ a quarta neoplasia mais comum entre

as mulheres, com estimativa de 528.000

novos casos, principalmente em paises
subdesenvolvidos, ¢ considerada a segunda
causa de morte por cancer em mulheres no
mundo, causando 266.000 mortes s6 em
2012.6

lesdes no colo do utero é utilizado tanto

O diagnodstico morfologico para

em esfregagos celulares (citologia), quanto
em cortes de tecido (histopatologia). A
histopatologia ¢ capaz de graduar as lesodes
de acordo com o seu potencial proliferativo’
e a classificagdo histopatologica, utilizada
pela OMS-IARC, inclui as lesdes intra-
epiteliais em trés graus: NIC 1, NIC 2 e
NIC 3. A les@ao NIC 1 apresenta maturagao
em dois ter¢os do epitélio e as células
possuem atipias variaveis que podem ter
efeito citopatico decorrente da infecgdo por
HPYV, a coilocitose. Anormalidades nucleares
também estdo presentes nestas lesdes. Ja
em lesdes NIC 2, a maturagdo estd presente
em metade do epitélio e a atipia nuclear se
torna bem evidente. Em lesdes de NIC 3, a
maturagdo pode estar ausente ou confinada ao
terco superior do epitélio e as anormalidades
nucleares estdo presentes na maioria ou em
toda a espessura do epitélio. Neste grau, as

mitoses atipicas sdo frequentes.?
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As lesoes causadas pelo HPV, no homem,
podem afetar o trato geniturinario desde a
genitalia externa, a regido perianal e o trato
urinario superior, sendo mais frequente na
regido peniana. A maturagdo e a diferenciacao
epitelial nas lesdes provocadas pelo HPV sao
irregulares e as alteracdes nucleares podem
variar de leves a severas, sendo denominadas
lesdes intraepiteliais escamosas.’ O carcinoma
do pénis ¢é a neoplasia do sistema geniturinario
mais frequente na América do Sul e Africa,
possuindo incidéncia de 4/100.000, superior
a Europa, onde ocorre um caso em 100.000."
Muitos trabalhos
do carcinoma peniano ¢ multifatorial e

apontam que a causa

incluem tabagismo, higiene precaria, fimose,
inflamacdo e infec¢do por outras doencas

sexualmente transmissiveis.

Em paralelo, tem sido constatado o
aumento de outras lesdes anogenitais por
papilomavirus humano.!! O condiloma
acuminado anogenital foi a doenca sexual-
mente transmissivel mais diagnosticada no
Brasil durante o periodo de 1998 a 2001,
tanto em homens (39,6%) como em mulheres
(21%), sua incidéncia vem aumentando nos
ultimos anos, associada a aids.'? As altera-
¢Oes histoldgicas basicas desse tipo de lesdo
sdo a papilomatose e a acantose. As papilas
dérmicas estdo geralmente alongadas, estrei-
tas e ramificantes, formando um padrao de
pseudo-hiperplasia epiteliomatosa. O aspecto
mais caracteristico ¢ a presenca de coilocitos
no estrato superior da camada espinhosa, nos
estratos granuloso e corneo. Ja o cancer anal
era considerado uma doencga pouco frequente,
mas a sua incidéncia esta crescendo, princi-
palmente devido ao aumento do carcinoma
de células escamosas (CCE). A relacdo causal

entre esse virus e o cancer do colo do utero

esta bem caracterizada € o mesmo tem sido

observado com o cancer anal.'?

O diagnoéstico das lesdes malignas e
pré-malignas do colo uterino, pénis e anus
pode ser realizado por citologia e histologia.
Porém, a infec¢do por HPV ¢ confirmada
somente por meio de métodos moleculares
que variam quanto a sua sensibilidade e
especificidade,' como a hibridizacdo in situ
(ISH), captura hibrida, imuno-histoquimica
(IHQ), reagdao em cadeia de polimerase
(PCR), southern blot, sequenciamento, entre

outras.!41

A ISH ¢ empregada para deteccdo e
localizacdo do HPV na célula infectada e
permite localizar sequéncias especificas
de acidos nucleicos em amostras celulares
ou teciduais infectados, ou mesmo em
cromossomos isolados, por meio da ligagdo
de uma sonda especifica (sequéncia curta
de DNA) para um tipo de HPV, podendo ser
executada em tecidos fixados em formalina
e incluidos em parafina.'*'® Essa técnica
¢ comumente utilizada no diagnostico
laboratorial de doengas genéticas ou por
agentes infecciosos, como virus, bactérias,

fungos ou parasitas.

Uma variante da ISH é a hibridizacao in
situ cromogénica (CISH) que por meio de uma
reacdo de peroxidase, permite a visualizagdo
do HPV em coloracdo amarronzada no nucleo
da célula hospedeira. Sondas marcadas com
a digoxigenina tém sido utilizadas desde
a década de 1990 como uma alternativa
ndo-isotopica, havendo relatos de sua
superioridade entre as moléculas dessa classe,
pois a reagdo de fundo é menor do que quando
utilizada sonda marcada com a biotina.!” Apos

aligagdo da sonda na sequéncia complementar
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da célula, a visualizagdo ¢ feita ao microscopio
de luz. A resolucdo da ISH dependera do
tamanho da sonda utilizada, do preparo
apropriado das amostras e do treinamento
do patologista na interpretagdo das amostras
coradas. A ISH permite identificar o HPV na
sua forma epissomal, quando o DNA do HPV
se encontra disperso pelo ntcleo ou integrado,
quando apresenta sinais pontuais. Essa técnica
permite também estabelecer a correlacdo com
os aspectos histopatologicos.'® Segundo Ming
e cols. (2008),'* a técnica de ISH, aplicada em
amostras de material fixado em formalina e
emblocado em parafina, podera auxiliar nas
seguintes acdes: resolugcdo dos diagnosticos
discrepantes em pacientes com neoplasias
intraepiteliais cervicais; diferenciagdo entre
metaplasia escamosa endocervical imatura
das neoplasias intraepiteliais de alto grau;
células glandulares reativas das atipias
glandulares; avaliar o risco de progressdao NIC
ou de reincidéncia da doeng¢a em mulheres que
foram tratadas para NIC 2/3 ou carcinoma,;
fornecer informagdes para pesquisa em cancer

cérvico-vaginal.

E importante salientar que ndo foram
estabelecidas guias de padronizacdo para
controles e procedimentos, limiares comuns
ou conjunto de sondas para validacdo analitica
da ISH para DNA de HPV, como foi relatado
por UHLIG e cols. (2013)." No trabalho de
Bagarelli e Oliani (2004)*° foi demonstrada alta
especificidade e baixa sensibilidade quando da
aplicacdo de ISH para o DNA do HPV, sendo
pouco utilizada na rotina diagnostica, mas com
potencial para identificagdo do HPV de alto
risco. O trabalho realizado por Montag e cols
(2011)*' demonstrou que o limite de detecgao,
utilizando linhagem celular, seria de 10 a

50 copias por célula e, em amostras fixadas

em formalina e incluidas em parafina, de 10
copias de HPV por célula. Estudos mostram
que devido a sua especificidade elevada,
exames moleculares como a ISH e reacdo em
cadeia da polimerase sdo as novas escolhas
diagnodsticas para detecgdo do HPV, tendo
a hibridizacdo vantagem, por ser realizada
com cortes parafinados, mantendo a estrutura
do tecido e possibilitando a observacdo das
lesdes.?>? Qutra vantagem para a associac¢io
de técnicas moleculares ¢ sua sensibilidade na

deteccdo do virus.?!??

O Niucleo de Patologia Quantitativa
(NPQ) do Centro de Patologia (CPA) do
Instituto Adolfo Lutz (IAL) é responsavel
pela realizagdo de exames biomoleculares
para o diagndstico de doencas de interesse
em Saude Publica, utilizando a patologia
quantitativa e marcadores biologicos/
moleculares na investigacdo de doencas
infecciosas e neoplasicas (Decreto Estadual

n°® 55.601/2010).

OBJETIVO

Este trabalho teve

apresentar a casuistica das amostras de biopsia

como objetivo
encaminhadas para o NPQ para confirmacgao
do diagnoéstico de infecgdo por HPV entre
2015 e o primeiro trimestre de 2018.

METODOLOGIA

Foram coletados dados clinicos de 67
amostras de bidpsia de pacientes de ambos
os sexos, com idade entre 2 a 67 anos,
encaminhadas para diagnostico anatomo-
patologico no periodo de 2015 e o primeiro
trimestre de 2018.

Todas as amostras foram fixadas

em formalina, incluidas em parafina e
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seccionadas em microtomo (3pum), em ldmina
silanizada para serem submetidas ao ensaio de

hibridizagdo in situ cromogénica (CISH).

Assondas comerciaisde altorisco (HPV-AR
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66, 69, 82) e baixo risco (HPV-BR 6, 11) de
escolha sdo marcadas com digoxigenina e o
sistema de deteccdo utilizado foi o ZytoFast
Plus CISH Implementation kit (T-1063-40,
ZytoVision GmbH, Bremerhaven, Alemanha),
adaptado as condig¢des do laboratério.”

Como controle das reagdes de alto
(HPV-AR) e baixo risco (HPV-BR) foram
utilizadas amostras com resultado positivo
em analises anteriores. Apds a reacdo, amos-
tras que apresentaram precipitacdo de cor
marrom castanha ao exame microscopico

foram consideradas positivas. Por se tratar

de um estudo retrospectivo com amostras de
arquivo, utilizadas para a rotina diagnostica,
justificamos a impossibilidade de obtencdo
de termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE). Este estudo faz parte do projeto apro-
vado no conselho técnico-cientifico (CTC-IAL
11-J/2017) e no comité de ética (CEPIAL
parecer n° 2.439.900) do Instituto Adolfo Lutz.

RESULTADOS

Caracteristica das amostras

Na casuistica estudada, a topografia mais
abundante encaminhada para confirmacdo
do diagnostico de infeccao por HPV foi colo
uterino (29 amostras, 43,3%), seguido de anus
(17 amostras, 25,4%), pénis (12 amostras,
17,9%), boca (quatro amostras, 6,0%) e vulva
(trés casos, 4,5%) (Tabela 1).

Tabela 1. Distribui¢do das amostras de biopsia recebidas no NPQ para diagnostico de HPV entre 2015 ¢ o

primeiro trimestre de 2018

Topografia n % Classificagao n %
NIC-1 18 62,1
Colo 29 43,3 NIC-2 5 17,2
NIC-3 6 20,7
Papiloma 13 76,5
. Carcinoma 2 11,8
Anus 17 25,4
Displasia 1 59
Hiperplasia 1 59
Carcinoma 3 25
Pénis 12 17,9 Papiloma 8 66,7
D. Liquenoide 1 8,3
Papiloma 3 75,0
Boca 4 6,0
Hiperplasia 1 25
NIV-1 1 33,3
Vulva 3 4,5 NIv-2 1 33,3
NIV-3 1 33,3

NIC: neoplasia intraepitelial cervical; NIV: Neoplasia intraepitelial vulvar; D: dermatite.
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Entre as amostras de colo uterino, 18
(62,1%) foram diagnosticadas como neoplasia
intraepitelial de baixo grau (NIC-1), cinco
(17,2%) como neoplasia intraepitelial de grau
intermediario NIC-2 e seis (20,7%) amostras
foram  diagnosticadas
intraepitelial de alto grau NIC-3 (Tabela 1).

As pacientes possuiam idade entre 16 e 60

como neoplasia

anos, com média de 31,7 = 12,6 anos, com

minimo de 16 anos e maximo de 60 anos.

Treze (76,5%) amostras de anus foram
classificadas como papiloma, duas (11,8%)
como carcinoma, uma (5,9%) como displasia
e uma (5,9%) como hiperplasia (Tabela 1).
Os pacientes, sendo 8 homens ¢ 9 mulheres,
apresentaram média etaria de 31,3+19,3 anos,

com minimo de 2 anos € maximo de 55 anos.

Do total das amostras de pénis, 8 (66,7%)
foram classificadas como papiloma, trés
(25,0%) como carcinoma e uma como
liquenoide (8,3%) (Tabela 1).
Os pacientes apresentavam média etaria de

dermatite

31,5+7,9 anos, com minimo de 20 anos e
maximo de 50 anos.

Com relagdo as amostras de boca, foram
identificados trés papilomas (75%) e uma
(25%) hiperplasia (Tabela 1). Os pacientes
(uma mulher e trés homens) apresentaram
média etaria de 39,0+£14,5 anos, com minimo

de 22 anos e maximo de 55 anos.

As trés amostras de vulva, foram

classificadas como NIV-1, 2 ¢ 3 (33,3%

respectivamente) (Tabela 1). As pacientes
apresentaram média etaria de 41,3+23,8 anos,

com minimo de 20 e maximo de 67 anos.

CISH-HPV

Das 67 amostras encaminhadas para
(26,9%)
confirmacao da infec¢do por HPV por meio da

diagnoéstico, 18 apresentaram
metodologia de CISH. Dentre estas amostras,
8 (44,4%) foram positivas para HPV-AR, 8
(44,4%) para HPV-BR e 2 (11,1%) exibiram
positividade em ambas reacoes (Tabela 2).

A analise microscopica das laminas de
CISH também foi capaz de revelar o padrao de
expressao do DNA viral presente nas células
do tecido hospedeiro. O padrao de expressao
epissomal foi o mais prevalente entre as
amostras positivas (HPV-AR n=5, 41,7%;
HPV-BR n=7, 58,3%) (figura 1). Entre as
amostras positivas para HPV-AR, duas (25%)
apresentaram padrdo de expressdo integrado
e uma amostra (12,5%) apresentou padrdo
de expressdo epissomal e integrado (misto).
De forma semelhante, entre as amostras
positivas para HPV-BR, uma (12,5%) também
apresentou padrdo de expressdo misto, mas
0 padrio integrado nao foi observado. Para
as amostras que apresentaram positividade
para ambas as sondas virais, foi observado
o padrdo epissomal (marcagdo HPV-AR) ¢
misto (marcacdo HPV-BR) em uma delas e na
outra apenas o padrao epissomal (HPV-AR e
HPV-BR) (Tabela 2).
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Tabela 2. Padrdo de express@o do DNA viral nas amostras positivas para CISH-HPV

Padrao Classificagao HPV-AR HPV-BR Topografia
- epissomal (HPV-AR) . .

i condiloma POSITIVO POSITIVO pénis
- misto (HPV-BR)
- epissomal (HPV-AR) .

. NIC-1 POSITIVO POSITIVO colo uterino
- epissomal (HPV-AR)
epissomal condiloma POSITIVO negativo pénis
epissomal displasia POSITIVO negativo anus
misto papiloma POSITIVO negativo boca
epissomal NIC-1 POSITIVO negativo colo uterino
epissomal NIC-2 POSITIVO negativo colo uterino
integrado NIC-3 POSITIVO negativo colo uterino
epissomal NIV-2 POSITIVO negativo vulva
integrado NIV-3 POSITIVO negativo vulva
epissomal condiloma negativo POSITIVO boca
epissomal condiloma negativo POSITIVO pénis
epissomal condiloma negativo POSITIVO pénis
epissomal papiloma negativo POSITIVO anus
epissomal papiloma negativo POSITIVO anus
misto papiloma negativo POSITIVO anus
epissomal NIC 1 negativo POSITIVO colo uterino
epissomal NIV-1 negativo POSITIVO vulva

HPV-AR: HPV de alto risco; HPV-BR: HPV de baixo risco; NIC: neoplasia intraepitelial cervical;
NIV: Neoplasia intraepitelial vulvar
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Figura 1. Padrao de expressdo epissomal e integrado em amostra positiva para HPV de alto risco

s

Fotomicrografia da reacao

% o _ de hibridizagao in situ em
o - amostra de (a) colo uterino,
/ " | com marcagao positiva para
- HPV de alto risco com padrio
> epissomal (aumento 200x)

¢ (b) anus, com marcagio
positiva para HPV de baixo
! risco com padrio integrado
(aumento 400x). E possivel
observar o precipitado marrom,
> resultante da reacdo enzimatica
do DAB com a peroxidase
do anticorpo do complexo de
- detecgdo, ligado a um hibrido
formado entre a sequéncia
y alvo e a sonda em padrao
caracteristico (setas vermelhas).
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DISCUSSAO

A infecgao por HPV pode causar verrugas
no epitélio cutineo e anogenital, além de
estar relacionada a varias formas de cancer
em homens e mulheres.?® A detec¢do do virus,
bem como a identificacdo da integragdo
com o material genético do hospedeiro, sdo
informagdes importantes para a decisdo de

abordagem terapéutica e manejo do paciente.

No presente trabalho, os casos submetidos
a reagdo de hibridizacdo in situ cromogénica
utilizando sondas de alto e de baixo risco
para detec¢do de DNA-HPV, apresentaram
positividade em 18 dos 67 casos analisados
(26,9%). A ISH ¢ considerada um método
de boa especificidade, porém de baixa
sensibilidade, segundo Tyring e cols. (2000).?’
Entretanto, esta técnica tem a vantagem de
demonstrar a informagdo genética especifica
dentro do contexto morfoloégico da lesdo, com
grande aplicabilidade em materiais fixados e

parafinizados.?®

E importante salientar que a deteccdo do
HPV em técnicas moleculares depende de
inumeros fatores pré-analiticos que podem
comprometer o resultado como qualidade da
amostragem, ou seja, se o material coletado
de fato representa a lesdo em dimensdo e
profundidade, erros de amostragem podem
produzir  inconsisténcias, @ mesmo  em
ensaios sensiveis. Van Ham e cols. (2002)°
demonstraram que o ciclo menstrual também
influencia a carga viral na cérvice uterina,
impactando diretamente no limite de deteccdo
dos ensaios moleculares. Segundo o grupo,
o periodo do ciclo menstrual relacionado
aos maiores indices de detec¢do viral é a
fase folicular (entre o 7° e 11° dias). As

condi¢des de transporte e armazenamento da

amostra, bem como a qualidade do fixador,
tempo excessivo ou insuficiente de fixacgao,
recipiente inadequado para fixacdo e/ou
volume insuficiente do fixador pode interferir
tanto no diagnodstico como na pesquisa em
patologia molecular, afinal o acido nucleico
viral precisa estar preservado e integro para

evitar resultados falso negativos.

Testes moleculares em amostras incluidas
em parafina sdo mais dificeis de serem
analisadas devido ao estado de degradacao
do DNA, que ¢ maior quando comparado ao
DNA de amostras frescas, nas quais o DNA

16 Existe ainda

se encontra mais integro.
a possibilidade do tipo de HPV contido
na amostra ndo ser contemplado na sonda

utilizada na reacdo.

Aproximadamente 30-60% dos carcinomas
penianos sdo relatados como HPV positivos.?
O virus afeta o epitélio escamoso da genitalia
masculina da mesma forma que o feminino.
Bezerra e cols. (2001)*° mostrou em um estudo
com 82 pacientes com carcinomas penianos
que 30,5% eram positivos para HPV DNA,
sendo o HPV 16 o mais prevalente, em 16%
dos casos. O prognéstico para carcinomas
penianos positivos para HPV ¢ controverso,
mas alguns estudos mostram que para essa
neoplasia, o HPV sinaliza um bom prognosti-
co. Nesse mesmo trabalho, demonstrou-se que
pacientes com HPV sofrem menos embolizagao
linfatica. Lont e cols. (2006),>' em um estudo
com 176 homens, obteve 31% de positividade
e concluiu que as caracteristicas histopatolo-
gicas preditivas para metastase ganglionar,
profundidade da invasdo e embolizagdo linfa-
tica ndo estdo relacionados a presenca do HPV.
Os trabalhos relatados apresentam valores de
positividade semelhantes aos observados no
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presente trabalho, no qual 33,33% das amos-
tras de bidpsias de pénis apresentaram reacao
positiva para a sonda de HPV.

O HPV ¢ associado com 80-85% dos
canceres anais. A soroprevaléncia ¢ de 2 a
6 vezes maior em homens que fazem sexo
com homens do que homens que fazem sexo
com mulheres.*? Esses fatos tém motivado
a inclusao dessa doenga como sexualmente
transmissivel, o que justifica a necessidade de
se adotar medidas de vigilancia nas clinicas de

doencas sexuais, ginecoldgicas e urologicas.**

E importante destacar que a infecgdo por
HPYV lista como agente causal de um subgrupo
de carcinomas de células escamosas da
cabega e pesco¢o que vem aumentando nos
ultimos anos e acometendo pessoas jovens e
ndo fumantes. Quando ha presenca viral na
neoplasia, o perfil clinico patologico diverge
dos tumores convencionais, apresentando
bom progndstico e permitindo uma
terap€utica menos agressiva, preservando
a area acometida.’** No presente trabalho,
50% das amostras avaliadas de cavidade oral
apresentaram deteccdo de DNA viral, o que do
ponto de vista clinico indicaria um protocolo
de manejo diferente entre esses casos.

Quanto ao padrao fisico do HPV, Bagarelli
e Olani (2004),° considerando somente os
casos positivos na ISH, a maior frequéncia
dos padrdes integrados (somados os isolados
e os mistos) foram observados nas lesdes
intraepiteliais de alto grau, corroborando os

achados de Goémez e cols. (1996)* e Pirami
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e cols (1997),” que também observaram
maior frequéncia de integracdo do DNA do
HPV nas lesdes com alto grau de atipias, o
que reforca a nogdo de que a integracdo possa
ser um fator de risco para a progressdo da
les@o. Diante dos pacientes com diagndstico
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