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RESUMO

Introducéo: O papilomavirus humano (HPV) é o principal agente etiolégico de lesbes
malignas de colo uterino, pénis e possivelmente um dos co-fatores implicados na
etiopatogénese do carcinoma oral de células escamosas (OSCC).

Objetivos: O presente estudo teve o objetivo de avaliar a transmisséo e concordancia
genotipica do papilomavirus humano (HPV) entre parceiros sexuais da Cidade do
Recife em diferentes sitios de coleta (pénis, vagina/colo uterino e boca).

Métodos: A amostra foi composta por trinta e um casais heterossexuais residentes na
Cidade do Recife e Regido Metropolitana. Os individuos do sexo masculino da
pesquisa foram submetidos a um questionario para avaliar as condigdes socio-
econdmicas, habitos gerais e sexuais, e historia prévia de doengas sexualmente
transmissiveis (DSTs), seguido da coleta de esfregaco peniano de lesdes malignas
e/ou potencialmente malignas possivelmente associadas ao HPV. As respectivas
parceiras foram convidadas e também submetidas ao mesmo questionario, seguido
da coleta de esfregaco de vagina/colo uterino, exame de colposcopia e citologia
cervical, exame clinico e coleta de esfregagco de mucosa oral. A pesquisa do HPV-
DNA foi realizada através da reagao da cadeia de polimerase (PCR) com a utilizagcao
dos primers MY09 e MY11 e a identificagdo da concordancia genotipica entre os
HPVs foi realizada através da analise do polimorfismo dos fragmentos de DNA (RFLP)
obtido pelas enzimas de restricdo Ddel e Rsal.

Resultados: Foi amplificado HPV-DNA a partir de esfregago de pénis (P) de 22/31
individuos (71%); 18/31 (58,1%) das amostras de vagina/colo (V) e 17/31 (54,8%) de
mucosa oral (B). 16/31 (51,6%) casais apresentaram HPV-DNA pelo menos dois
sitios anatébmicos. Apos a analise do padrao de polimorfismo do HPV-DNA obtida
através da RFLP foi possivel avaliar observar HPV-DNA concordancia em 14/31
(45,2%) casais. 5/6 casais (83,3%) que praticam intercurso vaginal sem preservativo
apresentaram concordancia genotipica entre HPV peniano e vagina/colo uterino; 7/8
(87,5%) casais que relataram uso do preservativo foram PV HPV discordantes
(OR=11,67 p=0,039). Similarmente, 8/11 (72,7%) casais que negaram o uso do
preservativo durante a pratica da felagdo foram HPV concordantes, enquanto 4/4
casais (100%) que relataram o uso do preservativo durante sexo oral, apresentaram
diferentes tipos de HPV peniano e HPV oral (p= 0,025).

Conclusao: Baseado nos achados clinicos e laboratoriais foi possivel concluir que
houve transmiss&o e concordancia genotipica entre parceiros infectados, quando da
nao utilizacdo de preservativos. A pratica da nao utilizacdo de barreiras fisicas pode
contribuir para a etiopatogénese de leses malignas e/ou potencialmente malignas.

Palavras-chaves: papilomavirus humano; virologia; biologia molecular/métodos;
reacao em cadeia da polimerase; carcinoma oral de células escamosas.
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TRANSMISSION AND CONCORDANCE OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS (HPV)
AMONG SEX PARTNERS IN RECIFE

ABSTRACT

Background: Human Papillomavirus (HPV) is regarded the most relevant agent in the
aetiology of cervical and penile malignancy and a possible co-factor involved in the
etiopathogenesis of oral squamous cell carcinoma (OSCC).

Objective: The aim of the present work was to determine HPV transmission and
genotype concordance among sexual partners from Recife, in three different anatomic
sites: penis, vagina/cervix and oral mucosa.

Methods: The study group comprised thirty-one heterosexual couples that had been
questioned about their social-economic status, sexual and general habits, and history
of previously sexually transmitted diseases (STDs). The male subjects were submitted
to peniscopy followed by penile swab obtained from malignant or potentially malignant
lesions possibly associated with HPV. Their female counterparts were invited and also
submitted to the questionnaire; colposcopy and cytology tests were performed followed
by of the uterine cervix and oral mucosa swabs. HPV-DNA detection was performed by
polymerase chain reaction (PCR) using consensus primers MY09/11. Restriction
fragments length polymorphism (RFLP) using Ddel and Rsal enzymes was then
accomplished.

Results: HPV-DNA was detected in 22/31(71%) of the penile samples (P); in 17/31
(58.1%) vaginal/cervix samples (V); and in 17/31(54.8%) oral female mucosal samples
(O). 16/31 (51.6%) couples showed HPV-DNA in at least two anatomic sites. RFLP
showed HPV-DNA concordance in 14/31 (45.2%). 5/6 couples were HPV penis and
vagina/cervix concordant; 7/8 couples that reported condom use during vaginal
intercourse were HPV PV discordant (OR= 11.67 p=0,039). Similarly, 8/11 (72.7%) of
the couples that denied the use of condoms during fellatio were HPV PO concordant,
while 4/4 (100%) of those who used condoms during oral sex showed different HPV-
DNA PO genotypes (p=0,025).

Conclusion: Based upon the clinical and laboratorial analyses it is concluded that
there is HPV transmission and genotype concordance between sexual partners.
Consistent use of condoms may reduce the risk of developing malignant and/or
potentially malignant lesions.

Key words: human papillomavirus; virology; molecular biology/methods; polymerase
chain reaction; OSCC.
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INTRODUCAO

A infeccao pelo HPV é uma doenga sexualmente transmissivel (DST) frequente em
adultos com idade média de 15 a 49 anos. Esta descrito na literatura que sua
prevaléncia média de 15% em mulheres sexualmente ativas (KOUTSKY;
GALOWAY; HOLMES, 1998). Uma revisdo conduzida por Partidge e Koutsky (2006)
mostrou que em homens esta prevaléncia média € mais elevada chegando a
24,25%. Em relagao a sua presenga em mucosa oral normal, a prevaléncia média de
HPV na mucosa oral tem sido descrita entre 20 a 30% (MILLER; WHITE, 1996).
Contudo, dados alarmantes mostram que o HPV é detectado duas a trés vezes mais
em lesdes potencialmente malignas da mucosa oral e quase cinco vezes mais no

carcinoma oral de células escamosas (OSCC) (MILLER; JOHNSTONE 2001).

O diagndstico da infecgdo por HPV deve incluir dados da histéria médica, exame
fisico e exames complementares, incluindo a pesquisa direta do virus ou

indiretamente através das alteragdes celulares no tecido (NICOLAU et al., 1997).

Dentre as técnicas para o diagnostico do HPV as mais comumente utilizadas sao
Papanicolau (SCHNEIDER et al., 1987), inspe¢do com acido acético a 5% (SARIAN
et al., 2005), colposcopia (LAW et al., 2001), peniscopia (FOLLEN, 1987), biopsia,

teste de hibridizagdo molecular e captura hibrida (WALBOOMERS et al., 1995).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR Polymerase Chain Reaction) é uma técnica
de biologia molecular que amplifica o DNA viral sendo considerada atualmente o
padrao ouro para comprovar a presenga ou nado do papilomavirus humano
(CARTWRIGHT et al., 1996; CHOW et al., 2000; NELSON et al., 2000; ROLON et

al., 2000).
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A utilizacdo desta técnica como metodologia no diagndstico molecular tem se
mostrado sensivel na resolugdo de duvidas durante o diagndstico cito-
histopatolégico e colposcépico, ndo apenas de lesdes genitais pré-malignas, mas
também nas infecgbes latentes ou sub-clinicas associadas ao HPV (WRIGHT et al.,
2000; KANESHIMA et al. 2001). A PCR também tem sido utilizada em pesquisa de
DNA-HPV na mucosa oral, pois os dados referentes a presenca desta infeccao
apresentam-se conflitantes em razdo da variedade de métodos de pesquisa de

particulas virais (SAND et al, 2000; TERAI; BURK, 2001).
HPV e carcinogénese

Os mecanismos da carcinogénese relacionados com a presenga do HPV ainda
mantém-se obscuros. Acredita-se que haja uma integragdo do high risk HPV (HR
HPV) com o DNA celular do hospedeiro, resultando na desintegracéo das proteinas
E6 e E7, que sdo proteinas virais responsaveis pela inativacdo dos produtos dos
genes supressores de tumor p53 e pRb (GUTIERREZ; GRAZA, 2001; PEITSARO;
JOHANSSON; SYRJANEN, 2002; OLIVEIRA et al., 2003; HA; CALIFANO, 2004;
EVANS et al.,, 2005; RIVERO; NUNES 2006). Os tipos virais oncogénicos mais
comuns sdo o 16 e o 18, podendo ou ndo causar neoplasia benigna ou maligna do

trato genital, oral e faringeo (CHICHAREON et al., 1998; SILVA et al., 2003).

A correlagao entre a infecgao por papilomavirus humano (HPV) e carcinoma cervical
invasivo ja foi descrita e é cientificamente comprovada (ZUR HAUSEN, 1991;
MUNOZ et al., 1993; ELUF-NETO et al., 1994; BOSH et al., 1995; LORENZATO et
al, 2000; HA et al., 2002; GIOVANELLI et al., 2002; RINGSTROM et al.,2002;
HERRERO et al., 2003; XAVIER; FILHO; LANCELLOTTI, 2005; NICOLAU et al.,

2005; EVANS et al., 2005; RIVERO; NUNES 2006). Estudos mostram que o DNA-
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HPV do tipo oncogénico é prevalente em 99,7% dos casos de cancer cervical uterino

(WALBOOMERS et al. 1999).

O HPV pode influenciar na carcinogénese de lesdes potencialmente malignas nas
regides anogenitais e orofaringeas na mulher e no homem (HA et al.,, 2002;
GIOVANELLI et al., 2002; RINGSTROM et al., 2002; HERRERO et al., 2003;
XAVIER; FILHO; LANCELLOTTI, 2005; NICOLAU et al., 2005; EVANS et al., 2005;
RIVERO; NUNES 2006). Homens portadores de lesbes penianas por HR HPV tém
risco de desenvolver carcinoma peniano e anal (CHICHAREON et al., 1998) e
também aumentam o risco de desenvolvimento de neoplasia cervical

(CASTELLSAGUE et al., 2001) e oral (SCULLY, 2002) em suas parceiras.

Dados recentes mostram a possivel relacdo do HPV com o carcinoma espinocelular
(OSCC) de boca, e estes representam 95% dos tumores malignos que afetam a
cavidade oral (INCA 2007). Uma revisédo de varios estudos sobre pesquisa do DNA-
HPV em carcinoma espinocelular oral (OSCC) conduzida por Praetorius (1997) levou
a conclusado que pode haver uma variagao 0 a 100% da prevaléncia de HPV-DNA
em OSCC, contudo, a maioria dos estudos mostra uma média de prevaléncia entre

25% e 75% (BRANDWEIN et al., 1994; BALARAM et al., 1995).
Transmissibilidade e concordancia entre parceiros sexuais

A principal via de transmissao entre parceiros sexuais pode ocorrer apés uma unica
relacdo sexual (RINTALA et al., 2005; SONNEX; STRAUSS; GRAY, 1999) através
do contato direto com areas contaminadas da pele (GUTIERREZ; GRAZA, 2001). A
transmissao do HPV também pode ocorrer pela pratica da felagdo através da
inoculagao de particulas virais nos tecidos orais (CASTRO et al. 2004; GIRALDO et

al. 20086).
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Dentre os fatores de risco mais comumente descritos para a transmissdo desta
infeccdo podem ser destacados aqueles relacionados ao comportamento sexual, tais
como: idade da primeira relagao (COLLINS et al. 2005), numero de parceiros ao
longo da vida (WINER et al., 2004), relagcdo sexual com profissionais do sexo e
estado marital (HILDESHEIM et al., 1993; CANADAS et al., 2004), além da falta uso
de preservativo (COTLEE et al. 1997; NICOLAU et al., 2005; BLEEKER et al. 2005;
WINER et al, 2006) e aqueles relacionados ao nivel soécio-econbémico,
particularmente renda e escolaridade baixas (NONNENMACHER et al., 2002), e
ainda o foi relatado o habito do tabagismo nao associado com o risco aumentado de
se adquirir esta infecgao viral, mas relacionado com sua importante associacio e a
persisténcia da acgdo viral do HPV alto risco oncogénico facilitada por meio de
reacdes quimicas entre seus metabdlitos e o DNA do hospedeiro e também inibindo

resposta imunoldgica celular (DERCHAIN et al., 1995; BURK et al., 1996).

O papel do parceiro masculino na transmissdo do HPV é ainda controverso. Uma
vez que a expressao da infecgcao pelo HPV nos homens sé se mostra clinicamente
em pequeno numero de casos (NICOLAU et al., 2005), estes podem se tornar
hospedeiros e consequentemente vetores de particulas virais (CASTELLSAGUE et

al., 2001; RINTALA et al. 2005; SONNEX; STRAUSS; GRAY, 1999).

Estudos sobre a concordancia do HPV-DNA de diferentes sitios anatémicos entre
casais estaveis realizados na ultima década apresentam resultados controversos
possivelmente devido a ndo uniformizacdo das técnicas de detecgao viral e a falta
de controle das amostras coletadas (BOSCH et al. 1996; MUNOZ et al. 1996
CATELLSAGUE et al. 2001). Os estudos mostram que niveis de concordancia entre
HPV-DNA genital entre casais (Quadro 1) variam de 2% (CASTELLSAGUE et al.

1997) a 64,4% (GIOVANNELLI et al., 2007) e a incidéncia da concordancia entre
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HPV-DNA peniano e oral em casais (Quadro 2) encontra-se na ordem de 0,02%

(WINER et al., 2004) a 37,1% (GIRALDO et al., 2006).

Quadro 1 — Estudos sobre a concordancia genotipica do HPV-DNA peniano e

vagina/colo uterino entre parceiros sexuais.

Referéncia

HIPPELAINEN et
al., 1994

KYO et al., 1994

STRAND et al.,
1995

CASTELLSAGUE
et al. 1997

FRANCHESCHI
et al., 2002

BLEEKER et al.,
2005*

Populacéo
estudada

Mulheres com
resultados
alterados de
Papanicolau e
Seus esposos
(Finlandia)
Mulheres com
NIC e seus
€sposos
(Japao)
Parceiros de
mulheres
infectadas
com NIC ou
HR HPV
(Suécia)
Mulheres com
NIC e seus
€sposos
(Espanha e
Colémbia)
Mulheres com
Carcinoma
Cervical
Invasivo (CCl)
e in situ (CIS)
€ seus
esposos (Esp.,
Col., Tailan.,
Bras. e Filip.)
Mulheres com
NIC e seus
esposos (Nova
Zelandia)

Amostra
270

casais

53 casais

25 casais

286
casais

964
casais

181
casais
HPV
positivos

Idades
Médias
(anos)
F: 27
M: 32

Nao

relatada

Nao

relatada

FeM:
45 anos

Duracéo

do
relacionamento
Min.: 18 meses

Casados com
mais de 2 anos

Casados com

mais de 1 ano

Casais com no
minimo 6 meses

No minimo 6
meses

No minimo 6
meses

Achados

6% de HPV DNA
concordancia

17% (9/53) HPV-
16 concordantes

32% (8/25)
Sugerindo a real
transmissibilidade
do HPV durante
intercurso vaginal

2% (7/286)

0,02% HPV-16
concordantes
4% em CCI
3% em CIS

57,8% HPV
concordancia

*Neste estudo os autores observaram que o uso de preservativo durante a pratica sexual previne a
re-infecgao por HPV entre os parceiros.

GIOVANELLI et
al. 2007

Casais com
ambos os
parceiros
infectados

45 casais

Nao
relatada

No minimo 1 ano

64,4% (p=0,036)
HPV
concordancia
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Quadro 2 — Estudos sobre a concordancia genotipica do HPV-DNA peniano e oral

entre parceiros sexuais.

Referéncia  Populacédo Amostra Achados
estudada
COUTLEE et Homens e 287 11,02% (32/287%) HPV P e O néo confirma a
al., 1997 mulheres com casais relacao de sexo oral com infecgdo por HPV
infecgao por
HPV (Canada)
WINNER et  Estudo com 603 0,02% presenca de HPV-DNA, n&o sugere a
al. 2004 mulheres mulheres relagéo de sexo oral com infec¢do por HPV

universitarias
com habito de

felacao
OBS: Nao
avaliaram os
parceiros
(EUA)
KREIMER et Casais 586 3,1% (18/586) HPV P e O; ndo encontraram
al., 2004 heterossexuais, casais associagao entre sexo oral e infecgdo por HPV
sendo 190 HIV oral
te
396 HIV -
RINTALA et Casais 131 10% dos casais apresentaram HPV-DNA em P
al., 2006 heterossexuais casais e O, mas estes resultados ndo sugerem
(Finlandia) heteross  associagdo com habito de sexo oral
exuais
GIRALDO et  Mulheres com 70 casais 37,1%
al., 2006 alteragdes Neste estudo os autores observaram que
clinicas e HP pratica da felagdo nao foi considerada fator de
associadas ao risco para infecgéo por HPV.
HPV e seus
€Sposos
(Brasil)

Muitos estudos sobre concordancia do HPV-DNA entre parceiros heterossexuais
tém apresentado resultados controversos e a maioria destes estudos € voltada para
a infecgdo genital; poucos relatam pesquisas em mucosa oral de parceiras a partir
de esposos com infecgdo peniana pelo HPV, portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a transmissdo e concordancia genotipica do HPV em parceiros sexuais
atendidos nos ambulatérios de referéncia no atendimento as Doengas Sexualmente

Transmissiveis (DSTs) da Cidade do Recife em diferentes sitios anatémicos.

MATERIAIS E METODOS



29

Amostra

Este foi um estudo transversal observacional utilizando-se com uma amostra de
conveniéncia constituida por casais heterossexuais residentes na Regido
Metropolitana da Cidade do Recife. O universo da amostra foi o grupo de pacientes
provenientes dos ambulatorios de referéncia em atendimento as Doencas
Sexualmente Transmissiveis (DST’s) da Cidade do Recife, e incluiram o Hospital das
Clinicas de Pernambuco (Servico de Dermatologia — DST e o Servico de
Colposcopia), o Hospital de Cancer de Pernambuco (Servigo de Urologia), Policlinica
Municipal Lessa de Andrade (Servico de Infectologia) e Policlinica Municipal
Agamenon Magalhdes (Servigo de Peniscopia), localizados no Estado de
Pernambuco, na regido Nordeste do Brasil. Este protocolo de pesquisa foi submetido
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da

Universidade Federal de Pernambuco sob o nimero 219/06.
Coleta de dados

O diagnodstico de lesdes penianas malignas e/ou potencialmente malignas
acetobrancas possivelmente associadas ao HPV foi realizado através do exame de
peniscopia, por um profissional especializado. Um questionario foi aplicado pela
pesquisadora e o esfregaco peniano foi coletado com o auxilio de uma escova
ginecoldgica do tipo Cytobrush (Kolplast® Comercial Industrial do Brasil Ltda). Apos
esta etapa, as respectivas parceiras foram convidadas e posteriormente submetidas
ao exame clinico da boca, coleta do esfregago de mucosa oral, exame de
colposcopia, citologia cervical e coleta do esfregago de vagina/colo uterino, os ultimos

trés exames, igualmente por profissional da area. Alguns casos de lesdes genitais
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foram submetidos a bidpsia por um profissional da area, utilizando-se para isso, os

critérios de potencial de malignidade da leséao.
Extracdo e purificacdo do DNA das amostras

As amostras foram identificadas e o DNA extraido com o kit de extracdo e
purificacdo de DNA Geneclean® (GENECLEAN® Kit, BIO 101, La Jolla, CA)
adaptado de acordo com o protocolo sugerido por Ledo et al. (1999). Nesta etapa,
os materiais clinicos coletados foram centrifugados a 5.000 RPM por 5 minutos, o
sobrenadante descartado e o sedimento (pellet) foi ressuspendido em 400uL de Nal.
Para a extracdo do DNA foram adicionados 10uL de Glass Milk e deixados a
temperatura ambiente por 5 minutos agitando-se de vez em quando. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 1400 RPM por 5 minutos e o0 sobrenadante
descartado. Foram adicionados 500uL de New Wash e posteriormente centrifugado
a 1400 RPM por 5 minutos, esta etapa foi realizada duas vezes perfazendo um total
de duas lavagens. Os sobrenadantes finais foram descartados e incubados a 55°C
por 5 minutos no Cool Block (Calor Seco). Apos esta etapa foi adicionada a agua
livie de nuclease (NFW) (Promega® Madison, WI, EUA) misturando o precipitado
com a pipeta. As amostras foram levadas a centrifuga a 1400 RPM por 5 minutos e
o0 sobrenadante que continha o DNA extraido foi cuidadosamente pipetado e
transferido para um novo ependorff devidamente identificado para ser estocado a -

20°C, até ser utilizado na reagao de amplificagao.
PCR-HPV

Todas as amostras foram testadas previamente com a PCR-DNA [B-globina com os

primers GH20 e PC04 para confirmacao da presenca de DNA celular.
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Na reacao de amplificacao (PCR), foram utilizados os iniciadores consenso MY09: 5’
CGTCCMAARGGAWACTGATC 3 e MY11: 5 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3’
(Invitrogen® Brazil LTDA), os quais amplificam especificamente uma parte do gene
L1, que é a regido mais conservada no genoma dos diferentes tipos de HPV,
codificando uma proteina do capsideo viral. Esses iniciadores sdo capazes de
amplificar um fragmento de aproximadamente 450 pares de bases (pb) do gene L1,
tornando possivel a detecgdo da maioria dos tipos de HPV (KANESHIMA et al.,
2001). A reacado de amplificagao foi realizada em um volume final de 30uL, sendo
constituida por 3uL de Tamp&o (1%) (Amresco™ Inc, Ohio, EUA), 1,5uL de MgCl,
(3mM) (Amresco™ Inc, Ohio, EUA), 2,4uL de desoxinucleotideos fosfatados (dNTP)
(Amresco™ Inc, Ohio, EUA), 3uL de cada iniciador, 3uL de TagPolimerase
(Amresco™ Inc, Ohio, EUA) e 13,9uL de agua livre de nuclease. O sistema de
amplificacdo do DNA foi realizado em tubos de 500uL, que foram transferidos para o
termociclador (Peltyer Thermal Cycler -DNA Engine Tetrad® Leesburg, FL, EUA.). O
programa de PCR constituiu das seguintes etapas: desnaturagdo 94°C por 1 min, 34
ciclos de 55°C por 30 seg. + 72°C por 30 seg. + 94°C por 1 min., extensao final a
72°C por 10 minutos e um “hold” a 4°C. Ao produto final da PCR foram adicionados
2ul corante Azul de Bromofenol Orange (Blue/Orange Loading Buffer Dye, 6X
Promega® Madison, WI, EUA) para posterior aplicagdo no gel de Agarose a 2%

(Pronadisa Conda® Laboratories - Madrid, Espanha).

Nesta etapa foi realizada a corrida no gel de Agarose a 2%, preparado com 1,6g de
Agasore pura e 80mL de TrisBorato EDTA 1X (TBE - Amresco™ Inc, Ohio, EUA) e
5uL de Brometo de Etidio (Promega® Madison, WI, EUA). A corrida foi realizada em
uma cuba eletroforética (Omniphor® Biosystems Comercial, Imp. e Exp. de

equipamentos para Laboratérios Ltda.) horizontal contendo TBE 1% a 60V, com
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corrente de 80mA por 45 minutos. Os fragmentos de DNA foram visualizados
através de um transiluminador com luz Ultra-Violeta (UV) (Vilber Lourmat®, Franca),
no comprimento de onda de 302nm e as fotografias foram tomadas com o auxilio do
sistema de foto-documentacdo (Figura 01) (Vilber Lourmat®, Franca). Apds esta
etapa, as amostras negativas foram submetidas a uma segunda PCR (Figura 02)

com 0os mesmos primers anteriormente citados.

Clivagens do DNA-HPV ou RFLP-HPV (Restriction Fragment Length

Polymorphism)

As enzimas utilizadas para a clivagem do HPV-DNA (Figura 03) foram Dde 1 e Rsa 1
(Fisher Scientific® Inc. EUA) (LORENZATO et al., 2000). As condigdes fornecidas
para a clivagem do fragmento de DNA foram realizadas conforme o descrito pelo
fornecedor: 2uL do Tampéao da enzima, 0,2uL do BSA, 5 U de cada enzima, 1,5uL
de DNA e 15,8uL de NFW. Essas misturas foram incubadas no termociclador a 37°C
por 120 minutos. Foram adicionados 2uL de corante Azul de Bromofenol Orange a
um volume de 10uL do produto final obtido e foi realizada a aplicagédo no gel de
Agarose a 2%. A corrida eletroforética foi executada a 110 V, com corrente de

80mA, durante 45 minutos (KANESHIMA et al., 2001).
Analise estatistica

Na analise dos dados foram obtidas medidas estatisticas (Técnicas de estatistica
descritiva) utilizando-se de tabelas/graficos para as variaveis qualitativas; para as
variaveis quantitativas foram calculadas as medidas de tendéncia central (Média,
Mediana) e variabilidade (desvio padrdo). Para comparar a média das variaveis

quantitativas entre os grupos do sexo masculino e feminino, foi utilizado o teste t-
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Student para grupos independentes observando-se a igualdade ou nao entre as

variancias.

Na analise de associagdo entre as variaveis categoéricas e a avaliacdo da
concordancia genotipica do HPV foi utilizado o teste Exato de Fisher onde a
frequéncia esperada foi menor que cinco em mais de 20% das caselas e/ou o
numero de observagdes era menor que 40. Destaca-se que a escolha do teste foi
em funcdo do numero de pacientes insuficientes para a verificacdo da hipétese de
normalidade dos dados.

O nivel de significancia utilizado na decisdo dos testes estatisticos foi de 5% (0,05).
Os dados foram digitados na planilha Excel e os software utilizados para a obtengao
dos calculos estatisticos foram o EPI6 e o SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) na versao 13.

RESULTADOS

A amostra foi caracterizada por trinta e um pacientes do sexo masculino com idade
variando entre 20 e 62 anos (média de 32 anos), e suas respectivas esposas, com
idade entre 18 e 57 anos (média de 30 anos), perfazendo um total de sessenta e dois
participantes. A maioria dos participantes da pesquisa encontrava-se com ensino
médio completo (16/62; 25,8%) ou incompleto (23/62; 37,1%). A renda média dos
casais em salarios minimos em média 2,4 salarios (DP=2,4 I1C[1,7-3,6]). Um total de

17162 (27,4%) participantes relatou o habito do tabagismo.

Através da Tabela 01, pode ser observado que a média de idade da primeira relagao
sexual dos individuos em estudo foi de 16 anos (DP=3,5 IC [14,1 e 16,6]). Os
homens apresentaram uma média de idade para a primeira relagdo sexual

ligeiramente menor (15,3 anos) quando comparados as suas esposas (17,9 anos)
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(p= 0,004). O numero médio de parceiros sexuais entre os entrevistados foi de 7,9
(DP=10,5 IC [5,3 e 10,6]). Similarmente, ao analisar o numero médio de parceiros
estratificando pelo sexo, foi observado que no grupo dos homens o0 numero médio
de parceiras foi maior (13,8 DP=12,3 IC [8,6-26,5]) quando comparados as esposas
(2,1 DP=1,3 IC [1,1-5,2]) (p <0,001). Da mesma forma, na analise do numero médio
de parceiros no ultimo ano, o numero médio de parceiras foi de 1,2 (DP=0,51C [0,9 a
1,3]), enquanto que o numero médio de parceiros foi constante de apenas um
individuo (p= 0,020). A relacdo com profissional do sexo foi questionada apenas
para os individuos do sexo masculino, e foi possivel observar que 18/32 (58,1%) nao

relataram este contato sexual prévio ao longo de sua vida sexual (Tabela 02).

De acordo com os resultados dos exames clinicos, os individuos do sexo masculino
participantes deste estudo eram portadores de alteragdes penianas malignas e/ou
potencialmente malignas acetobrancas possivelmente associadas ao HPV (31/31;
100%). Nos achados citolégicos/colposcoépicos, um total de 25/31 (80,6%) mulheres
apresentaram alteracdes acetobrancas possivelmente causadas pelo HPV. Ao exame
clinico de mucosa oral das parceiras nao foram observadas alteragdes patologicas

visiveis (0/31; 0%).

Os resultados da amplificagcdo do DNA B-globina mostraram que todas as amostras
apresentaram DNA humano. Os resultados obtidos nas reagdes de HPV-DNA
demonstraram que 22/32 individuos avaliados (71%) foram HPV-DNA positivos nas
lesbes penianas. Ainda, 18/32 (58,1%) parceiras estudadas, foram HPV-DNA
positivas para os esfregacos de vagina/colo uterino e 17/31 (54,8%) para os
esfregacos de mucosa oral (Tabela 03). Nesta analise foi possivel observar a
presenca do HPV-DNA em pelo menos dois sitios anatémicos em 16/31 (51,6%)

casais participantes (Tabela 03).
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Apds a analise obtida através da RFLP foi possivel observar concordancia
genotipica entre HPV-DNA em 14/16 (87,5%) dos casais que apresentaram HPV-
DNA em pelo menos dois sitios anatdmicos analisados. Sendo assim, € importante
considerar que casais com positividade para o HPV-DNA nos trés sitios anatdmicos
do casal (pénis (P), vagina/colo uterino (V) e boca, (B)) foi convencionado denominar
triplet (PVB). Em outras situagdes em que foi observada a ocorréncia de positividade
em apenas dois dos trés sitios citados acima, foi convencionado chamar double (PV,
PB ou VB). Finalmente, em algumas poucas situagdes foi amplificado HPV-DNA em
apenas um dos sitios avaliados, tendo sido denominados unit, contudo, nestes

casos nao foi possivel, obviamente, avaliar concordancia genotipica (Tabela 04).

Ainda na Tabela 04 é possivel observar que a pratica da felagao foi observada em
15/16 (93,75%) das mulheres avaliadas e apenas 3/15 (20%) relataram uso
frequente de preservativo durante o sexo oral. Na tabela 5 pode ser observado ainda
que 3/16 (18,75%) parceiras faziam uso de preservativo durante o intercurso vaginal,
e que as demais 13/16 (81,25%) utilizavam métodos contraceptivos nao preventivos

de DSTs.

Apods a analise do padrao de polimorfismo do HPV-DNA obtida através da RFLP foi
possivel observar a concordancia genotipica entre os HPV-DNA em pelo menos um
dos sitios anatdbmicos em 14 casais participantes do estudo, sendo excluidos desta
analise 2 casais que apresentaram HPV-DNA diferentes nos trés sitios. Nesta
analise houve concordancia genotipica entre o HPV-DNA nos trés sitios analisados
(PVB) em 4/14 (28,6%) dos casais avaliados; 2/14 (14,3%) das amostras PV; 5/14
(35,7%) das amostras PB e 3/14 (21,4%) das amostras VB apresentaram

concordancia genotipica (Grafico 01).
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Na analise da concordancia entre os DNA-HPV peniano e vaginal foram
considerados os doubles PV e os triplets PVB totalizando 6/16 (37,5%) concordantes
e 10/16 (62,5%) nao concordantes PV. Dentre os concordantes 5/6 (83,3%) casais
praticavam intercurso vaginal sem preservativo. Os resultados mostram ainda que
7/10 (70%) nao concordantes utilizavam preservativo. Estes resultados sugerem que
o risco de contrair o HPV durante o intercurso vaginal aumenta quando realizado

sem o uso do preservativo (OR=11,67 IC [0.66-426,07] p=0,0039) (Tabela 05).

Da mesma maneira, para a analise para a concordancia entre os HPV-DNA peniano
e oral, foram considerados os doubles PB e os triplets PVB, somando-se um total de
9 concordantes e 7 nao concordantes PB. Dentre os 9 concordantes PB, um casal
foi excluido da analise tendo em vista o fato da parceira nao relatar a pratica da
felacdo. Através desta analise foi possivel observar que todos os casais
concordantes PB que praticavam sexo oral (8/8 100%) ndo faziam uso de
preservativo. Também foi possivel observar que os 4 casais (100%) nao
concordantes faziam uso do preservativo. Estes resultados sugerem que o uso do
preservativo durante a pratica felagao parece impedir a transmissdo do HPV entre

parceiros sexuais (p=0,012) (Tabela 06).

DISCUSSAO

O conhecimento dos padrées de comportamento sexual em populagdes
determinadas é fundamental para a compreensao da dinamica da transmissibilidade
do HPV entre parceiros sexuais. Muitos estudos tém relatado o inicio da vida sexual
precoce de 15-19 anos como um fator de risco para a infeccao pelo HPV
(KOUTSKY; GALOWAY; HOLMES, 1998; COLLINS et al., 2005). Interessante notar

que a populacéo deste estudo mostrou uma idade média de 16 anos para a primeira
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relacdo sexual e encontrou-se dentro da faixa etaria considerada de risco para a
infeccdo pelo HPV, possivelmente contribuindo para o fato do Recife,
particularmente, ser uma das cidades com o maior indice de incidéncia e prevaléncia
de cancer de colo uterino e de pénis (LORENZATO et al. 2000). A infecgao viral pelo
HPV pode ser freqliente em populagdes com baixas rendas e escolaridade
(NONNENMACHER et al.,, 2002) e a persisténcia desta infecgao parece estar
relacionada ao habito do tabagismo apresentado pelos individuos (DERCHAIN et

al.,1995; BURK et al., 1996).

Similarmente, caracteristicas de comportamento sexual de homens podem ser
criticas e determinantes para contaminacdo de suas parceiras (CASTELLSAGUE et
al.,, 2001; WINER et al, 2004). No presente estudo, os parceiros avaliados
apresentaram dados relevantes com relagdo aos fatores de risco para a
transmissibilidade do HPV, representados pelo numero médio de parceiras ao longo
da vida, numero de parceiras no ultimo ano, a falta do uso de preservativo e a
pratica de relagdo sexual com profissionais do sexo corroborando com os dados
descritos na literatura (HILDESHEIM et al., 1993; COUTLEE et al. 1997; NICOLAU,
2005; CASTELLSAGUE et al, 2001; WINER et al., 2004; CANADAS et al., 2004;

BLEEKER et al. 2005; WINER et al., 2006).

A utilizacdo da PCR permitiu a amplificacdo de HPV-DNA em diferentes sitios
anatbmicos analisados, sendo responsavel pelo diagnéstico HPV-DNA positivo em
71% das amostras penianas, 58,1% das amostras de vagina/colo uterino e 54,8%;
das amostras de mucosa oral. Estes dados sugerem que esta técnica pode ser util

no diagndstico de infecgao clinica e sub-clinica pelo HPV em amostras de esfregacgo

peniano, vagina/cervical e oral (CARTWRIGHT et al., 1996; CHOW et al., 2000;
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NELSON et al., 2000; ROLON et al., 2000 WRIGHT et al., 2000; LORENZATO et al.,
2000; KANESHIMA et al. 2001; SAND et al, 2000; TERAI; BURK, 2001) e a
utilizagcao da técnica RFLP para a avaliagédo da concordancia genotipica entre HPVs
entre casais heterossexuais foram consideradas de exceléncia para este estudo,
tendo em vista sua praticidade e rapidez na elaboragdo do diagndstico desta

infecgéo (LORENZATO et al., 2000; KANESHIMA et al., 2001).

Os estudos de concordancia do HPV-DNA peniano e vaginal/colo uterino mostram
uma pequena quantidade de casais HPV-DNA concordantes (CASTELLSAGUE et
al. 1997; WINER et al., 2004). Por outro lado, neste estudo foi possivel observar que
45,7% (14/31) dos casais analisados apresentaram HPV-DNA concordante em pelo
menos dois sitios anatdmicos avaliados, o qué mostra um alto indice de
concordancia deste virus entre casais heterossexuais (BLEEKER et al., 2005;

GIOVANELLI et al., 2007).

Os resultados obtidos com relagdo aos casais HPV-DNA (pénis e vagina/colo
uterino) e HPV-DNA (pénis e oral) mostram que casais que apresentaram 0 mesmo
gendtipo de DNA-HPV praticavam intercurso vaginal e falagdo sem o uso do
preservativo, e as chances de desenvolvimento de infecgéo pelo HPV genital e em
mulheres que praticam sexo sem barreira fisica sdo na ordem de 11,67 (Odds
Ratio). O mesmo nao pdde ser analisado com relagdo a pratica da felagdo em
virtude de uma ocorréncia “0” (zero) em uma das caselas da tabela, contudo, o uso
do preservativo parece impedir a contaminacao da mucosa oral pelo HPV peniano
corroborando com os achados descritos na literatura (COUTLEE et al. 1997;

NICOLAU, 2005; BLEEKER et al. 2005; WINER et al., 2006).

CONCLUSOES
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Baseado nos achados clinicos e laboratoriais foi possivel concluir que houve
transmissao e concordancia genotipica entre parceiros infectados, quando da nao
utilizacdo de preservativos. A pratica da ndo utilizacdo de barreiras fisicas pode

contribuir para a etiopatogénese de lesdes malignas e/ou potencialmente malignas.
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Figura 1 — Primeiro round da HPV-DNA PCR com os primers MY09/MY11 das
amostras de boca. L: Ladder; C+: Controle positivo; C-: Controle negativo; B9: e
B12: amostras positivas para DNA-HPV. B7, B8, B10, B11 e B13: amostras
negativas DNA-HPV. A seta indica o tamanho do amplicon/fragmento amplificado

(450 pb).



49

Figura 2
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Figura 2 - Segundo round da HPV-DNA PCR da amplificacdo do DNA-HPV com os
primers MY09/MY 11 das amostras de boca; L : Ladder; C- : Controle negativo; C+ :
Controle positivo; B11: amostra positiva para DNA-HPV apdés a segunda
amplificagdo; B8 e B10: amostras negativas para o DNA-HPV - as bandas que
encontram-se fora da faixa de 450pb sao produtos de PCR. A seta indica o numero

aproximado de pares de base amplificado (+/- 450 pb).
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Figura 3
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Figura 3 — Padrdo de restricdo enzimatica dos fragmentos de HPV-DNA

concordantes da amostra 24, que corresponde a um triplet PVB. O HPV-DNA foi
amplificado com os primers MY09/MY11 e digerido com as enzimas de restricdo

Ddel e Rsal.



Tabela 1. Analise descritiva e comparagao de meédia das variaveis quantitativas segundo o sexo do individuo.

51

Variavel N Média Mediana [I)Daecslyéllg Minimo Méaximo IC(95%) Valor dep
Primeira relacao sexual
14,2 —
Homens 31 153 15,0 2,5 12 22 16.4 p (M=
Mulheres 31 179 18,0 4,0 11 29 122603_ 0,004*
14,1 —
Geral 62 16,6 16,0 3,5 11 29 16.6 -
NUmero de parceiros sexuais
Homens 31 13,8 10,0 12,3 1 70 8,6 — 26,5 ) N
Mulheres 31 2.1 2.0 13 1 6 11-52 P <0001
Geral 62 7,9 4,0 10,5 1 70 53-10,6 -
NUmero de parceiros sexuais no
altimo ano
Homens 31 1,2 1,0 0,5 1 3 09-1,3 p (V=
Mulheres 31 1,0 1,0 0,0 1 1 Todos 1 0,028*
Geral 62 1,1 1,0 0,3 1 3 1,0-1.2 -

(*) — Diferenca significante ao nivel de 5.0%.
(1) — Através do teste teste t-Student para comparagédo de média



Tabela 2. Distribuicdo dos individuos do sexo masculino que relataram ter tido relagao sexual com profissional do sexo.

Relacdo sexual com profissional do Sexo** Homens

Sim 13(41,9%)

N&o 18(58,1%)

**O questionamento sobre a pratica da relagdo sexual com profissional do sexo foi realizado apenas com os
individuos do sexo masculino.
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Tabela 3 - Resultado da PCR para a detecgao HPV-DNA.

PCR para HPV-DNA

PCR Pénis N (%)
Positiva 22(71,0%)
Negativa 9(29,%)

PCR Vagina/Colo Uterino
Positiva
Negativa

18(58,1%)
13(41,9%)

PCR Boca (parceira)
Positiva
Negativa

17(54,8%)
14(45,2%)
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Tabela 4 — Analise descritiva da RFLP dos HPV de pénis, vagina/colo uterino e boca.

Casais Pénis Vagina/Colo Boca Analise Final Sexo Sexo Oral com Meétodo contraceptivo
analisados RFLP oral preservativo?

HPV Triplet PVB

11 D | I P#B=V VB sim sim preservativo
12 D D D P#B#V UNITP,VeB sim nao preservativo
13 I I I P=B=V PVB sim nao nenhum
14 I D I P=B#V PB sim nao pilula
18 I I D P#B; P=V PV sim nao pilula
20 D I I P# B=V VB sim sim pilula
21 I I I P=B=V PVB sim nao ligacédo de trompas
24 I I I P=B=V PVB sim nao pilula
33 D D D P#B#V UNITP,VeB sim sim ligacéo de trompas
35 I I D P=B #V PB sim nao pilula
39 I I | P=B=V PVB sim nao preservativo
HPV Double PV
6 I I - P=V PV sim nao pilula
HPV Double PB
9 I - I P=B PB nao -
17 I - I P=B PB sim nao nenhum
23 I - I P=B PB sim nao pilula
HPV Double VB
27 - I B=V VB sim nao nenhum

Total : 16 casos

Legenda: D — Diferente / | — Igual / Nota:* Os casos nao analisados foram em decorréncia dos eventos isolados de positividade para o HPV-
DNA nos sitios estudados (pénis, vagina/colo uterino e boca).
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Tabela 5 — Distribuicdo dos casais que praticavam sexo vaginal sem preservativo e obtiveram concordancia genotipica entre

o0 DNA-HPV peniano e DNA-HPV vaginal/colo uterino

Preservativo durante o intercurso HPV V=HPV Total OR IC(95%)
vaginal PENIS
Sim N&o
Sim 1 7 8
Nao 3 8 11,67 0,66 —
426,07
Total 6 10 16

Valor de p

p (1=
0,039

(*) — Diferenca significante ao nivel de 5.0%.
(1) — Através do teste exato de Fisher
Nota: HPV P=V foram considerados os doubles que deram iguais clivagens somados aos os triplets.



56

Tabela 6 — Distribuicdo dos casais que praticavam sexo oral sem preservativo e obtiveram concordancia genotipica entre o

DNA-HPV peniano e DNA-HPV oral.

Preservativo durante o Sexo Oral

Sim Nao
Sim 0 4 4
Nao 8 3 11
Total 8 7 15

HPV B=HPV PENIS Total

OR IC(95%) Valordep

(1)
p =0,025%

(*) — Diferenca significante ao nivel de 5.0%.
(1) — Através do teste exato de Fisher
Notas:

- HPV B=P foram considerados os doubles que apresentaram concordancia genotipica adicionados aos triplets.
- Uma mulher relatou que néo fazia sexo oral, no entanto, o HPV da boca foi igual ao HPV peniano. Por isso que o total de casos analisados

foi 15 (excluindo aquela mulher que néo fazia sexo oral).
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Quadro 1 — Estudos sobre a concordancia genotipica do HPV-DNA peniano e vagina/colo uterino entre parceiros sexuais.

Referéncia Populacéo estudada Amostra Idades Duracéo Achados
Médias do
(anos) relacionamento

HIPPELAINEN et al., Mulheres com resultados 270 casais F: 27 Min.: 18 meses 6% de HPV DNA concordancia
1994 alterados de Papanicolau e M: 32

seus esposos (Finlandia)
KYO et al., 1994 Mulheres com NIC e seus 53 casais Néo Casados com mais de 2 17% (9/53) HPV-16

esposos (Japao) relatada anos concordantes
STRAND et al., 1995 Parceiros de mulheres 25 casais Nao Casados com mais de 1 32% (8/25)

infectadas com NIC ou HR relatada ano Sugerindo a real

HPV (Suécia) transmissibilidade do HPV

durante intercurso vaginal

CASTELLSAGUE etal. Mulheres com NIC e seus 286 casais FeM: Casais com no minimo 6 2% (7/286)
1997 esposos (Espanha e 45 anos meses

Colémbia)
FRANCHESCHI et al., Mulheres com Carcinoma 964 casais F: 45 No minimo 6 meses 0,02% HPV-16 concordantes
2002 Cervical Invasivo (CCl) e in M: 50 4% em CCI

situ (CIS) e seus esposos 3% em CIS

(Esp., Col., Tailan., Bras. e

Filip.)
BLEEKER et al., 2005*  Mulheres com NIC e seus 181 casais F: 34 No minimo 6 meses 57,8% HPV concordancia

esposos (Nova Zelandia) HPV M: 37

positivos

*Neste estudo os autores observaram que o uso de preservativo durante a pratica sexual previne a re-infecgao por HPV entre os parceiros.

GIOVANELLI et al.
2007

Casais com ambos os
parceiros infectados

45 casais

Nao
relatada

No minimo 1 ano

64,4% (p=0,036) HPV
concordancia
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Quadro 2 — Estudos sobre a concordancia genotipica do HPV-DNA peniano e oral entre parceiros sexuais.

Referéncia

COUTLEE et al., 1997

Populacédo estudada

Homens e mulheres com infecgao
por HPV (Canada)

Amostra

287 casais

Achados

11,02% (32/287%) HPV P e O nao confirma a
relacdo de sexo oral com infecgdo por HPV

WINNER et al. 2004

Estudo com mulheres universitarias
com habito de felagcao

OBS: Nao avaliaram os parceiros
(EUA)

603 mulheres

0,02% presenga de HPV-DNA, n&o sugere a
relacao de sexo oral com infecgéo por HPV

KREIMER et al., 2004 Casais heterossexuais, sendo 190 586 casais 3,1% (18/586) HPV P e O; nao encontraram
HIV + e associagao entre sexo oral e infecgdo por HPV
396 HIV - oral

RINTALA et al., 2006 Casais heterossexuais (Finlandia) 131 casais 10% dos casais apresentaram HPV-DNA em P

GIRALDO et al., 2006

Mulheres com alteragées clinicas e
HP associadas ao HPV e seus
esposos (Brasil)

heterossexuais

70 casais

e O, mas estes resultados ndo sugerem
associagdo com habito de sexo oral

37,1%

Neste estudo os autores observaram que
pratica da felagao nao foi considerada fator de
risco para infecgéo por HPV.



Grafico 1 - Distribuicdo da Concordancia Genotipica dos DNA-HPV analisados apds a RFLP.

Anadlise da Restricao do DNA

35,7%

@ HPV-DNA PVB concordante m HPV-DNA PB concordante
0 HPV-DNA PV concordante 0 HPV-DNA VB concordante

Notas
** Os 2 casos a mais de double PB apareceram novos apos as clivagens (ver tabela inicial).

- Os 2 casos que sairam da contagem foram transformados em units por conta do evento isolado de ocorréncia do
resultado positivo HPV-DNA de pénis, vagina/colo uterino e boca.
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Parecer do comité de ética e pesquisa da UFPE (CEP UFPE)

SERVIC'O PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N. © 040/2007-CEP/CCS Recife, 22 de margo de 2007

Registro do SISNEP FR - 107877
CAAE - 0226.0.172.000-06
Registro CEP/CCS/UFPE N° 219/06
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Titulo: “Avaliagdo da transmissdo e concordincia genotipica do HPV entre os parceiros

sexuais da cidade do Recife”

Pesquisador Responsavel: Camila Maria Beder Ribeiro

Senhora Pesquisadora;

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro
de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou &
analisou, de acordo com a Resolucdo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Satide, o protocolo
de pesquisa em epigrafe, aprovando-os e liberando-o para cofeta de dados em 22 de margo de

2007.
Ressaltamos que o pesquisador responsavel devera apresentar relatério ao final da
pesquisa {31/01/2008).
Atenciosamente
A

Prof.

Coordenador do
A

Mestranda Camila Maria Beder Ribeiro
Pés-Graduagao em Odontologia — CCS/UFPE

Av_ Prof. Moraes Rego, s/n Cid. Universitaria, 50670-901, Recife -PE, Telffax: 81 2126 8588; cepecs{@ulpe.br




Parecer do Comité de Etica do HCP
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DECLARACAO

Projeto (N°:09/2006): “AQVALIACAO DA TRANSMISSAO E CONCORDANCIA
GENOTIPICA DO HPV ENTRE OS PARCEIROS SEXUAIS DA CIDADE DO
RECIFE”

Declaramos para os devidos fins, que o presente estudo é de importante valor
cientifico, garante a anonimidade dos participantes ¢ niio apresenta problemas do
ponto de vista ético, segundo a resolugio n° 196 da CONEP.

Portanto, o mesmo estd aprovado pela Comissio de Etica em Pesquisa envolvendo
seres humanos e Comissdio de Pesquisa do Hospital de Cincer de Pernambuco
(HCP), na presente data, ,

Os autores deverao remeter cépia do artigo publicado ou monografia para arquive
na Biblioteca do HCP e terdo que mencionar nas publicacdes a Instituicio onde o
trabalho foi realizado.

Recife, 26 de setembro de 2006.

Atenciosamente,

Dr. Felipe Lorenzato
Coordenador
Comissfio de Etica em Pesquisa
Hospital de Cancer de Pernambuco




63

Declaragcao Estomatologia

Universidade Federal De Parnamibuco
Centro de idncias da Sadds

Programs de Pos-Graduagio em Cdontolngia

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins de pesquisa que o processaménto taboratirial da
pesquisa intitulada “AVALIAGAO DA TRANSMISSAO E CONCORDANCIA
GENOTIPICA DO HPV ENTRE OS PARCEIROS SEXUAIS DA CIDADE DO RECIFE”
podera ser realizada nas instalagdes do Laboratdric da Disciplina de Estomatalogia
sem gastos de materiais da instituicdo, tendo em vista o financiamento dos
recursos da pesquisa financiados como parte do edital CT-Saude/MCT/CNPg n°

06/2005 - Estudos de Neoplasias,

Atenciosarhente,
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Declaracao HCP

HepX

HOSPITAL
NE CANCER
DE PERMNAMBLICO

DRECLADPACAQ

Referente a0 projeto (N°:09/2006): “A VALIACAO DA TRANSMISSAO E
CONCORDANCIA GENOTIPICA DO HPV ENTRE OS PARCEIROS SEXUAILS DA
CIDADE DO RECIFE”

Declaramos para fins de esclarecimento junto ao CEP da UFPE, que o projeto
supra-citado, sob a responsabilidade do pesquisador principal, a mestranda Camila
Maria Beder Ribeiro, descreve que o financiamento do mesmo se dara por bolsa
concedida através do edital CT-Saide/MCT/CNPq no. 06/2005 — Estudos de
neoplasias. Também, atestamos que as condigdes estruturais para o
desenvolvimento da pesquisa neste Servigo sio satisfatérias.

Portanto, dando fé ao descrito e ndo havendo custos para a Institui¢do, ¢ referido
projeto foi aprovado em 26/09/06.

Recife, 13 de margo de 2007.

Atenciosamente,

W Dr. Felipe Lorenzato

i Lesessor de fesqiba Gt -
Dr. Fehpe Lorenzato erdenadmig:ﬁgr::.':m e?ls:lzi';i Canfifica- CEPG

Coordenador Wosphal g Cancer dé Sernamnute - HOPTSPCC
Comité de Etica em Pesquisa
Hospital de Cancer de Pernambuco




Declaracao Servi¢co Colposcopia HC

Universidede Feders! De Parnambucs
Hospital das Clinicas de Pernambuco

DECLARACAQ

Declaro para os devidos fins 'de pesguisa gue as coletas da pesquisa
intitulada “AvALIAc}id DA TRANSMISSAO E CONCORDANCIA GENOTIPICA DO HPV
ENTRE OS PARCEIROS SEXUALS DA CIDADE DO RECIFE” podera ser realizada nas
instalacdes do Sen}igo de Colposcopia do Hospital das Clinicas de Pernambuco sem
gastos de materiais da instituicdo, tendo em visté o financiamento dos recursos da
pesquisa financiados como parte do edital CT-Saude/MCT/CNPg n° 068/2005 -

Estudos de Neoplasias.

Atenciosamente,
- .
J

Dra. Fatima Pinheiro
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Declaracao do Servigco de Dermatologia HC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

HOSPITAL DAS CLINICAS

m  SERVICO DE DERMATOLOGIA

DECLARACAO

Declaro para 0s devidos fins de pesquisa que as coletas da
pesquisa intitulada “ AVALIACAO DA TRANSMISSAO E
CONCORDANCIA GENOTIPA DO HPV ENTRE OS PARCEIROS
SEXUAIS DA CIDADE DO RECIFE ” podera ser realizada nas
instalagdes da Qlinica de Dermatologia do Hospital das Clinicas de
Pernambuco sem gastos de materiais da instituic&do, tendo em vista
o financiamento dos recursos da pesquisa financiados como parte
do edital CT- Saude/MCT/CNPg n° 06/2005 - Estudos de
Neoplasias.

Atenciosamente,

CLINICA DERMATOLGGICA - Av. Prof. Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria ~
Recife — PE Fone: (81) 2126-3528 - Fonefax: (81) 2126-8561 — CEP 50670-420

66



67

Declaracao Distrito IV

SECRETARIA DE SAUDE
) DISTRITO SANITARIO 1V
GERENCIA OPERACIONAL DE GESTAG DE PESSOAS

A Pro— rei’toria de Extensiao
Comité de Etica em Pesquisa
Universidade Federal de Pernambuco

DECLARACAO

Declaramos para os devidos fins de pesquisa que as coletas da pesquisa
intitulada “AVALIACAO DA TRANSMISSAO E CONCORDANCIA
GENOTIPICA DO HPV ENTRE OS PARCEIROS SEXUAIS DA CIDADE DO
RECIFE” podera ser realizada nas instalagBes da Policlinica Lessa de Andrade, no
ambulatério de Doengas Sexualmente Transmissiveis (DST) sem gastos de materiais
da Instituigdo, tendo em vista o financiamento dos recursos da pesquisa financiados
como parte do edital CT — Saude /MCT/CNPq n° 06/2005 — Estudos de Neoplasias.

Atenciosamente,

Rug Camora Clara Nunes s/n” Torre — Vila Santa Luzia
Fonee Fax ; 3227-5399/3227-2441



Declaracao Distrito V

QNS B e A ma ki -
Secretaria de Saude
Distrito Sanitario V

Recife, 26 de margo de 2007
Oficion® ego /07

A Pro-reitor:ia de Extensio
Comité de Etica em Pesquisa
Universidade Federal de Permambuco

DECLARACAO

Declaro para os fins de pesquisa que as coletas da pesquisa
intitulada “AVALIACAO DA TRANSMISSAO E CONCORDANCIA
GENOTIPICA DO HPV ENTRE OS PARCEIROS SEXUAIS DA CIDADE
DO RECIFE” podera ser realizada nas instalagdes da Policlinica Agamenon
Magalhdes no Distrito Sanitario V sem gastos de materiais da instituigéo,
tendo em vista o financiamento dos recursos da pesquisa financiados como
parte do edital CT-Salide/MCT/CNPq n°® 06/2005 — Estudos de Neoplasias.

Atenciosamente,
{
LAt Opngy
j’f Florg/Raquel te Freitas Araujo
Diretora do Distrito Sonitario ¥
Mat. 68.477-3
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AVALIACAO DA TRANSMISSAO E CONCORDANCIA GENOTIPICA ENTRE OS PARCEIROS SEXUAIS DA

CIDADE DO RECIFE Sigla do Hosp. - Paciente No.
QUESTIONARIO PARA O PARCEIRO 0000-0000
Hospital: Prontuario No.: Data: / /

Nome do Paciente:

Endereco:
Telefone para contato: (Falar com: )
Renda familiar: (SM) No. de pessoas que moram na casa:

Grau de escolaridade:

[J N&o alfabetizado [| Educagéo Infantil L] Ensino fundamental [ Ensino médio [| Ensino superior
(C= completo; I= incompleto)

Idade da paciente:___ Idade 1a. relagéo:

Quantas parceiras jateve?_ Ja teve relagdes com prostituta?

E circunsizado?:

Se sim, tinha que idade quando foi circunsizado?

Tem histéria de irritagc@o cronica na glande? Sim: (I Ndo [| Hé& quantotempo? _

Histéria de DST? LI Ndo (condiloma, crista de galo, gonorréia, sifilis, cancro mole, ...)

[ Sim (Quais: )
Fumante: O Ex-fumante: 1 Por quanto tempo: Nunca fumou: O
Tinha quantos anos quando comegou afumar:___ Parou h& quanto tempo?
Geralmente quanto fuma(va) por dia?: __ (UCigarros [ICachimbos [/Charutos)
(0-5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-30, 30-40, +40)
Cor da pele:

[ Branca [ Mulata 0 Negra [ india [ Oriental
Citologia ou bidpsia realizada recentemente: Data: / /

1- Negativa
2- Inflamatéria [J, atrofia celular [, alteragdes reativas e reparativas [, metaplasia [
3- HPV [, ASCUS [J, AGCUS [}, ou SIL de baixo grau (NIP 1) [l

4-  SIL de alto grau (NIP 1l Jou NIP 11l/ Carcinoma "in situ" [J

5-  Carcinoma invasivo
Primeiro que fez: [ Nuncafez:[J Segundo ou mais: [

Resultado da genitaliosposcopia:

1- Normal Higiene: [ Boa [ Moderada [ Nenhuma

2- Atipia colposcépica Fimose? [1 Sim [J Nao

3- SIL de baixo grau Circunsizdo? [ Completa [| Incompleta
4- SIL de alto grau Realizou biépsia? [ Sim [ Ndo

5- carcinoma invasivo

Caso seja carcinoma, estadiamento clinico ou no cone?
1. Micro-invasivo (< 3 mm)

2. Estagio >1-A2 até 1-B



3. Estagio 2 (A ou B)
4. Estagio 3 (A ou B)

5. Estagio 4

Resultado da histologia:

1- Normal
2- Cervicite

3- NIP | (SIL de baixo grau)
4- NIP 1l ou NIP 1l (SIL de alto grau)
5- Carcinoma invasivo

Caso carcinoma, que tipo histolégico?

1 - Carcinoma de células escamosas
2 - Adenocarcinoma

3 - Carcinoma adeno-escamoso

Resultado da PCR:

Resultado da RFLP:
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AVALIACAO DA TRANSMISSAO E CONCORDANCIA GENOTIPICA ENTRE OS PARCEIROS SEXUAIS DA

CIDADE DO RECIFE Sigla do Hosp. - Paciente No.
QUESTIONARIO PARA A PARCEIRA 0000-0000
Hospital: Prontuario No.: Data: / /

Nome da Paciente:

Endereco:
Telefone para contato: (Falar com: )
Renda familiar: (SM) No. de pessoas que moram na casa:

Grau de escolaridade:
[J N&o alfabetizado [J Educagao Infantil [l Ensino fundamental [ Ensino médio [ Ensino superior

(C= completo; I= incompleto)

Idade da paciente: Idade 1a. relagéo: Idade 1a. gravidez:

Quantos parceiros ja teve? Quantos parceiros teve de 1 ano para ca?
Numero de gestagdes: No. de partos vaginais: Cesareas:

Abortos curetados:____ Abortos ndo curetados:___ Curetagens sem ser por aborto:__

Histéria de DST?
[ Nao
[ Sim (Quais: )

Esta evitando gravidez?
[ Nao
[J Sim (Como: [ Ligacéo das Trompas, [ Pilula, [ DIU, 0 Camisinha, [ outros)

H& quanto tempo:

Fumante: [J Ex-fumante: J Por quanto tempo: Nunca fumou: [
Tinha quantos anos quando comegou a fumar: Parou ha quanto tempo?
Geralmente quanto fuma(va) por dia?: (UCigarros [ICachimbos [ICharutos)

(0-5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-30, 30-40, +40)

Cor da pele:
[ Branca [ Mulata C Negra [ india [ Oriental

Data da dltima menstruagéo: / / (dia que chegou a tltima menstruagéo?)

Se estd na menopausa, estd em TRH (tomando horménio)? Sim [, Nao [J

Qual esquema (detalhado)?

Ha quanto tempo?



Se gravida, quantas semanas? (Idade gestacional)

Sua gravidez é de alto risco? Sim [J, Ndo [J Por que motivo?

Na sala de parto:
Apresentagao fetal: Cefalica [, Pélvica completa [, Pélvica incompleta [, Cérmica [

Tipo de parto: Normal [, Férceps L, Cesarea [

Indicacdo para 0 mesmo:

Apgar do 1 e 5 minutos: e

Peso do bebé: kg Comprimento do bebé: cm

Capurro somatico: semanas

Resultado da citologia mais recente:_ Data: [/ |
1- Negativa

2- Inflamatéria [, atrofia celular [, altera¢des reativas e reparativas [, metaplasia [
3- HPV [, ASCUS [}, AGCUS [, ou SIL de baixo grau (NIC 1) [
4- SIL de alto grau (NIC Il Ziou NIC IlI/ Carcinoma "in situ" )
5 — arcinoma invasivo
Primeiro que fez: [ Nunca fez:[J Segundo ou mais: [
Data da dltima prevengéo normal (caso esta esteja com alteragéo): _ / [/
Resultado da colposcopia: __ [ Satisfatéria [ Insatisfatéria
1- Normal
2 - Atipia colposcopica
3 - SIL de baixo grau Realizou biépsia? [J Sim [ Nao
4- SIL de alto grau
5 - Carcinoma invasivo

Caso seja carcinoma, estadiamento clinico ou no cone?_
1 - Micro-invasivo (< 3 mm)
2 - Estagio >1-A2 até 1-B
3 - Estagio 2 (A ou B)
4 - Estagio 3 (A ou B)
5 - Estagio 4

Resultado da histologia:
1- Normal
2 - Cervicite
3 - NIC | (SIL de baixo grau)
4- NIC Il ou NIC Il (SIL de alto grau)
5- Carcinoma invasivo

Caso carcinoma, que tipo histolégico?
1 - Carcinoma de células escamosas
2 - Adenocarcinoma

3 - Carcinoma adeno-escamoso
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Resultado da PCR: Resultado da RFLP:

Breve exame da cavidade Oral

Locais de Coleta (Swab) — Mucosa oral direita e esquerda.

Presenca de les@es visiveis? S ] N [J
Se sim, localizag&o detalhada

74

Biopsia da lesdao? S N [J
Se sim, descrever a pega

Pratica sexo ora? S N [J

Se sim, faz uso de preservativo S [] N [

Resultado da PCR: Resultado da RFLP:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA — NIVEL MESTRADO
AREA DE CONCETRAGCAO: CLINICA INTEGRADA

ORIENTANDA: CAMILA MARIA BEDER RIBEIRO
ORIENTADOR: PROF. DR. JAIR CARNEIRO LEAO
CO-ORIENTADOR: PROF. DR. FELIPE LORENZATO

TITULO: AVALIACAO DA TRANSMISSAO E CONCORDANCIA GENOTIPICA ENTRE

OS PARCEIROS SEXUAIS DA CIDADE DO RECIFE

PARCEIRO - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO E ESCLARECIDO

Paciente

1.

Pelo presente documento, dou meu consentimento e acordo em participar do trabalho
de pesquisa da aluna do Curso de Mestrado em Clinica Integrada da UFPE,Camila
Maria Beder Ribeiro, cuja pesquisa implicard em realizar em nossas pessoas 0 exame
de coleta de Swab de lesdo genital para realizagdo do PCR (Polimerase Chain
Reaction) com o intuito de avaliar a presenc¢a ou ndo de infeccdo por HPV e quando
positiva, a determinacéo do subtipo do HPV. E posterior convite da minha parceira para
realizacdo de exame na boca e exame de prevencdo (colposcopia/citologia), com
consulta ja agendada para os ambulatérios especializados.

2. Tudo o que é necessario fazer € a coleta de esfregaco da mucosa do pénis com o
Swab (haste flexivel com extremidade de algodao, similar a um “cotonete”) com soro
fisiologico a 0,9%.

3. Fui esclarecido dos riscos de constrangimento, reacdo adversa ou alergia ao soro
fisiolégico a 0.9% e que nao ha beneficios diretos aos pacientes que participem desta
pesquisa. Entretanto os resultados deste estudo poderdo ajudar aos profissionais de
saude a compreender melhor a transmissibilidade do HPV do homem para a mulher,
permitindo assim a adocdo de medidas preventivas mais eficazes a prevencao deste
evento.

4. Autorizo, ainda que os pesquisadores figuem de posse do resultado do exame
realizado e apresentacdo deste material em atividades cientificas, tendo a garantia de
que minha identidade sera preservada em todo o momento.

5. Estou ciente de que, em qualquer momento, posso desistir desta pesquisa, sem
comprometimento do meu atendimento, tratamento e/ou implicacdes legais.

Recife, de de 2007.
Paciente:
Responsavel:
Responséavel pela obtencdo do termo:
Testemunha:
Testemunha:
Telefone: Mestranda Camila Beder 8199591748

Endereco: Av. Boa Viagem 2356 / 603
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA — NIVEL MESTRADO
AREA DE CONCETRAGCAO: CLINICA INTEGRADA

ORIENTANDA: CAMILA MARIA BEDER RIBEIRO
ORIENTADOR: PROF. DR. JAIR CARNEIRO LEAO
CO-ORIENTADOR: PROF . DR. FELIPE LORENZATO
TiTULO: AVALIAGAO DA TRANSMISSAO E CONCORDANCIA GENOTIPICA ENTRE

OS PARCEIROS SEXUAIS DA CIDADE DO RECIFEPARCEIRA -TERMO DE
CONSENTIMENTO INFORMADO E ESCLARECIDO
Paciente:

1.

Pelo presente documento, dou meu consentimento e acordo em participar do trabalho
de pesquisa da aluna do Curso de Mestrado em Clinica Integrada da UFPE, Camila
Maria Beder Ribeiro, cuja pesquisa implicara em realizar em minha pessoa os exames
de oroscopia (para coleta do material da boca) e exame preventivo de rotina
(citologia/colposcopia) em ambulatérios especializados para a realizacdo do PCR
(Polimerase Chain Reaction) que € um exame laboratorial com o intuito de avaliar a
presenca ou ndo de infec¢@o por HPV e quando positiva, a determinacao do subtipo do
HPV.

2. Tudo o que é necessério fazer é a coleta de esfregaco da mucosa cervical (do Gtero)
com o Swab (haste flexivel com extremidade de algodao, similar a um “cotonete”) com
soro fisiolégico a 0,9% seguida de inspe¢éo da e coleta da mucosa da boca com outro
Swab embebido em &cido acético a 3%.

3. Fui esclarecida dos riscos de constrangimento, reacdo adversa ou alergia ao soro
fisiologico a 0,9% ou ao acido acético a 3% e que ndo ha beneficios diretos aos
pacientes que participem desta pesquisa. Entretanto os resultados deste estudo
poderdo ajudar aos profissionais de saide a compreender melhor a transmissibilidade
do HPV do homem para a mulher, permitindo assim a ado¢&do de medidas preventivas
mais eficazes a prevencao deste evento.

4. Autorizo, ainda que os pesquisadores figuem de posse do resultado do exame
realizado e apresentacdo deste material em atividades cientificas, tendo a garantia de
que minha identidade ser& preservada em todo o momento.

5. Estou ciente de que, em qualquer momento, posso desistir desta pesquisa, sem
comprometimento do meu atendimento, tratamento e/ou implicacdes legais.

Recife, de de 2007.
Paciente:
Responsavel:
Responsavel pela obtencéo do termo:
Testemunha:
Testemunha:
Telefone: Mestranda Camila Beder 8199591748

Endereco: Av. Boa Viagem 2356 / 603



