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RESUMO

DETECCAO DO PAPILOMAVIRUS HUMANO NA
CAVIDADE BUCAL DE PACIENTES COM INFECCAO POR

ESTE VIRUS NA MUCOSA CERVICO-VAGINAL
ANDREA PADRE PEIXOTO

O Papilomavirus humano (HPV) é o agente etiologico da doenga sexualmente transmissivel mais
prevalente em todo o mundo. Sio conhecidos mais de 100 tipos diferentes deste virus e
aproximadamente 24 estao relacionados a infec¢ao oral por HPV. Ainda nao esta bem definida a
via de transmissao para a cavidade bucal, no entanto, a autotransmissao e o contato direto sao
considerados como os modos de transmissio mais provaveis. O presente estudo teve como
objetivo pesquisar a prevaléncia do HPV oral em mulheres portadoras deste virus na mucosa
cérvico-vaginal, investigar a presenca da imunoglobulina A anti-HPV na saliva, e avaliar os
possiveis fatores de risco para a infec¢do por este virus. Amostras de células esfoliadas da mucosa
bucal e saliva de 100 pacientes foram coletadas. A presenca do DNA viral nas células da mucosa
bucal foi determinada através da reacao em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os primers
MY09-MY11. A detec¢io de IgA anti-HPV na saliva foi realizada pelo método de
imunofluorescéncia indireta (IFI). Foi observada positividade para o DNA-HPV em 81% dos
esfregacos da mucosa bucal e para IgA especifica em 44% das amostras de saliva. Este achado de
um menor percentual da presenca de IgA anti-HPV em relagao a positividade para infec¢ao por
HPV na cavidade bucal, poderia estar relacionado a oroinfec¢do recente em alguns casos.
Observou-se também que a ocorréncia de lesdes recidivantes cervicais determinou prevaléncia
mais elevada de IgA na saliva.. Estudos futuros sdo necessarios para melhor avaliar a resposta

imune do hospedeiro frente a uma infec¢ao por este virus nos tecidos bucais.

Palavras Chaves: Papilomavirus Humano, IgA, cavidade bucal.



SUMMARY

HUMAN PAPILLOMAVIRUS DETECTION ON ORAL CAVITY OF
PATIENTS WITH CERVICAL MUCOSA HPV INFECTION
ANDREA PADRE PEIXOTO

Human Papillomavirus (HPV) is the most frequent cause of sexual diseases. There are more than
100 different kinds of HPV and 24 have a close relationship to HPV oral infection. As yet, the
route of infection to the oral cavity has not been established, nevertheless, selftransmission and
close contact with infected individuals are considered the most probable ways of infection. The
main aspects of this study were: 1) to determine the prevalence of oral HPV infection in women
who have HPV infection in the cervical mucosa; 2) to detect anti-HPV immunoglobulin A in oral
fluid and 3) to evaluate the risk factors for this virus infection. Samples of saliva and a mouth
swab were colected in 100 patients and the presence of viral DNA in the oral epithelial cells was
determined by polymerase chain reaction (PCR), using the primers (MY09-MY11). Indiret
immunofluorencence was employed in the detection of IgA in saliva. Results show that 81% of
oral epithelial cells samples were positive for DNA- HPV and 44% of oral fluid samples for IgA
anti-HPV. This results of low specific IgA prevalence and high percentual of oral epithelial cells
infected would be related with early oral HPV infection in some cases. It was also observed that
the occurrence of cervical relapse injuries determined higher prevalence of IgA in the saliva.

However, future studies will be necessary to better evaluate the immune response in HPV oral

infection.

Key words: Human Papillomavirus, IgA, oral cavity.
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1 INTRODUCAO

O Papilomavirus humano (HPV) ¢é o agente etiolégico da doenga sexualmente
transmissivel mais prevalente em todo o mundo nos dias atuais. Durante muitos anos a infec¢ao
por HPV foi considerada uma patologia benigna, entretanto estudos demonstram seu papel na
génese do carcinoma do trato genital inferior feminino, e inimeras pesquisas passaram a ser
desenvolvidas sobre esse tema. A associacido do HPV com neoplasias benignas e malignas da
cavidade oral, também tem sido investigada. Dos mais de 100 tipos identificados, 24 foram
encontrados nesta cavidade, destacando-se os tipos 6 e 11 que estao envolvidos em lesGes
benignas orais e 16 e 18, possivelmente envolvidos na etiologia de determinados carcinomas,
principalmente o carcinoma escamoso bucal (DOORBAR, 2005).

O HPV apresenta especificidade pela pele e mucosa epitelial causando condilomas,
papilomas e neoplasias. Estima-se que 75% da populagao sexualmente ativa entrem em contato
com um ou mais tipos de HPV durante a vida, no entanto, a grande maioria destas infecgoes ¢é
eliminada pelo sistema imunoldgico nio determinando sintomas no hospedeiro. Estudos atuais
revelam que existe elimina¢do espontanea do virus, através da ativagio de mecanismos
imunolégicos em mais de 90% dos individuos infectados num periodo de 24 meses. Em relagao a
cavidade bucal, sabe-se que a integridade da mucosa desempenha papel preponderante na defesa
do organismo, impedindo a penetracio de patégenos. A mucosa por sua vez, faz continuidade
com varios tecidos tornando-os particularmente vulneraveis se a defesa oral é rompida
(LEHNER, 199642).

Os mecanismos regulatorios que influenciam no ecossistema oral, estio associados a
presenca da imunoglobulina A secretéria (SIgA) na saliva, que constitui o isotipo predominante
das secregdes, e é considerada a primeira linha de defesa do hospedeiro contra patdégenos, como
por exemplo o HPV, que colonizam ou invadem as estruturas anatomicas banhadas por

secrecoes (LAVOIE & MARCOTTE, 1998).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1- PAPILOMAVIRUS HUMANO NA CAVIDADE BUCAL

A boca, colonizada por microorganismos desde o nascimento do ser humano, representa
uma porta de entrada para inumeras infec¢oes. Dentre os microorganismos que acometem a
cavidade oral, o Papilomavirus humano tem sido apontado como agente etiologico de diferentes
patologias orais. O papiloma escamoso oral, lesio papilar mais comumente frequiente da mucosa
bucal (REGESI ez al, 2000), representa aproximadamente 3% das lesoes orais submetidas a
biopsias e, é encontrada em 4 para cada 1.000 adultos. Entre as lesdes malignas, o carcinoma de
células escamosas oral é a mais comum, representando 94% dos canceres orais (NEVILLE ef 4/,
1998).

Na populagao adulta branca dos Estados Unidos, o carcinoma oral é uma das 25 lesoes
de mucosa oral mais freqientemente detectadas, e aproximadamente 21.000 casos novos sio
diagnosticados anualmente. Pouco mais de 6.000 americanos morrem dessa doenca a cada ano, é
o sexto tipo de cancer mais comum em homens e o 12° mais comum em mulheres, na razao
homem-mulher de 3:1. A taxa de incidéncia anual da doenca ¢é de 7,7 nos EUA e assim como em
outros carcinomas, o risco do carcinoma intra-oral aumenta com a idade NEVILLE e¢7 4/, 1998).

Foi sugerido que a prevaléncia do HPV inclui infec¢des subclinicas e/ou latentes e que a
infeccao com um baixo numero de cépias do virus é comum na cavidade oral. Entretanto, a
prevaléncia média de HPV na mucosa oral tem sido descrita variando de 20 a 30% (MILLER &
WHITE, 1996), em individuos entre 15 ¢ 49 anos de idade (BREITENBACH e¢# a/., 2002). Os
tipos 6, 11, 16 e 18 sdo os mais prevalentes na cavidade bucal, nas regides anal e genital, o que
talvez possa significar uma transmissio orogenital (PRAETORIUS, 1997). Esta prevaléncia e a
freqiiencia deste virus na cavidade bucal variam de acordo com sitios anatomicos, tipo de lesio e

método de diagndstico, porém lesdes papilomatosas relacionadas ao HPV na mucosa bucal sio
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incomuns. De acordo com Lazzari e colaboradores (2004) em um estudo realizado para verificar
a freqiéncia do DNA-HPV em lesoes do epitélio oral de 80 pacientes, verificou-se uma baixa
prevaléncia do HPV em lesGes orais com uma frequiéncia de 11,3%. Summersgill e colaboradores
(2001) em um estudo que avaliou a freqiéncia de HPV na cavidade oral de criangas e
adolescentes detectaram que 6% (16/268) dos participantes apresentaram positividade para este
virus na boca. Criangas com 6 anos de idade ou menos, demonstraram taxa de positividade de
8,7% quando comparada com a taxa de 5,2% em adolescentes de 13 anos. Em contraste com
estes resultados, adultos normais (21-84 anos) demonstraram uma freqiiéncia de positividade para

o HPV de 11% utilizando-se as mesmas técnicas laboratoriais.

2.1.1-CLASSIFICACAO

Atualmente ja foram descritos mais de 100 tipos de HPV (HOWLEY & LOWY, 2001), e
destes, cerca de 24 estdo associados a lesoes de cabeca e do pescoco (NEVILLE e7 4/, 1998). O
tipo mais prevalente, tanto em lesdes orais como em lesoes genitais ¢ o 16 (BOUDA ez a/., 2000;
OLIVEIRA ¢t al., 2003). Quanto ao potencial de malignidade, classificam-se como de alto risco
os HPV-16, 18, 31, 33, 35 e 55; os de médio risco, HPV - 45 e 52 e de baixo risco, os HPV - 6,
11, 13 e 32 (KIGNEL, 2005). Tem sido relado que o HPV-16 é o mais freqientemente
identificado tipo viral em carcinomas de células escamosas oral, e os tipos 16 e 18 desempenham
papel importante na transformac¢ao maligna para esta lesaio KAMEYAMA e¢f al., 2003).

Kameyama e colaboradores (2003) em um estudo que avaliou a presenca do HPV na
cavidade oral de criangas entre 3 e 5 anos de idade, verificaram que o HPV 16 foi o tipo mais
prevalente entre criancas de 5 anos, e o tipo 2 o mais prevalente entre criancas de 3 anos,
sugerindo que a prevaléncia e a freqiiéncia dos varios tipos de HPV nesta cavidade variam com a
idade e podem esta associadas com a resposta imune e influéncias hormonais do hospedeiro.

Terai e colaboradores (1999) ao avaliar a prevaléncia do Papilomavirus humano em mucosa oral
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normal, detectaram que o tipo 18 foi o mais prevalente (86,7%). O HPV 6b, considerado de
baixo risco, tem sido descrito por muitos autores e parece ser um tipo comum observado em

lesdes da cavidade bucal.

2.1.2-MORFOLOGIA VIRAL

O Papilomavirus humano ¢ membro da familia Papillomaviridae, género Papilomavirus
(HOWLEY & LOWY, 2001; SANTOS ez al., 2002; ROSENBLATT ez al., 2005). Sao virus
pequenos, nao envelopados, medindo aproximadamente 55 nm de diametro. O seu genoma ¢
composto por um DNA de fita dupla circular, envolvido por capsideo icosaédrico constituido
por 72 capsomeros (HOWLEY, 1990; SHAH & HOWLEY, 1990; REGESI e al, 2000,
SANTOS et al., 2002) e com aproximadamente 7200-8000 pares de bases (pb) (HOWLEY, 1990;

SHAH & HOWLEY, 1990). (Figura I).

Mapa Gendmico do HPV-16

0 7905

Figura I. Organizagio genoémica do HPV-16. O Genoma do HPV-16 consiste de dupla fita de DNA de aproximadamente 8 kB.
A LCR (Regido Controladora Longa), regula a expressiao génica viral. Os genes E (E1-E7) codificam proteinas que controlam o
ciclo viral e os genes L. (L1 e 1.2), codificam proteinas do capsideo viral (SHAH & HOWLEY, 1990). Organizacdo do genoma

(HOWLEY, 1990, modificado).
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A hélice do seu DNA contém oito Oper Read Frames (ORFs) classificados em precoces (E) e
tardios (L). A regido E do genoma viral que se expressa em células infectadas nao produtivas e
em células transformadas; codifica as proteinas E1, E2, E4, E5 e E6, que controlam a replicagio,
transcri¢ao viral e transformacao celular (Figura I).

As proteinas E1 e E2 estdo relacionadas a replicagao viral e formam um complexo em
torno do ponto de origem de replicagao; E6 e E7 relacionam-se a oncogenicidade, atuam na
modulacao de atividades de proteinas celulares que regulam o ciclo celular, resultando em uma
proliferacio celular descontrolada. A oncoproteina E6 acelera os mecanismos de degradagao da
proteina supressora do crescimento tumoral p53, interferindo nos mecanismos de apoptose e
reparo do DNA celular, degrada outras proteinas envolvidas no controle e crescimento tumoral,
e induz a telomerase e a imortalizacao celular. A oncoproteina E7 age na proteina supressora
tumoral pRb (retinoblastoma protein), também resultando em distarbios do controle do ciclo celular.
A regido tardia, composta pelos genes L1 e L2 codifica proteinas relacionadas a producio do
capsideo viral, sendo expressas somente em células com infecgao produtiva. A posi¢io, o
tamanho e a funcao de muitos ORFs, sio altamente conservados entre os papilomavirus. A
regiao controladora longa (LCR) ¢ a unica regidao que niao contém ORF, portanto nao codifica
proteinas, mas ¢é essencial na regulacdo da replicagdo viral e transcricdo dos genes celulares e
virais. Existe ainda uma regiao curta nao codificadora (SNR) entre E5 e L2, cuja fungao bioldgica

¢ desconhecida (RAPAPORT, 2005).

2.1.3-BIOSSINTESE VIRAL

A replicagio do HPV acontece no nucleo celular de células epiteliais, afetando
predominantemente a pele e mucosas, como a mucosa das vias respiratorias superiores,
conjuntiva, vagina, cérvice, reto e boca (HOWLEY & LOWY, 2001; SANTOS ¢f al., 2002;). O

ciclo de vida produtivo dos HPVs esta diretamente relacionado a diferenciacio celular epitelial.
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As lesGes causadas por este virus possuem caracteristicas histologicas que refletem as
propriedades biologicas do papilomavirus, sendo que as mudangas morfologicas sao induzidas
por produtos génicos virais especificos (RAPAPORT, 2005).

Uma vez que a célula basal é a tnica no epitélio capaz de se dividir, o virus infecta tal
célula para induzir uma infecgdo persistente. A expressao génica tardia, a sintese de proteinas do
capsideo, a sintese do DNA e a formagdo de virides, ocorrem somente em células epiteliais
escamosas em diferenciacao terminal. Assim, a medida que a célula se diferencia, ha maior
producao de antigenos e replicagao viral nas células superficiais, de modo que a quantidade de
DNA aumenta em dire¢do a superficie do epitélio. Acredita-se que a infecgao do papilomavirus
ocorre através de micro-traumas ocorridos no epitélio, que expdem as células basais a entrada do
virus (RAPAPORT, 2005). Duas moléculas pertencentes a familia das integrinas a6B1 e a6P4
presentes na superficie das células basais, foram identificadas como receptores do HPV
(GONCALVES & DONADI, 2004).

Apbs a entrada do virus nos queratinécitos da camada basal, o genoma do HPV se
estabelece como episomo, aproximadamente cinqienta copias por célula, que por sua vez se
replica em sincronia com o DNA da célula hospedeira. O estabelecimento e a manutenc¢ao dos
genomas do HPV estdo associados a expressao dos genes precoces E6, E7 e E5, que codificam
suas respectivas oncoprotefnas, assim como as proteinas de replicacio E1 e E2. Durante a
divisdo celular, as células basais deixam a camada basal, migram para a regido suprabasal e
comegam a se diferenciar. Os queratinocitos, por sua vez, terminam seu ciclo celular, logo que
sao destacados do pavimento membranal; as células infectadas entram na fase S do ciclo celular
uma vez atingida a camada suprabasal. A entrada na fase S resulta na amplificagdo de genomas
virais em mil copias por célula. Paralelamente a amplificagdgo do DNA, existe a sintese das
proteinas E1 e E4 juntamente com proteinas do capsideo (L1 e L2), resultando na formacao de

virides infectivos. Subsequentemente, estes sao liberados ao ambiente na camada superior, onde

o epitélio é descamado (DOORBAR, 2005; RAPAPORT, 2005).
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Nenhum virion completo foi observado no nucleo de células infectadas, apesar de certa
fluorescéncia ter sido constatada para as proteinas L1 e L2 que podem migrar para o nucleo

através do sinal de localizacao nuclear (ZHOU ez al., 1995).

2.1.4-VIAS DE TRANSMISSAO

Para a sua transmissiao, o HPV requer um contato direto com o tecido epitelial. A
exposi¢ao ao virus durante o contato sexual (genital-genital, orogenital, anogenital) representa a
via de infeccao mais comum. O modo de transmissio do condiloma acuminado é através do
contato orogenital com um parceiro infectado (REGESI ez a/., 2000), no entanto para o papiloma
escamoso oral o modo de transmissao ¢ ainda desconhecido (NEVILLE ef a/., 1998; REGESI ez
al., 2000), embora o contato direto seja considerado como a via de transmissio mais provavel
(REGESI ¢f al., 2000). Achados dos mesmos tipos de HPV (6, 11, 16 e 18) em mucosa genital e
oral sao um forte indicativo para a transmissao orogenital e sendo assim, a maioria das infec¢oes
por HPV ¢ o produto de uma auto-inoculacio de um sitio genital ou oral proprio para o outro
(KAMEYAMA, ¢t al., 2003; OLIVEIRA et al., 2003; CASTRO et al., 2004). No entanto, Syrjinen
e colaboradores (2000) relataram que o sexo oral parece nao ser o modo de transmissao do HPV
oral.

Nas lesoes cervicais o HPV passa de um individuo para outro através do contato direto,
sendo a via sexual o modo de transmissio mais importante (CANN ez al, 1997), seguida da
transmissao vertical de mae infectada para o recém-nascido (PURANEN e7 4/, 1997), além de
outras vias como a manipulagio instrumental e intervengoes terapcuticas (FERENCZY ez 4/,
1989).

Diversos autores ja demonstraram a presenca do HPV no liquido amniético, pele e
orofaringe de recém-nascidos em 73% dos casos, no entanto, nao se observa muitas criangas com

sintomas clinicos (JENSON ez o/, 1987, KAMEYAMA, ef al., 2003). Sendo assim, a infec¢ao da
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cavidade bucal por HPV em neonatos pode ser em decorréncia de partos normais, contudo,
observa-se também a presenca deste virus em recém-nascidos de parto cesariana, o que indicaria
outras formas de infeccdo perinatal, sendo proposto, portanto, infeccdo transplacentaria ou
transmissao viral pelo liquido amniético (SUMMERSGILL ez al., 2001; KAMEYAMA ez al.,
2003).

Outros fatores de risco relacionados a esta via de contaminacio como o aumento do
contato entre o feto e a mae em partos prolongados (mais de 10 horas), ruptura de membranas e
o uso de instrumentos (férceps) durante o parto sio significantes (PEREYRA & PARELLADA,
2005). Apos o periodo perinatal, mecanismos de transmissdao como auto-inoculaciao de lesoes
cutaneas, abuso sexual, e ainda mecanismos menos provaveis como roupas, brinquedos e o
contato entre pessoas através do beijo, respiracio dentre outros sio também sugeridos
(SUMMERSGILL ef al., 2001; KAMEYAMA et al., 2003). Porém, a existéncia de infecgdao por
HPV na gravidez expoe ao risco de transmissao fetal ao recém-nascido, estando aumentado em
condilomas exofiticos extensos durante a fase de expressao ativa, quando as lesoes sao altamente
infectivas. Por outro lado, muitos casos de papilomatose respiratoria juvenil ocorrem em criangas
de maes que ndo tinham lesGes durante a gravidez, sugerindo que o HPV pode ser transmitido
por lesdes subclinicas ou latentes. A penetragdao viral parece ocorrer durante o parto através do
contato entre o feto e o trato genital materno. Ao mesmo tempo a infecgdo intra-uterina por
transmissao transplacentaria nao pode ser excluida. A freqtiéncia de transmissdao vertical perinatal
do HPV (2,8%), sugere que nem o tratamento das lesdes de HPV da mae, antes do parto,
protegerio o recém-nascido da aquisicio deste virus (MOUNTS & SHAH, 1984). Estudos
recentes tém demonstrado a alta prevaléncia do HPV na cavidade oral de criancas e adolescentes,
sugerindo que o mesmo poderia compor a microbiota indigena do hospedeiro (OLIVEIRA ¢ al.,

2003).
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Giraldo e colaboradores (1996) observaram a presenga de HPV (6%) na orofaringe de
mulheres com HPV genital alertando a possibilidade de existir uma reserva natural deste virus em

outros sitios mucosos que nao o genital, podendo os mesmos servirem para uma re-infecg¢ao.

2.1.5-PATOGENIA E FATORES DE RISCO PARA A INFECCAO POR HPV

A infec¢do ¢ iniciada quando uma particula viral penetra em células basais indiferenciadas
do epitélio. Mesmo pequenos trauma que ocorram no tecido epitelial, permitem ao virus penetrar
na camada basal deste tecido. Nas células basais e parabasais, o DNA viral replica em baixo nivel
e apenas genes precoces sao transcritos, também em nivel baixo. Multiplicagao extensiva do
DNA viral e transcricio de todos os genes virais, bem como formag¢io do capsideo, ocorre
apenas nas camadas mais superficiais do epitélio. Particulas virais maduras (com capsideos
completos) estdao, portanto, ausentes nas células basais, e a replicacao esta restrita as células nos
estratos espinhoso e granuloso. Apds a infec¢ao, o HPV pode permanecer latente na camada
basal, sem causar qualquer alteracio patologica ou lesao diagnosticavel (FRANCO, 1997;
OLIVEIRA et al., 2003; ROSENBLATT e7 al., 2005). Acredita-se que nessa fase da infec¢ao, o
DNA viral encontra-se na forma de epissoma, aparentemente nao funcional e replica-se apenas
uma vez a cada ciclo celular. Nao se sabe quanto tempo o virus pode permanecer nesse estado
nem quantos casos progridem dessa forma de infec¢ao, provavelmente, fatores imunologicos sao
determinantes dessa condicao (ROSENBLATT e# al., 2005).

A infecgdo latente por HPV se caracteriza pela presenca do DNA viral sem apresentar
nenhum tipo de lesao. Nessas situa¢Oes ainda nao esta confirmado o seu potencial de transmissao
e nao ha indica¢ao de um tipo de tratamento. Entre a doenca clinica e a infecgao latente ha a
doenga sub-clinica, onde ocorrem alteracGes celulares sutis (FRANCO, 1997). A progressio da
fase de incubagdo para a expressao ativa depende de trés fatores: permissividade celular, tipo viral

e estado imune do hospedeiro (CASTRO e7 al., 2004).
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Uma grande variagido na incidéncia de infeccdo por HPV detectada em mucosa oral
normal de individuos saudiveis tem sido relatada, numa extensiao de 0 % a 81,1% em varios
estudos, usando diversos métodos e em um numero limitado de individuos. Surpreendentemente,
o HPV 18 foi o mais freqiiente gendtipo em mucosa oral normal, e infecgdes por este tipo viral
na cavidade oral sem lesbes clinicas sugere, que o mesmo, persistentemente ou freqientemente,
infecta a mucosa oral, a qual pode atuar como reservatério deste virus. De qualquer modo,
permanece indefinido se a infec¢do por HPV 18 ¢é subclinica e/ou latente e se é uma infeccio
petsistente e/ou transitéria por HPV 13 (TERALI ez al., 1999; OLIVEIRA ¢t al., 2003).

Giraldo e colaboradores (2006a) realizaram um estudo em mulheres infectadas pelo HPV
genital observando que 26 das 29 mulheres estudadas foram também positivas para HPV oral
(89,7%), sugerindo que pacientes com infecgao genital por este virus podem ser mais
predispostas a apresentarem esta infecgdo em outros sitios mucosos.

As variaveis qualitativas sdo fatores vinculados ao HPV por estudos epidemioldgicos e
representam fatores de risco para esta infec¢ao: inicio precoce da atividade sexual, multiplicidade
de parceiros, multiparidade e historia de doengas sexualmente transmissiveis (BREITENBACH e#
al., 2002; PINTO et al., 2002; CASTRO ef al., 2004), baixa escolaridade e renda, paridade elevada
(partos nao-cirurgicos), ser jovem, ter habito de fumar, ser de baixo nivel socioeconémico, sendo
os dois primeiros fatores os mais consistentes. O estado civil, no estudo de Sellors e
colaboradores (2000), mostrou-se como variavel importante, uma vez que pacientes casadas
apresentaram menor porcentagem de infeccio que as mulheres de outros estados civis. E
possivel se argumentar nao ser o estado civil o fator de risco, mas sim o fato das mulheres sem
unido consensual terem maior nimero de parceiros sexuais. Entretanto, Doéres e colaboradores
(1991) ndo encontraram essa associagao, atribuindo este achado a promiscuidade do parceiro
masculino. Ainda existem os fatores de risco considerados menores, como o uso de

anticoncepcional oral por muitos anos, deficiéncias nutricionais, infec¢do pelo virus da
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imunodeficiéencia humana, e outras infecgdbes genitais causadas por agentes sexualmente
transmissiveis (BREITENBACH ez a/, 2002).

Apesar do aprimoramento das técnicas de deteccao do HPV nas lesdes de mucosa oral, o
seu envolvimento direto com os carcinomas orais nao foi ainda devidamente comprovado.
Todavia a sua agao sinérgica com outros carcinégenos quimicos e fisicos, tais como, o fumo e o
alcool, em determinados carcinomas escamosos parece a explicacio mais provavel para explicar a
acao do Papilomavirus humano na carcinogénese oral (OLIVEIRA ef al, 2003). Alteracoes
verificadas no sistema imune periférico de pacientes fumantes incluem a elevagio do numero de
células sanguineas, o aumento do nimero de linfécitos T citotoxicos, a diminui¢ao do ndmero de
linfécitos T auxiliares, discreta supressao da atividade de linfécitos T, significativo decréscimo da
atividade de linfocitos natural killer, e baixos niveis sanguineos de imunoglobulinas, exceto IgH

(PINTO et al., 2002).

2.1.6-MANIFETACOES CLINICAS

Os tipos 2, 6, 11 e 57 estdo associados ao papiloma escamoso bucal; 6,11 (NEVILLE ez
al., 1998; REGESI e¢f al., 2000; SANTOS et al., 2002), 16 (REGESI ¢t al., 2000; SANTOS et al.,
2002) e 18 (NEVILLE e al, 1998) ao condiloma acuminado de mucosa bucal; 13 e
possivelmente 32 a hiperplasia epitelial focal (NEVILLE ez a/, 1998, REGESI ez al, 2000;
SANTOS et al., 2002); 16, 18, 31 e 33 ao carcinoma de células escamosas oral NEVILLE ¢7 4/,
1998); 16 e 18 ao carcinoma verrucoso, que é uma variagao de baixo grau do carcinoma de células
escamosas oral (REGESI ¢ 4/, 2000). Existem ainda relatos que os tipos 16 e 18 tém sido
identificados em algumas leucoplasias orais (NEVILLE e7 a/., 1998).

As lesoes orais descritas acima podem ser encontradas na mucosa dos labios, lingua,
gengiva, bochecha, palato duro, palato mole e uvula. A sua predilecio e manifesta¢des clinicas

variam de acordo com o tipo da lesio (NEVILLE ez a/, 1998; REGESI e/ al., 2000). O papiloma
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escamoso ¢ uma lesao flacida, indolor, pedunculada, com numerosas projecdes que diao uma
aparéncia de couve-flor; o condiloma tende a ser maior que o papiloma sendo uma lesio multipla
e aglutinada; a hiperplasia epitelial focal apresenta-se como lesées individuais e pequenas com
aparéncia pavimentada ou fissurada; o carcinoma de células escamosas oral tem uma
apresentacio clinica variada, incluindo: lesao exofitica, endofitica, leucoplasica e/ou eritroplasica,

podendo haver destruigdo do osso subjacente (NEVILLE e7 a/., 1998).

2.1.7-HISTOPATOLOGIA

As caracteristicas histopatolégicas comumente apresentadas na maioria destas lesdes sio:
epitélio de revestimento maduro e diferenciado, com projecdes papilares, células espinhosas
apresentando nucleos cercados por zonas claras (coilécitos) (NEVILLE e a/., 1998; REGESI ef
al., 2000). Caracterizam-se pela presenca de grandes vactolos perinucleares, disceratose
representada pela queratinizaciao imperfeita de células epidérmicas isoladas e a discariose que ¢é
uma anomalia nuclear como, hipercromatismo, irregularidades da forma e aumento do numero
de nucleos por célula, sem aumento apreciavel do citoplasma ou do contorno celular. Além
destes aspectos microscopicos caracteristicos da infec¢do por HPV, alguns autores acrescentam
células superficiais e intermediarias alargadas, bordas citoplasmaticas irregulares, zona perinuclear
de citoplasma claro, disqueratose, e discariose, nucleos gigantes com bi ou multinucleagao

(JACYNTHO et al., 1987).

2.1.8-RESPOSTA IMUNE

As superficies epiteliais da mucosa da boca e dos tratos respiratério e reprodutivo

possuem sistemas imunes especializados, conhecidos coletivamente como tecido linféide

associado a mucosa (MALT). As células epiteliais dessas superficies, bem como da pele, sio
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dispersas em uma densa rede de células dendriticas, as quais, na pele, sao chamadas de células de

Langerhans. As células estromais do MALT e, em particular, dos tecidos linféides associados ao
intestino (GALT), que sao uma parte do MALT, secretam a citocina TGF- que induz a secrecio

de IgA. Além disso, durante o desenvolvimento fetal, células T yd deixam o timo e migram para
essas barreiras epiteliais (JANEWAY e al, 2002a). Sendo assim, o MALT consiste de varias
populacoes de células linféides, incluindo as células de Langerhans. Estas células bem como os
queratinocitos do epitélio cervical expressam moléculas codificadas pelo complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe 1I, e participam ativamente da apresentacio de antigenos.
Aparentemente, a infeccdo cervical por HPV causa uma disfungao imune local, com uma
diminui¢ao de células apresentadoras de antigenos (APCs) e linfocitos T. Desta forma, pode-se
inferir que a infec¢ao por HPV pode interferir nos mecanismos de vigilancia imune, tanto na fase
de indugao (apresentagao de antigenos) como na fase efetora (ativacao de linfocitos T citotoxicos
e produgio de anticorpos pelos linfécitos B) (GONCALVES & DONADI, 2004).

As APCs capturam o antigeno no epitélio e se deslocam para os ndédulos linfaticos,
ativando os linfocitos T CD4 que se diferenciam e se multiplicam. O aumento do nimero destas
APCs ¢ resultante da agao do fator de necrose tumoral (TNF-a) produzido pelos queratinécitos,
porém em infec¢oes provocadas pelo HPV ha uma diminui¢io na sintese desta citocina, bem
como da expressaio da molécula co-estimulatéria B7.1, resultando em um decréscimo da
capacidade de apresentagdo de antigenos. Da mesma forma que em lesGes cervicais de alto grau,
observa-se um aumento no numero de macréfagos e um decréscimo das células de Langerhans.
O contrario é observado em tecidos nao infectados. A presenca de macréfagos pode ser um
indutor de regressao da lesio, pois eles participam da resposta imune protetora; este fato torna-se
evidente através do seu papel no controle negativo da transcri¢do de genes que codificam as
oncoproteinas E6 ¢ E7 do HPV, além da agao antitumoral em células infectadas (SCOTT ez al,

2001; GONCALVES & DONADI, 2004).
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Além do TNF-a outras citocinas participam da resposta imune a infecgoes por HPV. Os

interferons (IFN-o e IFN-B) sdo citocinas produzidas pelas células infectadas, atuam
combatendo a replicagdo viral nas células do hospedeiro e ativam a sintese de moléculas do MHC
de classe I, facilitando a apresentacao de epitopos virais e aumentando a capacidade citotoxica de
linfécitos T CD8 e células natural killers INK). O IFN-y produzido por linfécitos T e células NK
induzem a expressio moléculas do MHC de classe II na superficie de queratindcitos e
monocitos/macréfagos permitindo que estas células atuem como APCs, além de bloqueatr a
expressao do RNA mensageiro (RNAm) de células derivadas de cancer cervical. O fator de
crescimento tumoral (TGF-B) é produzido por células epiteliais e inibe a proliferaciao de células
infectadas por HPV, por desempenhar um importante papel imunossupressor, podendo ou nao
inibir a expressio do RNAm que codifica as protefnas virais E6 e E7. Em associagdo a estas
citocinas, observam-se também as células NK desempenhando a resposta imune inata ao HPV
(SCOTT et al., 2001; GONCALVES & DONADI, 2004).

A resposta imune inata ¢ rapidamente induzida, nao especifica e ndo gera memoria. Dela
participam mondcitos, macréfagos, células NK e células apresentadoras de antigenos (TEWARI
& DISAIA, 2002), em associagao com diversas citocinas descritas anteriormente. O escape dos
mecanismos de defesa da imunidade inata pelos virus pode representar um crescimento de células
infectadas por HPV, persisténcia viral, progressio da doenca e/ou transformacio maligna
(SCOTT et al., 2001).

Como o HPV se limita apenas a infectar a camada epitelial, ndo ultrapassando a
membrana basal, a exposi¢io imunoldgica primaria deve ocorrer através de mecanismos
existentes nesta camada (STANLEY, 1999). A membrana celular infectada expressa somente a
proteina E5, e esta pequena quantidade de antigenos virais de superficie pode permitir a
atenuacao da resposta imune. A E5 se liga e inativa a proteina necessaria para processar antigenos
para a apresentacao dos complexos de histocompatibilidade tipo II (TEWARI & DISAIA, 2002).

Como a célula epitelial nao ¢ boa apresentadora de antigenos, o HPV permanece dentro dela sem
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ser reconhecido pelo sistema imunolégico. Devido ao fato do HPV nio causar lise ou morte da
célula do hospedeiro, o virus permanece isolado do contato de células do sistema imune
(mondcitos, células dendriticas e macréfagos) que inicia o processo de reconhecimento imune.
Os eventos necessarios para a indu¢ao da resposta imune ocorrem da mesma maneira em lesoes
induzidas por HPV de baixo e alto risco, e em lesGes externas e internas (STANLEY, 1999).

Os varios componentes envolvendo o reconhecimento e fase efetora da resposta imune
adaptativa epitelial tém sido demonstrados em tecidos cutaneo e mucoso infectados pelo HPV.
Dentre estes estdo as células de Langerhans, que capturam antigeno e apresentam as células T
“naive” nos linfonodos; expansao clonal de células T em tecido epitelial infectado via citocinas e
moléculas de adesdo; e células acessérias como macrofagos. A resposta imune adquirida gera
células efetoras antigeno-especificas: linfocitos T auxiliares CD4+, linfécitos T citotéxicos CD8+
e linfécitos B, e é estimulada pela resposta imune inata. Anticorpos contra as proteinas do
capsideo viral e linfécitos T citotoxicos direcionados contra os oncogenes, parecem estar
envolvidos na resposta celular e sorologica, resultando na cura clinica da infecgao. As
oncoproteinas E6 ¢ E7 modulam a resposta aos interferons induzida pela imunidade inata. Sendo
assim, supde-se que o HPV sobrevive através da combinagao do escape viral e interferéncia com
esta imunidade (TEWARI & DISAIA, 2002). Apesar da resposta imune celular a infec¢do pelo
HPV na cérvice uterina nao estar completamente elucidada, sabe-se que as vigilancias imunes
local e sistémica podem estar associadas as infec¢Oes latentes e que quando ha predominancia de
linfécitos T CD4 estas células favorecem a regressio da lesdo ao contrario do aumento do
numero de linfécitos T CDS8, que pode resultar na persisténcia e progressao da infecgao viral
(GONCALVES & DONADI, 2004). Muitos estudos sugerem que a infec¢ao por HPV estimula
uma resposta Thl e em estudos experimentais de vacinagdo em ratos, a resposta imune a esta
infecgdo ¢é caracterizada pela secre¢ao de citocinas de células Thl (IFN-y, II-1). A concentragao

de células da resposta Thl é importante para o cearance da infeccao por HPV e a falta desta
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resposta pode estar associada a persisténcia da infec¢do, ou desenvolvimento de neoplasia
(SCOTT et al., 2001).

Jenson e colaboradores (1991) relataram que em animais infectados simultaneamente por
mais de um tipo de papilomavirus ocorrem regressdes espontaneas das lesdes papilomatosas
induzidas pelo mesmo tipo viral, sugerindo que a resposta imune celular ¢ tipo-especifica.

Assim como a resposta celular, a resposta imune humoral é tipo-especifica, leve e
transitoria, ndo havendo relatos na literatura que mostrem a relagdo entre a intensidade dessa
resposta e a evolugdo clinica das lesGes, parecendo nio apresentar agio sobre os mecanismos de
imunovigilancia, uma vez que, titulos de anticorpos similares sio observados em pacientes com e
sem remissao espontanea. Sugere-se que isso ocorra porque os anticorpos formados contra o
capsideo viral e as células B estio presentes na corrente sanguinea, sem acesso as particulas virais
que estdo no interior das células epiteliais (TORACINI, 2005). Desta forma, a polarizacido para
Th2 esta associada a uma resposta imune celular deficiente contra o HPV, que pode facilitar a
progressao tumoral (GONCALVES & DONADI, 2004). Sendo assim, a resposta celular parece
desempenhar maior importancia no controle da infeccdo pelo papilomavirus, uma vez que
estudos que avaliam lesGes com remissdo espontinea observa-se intenso infiltrado linfocitario ao
redor dos vasos e no cério (TORACINI, 2005). Além disso, verifica-se também um aumento na
prevaléncia de infec¢oes por HPV em individuos imunodeprimidos, como por exemplo,
individuos renais transplantados e portadores do virus da imunodeficiéncia adquirida (SCOTT ez
al., 2001).

Estudos que analisam a soroconversao de mulheres que receberam particulas semelhantes
a virus (VLPs-HPV) apresentam 5,7 vezes maior probabilidade de desenvolverem lesoes
escamosas epiteliais do que mulheres que nao soroconverteram, sugerindo que a presenga do
anticorpo contra o VLP-HPV 16 tem maior relagio com a progressao da doenga do que com
protecao. Também foi observado que a soro-conversiao ocorre mais freqiientemente entre 6 a 12

meses apos a detecgao do DNA viral (CARTER ef 4/, 1996). Analisando o curso da resposta



31

imune humoral e celular a0 HPV 16 em mulheres infectadas, Nakagawa e colaboradores (2002)
concluiram que ambas as respostas foram observadas na maioria destas mulheres, entretanto, o
papel do anticorpo na prevencgao de uma infec¢do secundaria é questionavel, na medida em que a
mesma foi observada na presenga de altos titulos de anticorpos. Porém, estas mulheres tornaram-
se rapidamente negativas para o DNA viral, sugerindo a presenca de memoria imunoldgica e
demonstrando que a resposta humoral tem papel importante no controle da infecgao por HPV.
A resposta celular persiste por dias e semanas enquanto que a humoral persiste por meses e anos.
A resposta sorologica, principalmente a presencga da IgG perdura por um determinado tempo e
esta associada a um numero cumulativo de parceiros sexuais em toda a vida, e ndo com o numero
de parceiros atuais, entdo esta soropositividade representa um marcador de infecgao passada
(HAGENSEE ¢t al., 2003).

Ao estudar a regressao espontanea de papiloma oral em cies induzido por anticorpos
que neutralizam o papiloma canino oral, Ghim e colaboradores (2000) sugerem que a produgao
de anticorpos pode ocorrer durante a remissao das lesdes que podem prevenir uma re-infecgao,
servindo de base para testes sorolégicos, além de demonstrarem o papel da imunidade humoral
na prevencao do papiloma oral.

A supressio da resposta imune em humanos induz a ativagao da infeccao latente ou
aumenta a suscetibilidade de reinoculacio de infecgdes ativas resultando em lesdes evidentes
(BERNARD ef al., 2004). Muito se questiona sobre os fatores associados ao desenvolvimento de
lesGes benignas ou malignas apds a infeccao pelo HPV, e o motivo pelo qual a infec¢do pode
persistir em alguns individuos por muitos anos ou até mesmo por toda a vida. Sugere-se que uma
deficiéncia nos mecanismos intracelulares de imunovigilancia seria responsavel pelo
desenvolvimento das lesdes malignas. De acordo com estudos experimentais e relatos na
literatura, pacientes imunodeprimidos apresentam um aumento de cem vezes na incidéncia de
carcinoma da vulva e do anus, no entanto, as lesoes induzidas pelo HPV, ocorrem em sua grande

malioria, em individuos sem quaisquer alteragcdes nos mecanismos imunolégicos. As respostas
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humoral e celular sio importantes na prevenciao e regressao das lesbes HPV-induzidas. Em
situagdes em que ha uma reducido da resposta imune celular, como exemplo a gravidez, ha uma
exacerba¢do das lesdes condilomatosas. Por outro lado, pacientes com a imunidade humoral
diminuida, ndo apresentam alteracGes na histéria natural da infec¢ao (PARELLADA &
PEREYRA, 2005).

Dillner e colaboradores (1989) analisaram a presenca da IgA contra o papilomavirus em
secregoes cervicais de pacientes com neoplasia intraepitelial cervical e sugeriram que a
imunoglobulina A contra o HPV pode ser utilizada como um marcador para a neoplasia
intraepitelial cervical, e 6 de 24 mulheres que apresentaram os exames colposcopicos e citolégicos
normais apresentaram IgA anti-HPV em suas secre¢des cervicais.

Em um estudo designado para caracterizar a resposta de IgA em secre¢bes vaginais e no
soro de mulheres contra proteinas do capsideo do HPV 16, em compara¢ido com a resposta de
IgG no soro, Galloway e colaboradores (2003) detectaram que a IgA nas amostras de secrecdo
vaginal foi observada em 87,3% das mulheres 18 meses apos a primeira infec¢ao que coincidiu
com IgG no soro. A IgA no soro se desenvolveu mais lentamente que a IgA da secregdo cervical
e IgG do soro, com uma média de 19,1 meses, e baixa porcentagem de mulheres desenvolveram
a IgA no soro (47,7%). No soro observou-se 50% de soroconversao com 14 meses, sendo que, a
conversao da IgA no soro foi mais lenta que a conversio desta imunoglobulina na secre¢ao
cervical, e a imunoglobulina G no soro apresentou-se mais persistente que a IgA no soro e na
secre¢ao cervical, porém niao houve diferenca significante na persisténcia da IgA na secregao
cervical e no soro. Mas, observou-se que a permanéncia deste virus na mucosa genital parece ser
um importante fator para a manutenc¢ao da produgao de IgA na secre¢ao cervical e soro e IgG no
soro, uma vez que os niveis destas imunoglobulinas foram maiores naquelas mulheres em que a
presenca do virus se fez presente em visitas consecutivas.

Embora uma resposta imune celular e humoral ao HPV seja manifestada pelo hospedeiro,

a presenca de infecgdo cronica sugere que o virus escapa destes mecanismos de defesa



33

imunoldgico sendo necessarios mais estudos para maiores esclarecimentos a respeito da resposta

do hospedeiro frente a uma infec¢ao pelo Papilomavirus humano (TEWARI & DISAIA, 2002).

2.1.9- DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Para o diagnostico das infec¢des causadas pelo HPV existe uma variedade de exames
complementares que auxiliam na identificacao das lesoes. Entre os testes mais utilizados na rotina
estdo a colposcopia, citopatologia e histopatologia. Mais recentemente, os métodos da biologia
molecular tém sido empregados para detecgdo e tipagem viral. A técnica mais sensivel ¢ a reagao
em cadeia da polimerase (PCR), que permite a detec¢ao de pequeno nimero de copias do acido
nucléico genémico empregando primers especificos para cada tipo de HPV (SANTOS, ef al., 2002;
OLIVEIRA et al, 2003). O diagnéstico de HPV por PCR vem sendo considerado como um
possivel complemento importante aos diagnosticos cito-histopatologicos e colposcopicos, a
utilizagdo deste ensaio especifico e sensivel em amostras bioldgicas, é capaz de elucidar as
davidas originadas do diagnéstico citologico, nao apenas de lesdes pré-neoplasicas, mas também
das infec¢Oes subclinicas tanto na mulher como no homem (SICHERO ¢ 4/, 2005).

A sensibilidade e a especificidade dos métodos baseados em PCR podem variar
dependendo do conjunto de iniciadores utilizados. Os protocolos mais amplamente utilizados
empregam iniciadores consenso e degenerados complementares a uma regido altamente
conservada do gene L1, e que sao potencialmente capazes de detectar todos os tipos de HPV que
infectam as mucosas. Entre estes, estio o par unico de iniciadores consenso GP5/6 e sua versao
estendida GP5" /6%, e os iniciadores degenerados MY09/11 e sua versio modificada
PGMY09/11 (SICHERO, L. ¢ al., 2005). Demonstrou-se maior eficiéncia na detec¢io de DNA
do HPV com os iniciadores MY09/11 em relagio aos iniciadores GP5" /6" usando-se como alvo

DNA extraido de material fresco (KIRNBAUER e¢7 4/, 1994). No entanto, Liebert e
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colaboradores (2004), comparando a eficiéncia dos iniciadores MY09/11 e GP5" /6" para a
deteccao do papilomavirus em mucosa oral, verificou maior sensibilidade para os dltimos.

Outro método de diagnostico da biologia molecular utilizado para a detec¢ao do HPV ¢é
representado pela captura hibrida, que é de facil execucgdo e leitura, e nio ¢é influenciado por
condi¢Oes locais como presenca de infeccao, inflamagao, atrofia ou sangue (BORGES ez 4/,
2004). Estes métodos descritos anteriormente sio utilizados para otimizagdo de recursos,
melhora diagnéstica e monitoramento terapéutico (DORES, ez a/, 2005).

O tratamento de lesoes orais por HPV como o condiloma, papiloma ou verruga pode ser
clinico ou cirurgico, cujo objetivo é a remogao da lesio visivel. Pode ocorrer recidiva das lesoes
em locais previamente tratados e em outros, com incidéncia entre 20 a 30% dos casos (CASTRO

et al., 2004).

2.2 - MUCOSA BUCAL E RESPOSTA IMUNE

2.2.1-SECRECAO SALIVAR

2.2.1.1- CONSIDERACAOES GERAIS

Os fatores essenciais para a imunidade da cavidade oral sio representados pela
integridade da mucosa e fungdes dos componentes salivares. A saliva é um complexo de fluidos
provenientes das glandulas salivares maiores (parétida, submandibular e sublingual) e menores,
fluido gengival, fluido crevicular, detritos celulares e microorganismos da cavidade oral. Sua
produgdo diaria varia entre 1 a 1,5L. Contém 99% de 4gua e constituintes como proteinas,
glicoproteinas, vitaminas, hormoénios, uréia, ions que podem ser originarios das glandulas
salivares ou transferidos do plasma. E responsavel pela lubrificacio e protecio dos tecidos orais,

apresenta acao e barreira contra agentes irritantes, manuten¢ao da integridade dental, digestao e
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limpeza das estruturas bucais. (LAVOIE & MARCOTTE, 1998; MADRID et al, 2000,
SUGAWARA et al., 2003). A concentragao dos seus componentes varia de acordo com o fluxo
salivar. Geralmente um aumento discreto nas taxas de secre¢dao salivar, gera um aumento de
sodio, bicarbonato e do pH, diminuindo o potassio, calcio, fosfato, cloro, uréia e proteinas
(LAVOIE & MARCOTTE, 1998). A saliva também contém agentes antimicrobianos,
imunoglobulinas, proteinas (glicoproteinas, aglutinina, estaterina), mucina, lactoferrina, enzimas
(lizozima e peroxidase) e peptideos antimicrobianos (LEHNER, 1996b; SUGAWARA ez a/,
2003).

O fluido gengival é um exudato originario do plasma que atravessa a junc¢do epitelial
lentamente quando a gengiva esta saudavel, aumentando em decorréncia de processos
inflamatorios. A sua composi¢io ¢é similar a do plasma contendo: proteinas, albuminas,
leucécitos, imunoglobulinas e componentes do sistema complemento (LAVOIE &
MARCOTTE, 1998).

O ambiente supragengival da cavidade oral é controlado primeiramente pela saliva. O
fluxo continuo da saliva aumenta pela agao da atividade muscular de labios e lingua removendo
certa quantidade de microrganismos dos dentes e das superficies mucosas. A saliva contém
muitos fatores de defesa nao-especificos e especificos, a imunoglobulina A ¢ o principal fator de
defesa especifico da saliva, enquanto que os fatores nao-especificos sdo representados por
glicoproteinas salivares nao-imunes, mucina, lactoferrina, lisozima, peroxidase, histatina e
cistatina. As mucinas sao proteinas de alto peso molecular e representam o principal constituinte
do muco, que promove uma protecao dos tecidos duros e moles da cavidade oral, uma vez que
origina uma camada viscosa, que limita a penetragdo dos microrganismos no tecido mucoso

(LAVOIE & MARCOTTE, 1998).
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2.2.1.2- SALIVA COMO FERRAMENTA DE DIAGNOSTICO

A saliva tem sido utilizada para muitos testes de diagndstico por favorecer a determinagao
de uma variedade de componentes incluindo drogas terapéuticas, anticorpos e hormoénios
esteréides (MADRID ¢z al., 2000; STRECKFUS & BIGLER, 2002; HAGENSEE ez al., 2003).
As vantagens deste fluido como meio de diagnéstico sao muitas, destacando-se: fluido seguro;
com baixa infectividade; facil coleta, economica e indolor; proporciona maior conforto para o
paciente, principalmente nos casos de pacientes geriatricos, psiquidtricos, criangas e obesos;
conveniente em estudos epidemiolégicos, uma vez que, riscos ocupacionais associados a injurias
durante a coleta do sangue sao eliminados. E, portanto de facil obtencao, ao contrario do sangue
que em muitas situagoes ¢ dificultada devido a fatores culturais ou religiosos e que exige um
sistema mais complexo de armazenamento e coleta (MADRID e @/, 2000; STRECKFUS &
BIGLER, 2002; HAGENSEE e al, 2003). Todas estas vantagens permitem que este fluido
corporeo represente uma alternativa em relagdio ao sangue e urina (MADRID ez 4/, 2000;
STRECKFUS & BIGLER, 2002; HAGENSEE ez a/., 2003).

Nos ultimos anos a utilizagao da saliva para diagndstico tem apresentado resultados
satisfatorios. Novas tecnologias tém sido desenvolvidas para a sua utilizagio como meio de
diagnostico e prognoéstico das doengas (STRECKFUS & BIGLER, 2002). Porém, apesar da
saliva ser um fluido corpéreo altamente conveniente para ser coletado e analisado, apresenta
baixas concentragoes de determinadas imunoglobulinas em relagdao ao soro. Sendo assim, técnicas
laboratoriais com o objetivo de melhorar a sensibilidade para a detecgao de anticorpos virais tém
sido desenvolvidas, destacando-se a radio-imunoprecipitagao, Western blotting, hemaglutinacao
passiva e imunoensaios de captura de anticorpos (BAGG et al., 1991). Recentemente, estudos
especializados tém sido desenvolvidos com o objetivo de coletar saliva para a detecgdo de

anticorpos contra agentes infecciosos virais tais como o Virus da Imunodeficiéncia Adquirida
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(HIV) tipos 1 e 2; Hepatite viral, Dengue, Sarampo, Rubéola e outros (SCHRAMM e al., 1999;
ZMUDA et al., 2001; GRANADE ¢z al, 2002; GUZMAN, ez al., 2003).

Pesquisas em que demonstram a presenca de HPV oral vém sugerindo a utilizagio da
saliva como forma de detectar a presenca de anticorpos contra o referido virus. Os ensaios
imunolégicos mais utilizados para estas investigagoes sio: Ensaio Imunoenzimatico (ELISA),
Western blotting e imunoprecipitacio. Apesar da sensibilidade relativamente baixa, os estudos
tém encontrado anticorpos contra os VLPs e algumas proteinas de expressio precoce. A
freqiiéncia e o titulo de diversos tipos de anticorpos gerados contra o HPV mostram uma grande
variabilidade que ¢ dependente do tipo de HPV infectante, do epitopo reconhecido, do tipo de
amostra e da sensibilidade do ensaio (ZMUDA ez al., 2001).

Ao analisar a presenca de anticorpos especificos IgG anti-HPV na saliva, Hagensee e
colaboradores (2003), justificam que apesar da IgA apresentar-se em maiores concentragoes neste
fluido, o padrao ouro utilizado em estudos deste virus é a imunoglobulina G, por permanecer um
maior tempo no organismo que a imunoglobulina A. Além deste fato, observa que as taxas de
oropositividade foram menores que as taxas de soropositividade indicando que ensaios utilizando
o fluido oral podem regularmente apresentar resultados falso negativos. Isto pode ocorrer,
devido a diferenca na resposta imune aos diferentes tipos virais. Porém a resposta de anticorpos
na saliva pode ser comparada a resposta de anticorpos da cérvice uterina, uma vez que, a resposta
imune ao HPV é comum para estas mucosas. Outro fator relevante que deve ser considerado
quando se utiliza a saliva para identificar anticorpos anti-HPV é que o controle negativo ainda
nao esta bem definido, uma vez que amostras de criangas utilizadas como controle negativo
apresentam forte reatividade de anticorpos orais contra este virus. Sendo assim, os autores
sugerem que mais estudos sejam realizados na otimizagao deste ensaio como uma alternativa de
ferramenta epidemiolégica segura e nao invasiva. Destacam o fato deste fluido conter bactérias
que produzem proteases capazes de degradar os anticorpos presentes e mucina que pode

dificultar a pipetagem. Além disso, sugerem que a infec¢ao pelo HPV na cavidade oral nio
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desempenha papel significante para a detec¢ao de anticorpos, devido a baixos titulos de
imunoglobulinas observados nas amostras de saliva neste estudo. Mas, concluem que a resposta
humoral, representada por anticorpos salivares, pode ser comparada a resposta de anticorpos da

cérvice uterina em mulheres devido a possibilidade de uma resposta imune comum das mucosas.

2.2.1.3- IMUNOGLOBULINA “A” E SEU MECANISMO DE ACAO

A imunoglobulina A é o principal isotipo encontrado na saliva e em todas outras
secrecdes. B produzida por células plasmaticas que estdo localizadas nos ductos e 4cinos das
glandulas salivares. Apresenta-se como uma molécula polimérica, composta de dois monomeros,
cadeia J, e componente secretor (SC). Cada monoémero é formado por quatro polipeptideos, duas
cadeias pesadas e duas cadeias leves ligadas covalentemente por pontes dissulfeto. A cadeia | e o
SC sio ligados a regiao Fc da molécula de IgA. A cadeia | é um polipeptideo sintetizado no
citoplasma celular e esta envolvido na iniciagao da polimerizagao desta imunoglobulina. O SC ¢é
uma proteina glicosilada produzida pelas células epiteliais de mucosa, que estabiliza a estrutura
polimérica da IgA e a protege do ataque proteolitico das secre¢oes (Figura II). Em humanos, ha
duas subclasses de IgA, IgAl e IgA2, que se apresentam em proporg¢oes similares na saliva e em
outras secre¢coes. Estas diferem em apenas 22 aminoacidos de cadeia pesada (LAVOIE &

MARCOTTE, 1998; JANEWAY e7 al., 2002c).

Figura II. IgA dimérica. Os mondmeros apresentam-se em associa¢io com uma cadeia polipeptidica adicional (J), que sdo unidos

por ligagoes dissulfidricas JANEWAY ez al., 2002b).
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Certamente a IgA é a imunoglobulina, quantitativamente, mais importante secretada na
saliva pela pardtida, e a proporcio de IgA/IgG é 400 vezes maior do que a propor¢io
correspondente no soro (LEHNER, 1996a). Desempenha papel importante na prote¢io contra
patégenos em sitios mucosos (GALLOWAY e7 al, 2003). Estudos de imunofluorescéncia tém
demonstrado que a IgA ¢ produzida pelos plasmocitos presentes nas glandulas salivares, e esta
em grande parte é dimérica diferentemente da convencional monomérica presente no soro
(LEHNER, 1996a).

A resposta contra antigenos orais pela IgA salivar pode ser induzida através de dois
mecanismos. Um deles se baseia na hipotese que os antigenos orais podem estimular a
proliferacdo e diferenciagao de células linféides localizadas nas glandulas salivares. Estas por sua
vez, contéem tecido linféide, constituido por macréfagos, células T e B, os quais podem agir
diretamente contra os antigenos. Estes antigenos podem penetrar nos ductos glandulares pelo
fluxo retrégrado natural e entrar em contato com células do sistema imune através do mecanismo
de endocitose realizado pelas células do epitélio ductal. Eles entio siao capturados pelos
macréfagos e apresentados as células T e B. O outro mecanismo de resposta envolve a migra¢ao
das células B precursoras de IgA sensibilizadas pelo antigeno do tecido linféide associado a
mucosa do intestino (GALT) para as glandulas salivares. O GALT é composto por numerosos
linfonodos e placas de Peyer ricas em células B precursores da IgA que tem o potencial de
povoar tecido linféide a distancia. Apds a apresentagao dos antigenos as células T e B deixam o
GALT através dos vasos linfaticos eferentes, e alcangam o sangue periférico através do ducto
toracico. Entdo as células T e B migram da lamina propria do intestino, pulmdes, trato
geniturinario e glandulas secretoras onde sao seletivamente mantidas. Neste tecido mucoso e
glandular as células B precursoras sofrem expansio e maturagao em células plasmaticas
produtoras de IgA, sob o estimulo das células T. Este mecanismo de resposta imune de mucosas,
sustenta a idéia da existéncia de um sistema imune de mucosa que apresenta IgA especifica nas

secre¢oes glandulares nao sendo, portanto, estimuladas por antigenos diretamente no local.
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Sendo assim, estudos experimentais com animais e humanos tém demonstrado que a
administragiao de antigenos orais induz a secre¢ao de imunoglobulina A especifica na saliva e em
outras secrecoes. Desta forma, a IgA contra antigenos inalados tem sido detectada em varias
secre¢oes incluindo a saliva. No entanto, as glandulas salivares contém células linféides que sao
necessarias para gerarem uma resposta de IgA independente do MALT, porém pode ser possivel
que a inducdo de IgA na saliva envolva uma estimula¢do antigénica inicial em sitios indutores
(GALT ou NALT), seguido de uma estimulagdo antigénica local nas glandulas salivares para
haver a expansao de células plasmaticas (LAVOIE & MARCOTTE, 1998).

A IgA secretoria (SIgA) apresenta fungoes biolégicas que se destacam como a inibigao da
aderéncia bacteriana, inativacdo de enzimas e toxinas bacterianas, ativacio do sistema
complemento, neutraliza¢ao viral dentre outros. Sabe-se que comparada com a IgG e IgM, a IgA
¢ pobre ativadora do complemento, mas em contrapartida, este anticorpo desempenha papel
fundamental no mecanismo de exclusao imune, uma vez que limita a penetra¢io de material
antigénico através do epitélio mucoso, facilitando a remog¢ao do mesmo das superficies mucosas.
O papel que a SIgA desempenha na imunidade viral, consiste em sua presenga no sitio de contato
inicial entre o virus e o hospedeiro.  Estudos zz witro tém demonstrado que o virus da
imunodeficiéncia tipo 1 pode ser neutralizado pela SIgA, mas os mecanismos envolvidos na
inativagao viral sio complexos e ainda nao muito bem compreendidos. Sabe-se que esta
imunoglobulina previne a penetracio de virions nas células epiteliais pelo bloqueio de suas
adesinas (LAVOIE & MARCOTTE, 1998), ¢ os mecanismos de neutralizacio viral estao
diretamente relacionados ao numero de anticorpos por virus (ARMSTRONG & DIMMOCK,
1992).

Os niveis de IgA sdo baixos na saliva durante os primeiros meses de vida e sio
estabilizados apds 12 a 24 meses, estes por sua vez, podem variar de acordo com o fluxo salivar,
idade, fatores hormonais, tabagismo, estado emocional, praticas de atividade fisica e fatores

genéticos. A sua titulagio ¢ inversamente proporcional ao fluxo salivar e estudos tém
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demonstrado que baixos niveis de IgA estdo associados a alta atividade ou suscetibilidade 4 caries
e que a remogao do tecido cariado representa um aumento nos niveis de IgA para o Streptoccocus
mutans na saliva. Hsta concentra¢do varia consideravelmente de acordo com o tempo, e o
momento exato de desenvolvimento da resposta imune contra o desafio antigénico nao ¢é
conhecido. A SIgA presente na saliva pode refletir a presen¢a de antigenos ou uma estimulagao
passada. Em estudos soroldgicos, foi observado que a resposta sérica de IgA é HPV tipo-
especifica, entretanto é menos estavel através do tempo que a resposta de IgG. Assim, ensaios de
medida da IgA sérica podem ser usados como marcadores de infec¢do ativa ou recente, ou até
mesmo como um marcador prognostico, e os niveis de IgG medidos, podem refletir ndo apenas
infecgoes recorrentes, mas também infecgoes passadas (SICHERO, ez a/, 2005).

Existem fatores que contribuem para a variagao das imunoglobulinas no soro e na
saliva como raga, genética e idade, sendo que a concentraciao de IgA aumenta ao longo da vida.
Esta imunoglobulina pode ser detectada na saliva com trés semanas de idade, porém a IgG esta
presente em altas concentragdes no nascimento, decorrente da IgG materna que atravessa a
barreira placentaria, mas decresce apds dois meses de idade. A IgE aumenta rapidamente

atingindo a sua maior concentra¢ao antes dos 10 anos de idade e decresce durante a adolescéncia

(GRUNDBACHER, 1988).
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3 JUSTIFICATIVAS

O HPV tem sido apontado como possivel agente etiolégico de diferentes patologias
orais. No entanto, a via de infeccio do HPV oral ¢ ainda desconhecida (NEVILLE ef a/., 1998;
REGESI ez al., 2000). O contato direto (REGESI ez 4/, 2000) e a autotransmissio tém sido
sugeridos como possiveis vias por alguns pesquisadores (KAMEYAMA, ¢f al., 2003; OLIVEIRA
¢t al., 2003; CASTRO et al., 2004).

Considera-se que fatores externos, em conjun¢ao com o HPV, modulam o risco da
infec¢do por este virus, assim como a resposta imunolégica do hospedeiro (CLERICI ez al.,
1997). Os mecanismos de defesa imune da cavidade bucal, frente a uma infeccio viral pelo HPV,
tem sido investigados. Em especial, as imunoglobulinas, especificamente a IgA secretoria
presente na saliva, ¢ atualmente alvo de investigagoes baseadas em sua capacidade de inibi¢ao da
infectividade viral (HAGENSEE e¢7 a/., 2000; GRANADE ef al., 2002; ZMUDA et al., 2001).

Desta forma, identificar a presenca do HPV nas células da mucosa bucal de pacientes
com infec¢iao cérvico-vaginal e avaliar potenciais fatores de risco para a infecgio por HPV oral,
contribuiria para esclarecer a possibilidade da autotransmissao. Bem como determinar a presenca
da IgA com especificidade para o HPV na saliva elucidaria o papel da imunidade humoral na
cavidade bucal frente a este tipo de infecgao.

Neste sentido, este estudo podera contribuir para o conhecimento dos mecanismos da
patogenia do HPV, a relagao deste virus com lesdes orais, e o papel imunolégico humoral nestas

pacientes.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Detectar a presenca do HPV, nas células da mucosa bucal, assim como a presenca da
imunoglobulina A especifica na saliva, de pacientes com antecedentes de infec¢ao cérvico-vaginal

por este virus.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Utiliza¢ao da Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para detectar a presenga do HPV nas

células da mucosa bucal de mulheres com infec¢ao cérvico-vaginal;

2- Detectar a presenca de IgA anti-HPV na saliva destas mulheres, através da

Imunofluorescéncia indireta;

3- Registrar e avaliar os possiveis fatores de risco (idade, estado civil, escolaridade, tabagismo,
etilismo, freqiiéncia de escovagao dentaria, uso do fio dental, uso de enxaguatorios bucais, idade

da coitarca e pratica de sexo oral) para a prevaléncia do HPV nesta amostragem.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 AMOSTRAGEM

O presente estudo foi realizado em pacientes procedentes do ambulatério de Ginecologia
do Hospital Santo Antoénio da cidade de Salvador, Bahia, Brasil, no periodo de agosto de 2004 a
junho de 2005. Foram selecionadas 100 pacientes do sexo feminino, com média de idade 28,91%
8,7 anos (14-59 anos), vida sexual ativa e diagnéstico histolégico de atipias celulares cérvico-
vaginal compativeis com a presenca do HPV e ndo tratadas. As pacientes que participaram do
estudo assinaram o termo de consentimento (Anexo I), analisado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos deste hospital (Anexo IIT).

As participantes do estudo responderam a um questionario sécio-econdémico padronizado
(Anexo II) devidamente aplicado por um unico entrevistador, para obtencao de informagdes

sobre potenciais fatores associados a infec¢ao pelo HPV.

5.1.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidas no estudo apenas pacientes do servico de ginecologia do referido
hospital com diagndstico histolégico de atipias celulares cérvico-vaginal, compativeis com a

presenca do HPV, nao submetidas a terapéuticas e vida sexual ativa.

5.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Mulheres gravidas, mulheres utilizando medicamentos e que nao preencheram os critérios

de inclusao descritos acima foram excluidas do estudo.



45

5.2 COLETA DE DADOS E AMOSTRAS

5.2.1 - EXAME FISICO INTRABUCAL DE PARTES MOLES

O exame fisico intrabucal de partes moles foi realizado de maneira ordenada,
examinando-se cada estrutura anatomica na seguinte ordem: labios (pele, mucosa, semimucosa),
fundo de sulco, mucosa alveolar, gengiva inserida, gengiva livre, rebordo alveolar, mucosa jugal,
lingua, soalho bucal, palato duro, palato mole e orofaringe. Todos os achados clinicos foram

transcritos para a ficha de registro (Anexo II).

5.2.2 - SALIVA

Foram realizados bochechos com 4gua mineral para remoc¢io de possiveis restos
alimentares da cavidade bucal. Amostras da saliva (5mL) foram colhidas em coletores estéreis,
apos salivacao por cada paciente, sem a utilizagao de agentes estimulantes. Estas foram mantidas
e transportadas a 4°C, homogeneizadas e aliquotadas (ImL) em microtubos, e armazenadas a —

70°C.

5.2.3 - MUCOSA BUCAL

Foi realizado esfregaco de toda a mucosa bucal com escova estéril que compde o kit
Digene Cervical Samper, de maneira ordenada seguindo a seqiiéncia das estruturas anatomicas do
exame fisico intrabucal de partes moles, exceto a orofaringe. Este material foi submerso em 2mL
de solucio Tris/EDTA (Ttis 1M, EDTA 0,5M, pH 8,0), sendo mantido e transportado a 4°C, e

aliquotado 1mL em microtubos para ser conservado a — 70°C.



46

5.2.4 - BIOPSIA

Nos casos que houve manifestacio clinica de lesées em tecido mole compativeis com
HPV foi realizada biépsia. Os fragmentos do tecido da mucosa bucal foram fixados em formol a
4% tamponado, por 6 a 12 horas. Apés emblocagem em parafina, foram feitas secgoes com 4um
de espessura e coloragao por Hematoxilina-Eosina (HE). O diagnéstico histologico foi realizado

pelo setor de anatomia patolégica do Hospital Santo Antonio.

5.3 DETECGAO DE IgA

5.3.1 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

5.3.1.1 - CULTIVO DE CELULAS

Os ensaios de imunofluorescéncia indireta foram realizados no laboratério de virologia do
Instituto de Ciéncias da Satde da Universidade Federal da Bahia utilizando-se monocamadas
confluentes de células epiteliais tumorais denominadas Hel.a (Banco de células do Instituto
Adolfo Lutz, Sdo Paulo). A linhagem celular HelLa contém seqiiéncias do HPV-18 e é originaria
de carcinoma da cérvix uterina humana, decorrente da cepa CCL-2 da ATCC-USA (American
Type Culture Collection). Estas células foram mantidas em frascos de 75cm® (NUNC), com meio
minimo essencial de Fagle (GIBCO), suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO), e
incubadas a uma temperatura de crescimento de 37°C. A técnica de desagregacao enzimatica para
a dispersao do tapete e repique celular foi realizada utilizando tripsina 0,25% de acordo com

BLAKE & STACEY (1999).
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5.3.1.2 - PREPARACAO DAS LAMINAS

As células Hel.a submetidas a agdao da tripsina 0,25% para desagregacao e dispersao do

tapete celular foram centrifugadas durante 10 minutos a 3.000 rpm, o precipitado celular foi

ressuspenso em 500ul. de PBS (NaCl 150mM, KH,PO, 1,5mM, Na,HPO, 20mM, KCI 27mM,

pH 7,2) e em laminas com pogos demarcados foram semeadas 20uL. deste em cada pogo
(concentracio celular aproximadamente 7,6 x 10* células/mlL). Permanecendo a 37°C overnight
para secagem e posteriormente submetidas ao processo de fixagdo com acetona durante 15

minutos, a -20°C. As mesmas foram armazenadas a -20°C até a sua utilizacao.

5.3.1.3 - DETECCAO DE ANTICORPOS ESPECIFICOS

As laminas demarcadas contendo as células Hel.a foram incubadas com o fluido salivar
diluido em PBS (1:2 ¢ 1:4), overnight a 4°C em camera imida. Apés este intervalo de tempo, foram
lavadas trés vezes com PBS durante 10 minutos e incubadas com conjugado anti-IgA humana-
FITC (GMK Diagnésticos) (1:10), por 1 hora, a 37°C e, em seguida, submetidas a mais 3
lavagens com PBS, 10 minutos cada. A contra-coloracio com Azul de Evans (0,01%) por 3
minutos foi realizada para real¢ar o contraste com a fluorescéncia especifica. As laminas foram
montadas com laminulas utilizando glicerina 50% (v/v) em solugao de PBS, e observadas ao
microscopio de fluorescéncia MC 80 DX (Zeiss).

Em todas as provas foram feitos controles celulares negativo e positivo. Para o controle
negativo, utilizou-se saliva de pacientes saudaveis seguindo o mesmo protocolo das amostras do
grupo teste. Para o controle positivo, foi utilizado o soro bovino infectado por Papiloma virus,
diluido em PBS (1:5 e 1:10) e incubado com conjugado anti-IgG bovino- FITC (Sigma) (1:200),

seguindo a mesma técnica descrita anteriormente.
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5.4 DETECCCAO DO DNA VIRAL (PCR)

5.4.1 - TRATAMENTO DAS AMOSTRAS E EXTRACAO DO DNA VIRAL

Primeiramente as amostras de esfregacos da mucosa bucal foram descongeladas a
temperatura ambiente (25°C), e centrifugadas por 15 minutos a 10°C em 8.000 rpm para
obten¢ao das células mucosas. Este precipitado foi ressuspenso em 200ul. de PBS estéril e
posteriormente submetido a extragao do DNA. O DNA viral foi extraido com o QIAamp DNA

Mini Kit da Qiagen seguindo o protocolo do fabricante e armazenado a - 20°C até sua utilizagao.

5.4.2 - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A PCR foi realizada no laboratério de virologia do Instituto de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Bahia com o objetivo de amplificar o DNA-HPV. Foram utilizados os
primers MY09-MY11 (Invitrogen) (Tabela I), correspondentes a regido L1 do genoma viral
(BAUER & MANOS, 1993 e KANESHIMA ¢z al., 2001). Estes iniciadores se unem a uma regiao
de 450 pares de bases (pb) do gene L1 altamente conservado nos diferentes tipos de HPV.

As reagdes de amplificagio foram realizadas em um tnico tubo, em um termociclador
Gene Amp OCR System 2400 (Perkin Elmer). O DNA genomico (20pL) foi adicionado a
mistura contendo: 4.0mM de MgCl,, 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfatado (dNTP); 5ul.
de Tampao 10X; 50pmol de cada primer (MY09 e MY11); 2.5U de Taqg DNA polimerase e H,O
Mili-Q para um volume final da reag¢ao de 50pL. A reacdo foi realizada nas seguintes condi¢oes: 0

primeiro ciclo da amplificagdo consistiu de 5’a 95°C e 35 ciclos de 92°C por 40’(Desnaturagao),

56°C por 50’(Anelacao) e 72°C por 1’ (Extensao). A etapa final de extensio foi de 72°C por 4.
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O controle positivo (células Hel.a, originarias de carcinoma da cérvix uterina humana
infectadas com HPV-18) e o controle negativo (contendo todos os reagentes exceto DNA) foram
adicionados a cada grupo de amostras testadas.

A avaliagdo da integridade do DNA de cada amostra, foi realizada através da amplificag¢ao
do gene humano da B-globina, usando os primers PC0O4 ¢ GH20, seguindo o mesmo ciclo de

amplificagao anteriormente citado (BAUER & MANOS, 1993) (Tabela I).

Tabela I. Desenho dos primers utilizados para HPV e B-globina

Primer Segiiéncia (5°— 3)

MY  downstream HPV 1.1 CGTCCMAARGGAWACTGATC
MY11  wpstream HPV 1.1 GCMCAGGGWCATAAYAATGG
PCO4  downstream f-globina CAACTTCATCCACGTTCACC
GH20 wpstream p-globina GAAGAGCCAAGGACAGGTAC

M=AOUCR=AOUG,W=AOUT,Y=COUT
BAUER & MANOS, 1993

5.4.3. ANALISE DOS PRODUTOS DA PCR POR ELETROFORESE EM GEL DE

AGAROSE

Os produtos das PCRs foram analisados por eletroforese horizontal em gel de Agarose a
2%, corado com Brometo de Etidio (1pg/mL) durante 15 minutos, e postetiormente visualizado
em transiluminador de luz ultra-violeta (UV) e fotografado. A banda de aproximadamente 450pb
corresponde a amplificacao do gene L1 do HPV, e a de 265pb é correspondente ao gene da [3-

globina. A determina¢io do peso molecular foi realizada utilizando marcadores de peso

molecular (100pb DNA /adder-GIBCO).
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

A caracterizacao da amostra foi realizada através de uma analise descritiva obtendo-se
frequéncia relativa, média aritmética e desvio padrio. A medida estatistica Kappa foi utilizada
para avaliar a concordancia dos resultados dos métodos PCR e IFI. Para identificar associa¢oes
existentes entre a presenca do DNA viral e da imunoglobulina A na saliva, com as variaveis
socio-demograficas, comportamentais e de saude, foi empregado o Chi-quadrado para tabelas 2 x
2 e o Teste Exato de Fisher para tabelas L. x C, quando mais adequado (MEHTA & PATEL,
1983). A razdo de prevaléncia e seus respectivos intervalos de confianga a 95%, foram utilizados
como medida de associagio. A probabilidade de erro foi considerada significante se p < 0,05 e
intervalo de confianga de 95%. A digitacdo dos dados e a analise estatistica foram realizadas no

programa SPSS versao 12.0.

5.6 COMITE DE ETICA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa em Seres Humanos do
Hospital Santo Antdnio, de acordo com a resolucio n° 196/96 do Conselho Nacional de Sadade

(Anexo III).
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6 RESULTADOS

6.1 DETECCAO DA IMUNOGLOBULINA “A” ANTI-HPV PELO METODO DA

IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

A tabela 1 apresenta os resultados da detecgao de IgA especifica para HPV pelo método
da imunofluorescéncia indireta. Em 44% das amostras da saliva das pacientes estudadas,
detectou-se IgA anti-HPV, e observou-se auséncia desta imunoglobulina em 56% da
amostragem. Forte fluorescéncia no citoplasma celular foi observada nas amostras positivas,
quando diluidas 1:2 (Figura 1.A), e fraca fluorescéncia quando diluidas 1:4 (Figura 1.B).
Entretanto, num pequeno numero de amostras (11%), observou-se uma fraca fluorescéncia em
ambas dilui¢des, sendo estas igualmente consideradas positivas. O soro bovino anti-BPV foi
utilizado como controle positivo (Figura 1.C). O controle negativo da reagao foi estabelecido pela

incubagio das células com amostra de saliva de paciente saudavel diluida em 1:2 (Figura 1.D).

Tabela 1
Imunofluorencéncia indireta em células Hel.a - Deteccao de IgA anti-HPV na saliva
Freqiiéncia
(79)
IFT positivo (+) 44
IFI negativo (-) 56

Total 100




Figura 1. Imunofluorescéncia indireta em células Hela infectadas pelo HPV 18.

1.A) Amostra de saliva diluida em 1:2. Fluorescéncia citoplasmatica positiva indica presenca de IgA anti-HPV (setas).

1.B) Amostra de saliva diluida em 1:4. Fluorescéncia citoplasmatica positiva indica presenca de IgA anti-HPV (setas).

1.C) Amostra de soro bovino diluido em 1:10 (Controle positivo). Fluorescéncia citoplasmatica positiva indica presenca de IgG
anti-BPV (setas).

1.D) Controle negativo com amostra de saliva paciente saudavel diluida em 1:2. Indica auséncia de fluorescéncia citoplasmatica.
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6.2 DETECCAO DO DNA — HPV PELA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

(PCR)

A tabela 2 apresenta os resultados obtidos da detec¢ao do DNA-HPV nas amostras de
esfregaco bucal, sendo observado que 81% do total das amostras foram positivas e 19%
negativas. A figura 2 mostra o padrao das bandas amplificadas cuja positividade foi considerada
pela identificacao da banda de 450 pares de base (pb), correspondente a amplificacao do gene L1
altamente conservado nos diferentes tipos de HPV. A integridade do DNA das amostras
estudadas foi comprovada pela amplificacio positiva do gene humano da -globina, cuja banda

corresponde a 265pb (Figura 2).

Tabela 2
PCR - Deteccao do DNA-HPV em esfregaco da mucosa bucal
Freqiiéncia
(%)
PCR positivo (+) 81
PCR negativo (-) 19

Total 100
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450 pb L1

265 pb B-globina

1 PM 2 3 4 5 1 2 3 4

Figura 2. Detec¢ao do DNA viral em amostras de esfregaco da mucosa bucal.
6.A) Linha 1: Amostra positiva 86; PM: matrcador de peso molecular (100pb DNA /adder — GIBCO); Linha 2: Controle B-globina
Amostra 82; Linha 3: Amostra positiva 82. Linha 4: Controle B-globina Amostra 74; Linha 5: Amostra positiva 74

6.B) Linha 1: Amostra negativa 17; Linha 2: Controle de células HeLa. Linha 3: Amostra positiva 68; Linha 4: Controle B-globina
células HeLa.

6.3 RESULTADOS COMPARATIVOS DA DETECCAO DO HPV NAS CELULAS DA

MUCOSA BUCAL (PCR) E IgA ESPECIFICA NA SALVA (IFI)

A tabela 3 mostra a comparagdo dos resultados dos métodos PCR para deteccio do
DNA viral nas células da mucosa bucal e IFI para detec¢ao de IgA especifica. Ao analisar
comparativamente os resultados, observa-se que 35 amostras (35%) foram positivas para o DNA
viral, e para a imunoglobulina A anti-HPV. Apenas 10 amostras (10%) foram negativas para
ambos métodos. Entretanto, verifica-se que em 46 amostras (46%) foi possivel detectar o DNA
viral nas células da mucosa bucal, mas nio se observou a presenga de IgA especifica para o HPV
na saliva. Em apenas 9 amostras (9%) detectou-se a imunoglobulina A anti-HPV, na auséncia do
DNA viral. De acordo com os valores do x e do p-valor obtidos, ndo se observou concordancia

nestes resultados.
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Tabela 3
Comparagao dos resultados dos métodos de diagnéstico PCR e IFI
IFI Total
PCR Positivo Negativo
n (%) n (%)
Positivo
n (%) 35 46 81
Negativo K 10 19
n (%)
Total 44 56 100

Kappa (x): - 0,024
p-valor: 0,742
IC: - 0,167 2 0,119

6.4 CARACTERIZACAO DA POPULACAO QUANTO AOS FATORES SOCIO-

DEMOGRAFICOS, COMPORTAMENTAIS E DE SAUDE

A caracterizagdo da populagdo em estudo foi realizada a partir de variaveis classificadas
em: demograficas (idade e grupo étnico); sociais (estado civil, instru¢do e ocupagao);
comportamentais que expressam o estilo de vida (habito de fumar, consumo de alcool, freqiiéncia
de escovagao dentaria, uso do fio dental, uso de enxaguatérios bucais, inicio da atividade sexual
(coitarca), pratica do sexo oral, freqiiéncia do sexo oral, uso de preservativos durante as relagdes
sexuais e numero de parceiros atuais), e variaveis de saude referentes a doengas infecciosas ja
manifestadas pelas mulheres estudadas e seus parceiros (doengas sexualmente transmissiveis
(DSTs) e recidiva do HPV). A distribuigao da freqiiéncia relativa destas variaveis estd apresentada
nas tabelas 4, 5, 6 e 7 respectivamente.

A idade da populagao do estudo variou entre 14 e 59 anos, com uma média de 28,91£8,7
anos, a maioria das pacientes (62%) tinha abaixo de 30 anos. A tabela 4 mostra as caracteristicas
socio-demograficas desta populagao, sendo que, observou-se predominancia do grupo étnico

faioderma (64%), estado civil, casada (56%), escolaridade igual ao segundo grau completo (49%),
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sendo que pouco mais da metade (56,6%) apresentaram-se como trabalhadoras ativas,

prevalecendo as domésticas (25%).

Tabela 4
Caracteristicas socio-demograficas da populacao do estudo
Varidveis Fregiiéncia
(%)
Grupo Etnico
Leucoderma 2,0
Faioderma 64,0
Melanoderma 34,0
Estado Civil
Solteira 43,0
Casada 56,0
Vitva 1,0
Escolaridade
Sem escolaridade 2,0
1° grau 47,0
2° grau 49,0
3° grau 2,0
Ocupagiao*
Trabalhador ativo 56,6
Trabalhador nio ativo 43 4
Profissio
Doméstica 25,0
Estudante 15,0
Do lar 15,0
Outras 45,0

* Dados referentes a 99 pacientes.

A tabela 5 mostra a distribuigao da freqiiéncia relativa das variaveis comportamentais, em
que se verificou que a maior parte da populagio estudada (85%) apresentou-se como nao
fumante e consumidoras de bebidas alcodlicas (67%). Em relagio ao comportamento referente
aos cuidados com a saude bucal, observou-se que a maioria das mulheres entrevistadas realiza
escovacao dentaria duas vezes ao dia (47%), ndo utiliza o fio dental (66,7%), nao faz uso de
enxaguatorios bucais (81,8%), e apenas uma pequena parte delas (15,2%) utiliza outros recursos

de higiene oral, como palito, bochecho com agua, linha de costura dentre outros.
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Tabela 5
Caracteristicas comportamentais da populacdo do estudo
Varidveis Fregiiéncia
(%)

Tabagismo

Sim 15,0

Nio 85,0
Etilismo

Sim 67,0

Nio 33,0
Freqiiéncia de escovagio diaria

1 vez 9,0

2 vezes 47,0

3 vezes 440
Uso do fio dental diario*

Sim 333

Nio 66,7
Uso de enxaguatérios bucais*

Sim 18,2

Nio 81,8
Coitarca

< 16 anos 35,0

16 a 20 anos 46,0

> 20 anos 16,0

Nio lembra 3,0
Pratica sexo oral

Sim 64,0

Nio 36,0
Frequiéncia de pratica de sexo oral*

Em todas as relagoes 12,3

As vezes 44,7

Raramente 43,0
Uso de preservativo*

Em todas as relagoes 61,5

As vezes 28,1

Raramente 10,4
Numero de parceiros atuais

Um 88,0

Mais de um 5,0

Sem parceiro 7,0

* Dados referentes a n< 100.

As variaveis comportamentais da populacio do estudo, que se referem a pratica sexual,
foram caracterizadas por um maior nimero de mulheres que iniciaram a atividade sexual entre 16
e 20 anos (46%), pratica sexo oral em seus parceiros (64%) e nem sempre exerce este tipo de
sexo durante as relagoes (44,7%). Observou-se ainda que a maioria delas (61,5%) utiliza o
preservativo em todas as relagdes sexuais, e relatou monogamia (88%) (Tabela 5).

A tabela 6 apresenta dados referentes as variaveis de saide. Desta forma, observou-se que
a maioria das pacientes entrevistadas nao apresentou antecedentes para DSTs (76%), e daquelas

que ja haviam sido infectadas por algum tipo de doenca sexualmente transmissivel, relataram o
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Papilomavirus como agente causal (85%). Entretanto, prevaleceram as que apresentaram esta

infecgao pela primeira vez (89,9%) (Tabela 6).

Tabela 6
Caracteristicas de saude da populacao do estudo
Varidveis Fregiiéncia
(%)
Apresentou DST no passado
Nio 76,0
Naio sabe 2,0
Sim 22,0
HPV 85,0
Sifilis 5,0
Herpes 5,0
Nio sabe 5,0
Infeccdo por HPV*
1° vez 89,9
recidiva 10,1
Parceiro apresentou DST
Nio 59,0
Nao sabe 26,0
Sim 15,0
HPV 13,3
Hepatite B 33,3
Sifilis 13,3
Outras 13,3
Nao sabe 26,8

* Dados referentes a 99 pacientes.

Em relagdo as DSTs do parceiro, verificou-se que a maioria (59%) ndo apresentou este
tipo de infecgao até o momento da entrevista. Porém, entre os infectados, observou-se maior

prevaléncia (33,3%) de infeccdo pelo virus da hepatite B (Tabela 06).

6.5 CARACTERIZACAO DA POPULACAO QUANTO A SAUDE BUCAL

Ao questionar as mulheres selecionadas para o estudo a respeito das lesdes bucais em
tecido mole manifestadas anteriormente, observou-se que metade das entrevistadas relatou
manifestar algum tipo de lesdo, sendo que a afta apresentou-se como o tipo de lesio mais
prevalente (42%). Quanto a localizagao em que estas lesoes se manifestaram, o labio representou

o sitio anatomico de maior prevaléncia (36%). No que diz respeito a etiologia destas lesoes, a
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maioria das entrevistadas (62%) relatou ndo conhecer a causa das lesoes. Em relacdo a forma de
tratamento destas, parte das mulheres (34%) respondeu que as mesmas apresentaram cura

espontanea, e parte (30%) respondeu cura medicamentosa (Tabela 7).

Tabela 7
Caracteristicas de saude bucal da populagao quanto a distribuigdao das lesoes orais em tecido mole
manifestadas previamente ao estudo

Varidvel Fregiiéncia
(%)
Lesoes manifestadas em tecido mole
Sim 50,0
Afta 42,0
Herpes 8,0
Candidiase 2,0
Outras 20,0
Nao sabe 28,0
Localizacao
Labio 36,0
Lingua 16,0
Gengiva 12,0
Mucosa jugal 8,0
Palato duro 4,0
Soalho bucal 2,0
Outros 22,0
Etiologia da doenca
Desconhecida 62,0
Fangica 8,0
Viral 6,0
Solar 2,0
Estomacal 2,0
Habitual 2,0
Outras 18,0
Forma de tratamento
Cura espontinea 34,0
Medicamentosa 30,0
Procedimentos caseiros 12,0
Cirtrgica 2,0
Outros 20,0

Ao exame fisico intrabucal observou-se que 49 pacientes apresentaram algum tipo de
lesio em tecido mole, destas uma percentagem reduzida (2%) correspondeu a lesdes
papilomatosas que foram submetidas a bidpsia (Anexo IV) . A maioria das manifestacdes bucais
foi representada pela mucosa mordiscada (14,2%), seguida de fibroma traumatico (12,2%),
abscesso dento alveolar com presenga de fistula (8,2%), lingua geografica (8,1%), dlcera aftosa

(6,1%), ulcera traumatica (6,1%) e candidiase (6,1%) (Tabela 8).
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Tabela 8

Caracteristicas de saude bucal da populagao quanto a distribui¢iao das lesdes orais em tecido mole
manifestadas ao exame fisico intrabucal (n=49)

Tipo de lesao Fregiiéncia
(%)
Mucosa mordiscada 14,2
Fibroma traumdtico 12,2
Abscesso dento alveolar com presenca de fistula 8,2
Lingua geografica 8,1
Ulcera aftosa 6,1
Ulcera traumatica 6,1
Candidiase 6,1
Gengivite 4.1
Abscesso gengival 2,0
Papiloma 2,0
Lingua sulcada 2,0
Hiperplasia papilar inflamatéria 2,0
Hiperplasia fibrosa inflamatéria 2,0
Fenda labio palatina 2,0
Outras 229

6.6 ASSOCIACAO DOS FATORES DE RISCO PARA INFECCAO POR HPV E

PRESENCA DO DNA VIRAL NAS CELULAS DA MUCOSA BUCAL

As variaveis associadas a infeccio do HPV oral consideradas como fatores de risco, sao
representadas pela escolaridade, estado civil, infec¢oes pregressas da paciente e do parceiro,
tabagismo, etilismo, freqiiéncia de escovacao dentaria, uso do fio dental, uso de enxaguatérios
bucais, idade da coitarca, pratica do sexo oral, e multiplicidade de parceiros.

Ao avaliar estes provaveis fatores de risco para a infec¢ao pelo HPV com os resultados da
PCR, observou-se que a média de idade das pacientes que apresentaram o DNA-HPV nas células
da mucosa bucal foi 29,171 8,96 anos, e a média de idade das pacientes que nao apresentaram o
DNA viral foi 27,72 * 7,55 anos (p-valor= 0,634).

A tabela 9 mostra as associagoes existentes entre os fatores de risco sécio-demograficos e
de saude em relacao a infeccao pelo HPV oral. Desta forma, observa-se que metade das mulheres
que ndao possui escolaridade apresentou positividade para este virus. A maioria das que possui 1°

grau completo (89,36%), e 2° grau completo (73,47%), manifestou o DNA-HPV em células da



61

mucosa bucal. Das entrevistadas que apresentaram 3° grau completo, verificou-se que todas

possufam positividade a PCR.

Tabela 9
Razoes de prevaléncia bruta e os respectivos intervalos de confianga a 95% para associagdes entre
fatores de risco sécio-demograficos e de satde em relagao a infecgio pelo HPV oral

Varidveis PCR PCR p -valor RP IC
Positivo %o Negativo %o

Escolaridade

b - -
Sem escolaridade 50,00 50,00 0,115
1° grau 89,36 10,64
2° grau 73,47 26,53
3° grau 100,0 00,00
Estado civil 0,700¢ 0,963 0,791-1,714
Solteira 79,07 20,93
Casada 82,14 17,86
Recidiva HPV 1,0000 1,077 0,837-1,386
;‘fn 88,89 11,11
a0 82,50 17,50
DST (EPQ?“C“O 1,0000 1,083 0,926-1,267
Outeas 100,00 0,000
u 92,31 7,690

a: Chi-quadrado

b: teste exato de Fisher
RP: Razio de prevaléncia
IC: intervalo de confianca

Quanto ao estado civil, observou-se que tanto as mulheres solteiras (79,07%) como
também casadas (82,14%), apresentaram o DNA viral nas células da mucosa bucal (RP=0,963
95%IC: 0,791-1,714). Em relagdo a infecgdo pregressa pelo papilomavirus, observou-se que a
maioria das mulheres que j4 manifestou esta infeccdo (88,89%) mostra nas células da mucosa
bucal a presenca do DNA-HPV, assim como aquelas que manifestaram esta infec¢ao pela
primeira vez (82,50%), grande parte apresenta positividade a PCR, observando-se medida de
associagao: RP=1,077 (95%IC: 0,837-1,3806) (Tabela 9).

Em relacao ao tipo de DST ja apresentada pelo parceiro, observou-se que dos parceiros
que ja tiveram infecgao pelo HPV, o total das mulheres mostrou positividade a PCR. Quanto aos

parceiros que ja manifestaram outras doengas sexualmente transmissiveis, verificou-se uma alta
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prevaléncia de mulheres (92,31%) PCR positivas, observando-se associagdo positiva desta
variavel para a presenca do DNA viral nas células da mucosa bucal (RP=1,083 95%IC: 0,926-
1,267) (Tabela 9).

A tabela 10 apresenta as associacOes das variaveis comportamentais em relagao a presenga
do DNA viral nas células da mucosa bucal. Sendo assim, pode-se observar que a maioria das
mulheres que fumam (86,67%) apresentou resultado positivo. Um grande nimero das nio-
fumantes (80%) também apresentou positividade ao virus. Apesar de ndo haver uma associagao
estatisticamente significante, a medida de associagao (RP) ¢ >1 (RP=1,083 95%IC: 0,865-1,357),
sugerindo que para as amostras estudadas o tabagismo pode ser fator de risco ao
desenvolvimento da infec¢ao pelo HPV. Quanto ao consumo de bebidas alcodlicas, verificou-se
que este fator foi significante e positivamente associado a presenca do DNA viral nas células da
mucosa bucal (RP=1,321 95%IC: 1,021-1,708). Sendo assim, grande parte das mulheres etilistas

(88,06%) apresentou positividade ao virus.

Os habitos de higiene oral também foram avaliados, ¢ em relacio a freqiiéncia da
escovacao dentaria, observam-se maiores valores de positividade a PCR entre as mulheres que
realizam este método de controle mecanico do biofilme dental duas vezes ao dia (89,36%).
Grande parte das pacientes que nao utiliza o fio dental (83,33%) apresentou positividade a PCR
(RP=1,100 95%IC: 0,882-1,372), assim como a maioria daquelas que niao utiliza enxaguatorios
bucais (83,95%) também mostrou alta prevaléncia do DNA viral nas células da mucosa bucal
(RP=1,259 95%IC: 0,896-1,770). Ambos fatores de risco ndo apresentaram significancia

estatistica (Tabela 10).
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Razoes de prevaléncia bruta e os respectivos intervalos de confianga a 95% para associagdes entre
fatores de risco comportamentais em relacao a infeccao pelo HPV oral

Varidveis PCR PCR p-valor RP 1C
Positivo % Negativo %
Tabagismo 0,729> 1,083 0,865-1,357
Sim 86,67 13,33
Nio 80,00 20,00
Etilismo 0,010°* 1,321 1,021 - 1,708
Sim 88,06 11,94
Nio 66,70 33,33
Freqiiéncia de 0,113 - -
escovagio didria
1 vez 66,67 33,33
2 vezes 89,36 10,64
3 vezes 75,00 25,00
Uso do fio dental 0,3672 1,100 0,882 — 1,372
Sim 75,76 24,24
Nio 83,33 16,67
Uso de enxaguatérios 0,106> 1,259 0,896 - 1,770
Bucais
Sim 66,67 33,33
Nio 83,95 16,05
Coitarca 0,194 - -
< 16 anos 85,71 14,29
16 a 20 anos 80,43 19,57
> 20 anos 75,00 25,00
Nio lembra 66,67 33,33
Sexo oral 0,655 0,956 0,790 — 1,158
Sim 79,69 20,31
Nio 83,33 16,67
Ne de parceiros atuais 1,000° - -
Um 80,68 19,32
Mais de um 80,00 20,00
Sem parceiro 85,71 14,29

a: Chi-quadrado

b: teste exato de Fisher

RP: Razao de prevaléncia

1C: intervalo de confianca

* estatisticamente significante

Ao analisar a coitarca, verifica-se uma maior frequiéncia de mulheres entre 16 e 20 anos

(46%) (Tabela 5), e este grupo mais prevalente apresentou uma alta positividade da PCR

(80,43%). Porem observaram-se maiores valores para a presenca do DNA-HPV nas mulheres

com menos de 16 anos (85,71%). A pratica do sexo oral nao foi fator positivamente associado a

presenca do DNA viral (RP=0,950 95%IC: 0,790-1,158), observando-se que uma grande parte

das mulheres que nio praticam sexo oral (83,33%) apresentou positividade a PCR. Quanto ao

namero de parceiros sexuais, os valores encontrados para a positividade ao DNA viral foram

bem proximos entre as mulheres que relataram possuir apenas um parceiro (80,68%), mais de um

(80%) e aquelas que nao possufam parceiro sexual na época da entrevista (85,71%) (Tabela 10).
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6.7 ASSOCIACAO DOS FATORES DE RISCO PARA INFECCAO POR HPV E

PRESENCA DA IMUNOGLOBULINA “A” ESPECIFICA NA SALIVA

A média de idade das pacientes com presenga e auséncia da imunoglobulina A anti-HPV
na saliva foi 28,2317.91 anos, e 29,4319,30 anos (p-valor=0,706) respectivamente. A analise dos
fatores de risco de saude associados a positividade para IgA especifica contra o HPV na saliva
das amostras estudadas, mostra que mais da metade das mulheres estudadas que apresentaram
recidiva do HPV (66,67%), possui IgA especifica para este virus na saliva, no entanto, uma
pequena quantidade das que manifestaram esta infec¢ao pela primeira vez (38,75%), possuem
positividade para esta imunoglobulina. A medida de associagao foi RP=1,720 (95%]IC: 1,005-

2,946) (Tabela 11).

Tabela 11
Razoes de prevaléncia bruta e os respectivos intervalos de confianga a 95% para associa¢oes
entre fatores de risco de saude em relacdo a presenca de IgA anti-HPV

Varidveis IFI IFI p -valor RP 1C
Positivo % Negativo %
Recidiva HPV 0,155b 1,720 1,005-2,946
Sim 66,67 33,33
Primeira vez 38,75 61,25
DST do parceiro 1,000> 0,650 0,104-4,058
HPV 25,00 75,00
Outras 38,46 61,54

a: Chi-quadrado

b: teste exato de Fisher
RP: Razao de prevaléncia
1C: intervalo de confianca

Quanto ao tipo de DST ja apresentada pelo parceiro, observou-se que dos parceiros que
ja manifestaram o HPV, apenas um quarto das mulheres (25%) foi verificado positividade a IFIL.
Dos parceiros que ja manifestaram outras doengas sexualmente transmissiveis, em menos da

metade delas (38,46%) identificou-se a presenca de IgA anti-HPV na saliva. Nesta analise, nao foi
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observada associagdo positiva para a presenca de IgA especifica neste fluido (RP=0,650 95%IC:

0,104-4,058) (Tabela 11).

A tabela 12 mostra associa¢Oes entre fatores de risco comportamentais em relagdo a

presenca de IgA anti-HPV na saliva, e desta forma, pode-se observar que pouco mais da metade

das mulheres que fumam (53,33%), possui a IgA especifica para o HPV, e pouco menos da

metade das que nao fumam (42,35%) apresentou positividade para a presenca de IgA na saliva.

Nota-se que nao houve uma associagao estatisticamente significante, mas a medida de associagao

RP é >1 (RP=1,259 95%]IC:0,738-2,149).

Tabela 12

Razoes de prevaléncia bruta e os respectivos intervalos de confianga a 95% para associagdes entre

fatores de risco comportamentais em relacdo a presenca de IgA anti-HPV

Varidveis IFI IFI p-valor RP I1C
Positivo % Negativo %o
Tabagismo 0,4302 1,259 0,738 — 2,149
Sim 53,33 46,67
Naio 42,35 57,65
Edlismo 0,053¢ 1,675 0,948 — 2,958
Sim 50,75 49,25
Nio 30,30 69,70
Frequéncia de 0,508 - -
escovacio didria
1 vez 55,56 44,44
2 vezes 38,30 61,70
3 vezes 47,73 52,27
Uso do fio dental 0,5672 0,875 0,558 — 1,372
Sim 48,48 51,52
Nio 42,42 57,58
Uso de enxaguatorios 0,6672 1,143 0,610 — 2,142
Bucais
Sim 38,89 61,11
Nio 44,44 55,56
Coitarca 0,194> - -
< 16 anos 54,29 45,71
16 a 20 anos 41,30 58,70
> 20 anos 25,00 75,00
Nio lembra 66,67 33,33
Sexo oral 0,107+ 1,500 0,889 — 2,530
Sim 50,00 50,00
Nio 33,33 66,67
Ne de parceiros atuais 0,894> - -
Um 43,18 56,82
Mais de um 60,00 40,00
Sem parceiro 42,86 57,14

a: Chi-quadrado

b: teste exato de Fisher

RP: Razao de prevaléncia

IC: intervalo de confianca

* estatisticamente significante
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Quanto ao consumo de bebidas alcodlicas, observam-se niveis boder/ine de significancia
estatistica e positividade para associacao desta variavel com a presenca da imunoglobulina A na
saliva das pacientes estudadas (RP=1,675 95%IC 0,948-2,958) (Tabela 12).

Em relagao a freqiiéncia de escovagiao dentaria, verifica-se que enquanto para a PCR, as
mulheres que realizam este método de higiene oral duas vezes ao dia, apresentam maiores valores
para a presenca de DNA-HPV nas células da mucosa bucal, este grupo apresenta valores menos
prevalentes (38,30%), quanto a presenca de IgA especifica. A utilizagdo do fio dental nio se
apresentou como fator positivamente associado para a presenca da imunoglobulina A na saliva
(RP=0,875 95%IC 0,558-1,372). Ja o fator, uso de enxaguatorios bucais mostrou uma associagao
positiva para a presenca de IgA anti-HPV (RP=1,143 95%IC 0,610-2,142). Os maiores valores
para a IFI, quanto a faixa etaria em que se iniciou a atividade sexual (coitarca), foi verificado entre
as mulheres que nao se recordam do periodo (66,67%) em que iniciaram esta pratica (Tabela 12).

O sexo oral apresentou-se como fator positivamente associado para a presenca de IgA
especifica na saliva (RP=1,500 95%IC 0,889-2,530), ¢ metade das mulheres que praticam sexo
oral, apresentam esta imunoglobulina na saliva. Quanto ao nuimero de parceiros sexuais,

observou-se maior prevaléncia de IgA para aquelas que relataram poligamia (60%) (Tabela 12).
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7 DISCUSSAO

O Papilomavirus humano ¢ um patégeno capaz de infectar tecido epitelial de
revestimento externo e mucoso. Sabe-se que a infec¢ao por HPV na boca esta associada a fatores
de risco como, o uso do alcool, fumo, pratica do sexo oral, dentre outros, ¢ a co-fatores que
atuam favorecendo ou dificultando a patogenicidade do virus, destacando-se a resposta imune
humoral, que desempenha papel importante na homeostase bucal.

Sugere-se que pacientes com infecgdo cérvico-vaginal por HPV estao predispostas a
infec¢ao da mucosa bucal devido a possibilidade da autotransmissao (KAMEYAMA e7 al., 2003;
OLIVEIRA ¢t al., 2003; CASTRO et al, 2004). Neste estudo, foi demonstrada uma alta
prevaléncia do DNA viral nas células da mucosa bucal de pacientes infectadas por HPV cérvico-
vaginal, concomitante a uma auséncia de manifestacao clinica de infec¢ao na boca. Apesar de nao
estar bem estabelecida a via de transmissio do HPV oral, a possibilidade da autotransmissio nao
deve ser descartada. As proprias pacientes infectadas poderiam ser responsaveis por
disseminarem o virus de uma regiao do corpo, por exemplo, da genitalia, para outra
KAMEYAMA ¢t al., 2003; OLIVEIRA ez al., 2003; CASTRO et al., 2004). Este fato poderia estar
associado a ocorréncia de recidivas de leses clinicas na mucosa cervical, o que permitiria a
presenca ativa do virus no organismo, aumentando as possibilidades de infec¢do de outros
tecidos, como a mucosa bucal onde traumas e lesoes patologicas representariam possiveis portas
de entrada para a instalacio do processo infeccioso viral (FRANCO, 1997; OLIVEIRA e/ al,
2003; ROSENBLATT e# al., 2005). Nesta populacao estudada a presenca de recidiva da lesao
cervical foi observada, mas a maioria das pacientes informaram ndo apresentar lesoes
recidivantes.

Sabe-se também, que além de fatores predisponentes como lesbes e traumas em tecidos
moles da boca, existe uma associagao direta de fatores de risco para o HPV, tais como estado

civil, idade em que se iniciou a atividade sexual, praticas do sexo oral, uso do fumo, alcool,
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enxaguatérios bucais e outros, que contribuem para alterar a integridade da mucosa bucal e
eficiéncia do seu mecanismo de defesa imunolégico. Segundo o presente estudo, quanto mais
cedo a coitarca, maior a prevaléncia de infeccao pelo HPV oral, fator este concordante com os
relatos da literatura (BREITENBACH ez al., 2002; PINTO et al., 2002; CASTRO e al., 2004).
Quanto a pratica do sexo oral, observa-se uma prevaléncia consideravel de mulheres que o
praticam e possuem o DNA viral em suas células da mucosa bucal. Apesar deste fator nao
apresentar associagao positiva para a infeccao pelo HPV oral nesta amostra, estes resultados sao
concordantes com os relatos de Syrjinen e colaboradores (2006). Nestes casos, porém, o que se
observa é que o parceiro infectado e manifestando lesoes clinicas poderia representar uma via de
contagio importante para a infecgao. Mais da metade das mulheres estudadas sao casadas, e estas
apresentaram maior positividade para DNA-HPV em relagao as demais, o que concorda com os
estudos de Dores e colaboradores (1991). No entanto, Sellors e colaboradores (2000)
demonstraram que pacientes casadas apresentaram menor porcentagem de infecgao que mulheres
de outros estados civis. Desta forma, observa-se que assim como em outros aspectos, esta
questdo também manifesta achados e opinides adversas. Porém, uma provavel justificativa para
esta classe de mulheres apresentar maior prevaléncia para o HPV, é representada pelo fato das
mulheres casadas possuirem uma vida sexual mais estavel, com menor troca de parceiros, nao se
preocupando assim, em utilizar métodos de barreiras. Além disso, ainda existe a possibilidade da
promiscuidade do parceiro, que concorre para esta elevada prevaléncia (DORES e al, 1991;
BREITENBACH ef al., 2002).

O tabagismo também ¢ apontado como um fator de risco para a infecgdo pelo HPV
bucal. Varios autores mostram uma associa¢ao importante entre o uso do cigarro e a persisténcia
da infeccao por HPV de alto risco oncogénico, e conseqlientemente, com a prevaléncia de lesoes
e recidivas. Parece que além de poder facilitar a agdo viral por meio de reagdes quimicas entre
seus metabolitos e o DNA do hospedeiro, o uso do fumo apresenta, principalmente, efeito

inibitério sobre a resposta imune celular, possibilitando a persisténcia da a¢do viral com suas
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conseqiicncias (BURK ez al, 1996). Neste estudo, observou-se que o tabagismo parece ser um
fator de risco para o HPV oral, porém nao houve significancia estatistica. Mas quanto ao etilismo,
além da associagao positiva entre manifestar o virus nas células da mucosa bucal e ingerir bebidas
alcodlicas, os resultados foram estatisticamente significantes confirmando os dados da literatura,
que individuos etilistas apresentam maior probabilidade de serem infectados pelo Papilomavirus
humano.

A auséncia clinica de lesio em tecido mucoso em associagao com a presenca do DNA
viral nas células da mucosa bucal sugere uma forma subclinica da infec¢do. Nao existe um teste
simples e pratico para detectar a infec¢do subclinica pelo HPV, como também nao se sabe se a
contagiosidade dessa forma de infeccio ¢ igual a das leses exofiticas. B sabido que a presenca de
HPV em mucosa normal apresenta dados bastante conflitantes em razao da variedade de
métodos e dos grupos de pacientes pesquisados, sendo a PCR a técnica mais utilizada para a
deteccio do DNA-HPV na cavidade bucal (TERAI & BURK, 2001). Em um estudo realizado
por Terai e colaboradores (1999) usando a PCR, observaram alta prevaléncia (56,7%) de HPV na
mucosa bucal normal de adultos de ambos os sexos. Estes dados concordam com os resultados
do nosso estudo.

Uma vez estabelecida a infec¢ao viral, os mecanismos exatos que acionam uma resposta
imune eficiente contra lesoes relacionadas ao HPV, ainda nao sio conhecidos. Eles podem estar
relacionados a ativag¢ao do sistema imunolégico ou a composi¢ao genética do hospedeiro. Uma
vez que a exposicao direta das proteinas do HPV a células imunocompetentes nao ocorre, ¢é
concebivel que o desenvolvimento de anticorpos as proteinas virais, pode depender de uma
infec¢ao secundaria por meio de pequenas abrasdes ou solugoes de continuidade do epitélio,
resultando na exposi¢ao das proteinas virais a estas células (PINTO ez a/., 2002).

Esta bem estabelecido que a SIgA é a imunoglobulina predominante da saliva e ¢
considerada o principal mecanismo de defesa especifico da cavidade oral (LAVOIE &

MARCOTTE, 1998). Representa um efetor primario da imunidade das mucosas e desempenha
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papel preponderante sobre as atividades das demais imunoglobulinas (LAVOIE & MARCOTTE,
1998; GIRALDO e al, 2006b). Individuos com baixos niveis de IgA secretéria sio mais
susceptiveis a desenvolverem infec¢do por HPV na mucosa oral e genital (GIRALDO ez a/,
2006b). No presente estudo a analise da resposta imune humoral ao determinar a presenga da
imunoglobulina A especifica contra o HPV, mostrou que mais da metade das amostras (56%)
foram negativas. Esta auséncia de IgA especifica em presenca do virus na célula da mucosa bucal,
levaria a considerar trés possiveis eventos relacionados aos mecanismos de resposta imune frente
ao HPV: a) diminui¢ao das APCs e linfécitos T devido a infecgao pelo Papilomavirus, b) atraso
do reconhecimento imune ao virus, ¢) tempo de oroconversao.

De acordo com Gongalves e Donadi (2004) a infeccao viral pode causar uma diminuigao
das APCs e linfécitos T, refletindo em uma baixa produg¢do ou auséncia de anticorpos
especificos. Como a produgao de anticorpos depende da ativacio clonal dos linfécitos B pelos
linfécitos T, e a ativagao destes ultimos depende do primeiro sinal, que ¢ a presenca do antigeno
reconhecido e apresentado pelas APCs, a resposta imune humoral torna-se conseqiientemente
comprometida. Uma outra hipétese proposta por Stanley (1999) poderia justificar a baixa
freqiiéncia de IgA anti-HPV encontrada neste estudo, que é representada pelo atraso do
reconhecimento do sistema imunologico ao virus, devido ao fato do HPV nio causar lise celular,
permanecendo isolado das células responsaveis pelo reconhecimento imunolégico do hospedeiro.
Por dltimo o tempo de oroconversao, também deve ser considerado, na medida em que, nao se
sabe quanto tempo é necessario para ocorrer a producao de imunoglobulina A especifica na
saliva anti-HPV, apds o contato dos componentes do sistema imune com o referido virus. Este
aspecto pode levantar a hipétese de que a oroconversao nao tenha ocorrido até o momento da
coleta das amostras. Fato este, que pode ser justificado ao analisar a associagao entre presenca de
IgA anti-HPV na saliva, com o fator recidiva da infec¢ao por HPV. Os resultados deste estudo
mostram que mais da metade das mulheres que manifestaram a infeccao no colo uterino outras

vezes, apresentaram IgA anti-HPV, enquanto que poucas mulheres que manifestaram esta
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infec¢do pela primeira vez apresentaram positividade para esta imunoglobulina. Estes dados,
apesar de ndo apresentarem significancia estatistica, possuem uma Razao de prevaléncia de 1,720,
indicando, portanto, que a recidiva de lesdes cérvico-vaginal pode representar um fator que
predispoe a producio de anticorpos especificos para o HPV na saliva. Sendo assim, estes achados
sugerem que o tempo de oroconversio exerce papel fundamental na defesa imune e pode
explicar o fato observado no grupo 2, em que se verifica a presenca de DNA viral nas células da
mucosa bucal e auséncia de IgA especifica.

Estudos longitudinais que caracterizam a histéria natural da resposta imune contra o
HPV tém sido desenvolvidos, no entanto o tempo entre a aquisi¢ao da infecgdo por este virus € o
desenvolvimento de IgA especifico e a duragao da manutengao desta resposta é ainda indefinida
(GALLOWAY et al., 2003).

Interessantemente, no grupo 3, observa-se a presenca da IgA anti-HPV na saliva, e
auséncia do DNA viral nas células da mucosa bucal. O teste utilizado para a detecgdo deste
DNA, apresenta alta sensibilidade, e os iniciadores selecionados para o estudo, MY09/11, sio
eficientes na deteccio do DNA viral, uma vez que amplificam muitos tipos do HPV
(KIRNBAUER ¢ al, 1994). Sendo assim, de acordo com a literatura, sugere-se que a
imunoglobulina A anti-HPV encontrada nestas amostras, pode ser originaria de células B
precursoras de IgA, sensibilizadas no tecido linféide associado a mucosa cervical (LAVOIE &
MARCOTTE, 1998). O clone de célula B sensibilizado migra para os 6rgaos linféides bucais
onde sofre expansiao clonal e produ¢io de IgA anti-HPV. Além disso, a propria IgA também
poderia ser transportada pelo MALT.

Ao observar os fatores de risco para a infec¢io pelo HPV oral e a presenca da
imunoglobulina A especifica, verifica-se nesta populacio maior prevaléncia da IgA no grupo de
mulheres que iniciaram a coitarca com menor idade. Este fato pode esta associado ao tempo de
oroconversio. Observa-se também uma prevaléncia consideravel de mulheres que praticam sexo

oral em seus parceiros, ¢ metade destas apresentaram IgA anti-HPV na saliva, havendo uma forte
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associacao entre praticar o sexo oral e produzir IgA especifica contra este virus. O contato direto
da cavidade oral com lesdes genitais do parceiro, pode ter favorecido para a ativagao de uma
resposta imune humoral.

Um outro fator de risco para o HPV oral, o tabagismo, diminui significativamente a
quantidade e funcao das células de Langehans, células apresentadoras de antigeno que
desempenham papel fundamental na ativagdo da imunidade celular contra o HPV
(ROSENBLATT et al., 2005). De acordo com Sellors e colaboradores (2000) o fumo ¢ fator de
risco para o desenvolvimento da infec¢ao e, sendo assim, observa-se que fatores fisicos e fatores
do hospedeiro podem afetar a concentracio de imunoglobulinas. Granade e colaboradores
(2002), relataram que o sexo, a idade e fatores externos como o fumo e o habito de mascar
tabaco, podem interferir na concentragdao de IgG do fluido oral e estes variam consideravelmente
entre os estudos. De acordo com estes autores, ao avaliar a influencia de fatores do hospedeiro
na concentra¢ao da imunoglobulina G em amostras do fluido oral, verificaram que o fumo foi
reportado por 29,7% dos participantes, e apenas 0,5% mascavam o tabaco. Dos individuos
estudados, 6,0% utilizavam enxaguatérios bucais, nao havendo diferencas significantes para estas
variaveis. O uso do cigarro e de enxaguatérios bucais foram associados a um pequeno
decréscimo da concentragao de IgG, mas somente o tabagismo foi significante. Porém, neste
estudo, o que se pode observar é que mulheres fumantes e consumidoras de bebidas alcodlicas
apresentaram maior prevaléncia da IgA anti-HPV na saliva. Estes dados indicam que o fumo e o
alcool, para esta amostra, pode representar um fator de protecao discordando com os dados da
literatura (BREITENBACH ez al., 2002). Sendo assim, novos estudos com uma amostragem
malor seriam necessarios para uma maior investigacao destes dados.

Ao analisar as variaveis relacionadas a higiene bucal, observa-se que as mulheres que
utilizam enxaguatérios bucais apresentaram menor positividade para a presenca de
imunoglobulinas A anti-HPV na saliva, sugerindo que o uso destes pode diminuir a concentra¢ao

de imunoglobulinas neste fluido. Estes achados foram obtidos de uma populacdo de baixa renda,
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fator que deve ser considerado ao avaliar os fatores de risco para a infeccdo pelo Papilomavirus
humano na cavidade bucal.

Observa-se na literatura escassez de informacdes sobre a epidemiologia, resposta
imunoldgica e fatores de risco associados a infecgao por HPV bucal. Desta forma estudos futuros
sobre o tema contribuiriam para esclarecer a via de infec¢ao e patogenia do virus, bem como a

prevaléncia de lesdes bucais papilomatosas em nossa populagao.
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8 CONCLUSOES

1. Foi demonstrada uma alta prevaléncia (81%) do DNA viral na mucosa bucal em
pacientes infectadas pelo HPV na regido cérvico-vaginal;

2. A presenca do DNA viral na mucosa bucal ndo estava associada a lesao clinica evidente;

3. A presenca do DNA viral na mucosa bucal foi independente da presenca de IgA anti-
HPV na saliva na maioria das pacientes;

4. Ficam caracterizados como provaveis fatores de risco para o HPV oral, nesta populagio:
mulheres casadas, com inicio precoce da atividade sexual, que praticam sexo oral, etilistas,
tabagista, que utilizam enxaguatorios bucais e que apresentaram recidiva de lesdes papilomatosas

na regido cérvico-vaginal.
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10 ANEXOS

ANEXO I

PESQUISA CIENTIFICA

I — Dados de identificagdo do paciente
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Registro na pesquisa: | Registro no hospital:

Nome do paciente:

Documento de Identidade ne: | Género: Data de Nascimento: / /
Endereco: Cidade:

U.F. | CEP: Telefone:

II — Dados de identificagdo do Pesquisador Responsavel

Nome: Andréa Padre Peixoto

Catrgo/Fungio:Mestranda PPGim

| Unidade: Instituto de Ciéncias da Saude — UFBA

Profissdo: Cirurgia-Dentista ‘ CRO-BA: 6198

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

III- Pesquisa cientifica
Titulo: Deteccao do Papilomavirus humano na cavidade bucal de pacientes com infecgio por este virus na mucosa cérvico-vaginal.

Objetivo: Esta pesquisa tem como objetivo identificar a presenca do Papiloma Virus Humano (HPV) na mucosa da boca de
pacientes que manifestam esta infec¢do no colo uterino e vagina.

Justificativa: Os resultados da biopsia de seu material coletado da regido cérvico-vaginal, mostram altera¢des celulares
compativeis com a presenca do Papiloma Virus Humano (HPV). Desta forma, vocé estd sendo convidada a participar
voluntariamente de um estudo a respeito da possibilidade da autotransmissao desse virus para a cavidade bucal.

As pacientes do servi¢o de ginecologia do Hospital Santo Antonio serdo selecionadas para compor a amostra deste
estudo. Os critérios de inclusdo das pacientes serdo: 1- mulheres com vida sexual ativa, 2- apresentando bidpsia da regido cérvico-
vaginal que indique lesGes celulares provocadas pelo Papiloma Virus Humano, 3- ndo submetidas a procedimentos terapéuticos.
Informagoes sobre habitos de vida deverdo ser fornecidas cujas perguntas estdo em um questiondrio em anexo. Sera realizado
exame dos tecidos moles da boca, coleta de amostras da saliva e realizagio de esfregacos da mucosa bucal dessas pacientes. Para a
obtencdo deste material serdo utilizadas técnicas nio invasivas, rapidas e indolores evitando desconforto para a paciente. Na
realizacio desta coleta, serdo utilizados materiais estéreis e descartaveis. Em seguida, as amostras serdo submetidas a testes
laboratoriais da biologia molecular. Serio submetidas a bidpsia somente as pacientes que apresentarem manifestagdes na boca
compativeis clinicamente com les6es provocadas por esse virus.

Participagdo Voluntaria: A sua participagdo ¢ estritamente voluntaria e vocé poderd se recusar a participar da pesquisa. Estard
garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento ou deixar de participar do estudo, sem qualquer
penalidade. Esta pesquisa inclui um questionario que devera ser respondido por vocé, exame fisico dos tecidos moles da boca,
coleta de saliva e esfregaco da mucosa bucal, através de uma pequena escova, sem riscos nem desconfortos. Caso vocé apresente
alteracoes na boca que possam estar associadas ao virus serd realizada a biépsia. Vocé tem o direito de ser mantida atualizada
sobre os resultados parciais da pesquisa, e caso sejam solicitadas, serdo fornecidas todas as informagdes relativas a sua
participagdo. Nio existira despesas ou compensagles pessoais para o participante em qualquer fase do estudo. Também nio hd
compensagio financeira relacionada a sua participagdo. Entretanto a sua participagdo proporcionara um melhor conhecimento
sobre a forma de transmissido do virus HPV, como diagnostica-lo precocemente, e assim futuramente beneficiar pacientes em
iguais condig¢des que as incluidas nesta pesquisa.

Duvidas: Ocorrendo qualquer davida a respeito da pesquisa entre em contato com Dr* Andréa Padre Peixoto através do telefone
(71) 3235-0937, email apadre@ufba.br, Laboratétio de Virologia do Instituto de Ciéncias da Satude da Universidade Federal da
Bahia, situado na Av. Reitor Miguel Calmom S/N, Vale do Canela ou com Dr Siria Santana, coordenadora do Comité de Etica
Pesquisa do Hospital Santo Anténio, situado na Av. Bonfim, 161, Roma, Salvador, Bahia, fone: (71) 3310-1627.

Duragio da Pesquisa: O periodo compreendido para a presente pesquisa ¢ de 24 meses.

Confidencialidade: Os dados coletados serdo utilizados somente para fins de pesquisa e os resultados deverdo ser divulgados
através de artigos cientificos, em revistas especializadas ¢/ou em encontros cientificos e congressos, sem nunca tornar possivel sua
identifica¢io.
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Assinaturas: Para aderir ao estudo, vocé devera assinar logo a seguir um termo de consentimento esclarecido, somente se:

e Leu ou foi lido para vocé, e entendeu todas as informagdes contidas nesse termo e pensou sobre o assunto. Ficaram
claros os propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes.

e Todas as suas duvidas foram respondidas a contento. Caso nio tenha compreendido qualquer uma das palavras,
solicitou ao responsavel pela pesquisa que te esclarecesse.

e Concordou voluntariamente em participar da pesquisa e compreendeu que podera desistir a qualquer momento.

e Recebeu uma cépia do termo de consentimento esclarecido que permanecerd em suas maos.

Termo de consentimento Livre e Esclarecido:

Eu, , declaro participar voluntariamente da pesquisa cientifica
intitulada: “Detecgao do Papilomavirus humano na cavidade bucal de pacientes com infecgio por este virus na mncosa cérvico-vaginal” , desenvolvida
por Dr* Andréa Padre Peixoto. Acredito ter sido convenientemente esclarecida a respeito das informagdes que li ou que foram
listadas para mim. Ficaram claros os objetivos da pesquisa, os procedimentos a serem realizados e que a minha participacio ¢é
isenta de despesas e gratificagGes e que tenho garantia do acesso aos resultados a qualquer tempo bem como da confidencialidade
dos mesmos. Estou ciente de que poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem penalidade ou prejuizo.
Também declaro ciéncia que os procedimentos a serem adotados respeitam as respectivas declaragdes e resolugdes que rezam
sobre o assunto.

Data / /
Assinatura do Paciente
Impressao datiloscopica do paciente
Data / /
Assinatura da Testemunha
Data / /

Assinatura do Pesquisador



ANEXO II

Universidade Federal da Bahia

Questionario — Pesquisa em HPV Oral
Mestrado em Imunologia/PPGIm — Andréa Padre Peixoto
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Data: Entrevistador:
Registro na pesquisa: Registro no hospital:
IDENTIFICACAO
1-Sexo: F() M() 5 - Naturalidade:
2 - Idade: 6 — Profissio:
3 —Cor: 7 - Ocupagio:
4 - Estado Civil: Solteiro( ) 8 — Grau de escolaridade:

Casado () () sem escolaridade

()lgrau ()2grau ()3 grau

CONDICAO DE SAUDE BUCAL

9) Qual a freqiiéncia de escovagio?

1 vez por dia

2 vezes por dia

3 vezes por dia ou mais
nao escova diariamente

()
()
()
()

10) Faz uso do fio dental? Sim ( ) Nao ( )

a) Qual a fregiiéncia do uso do fio dental?
() 1vez por dia

() 2 vezes por dia

() 3 vezes por dia ou mais

() nao usa o fio dental diatiamente

11) Faz uso de enxaguatorios bucais? Sim ( ) Nao ( )

12) Utiliza outros recursos de higiene oral? Sim ( ) Nio ( )
Especifique:

13) Consulta o dentista regularmente? Sim () Nio ( )

a) Qual a fregiiéncia?

() 1 vez por ano

(') 2 vezes por ano

(') 3 vezes por ano ou mais
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14) Ja apresentou alguma doenga com manifestagdo na boca que tenha se manifestado na mucosa? Sim ( )
Nio ()

a) Qual a localizacao?
() labio () assoalho de boca
() lingua (') mucosa jugal (bochechas)

() palato (céu da doca)

b) Conbece a etiologia (origem) dessa doenga?
() virus () outras

() fungos () desconhecida
() bactérias

¢) Qual a forma de cura?

() espontinea ( ) procedimentos caseiros
() medicamentos

() cirurgia

HABITOS
15) Vocé é fumante? Sim ( ) Nao ()

a) Fuma bd quanto tempo?
( ) menos de 1 ano

( ) mais de 1 ano

( ) mais de 5 anos

( ) mais de 10 anos

b) Ex~fumante?

() menos de 1 ano
() mais de 1 ano
(') mais de 5 anos
() mais de 10 anos

16) Faz uso de bebidas alcodlicas? Sim() Naio()
Com que fregiiéncia?

( ) Raramente

() 1 vez por semana

() 3 vezes por semana

() mais de 3 vezes por semana

ANTECEDENTES PESSOAIS

17) J4 apresentou alguma doenga sexualmente transmissivel?
Sim () Nao () Naio sabe ()

a)  Qual? Naio sabe ()
b)  Em que local a doenga se manifeston? Nao sabe ()



DADOS DO PARCEIRO
18) Ja apresentou alguma doenga sexualmente transmissivel?
Sim () Nao () Nao sabe ()

a)  Qual? Nao sabe ()

b)  Em que local a doenga se manifeston? Nao sabe ()

PRATICAS SEXUAIS

19) Com que idade iniciou a pratica sexual?
20) Pratica sexo oral no seu parceiro? Sim ( ) Nao ( )
a)  Com que freqiiéncia?
() sempre
() as vezes
() raramente
21) O seu parceiro pratica sexo oral em vocé? Sim ( ) Nao ()
a)  Com que freqiiéncia pratica sexo oral?
() sempre
() as vezes
( ) raramente
22) Usa preservativo durante as relagdes?

( ) nunca () ocasionalmente ( ) sempre

23) Qual o namero de parceiros?

EXAME FISICO — Intrabucal (Tecidos Moles)

1.Localizagio

2.Forma: 3. Tamanho:
4.Cor: 5.Superficie:
6.Consisténcia: 7 Insercio:

8.Sinais Secundarios:

Sangramento, infec¢ao, necrose, fistula, ulcera, trismo, enfartamento ganglionar

86



ANEXO III

HOSPITAL SANTO ANTONIO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

T
OBRAS SOCIAIS
IRMA DULCE

Salvador, 08 de junho de 2004.

De: Dra. Ciria Santana
Coordenadora do CEP

Para: Dra. Andréa Padre Peixoto

Prezada Sra.

Cumpre-nos informar que o Comité de Ftica em Pesquisa do Hospital Santo Anténio
aprovou, na reunido ordindria de 07 de junho de 2004, o Projeto de Pesquisa n° 06/04,
intitulado “Detec¢fio precoce do papiloma virus na cavidade oral de pacientes de
alto risco de infeccao".

Reiteramos a necessidade de ser encaminhado relatério periddico até 07/12/2004 (6
meses apds aprovagdo) ou relatorio final, se o término ocorrer antes dessa data.

Atenciosamente

) A
Dra.Ciria Santana 3
ica em Pesquisa

Coordenadora do Comité de
Hospital Santo Antdénio
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ANEXO IV

ANATOMIA PATOLOGIACA

Das 100 pacientes examinadas, 02 foram submetidas a bidpsia, cujos laudos
correspondem:

A) Caracteristicas clinicas: lesio nodular, ovadala, localizada na mucosa jugal esquerda a
1,5cm da comissura labial esquerda, rosa-palido, apresentando 0,2cmx0,lcm, séssil e
aspera.

Laudo: Fibroma.

B) Caracteristicas clinicas: lesdo nodular, ovadala, localizada no pilar amigdaliano posterior
esquerdo, rosa-coral, apresentando 0,2cmx0,2cm, pediculada e rugosa.
Laudo: Papiloma.

Figura 3. Fotomicrografia de papiloma de orofaringe.
A)  Células coilocitéticas com evidente halo perinuclear. Setas.
B) Projecdes papilares do epitélio escamoso.
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