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1. INTRODUCAO

1.1. O papilomavirus humano — consideragées gerais

11

O papilomavirus humano (HPV) pertence ao género Papillomavirus da familia

Papovaviridae e é formado por acido desoxirribonucléico (DNA) circular, de fita dupla,

nao-envelopado, com aproximadamente 7200 a 8000 pares de bases (Syrjanen,

Syrjanen, 2000).

Os HPV sao classificados de acordo com seus acidos nucléicos, ou seja, seu

genotipo, em diferentes tipos de HPV. Quanto ao potencial de malignidade, classificam-

se em tipos de baixo (tipos 6, 11, 13, 32, 34, 40, 42, 44, 53, 54, 55 e 63) e alto risco de
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malignidade (tipos 16, 18, 31, 33 e 35) (De Villiers, 1989). Em alguns casos, tipos
especificos de HPV s&o associados a determinadas entidades clinicas, a saber: os
tipos 6 e 11 s&o os principais tipos envolvidos nos papilomas laringeos e na maioria dos
condilomas do trato genital (Reid et al, 1987) enquanto os tipos 16, 18, 31 e 35 sao
detectados na maioria dos carcinomas de colo (Garlick, Taichman, 1991; Walboomers
et al, 1999).

O contato sexual € o principal modo de transmissao do HPV (Zur Hausen, De
Villiers, 1994). Em relagdo a transmissdo para a cavidade oral, Smith et al (1991)
sugerem existir uma via materno-fetal e, apds o periodo perinatal, outros mecanismos
podem estar envolvidos como a auto-inoculagéo a partir de lesdes cutaneas (Cohen et
al, 1990) ou anogenitais (Smith et al, 2004) e sexo oral (Yoshpe, 1995).

A transmissao do HPV para a cavidade oral por contato orogenital ainda ndo esta
absolutamente confirmada. Winer et al, em seu estudo publicado em 2003, relatam que
a deteccao do HPV oral ndo estd associada ao contato sexual orogenital entre
parceiros. Concordando com estes autores, Maden et al (1992) acreditam que também
ndo haja indicagdo clara de que homens que praticam sexo oral tenham maior

predisposicao a infecgao oral por HPV do que aqueles que nunca praticaram.

1.2. Patogénese da infec¢ao pelo HPV

Acredita-se que as células basais e parabasais do epitélio escamoso sejam os

alvos do virus. Assim, o local de entrada no hospedeiro pode ser qualquer regido em
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contato com o ambiente onde o epitélio escamoso esteja acessivel. Tais regides podem
ser pele, cavidade oral, laringe, orofaringe, olhos, mucosa genital e canal anal (Garlick,
Taichman, 1991).

Outros alvos da penetragdo viral sdo todas as zonas de transformacédo de
epitélio, ou seja, areas onde dois epitélios diferentes se encontram, sejam elas tanto
naturais, como no colo uterino, ou decorrentes a um processo metaplasico em epitélio
previamente colunar, como na cavidade nasal, seios paranasais e brénquios (Garlick,
Taichman, 1991).

O HPV é incapaz de penetrar através de epitélio escamoso intacto, sendo entao
necessaria a presenca de abrasdes, microlesbes ou as zonas de transformacio de
epitélio (Howley, 1982, 1983). O virus acessa as células basais diretamente e
dissemina-se pelo contato direto célula-célula, sem uma classica viremia (Howley, 1982,
1983).

ApOs a penetragdo do virus, o HPV pode seguir dois caminhos distintos:

A) O primeiro deles ¢ iniciar o seu ciclo de replicagdo e maturagdo no nucleo da
célula alvo (Howley, 1982, 1983). O ciclo de vida do HPV termina quando ha a liberagao
de particulas virais, o que s6 ocorre apos a migragdao da célula alvo das camadas
basais do epitélio para a superficie. Assim, particulas virais maduras, com capsideos
completos, estdo ausentes nas células basais e presentes somente nas camadas mais
superficiais do epitélio (Chang et al, 1991). Este tipo de infecgcdo recebe o nome de
infeccao produtiva pelo HPV, na qual o DNA viral esta na forma “epissomal’, ou seja,
nao integrado ao genoma celular do hospedeiro, sendo esta a forma de infecgao virus-
hospedeiro observada em tipos de HPV de baixo-risco ou “benignos” (Zur Hausen, De

Villiers, 1994).
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B) O segundo caminho apds a penetracédo viral é a integracdo do virus no
genoma da célula hospedeira sem replicagdo viral, o que € chamada infec¢édo nao-
produtiva ou transformadora. Estas infecgdes trazem maior risco, considerando-se o
desenvolvimento de lesbes pré-cancerosas ou de cancer invasivo (Zur Hausen, De

Villiers, 1994).

Nem sempre as infecgdes pelo HPV sdo visiveis macroscopicamente. Assim, as

infeccdes pelo HPV podem ser classificadas em:

A. Latente

A infeccao latente por HPV s6 pode ser diagnosticada por métodos de biologia
molecular, que serdo abordados posteriormente.

Assim como algumas outras infec¢des virais, as infecgdes latentes podem ser
decorrentes de:

A1) Exposicéo ao virus sem resultar em infecgao;

A2) Exposi¢cao ao virus com penetragdo do mesmo na célula hospedeira mas

sem replicagao viral ou sem a maturagdo completa do virus (Syrjanen, Syrjanen, 2000).

B. Subclinica
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Nas infecgdes subclinicas, assim como nas infecgdes latentes, ndo ha lesdes
observadas a vista desarmada. Ha altera¢des sutis como micropapulas, microverrugas,
alteracéo de vascularizagdo e coloracdo que podem ser detectadas com o uso de
microscopio, como o colposcépio, muito utilizado na detecgdo de lesbes anogenitais

pelo HPV (Syrjanen, Syrjanen, 2000; Carvalho, 2004).

C. Clinica

Nas infecgdes clinicas ha lesdes evidentes a vista desarmada.

Nao se conhece o mecanismo molecular que determina que uma lesao
permaneca latente e outra, por outro lado, desenvolva lesdo macroscépica decorrente
de intensa replicagao viral (Syrjanen, Syrjanen, 2000).

A maioria das infecgdes pelo HPV s&o assintomaticas — latentes e subclinicas,
sendo pequena a propor¢cao de infecgdes — 1 a 2% - que levam a lesbes aparentes
(Syrjanen, Syrjanen, 2000).

Acredita-se que a expresséo clinica do HPV seja dependente do sistema imune
do hospedeiro (Schneider et al, 1987; Caussy et al, 1990; Beutner et al, 1991; Ho et al,
1998; Kreimer et al, 2004). Mulheres com virus da imunodeficiéncia humana (HIV) tém

maior risco de desenvolverem infecgdes persistentes e por multiplos tipos de HPV (Ho
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et al, 1998). Kreimer et al (2004) também verificaram que os pacientes HIV positivos
tém maior probabilidade de adquirir uma infecgdo por HPV na cavidade oral, de serem
infectados por mais de um tipo do virus e ainda de serem infectados por HPV de alto
risco. Além disso, a imunodepressdo transitéria que ocorre em gestantes esta

associada a aumento da prevaléncia do HPV (Schneider et al, 1987).

1.3. Métodos de detecg¢do do HPV

1.3.1. Diagnéstico colposcépico

O colposcépio € um microscédpio que permite um aumento de 6 a 40 vezes e sua
utilizacdo € muito importante para o diagndstico das infecgdes subclinicas pelo HPV na
regido anogenital feminina e masculina. Da-se o nome de colposcopia e peniscopia ao
exame da regido anogenital feminina e masculina respectivamente no qual utiliza-se o
colposcopio (Jacynto et al, 1994; Sellors, Sankaranarayanan, 2003).

Ja na cavidade oral, diferentemente do que na regido anogenital, o colposcopio
ainda nao é utilizado como método auxiliar no diagndstico do HPV oral na maioria dos

trabalhos cientificos. Dois estudos (Panici et al, 1992; Badaracco et al, 1998) que
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utilizaram o colposcopio na deteccdo de HPV na cavidade oral apresentaram
prevaléncia de HPV oral estatisticamente superior a outros estudos nos quais nao
foram utilizados o colposcopio (Kellokoski et al, 1990b, 1992 a,b; Van Doornum et al,
1992; Giraldo et al, 1996; Sarruf, Dias, 1997; Canadas et al, 2004; Smith et al, 2004),
podendo sugerir que seu uso na cavidade oral aumente a sensibilidade de detec¢éo do
HPV, assim como ocorre na regiao anogenital.

Dentre os componentes fundamentais na pratica colposcopica esta a solugao de
acido acético a 3-5%. Ela causa uma precipitagdo ou coagulagéo reversivel das
proteinas nucleares e citoqueratinas, levando a coloracao esbranquicada de areas com
grande concentragcdo de proteinas nucleares, chamado acetobranqueamento. O
aspecto acetobranco pode ocorrer em neoplasias intraepiteliais, metaplasia escamosa
imatura, no epitélio em regeneragao, na leucoplasia € no condiloma acuminado (Sellors,
Sankaranarayanan, 2003).

Apesar de muito utilizada no diagndéstico das lesdes subclinicas anogenitais pelo
HPV, a identificacdo de areas acetobrancas, ou também chamadas acetopositivas, néo
pode ser considerada um critério indicativo de infeccdo por HPV na cavidade oral
(Newcomer, Udry, 1985; Kellokoski et al, 1990a; Sarruf, Dias, 1997).

Kellokoski et al (1990a), em seu estudo, dentre 334 mulheres estudadas, 41%
apresentaram impregnacao por acido acético na cavidade oral, cobrindo toda a mucosa
oral e foi encontrado HPV em 50% dos casos. Nas pacientes que nao tiveram
impregnagéao por acido acético, foi encontrado HPV em 50% dos casos, chegando a
conclusdo de que ndo houve associacao entre uso do acido acético e a presenca do

HPV quando utilizado na cavidade oral.
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1.3.2. Diagnéstico citolégico e histolégico

O primeiro elemento citolégico em ordem de importéncia para o diagnostico do
HPV é a coilocitose, que também ¢é a alteragdo histolégica mais importante.
Caracteriza-se por células com nucleos picnoéticos, contornados por extensos halos
claros com volume geralmente superior ao citoplasma, tendo como sinénimos célula-
baldo ou célula-halo (koylos= buraco). E considerada por alguns autores (Premoli-de-
Percoco et al, 1993; Fornatora et al, 1996) sinal patognoménico de infec¢édo por HPV
enquanto outros salientam a necessidade de outros métodos para concluir o
diagndstico (Salvia et al, 2004). Outros achados citolégicos incluem a disceratose e
discariose (Carvalho, 1999).

Salvia et al (2004), compararam os resultados por histologia e por reagcao de
polimerase em cadeia (PCR) em 53 amostras de lesbes de colo de utero. Em 17
amostras o resultado por PCR foi negativo, sendo que em 12 delas havia coilocitose,
resultando em especificidade de 29,41% para a coilocitose neste estudo. Em 36
amostras o resultado por PCR foi positivo, sendo que quatro delas ndo havia
coilocitose, resultando em sensibilidade de 88,9%. Estes resultados demonstram

claramente a necessidade de métodos mais precisos para o diagnéstico do HPV.

1.3.3. Microscopia eletrénica
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A microscopia eletronica € o unico método que diagnostica o virus diretamente,
entretanto € inviavel sua utilizagdo no dia-a-dia pelo seu alto custo, além de sua
precisdo ficar comprometida nas lesdes genitais com baixa quantidade de virus

(Carvalho, 1999).

1.3.4. Imunohistoquimica

A detecgao por imunohistoquimica possui baixa sensibilidade e s6 é positiva nas
infeccbes produtivas, sendo falha na deteccdo das infeccbes latentes e subclinicas

(Syrjanen, Syrjanen, 2000).

1.3.5. Biologia molecular

A aplicagao de métodos de biologia molecular para a identificagdo de agentes
infecciosos vem apresentando rapida evolugdo nos ultimos anos, devido, em grande
parte, ao desenvolvimento de novas técnicas de analise do DNA e do acido ribonucléico
(RNA) (Carvalho, 1999).

Os métodos diagnosticos por hibridizagdo sdo os métodos mais confiaveis para a
deteccado do HPV e permitem também a tipagem do virus (Carvalho, 1999; Syrjanen,
Syrjanen, 2000). Baseiam-se no fendmeno de que, sob condigdes adequadas, uma fita
simples de acido nucléico tem complementaridade especifica. Moléculas de &cido

nucléico conhecidas e marcadas ou n&o radioativamente permitem detectar
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especificamente sua complementar desconhecida e determinar a formacédo de
moléculas completas, chamados “hibridos” (Carvalho, 1999).

Dentre os métodos por hibridizagdo, destacam-se o southern blot (SB), dot blot
(DB), hibridizagao reversa (HR), hibridizagcao in situ (HIS), captura hibrida (CH) e a
reacdo de polimerase em cadeia (PCR), os quais, resumidamente, sdo descritos a

seguir.

1.3.5.1. Southern blot (SB)

O exame Southern blot consegue diferenciar as formas integrada e epissomal do
HPV e tem alta sensibilidade. Como desvantagem, € um exame muito trabalhoso

(Syrjanen, Syrjanen, 2000)
1.3.5.2. Dot blot (DB)
Diferentemente do SB, o DB é um método rapido porém possui baixa
especificidade (Syrjanen, Syrjanen, 2000).
1.3.5.3. Hibridizagao in situ (HIS)

A HIS permite a localizacdo do virus no tecido estudado porém nao tem a

mesma sensibilidade e especificidade do que o SB e PCR (Syrjanen, Syrjanen, 2000).

1.3.5.4. Hibridizagao reversa (HR)

A HR pode ser utilizada para tipar o HPV, com a qual é possivel identificar 27
diferentes tipos de HPV, a saber: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 55, 56, 58, 59,
68, MM4, MM7, MM9 (alto risco) e 6, 11, 40, 42, 53, 54, 57, 66, MM8 (baixo risco). Este

método € bastante rapido uma vez que necessita de somente um ciclo de hibridizacéo,
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tem alta sensibilidade e especificidade, porém requer primers especificos para cada tipo

de HPV a ser pesquisado (Gravitt et al, 1998).

1.3.5.5. Captura Hibrida (CH)

E um método rapido, consegue identificar 18 tipos de HPV, a saber: 6, 11, 16,
18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68. Ndo tem a mesma

sensibilidade do que SB ou PCR (Syrjanen, Syrjanen, 2000).

1.3.5.6. Reacgao de polimerase em cadeia (PCR)

A PCR caracteriza-se pela amplificacdo de quantidades diminutas de sequéncias
de DNA em diversos milhdes de vezes, sendo que a concentragdo de DNA cresce
exponencialmente (Syrjanen, Syrjanen, 2000).

Sao necessarios sistemas iniciadores (primers) que consistem em seqiéncias de
pares de bases de DNA, que vao se acoplar em regides especificas do DNA-alvo, seja
na regido tardia (L) ou curta (E) do HPV. Existem primers especificos de cada tipo de
HPV assim como primers consensus ou gerais, que podem detectar uma gama de
diferentes tipos de HPV. Os primers gerais que se acoplam na regido L1 do HPV s&o os
que tém maior sensibilidade e especificidade (Bovicelli et al, 2000). Para esta regiao, ha
dois sistemas de primers gerais mais comumente utilizados designados como
GP5+/GP6+ e MY09/MY11 (Gravitt et al, 2000).

E um processo térmico ciclico que inclui trés etapas:

A) Desnaturagao, na qual a fita dupla de DNA é separada em fitas simples;

B) Anelamento, onde os primers anelam especifcamente com as suas

sequéncias complementares de fita simples de DNA;
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C) Extensao do primer, onde um DNA polimerase termoestavel gera fitas “filhas”
de DNA que atravessam a regido entre dois primers. A partir de entado, fitas recém
geradas servem como modelos para um ciclo de PCR subsequente (Syrjanen,
Syrjanen, 2000).

O procedimento de PCR ¢é notoriamente vulneravel a contaminagcdo pelo
ambiente, o que justifica a inclusdo de controles negativos e a utilizacdo de salas
separadas para cada etapa da realizagao do procedimento (Syrjanen, Syrjanen, 2000).

Syrjanen e Syrjanen (2000) acreditam que o melhor método de detecgéo do HPV
seja a associagdo do PCR com algum outro método de hibridizagdo para diminuir
resultados falsos-positivos, que podem ocorrer quando ha amplificacdo de quantidades
minusculas de DNA de HPV contaminantes.

Castro (2004) afirma que dentre todas as técnicas que podem ser utilizadas para
o diagnéstico do HPV, a mais sensivel é a PCR.

Ochert et al (1994) relatam que ha alguns componentes ainda nao identificados
na saliva humana que poderiam inibir a detec¢cao do HPV na cavidade oral por método

de PCR.

1.4. HPV nas regiées anogenital e oral

1.4.1. Na regiao anogenital
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Na regidao anogenital, o HPV é o agente etioldgico das verrugas genitais ou
também denominadas condilomas acuminados ou acuminatum, que sao os tumores
genitais benignos mais comuns em ambos o0s sexos (Syrjanen, Syrjanen, 2000).
Atualmente, ndo ha duvida que essas lesbes sdo transmitidas pelo contato sexual e,
reconhecidamente, é a doenca sexualmente transmissivel (DST) mais frequente
(Carvalho, 2004).

Koutsky et al (1998) relata que a infecgdo genital por HPV é detectada em
aproximadamente 10 a 20% da populagao sexualmente ativa entre 15 e 49 anos de
idade.

Segundo Franceschi et al (2002), em homens sem lesao macroscoépica genital, a
prevaléncia de infeccdo por HPV é de 39% e, segundo Nonnenmacher et al (2002) a
prevaléncia de HPV em colo de utero em mulheres assintomaticas é de 27%, sugerindo
que o trato genital, em ambos os sexos, possa ser um reservatorio para o virus.

Ja a prevaléncia de infecgdo clinica genital por HPV fica em torno de 1-2%,
mostrando que o HPV é comum na mucosa genital, mas muitas infec¢gées né&o
progridem para lesdes clinicamente visiveis (Syrjanen, Syrjanen, 2000). Segundo
Carvalho (2004), somente 20% dos portadores da infecgdo pelo HPV apresentam
lesbes clinicas, sendo a grande maioria das infecgdes subclinicas.

Magi et al (2006) realizaram estudo com objetivo de verificar a prevaléncia de
HPV anal, oral e genital em 64 pacientes atendidos no ambulatério geral de
Coloproctologia do Hospital Heliopolis em Sao Paulo, com base no exame de captura
hibrida (CH). O resultado mostrou que 15,62% dos pacientes apresentavam HPV anal,

oral ou genital, sendo que 4,68% apresentavam HPV anal.
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A principal importancia epidemiologica destas infecgdes esta no fato que, além
das lesdes benignas, a infeccdo persistente pelo HPV é considerada a causa mais
importante de cancer de colo de utero (Walboomers et al, 1999). No homem, o HPV
também esta associado a lesbes pré-neoplasicas e ao cancer peniano, que
corresponde a 2% de todos os tumores malignos do sistema genital e urinario

masculino (Syrjanen, Syrjanen, 2000).

1.4.2. Na cavidade oral

Na cavidade oral, o HPV é o agente etiolégico de lesdes benignas como o
papiloma de células escamosas, hiperplasia epitelial focal, condiloma acuminado e a
verruga vulgaris, com caracteristicas particulares de cada uma (Syrjanen, Syrjanen,

2000), como pode ser visto na Tab.1.

TABELA 1: Lesdes benignas na cavidade oral por HPV

Lesao benigna oral

pelo HPV Tipos de HPV Caracteristicas das lesoes
Papiloma de células Principais: 6 e 11 Lesdo solitaria, exofitica, pedunculada
escamosas Outros: 13,16 € 32  com projegdes digitiformes.
Verruga vulgaris 2¢e4 Clinicamente semelhante ao papiloma de

células escamosas mas com histologia

compativel com verruga cutanea.

Hiperplasia epitelial focal Principais: 13 e 32 Lesdes multiplas e nodulares em labio

Outros: 1,6 e 11 inferior, paciente assintomaticos.
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Condiloma acuminado Principais: 6 e11 Clinicamente semelhante ao papiloma de
QOutros: 2,16 e 32 células escamosas mas com base séssil

e aspecto “couve-flor”.

Modificado de Syrjanen, Syrjanen, 2000.

Ha a possibilidade da saliva ter um papel protetor contra a infecgao pelo HPV
devido a presenga de agentes antimicrobianos como as lisozimas, lactoferrina, IgA e
citocinas (Miletic et al, 1996).

Dos quase 100 tipos de HPV ja identificados, 24 deles foram encontrados nas
lesbes orais (tipos 1,2,3,4,6,7,10,11,13,16,18,31,32,33,35,45,52,55,57,58,59,69,72 e 73)
(Terai et al,1999).

Em relacdo a cavidade oral normal, a freqiéncia de aparecimento de HPV é
muito variavel na literatura. De acordo com 31 trabalhos sobre o assunto, revisados no
periodo de 1985 a 2006, a frequéncia de aparecimento variou de 0 a 81%, como pode

ser visto na Tab 2.



TABELA 2: HPV na mucosa oral normal
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Tipo de HPV mais

Referéncia Técnica Tipo de coleta N pesquisado N positivo Local da coleta % de positivos freqiiente
1 Maitland (1987) HIS B 12 5 MVB 41,6% HPV 16
2 Loning (1987) DB B 6 0 ? 0%
3 Scully (1987) SB e HIS B 12 5 ? 1% HPV 16
4 Brandsma (1989) SB B 51 0 ? 0%
5 Chang (1989) SB B 17 1 G 5,9%
6 Jenison (1990) PCR e SB R 35 14 MVB, G e L 40% HPV16
7 Yeudall (1991) a- SB/ b- PCR B 25 a- 0/ b-2 ? a- 0%/ b- 8% HPV 18
8 Jalal (1992) PCR e HIS R 48 19 MVB, P, L 40% HPV16
9 Lawton (1992) PCR e DB a- Bo/ b-R/c-B a-49/ b-53/ c-59 a-25/ b-24/ c-7 R: MVB, L, P/ B: MVB a-51%/ b-45%/ c-12%  HPV 16
10 Maden (1992) PCR R 118 11 LA, P,MVB, L eG 8% HPV 6
11 Cox (1993) SB B 5 3 MVB 60% HPV 16
13  Ostwald (1994) PCR e SB R 97 1 MVB 1%
12 Fouret (1995) PCR e SB B 20 0 MVB, L, AM, F 0%
14 Mao (1995) PCR e SB R 26 4 MVB, L, ASS 15,4% HPV 16
15  Eike (1995) PCR R 61 0 L e MVB 0%
16 Nielsen (1996) HIS, PCR e SB B 20 0 MVB, LA, ASS, L 0%
17  Cruz (1996) PCR e SB B 12 0 G 0%
18 Mao (1996) PCR B 6 0 G 0%
19 Lambropoulos (1997) PCR e SB R 169 16 MVB 9,5% HPV 6
20 Gopalakrishnan (1997) PCR e DB B 10 1 ? 10% HPV 16
21 Schwartz (1998) PCR e HIS R 435 40 LA, P,MVB,L eG 9,2% HPV 6 e 11
22  Smith (1998) PCR e DB Bo 205 10 - 4,8% HPV 16
23 Terai (1999) PCR R 37 30 MVB 81,1% HPV 18
24 Bouda (2000) PCR, DB e HIS R 16 0 MVB e L 0%
25  Jimenez (2001) PCR B 20 2 ? 10% HPV 6
26 Klussmann (2001) PCR B 14 0 AM 0%
27  Sugiyama (2003) PCR B 44 16 ? 36% HPV 16
28  Zhang (2004) PCR B 44 22 ? 55% HPV 16 e HPV 18
29 Kurose (2004) PCR R 662 4 MVB 0,6% :Ex ;‘15: :Eg ‘:’g
30 Rose (2006) PCR R 88 1 ? 1%
31 Kansky (2006) PCR B 45 3] ? 6,7% HPV 6, HPV 11, HPV 31

AM= amigdala; ASS= assoalho de boca; B= biopsia; Bo= bochecho; DB=

Dot blot; G= ge

ngiva; HIS= hibridizacao in situ; L=
lingua; LA= labio; MVB= mucosa do vestibulo da boca; N= numero; P= palato; PCR= reacdo de polimerase em cadeia; SB=
Southern blot; R= raspado.

—_
=)}
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O significado da presenca do HPV na cavidade oral normal ainda € incerto,
assim como ndo se sabe quando o mesmo pode deixar de produzir uma infecgao
latente/subclinica e transformar-se em uma leséo clinica (Syrjanen, Syrjanen, 2000).

A frequéncia de HPV em carcinoma espinocelular (CEC) oral varia muito (Miller,
Johnstone, 2001). A média de 25% foi estimada por Garlick, Taichman (1991) em sua
revisdo sobre o assunto.

Xavier et al (2005) encontraram coilocitose em 75% de amostras de CEC de
cavidade oral e orofaringe, sugerindo alta prevaléncia de HPV nessas neoplasias,
porém ainda com necessidade de estudo por biologia molecular para confirmagao da
presenca deste virus.

Miller, Johnstone (2001), em meta-analise de 1982-1997, relataram que o HPV é
duas a trés vezes mais comum em lesdes pré-malignas orais e 4,7 vezes mais comum
em CEC oral, quando comparado com a mucosa oral normal, concluindo que o HPV
possa ser um fator de risco independente no CEC oral.

Castro (2004) afirma que ainda existem controvérsias a respeito da relagéo do
HPV com a carcinogénese oral.

Segundo Lawton et al (1992), até o momento, ndo ha método padronizado para
coleta de material da cavidade oral para pesquisa de HPV.

Tendo em vista a importadncia do HPV como DST (Carvalho, 2004), seu forte
envolvimento como agente do cancer de colo de utero (Walboomers et al, 1999; Miller,
Johnstone, 2001) e sua alta prevaléncia na populagdo (Franceschi et al, 2002;
Nonnenmacher et al, 2002), torna-se fundamental pesquisar outras regides mucosas,

além da regidao anogenital, que possam alojar o HPV, como a cavidade oral.
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1.5. Revisao da Literatura

Nas ultimas décadas, varios autores (Kellokoski et al, 1990b, 1992 a,b; Van
Doornum et al, 1992; Panici et al, 1992; Giraldo et al, 1996; Sarruf, Dias, 1997,
Badaracco et al, 1998; Cafadas et al, 2004; Smith et al, 2004) focaram sua ateng¢ao na
infeccdo por HPV em outros sitios anatdémicos em paralelo com a infecgdo anogenital,
com intuito de esclarecer se a infec¢do anogenital por este virus poderia ser fator
predisponente para infecgao de outros locais, como a cavidade oral.

Kellokoski et al (1990b) realizaram estudo prospectivo com 334 mulheres com
infecgao genital por HPV com objetivo de verificar a freqiéncia de aparecimento de
HPV oral nessas pacientes. A cavidade oral foi examinada a vista desarmada e foi
realizado raspado de mucosa de vestibulo da boca bilateralmente em 317 pacientes e,
em 255 delas, foram também realizadas biopsias para estudo citolégico e histoldgico.
Foram encontradas lesbes orais em 127 das 334 pacientes (38%), sendo que verruga
vulgar s6 foi vista em trés pacientes (0,9%) e nos demais foram encontradas outras
lesbes como hiperplasia fibrosa e papilar, infecgcdo por candida, lingua fissurada e
leucoplasia. Coilocitose foi encontrada em 0,9% das amostras coletadas por raspado e
em 9,4% das amostras coletadas por bidpsia.

Kellokoski et al (1992a) realizaram estudo em 262 mulheres com HPV genital no
qual pesquisaram HPV por raspado, a vista desarmada, na mucosa do vestibulo da
boca utilizando DB. Foi encontrado DNA de HPV em 3,8% das amostras. Houve
concordancia dos tipos de HPV genital e oral em 30% dos casos e o tipo de HPV mais

freqientemente encontrado na cavidade oral e genital foi o tipo 6.
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Kellokoski et al, no mesmo ano (1992b), realizaram bidpsia oral a vista
desarmada em 272 mulheres com HPV genital, sendo todas elas submetidas a estudo
por SB e 85 delas por PCR. Foi encontrado DNA de HPV em 15,4% e 29,4% das
bidpsias por SB e PCR respectivamente. Houve concordancia dos tipos de HPV genital
e oral em apenas 8% dos casos e os tipos de HPV mais frequentemente encontrados
na cavidade oral foram tipos 6 e 11 enquanto na regido genital foi o tipo 16.

Van Doornum et al (1992) realizaram estudo com 65 homens e 111 mulheres nos
quais foi realizada pesquisa de HPV nas regides anogenital e oral. A pesquisa do HPV
na cavidade oral foi feita por raspado a vista desarmada e o material analisado pela
técnica de PCR. Em 24 homens e em 32 mulheres foram encontrados HPV na regiao
anogenital, porem em nenhum deles foi encontrado HPV oral. Ndo ha relato da
freqUiéncia de aparecimento de lesées na cavidade oral.

Panici et al (1992) pesquisaram HPV na cavidade oral em 66 mulheres e 35
homens com HPV genital. O exame da cavidade oral foi realizado com auxilio do
colposcopio e foi utilizado acido acético como marcador de possiveis lesées orais por
HPV, seguido de bidpsia das mesmas. Por critérios histologicos, foi diagnosticado
condiloma acuminado em 49 dos 101 casos (48%) e em 20 pacientes foi também
realizada HIS das amostras da cavidade oral e o DNA do HPV foi encontrado em 45%
dos casos. Em somente oito pacientes havia lesdo oral a vista desarmada, sendo que
em todos eles foi confirmado condiloma acuminado por critérios histolégicos. Com o uso
do colposcépio foram observadas lesbes suspeitas em 83 pacientes e, por critérios
histolégicos, foi confirmado condiloma em 46% dos casos.

Giraldo et al (1996) pesquisaram HPV por estudo citolégico na mucosa oral de

51 mulheres com HPV genital por raspado da cavidade oral a vista desarmada. Foi
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considerada evidéncia citolégica conclusiva da infec¢cao pelo HPV a coilocitose, a qual
esteve presente em 6% das amostras da cavidade oral analisadas. Nao ha relato da
frequéncia de aparecimento de lesdes na cavidade oral.

Sarruf e Dias (1997) realizaram estudo prospectivo no qual foram examinados 54
pacientes, 13 mulheres e 41 homens com infec¢ao genital por HPV. Todos os pacientes
foram submetidos a exame clinico a vista desarmada seguida de enxague bucal com
acido acético a 2% na tentativa de identificar a presenca de areas acetobrancas. A
coleta de material para estudo citologico e histolégico da cavidade oral foi realizada nas
areas acetobrancas ou, na auséncia dessas, na regido da mucosa do vestibulo da boca
bilateralmente. Somente pacientes com les&o oral foram submetidos a sua exérese e o
material submetido a técnica de HIS para identificacdo do DNA do HPV. O exame da
cavidade oral foi normal em 45 pacientes e areas acetobrancas foram encontradas em
nove pacientes. A avaliagdo citolégica e histolégica identificou coilocitose em sete
pacientes, correspondendo a 13% dos casos. Lesdes orais s6 foram encontradas em
dois pacientes e o estudo por HIS identificou DNA do HPV em um caso somente.

Badaracco et al (1998) encontraram HPV oral em cinco de dez mulheres com
diagnostico de HPV genital por PCR e em trés delas havia lesdo oral. Todos os
pacientes foram submetidos a exame clinico da cavidade oral a vista desarmada e com
colposcoépio, sendo que o material foi coletado com raspado da face dorsal e ventral da
lingua ou de les&o previamente identificada. Houve concordéancia entre os tipos de HPV
em trés pacientes e, tanto na regido genital como oral, o tipo de HPV mais encontrado
foi o tipo 16.

Canadas et al (2004) pesquisaram HPV nas regides anogenital e oral de 166

mulheres por raspado e PCR. Foi encontrada concomitancia da infecgédo anogenital e
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oral pelo HPV em 12,7% dos casos, sendo que o HPV 16 e 6 foram os tipos mais
frequentes na regido anogenital e oral respectivamente. Ndo ha relato da frequéncia de
aparecimento de lesdes na cavidade oral.

Smith et al (2004) realizaram estudo com 165 mulheres gestantes com
diagnostico de HPV genital com o objetivo de pesquisar HPV na cavidade oral por PCR.
A cavidade oral foi examinada a vista desarmada e o material coletado com bochecho
com solugéo salina por 30 segundos. Em 14 pacientes (8,5%) foi encontrado HPV na
cavidade oral, sendo o HPV 16 o tipo mais frequente tanto na cavidade oral como na
regidao genital. Em nenhum paciente o tipo de HPV foi concordante nos dois sitios
estudados e nao ha relato da freqiéncia de aparecimento de lesdes na cavidade oral.

O resumo dos trabalhos a respeito da relagdo HPV anogenital e oral pode ser

visualizado a seguir (Tab 3).



TABELA 3: HPV em mucosa oral de pacientes com HPV anogenital
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Tipo de
. S = B Concordancia
HPV
AUTOR Sexo Bk T??mca N pesquisado N positivo % de positivos HEE _mais entre os tipos
coleta utilizada oral freqliente
de HPV AG/O
AG (o]
Kellokoski (1990b) F R/B ﬁll-g(.?(l‘)f 317 /255 3/24 0,9% /9,4% 38% - - -
Kellokoski (1992a) F R DB 262 10 3,8% 0,8% 6 6 30%
. 272 (SB) 42 15,4% (SB) i o
Kellokoski (1992b) F B SB/PCR 85 (PCR) o5 29.4% (PCR) 16 6/11 8% (PCR)
Van Doomum (1992) M/F R PCR 24/32 0 0% ? - - -
- 101 (HISTOL) 49 (HISTOL) 48% (HISTOL) o )
Panici (1992) M/F B HISTOL/HIS 20 (HIS) 9(HIS) 45% (HIS) 7.9% 6/11
Giraldo (1996) F R CITOL 51 3 6% ? - - -
. CITOL e 54 (CITOL e HISTOL) 7 (CITOL e HISTOL) o o o ) ) )
Sarruf, Dias (1997) M/F R/B HISTOL / HIS 2 (HIS) 1(HIS) 13% / 50% 3,7%
Badaracco (1998) F R PCR 10 5 50% 30% 16 16 30%
Cariadas (2004) F R PCR 166 21 12,7% ? 16 6 -
Smith (2004) F Bo PCR 165 14 8,5% ? 16 16 0%

AG= anogenital; B= bidpsia; Bo= bochecho; CITOL= citologia; DB= Dot blot; F= feminino; HIS= hibridizac&o in situ; HISTOL= histologia,
M= masculino; N= numero; O= oral; PCR= reacao de polimerase em cadeia; R= raspado; SB= Southern blot; ?: nao determinado.

(44
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2. OBJETIVO

O objetivo do trabalho é determinar a freqiéncia de aparecimento de HPV na
mucosa oral de pacientes do sexo masculino com HPV anogenital confirmado por

biologia molecular.
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3. CASUISTICA E METODO

O projeto de pesquisa, incluindo o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE), foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) (apéndice 1) em seres
humanos da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo, reunido dia 13 de

abril de 2005. Este projeto esta identificado no CEP sob o numero 079/05.

3.1. Casuistica

Para o desenvolvimento deste trabalho, critérios de inclusdo e de exclusdo foram

predeterminados e descritos a seguir:

3.1.1. Critérios de inclusao

A) Sexo masculino;
B) Idade entre 15 e 60 anos;
C) Presenga de uma ou mais lesdes na regido anogenital - corpo ou glande do

pénis, escroto, regiao inguinal, intrauretral ou perianal/ anal — clinica(s) ou subclinica(s).

3.1.2. Critérios de exclusao

A) Pacientes com glicemia de jejum maior ou igual a 126 mg/dL;
B) Pacientes com doenga no sistema linfoproliferativo como leucemia e linfoma,

identificada pela histéria clinica e/ou hemograma completo;
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C) Pacientes com sorologia positiva para HIV;

D) Pacientes em uso de droga imunossupressora como corticoides, ciclosporina,
azatioprina, tacrolimus entre outros;

E) Pacientes que, apesar do exame histoléogico compativel com condiloma
acuminado, o resultado por biologia molecular da lesdo anogenital foi negativo para

HPV.

3.2. Método

3.2.1. Preenchimento de TCLE

Para que o trabalho pudesse ser realizado, cada paciente foi previamente
informado, verbalmente, sobre os exames clinicos e laboratoriais a serem realizados.
Complementando, o TCLE era entdo entregue e assinado, em caso de acordo, pelo

paciente e pelo autor (anexo 1).

3.2.2. Coleta de material

Durante o periodo de maio de 2005 a margo de 2006 foi realizado um estudo
seccional no qual foram recrutados 35 pacientes do Ambulatério de Dermatologia —
Doencas Sexualmente Transmissiveis da Santa Casa de Sao Paulo.

As lesbes clinicas e subclinicas pelo HPV na regido anogenital foram submetidas
a biopsia excisional sob anestesia local com lidocaina 2%. As verrugas foram

consideradas as lesdes clinicas pelo HPV na regido anogenital.
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Quando nao existiam lesées macroscoépicas, ou seja, lesdo clinica anogenital, foi
utilizado o colposcépio para a realizagdo da genitoscopia, a qual compreendia a
peniscopia e a uretroscopia. A genitoscopia foi empregada com o intuito de procurar
lesbes acetobrancas na regido anogenital, correspondendo a lesdes subclinicas pelo
HPV. As etapas da genitoscopia correspondem ao anexo 2.

O material coletado da lesées anogenitais foi dividido em dois fragmentos. Um
deles foi colocado em tubo de Ependorf seco, o qual ficou armazenado em freezer -
20°C até o encaminhamento ao Instituto Ludwig, para estudo por biologia molecular. A
outra parte do material foi colocado em tubo contendo formol 10% e encaminhado para
o Departamento de Patologia da Santa Casa de Sao Paulo, para estudo histoldgico.

No mesmo dia em que os pacientes foram submetidos a bidpsia excisional de
sua lesdo anogenital, sua cavidade oral foi examinada a vista desarmada, com o auxilio
de luz artificial proveniente de fotéforo. Nao foi utilizado colposcoépio ou aplicagcdo de
acido acético durante o exame da cavidade oral.

Uma vez identificada uma lesao oral, foi realizada biopsia excisional da mesma
sob anestesia local com lidocaina 2%. O material obtido foi dividido em dois fragmentos.
Um deles foi colocado em tubo de Ependorf seco, o qual ficou armazenado em freezer -
20°C até o encaminhamento ao Instituto Ludwig, para estudo por biologia molecular. A
outra parte do material foi colocado em tubo contendo formol 10% e encaminhado para
o Departamento de Patologia da Santa Casa de S&o Paulo, para estudo histologico.

Quando nao encontrada nenhuma lesdo na cavidade oral, a coleta de material foi
feita por raspado com escova estéril (Kit para coleta de colpocitologia oncética da
Libbs®) da mucosa do vestibulo da boca bilateralmente, superficie dorsal e ventral de

lingua, palato duro e palato mole. A escova era entdo mergulhada em um tubo de
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Ependorf com PBS (solu¢do salina tamponada com fosfato) e o material foi congelado
em freezer -20°C até o encaminhamento para o Instituto Ludwig, para estudo por

biologia molecular.

O fluxograma da coleta do material e seu encaminhamento pode ser

visto na fig 1.

FIGURA 1: Fluxograma da coleta do material e seu encaminhamento
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3.2.3. Estudo histolégico

O material coletado por biopsia foi colocado em tubos com formol 10%,
processado com inclusdo em parafina, submetido a secgbées em micrétomo rotativo,
obtendo-se cortes com quatro micrometros de espessura. Os cortes foram corados com

hematoxilina e eosina e submetidos a exame histoldgico.

3.2.4. Estudo por biologia molecular

Uma vez encaminhadas as amostras para o Instituto Ludwig, a analise dos
materiais por biologia molecular foi realizada, a qual compreendia o PCR e a HR.

Para amplificacdo do DNA do HPV, foi utilizado o PCR com o primer consenso
MYO09/11.

Para a tipagem dos diferentes tipos de HPV foi utilizada a HR “Line Blot” (LB) -
Kit da Roche® — Roche Linear Array.

O protocolo para extracdo de DNA utilizado Instituto Ludwig para realizagdo do
PCR para HPV corresponde ao anexo 3, o protocolo para amplificacdo do DNA do HPV
corresponde ao anexo 4 e o protocolo para identificacdo das amostras corresponde ao

anexo 5.

3.2.5. Questionario

Para todos os pacientes foi aplicado um questionario, como pode ser visto no

anexo 6.
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3.2.6. Levantamento bibliografico

Os levantamentos bibliograficos a respeito da prevaléncia de HPV na cavidade
oral normal e em pacientes com HPV anogenital foram obtidos por meio de pesquisa na
internet, junto ao “Index Medicus” (Medline) e LILACS (Literatura Latino-Americana e do
Caribe de Informagcao em Ciéncias da Saude), para acesso a literatura mundial, além de
livros e revistas cientificas.

Os descritores usados para acesso aos artigos foram:

Papilomavirus

Infecgdes por papilomavirus
Papilomavirus humano
Cavidade oral

Mucosa oral

Cavidade bucal

Mucosa bucal

Canal anal

Genitalia

Genitalia masculina

3.2.7. Estatistica

Foi calculado intervalo de confianga (IC) de 95% para todas as estimativas

produzidas no estudo.
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Foram realizados testes de sensibilidade e especificidade para verificar a
validade do achado de coilocitose no diagnostico de HPV, utilizando como padrao ouro

0 exame por biologia molecular.

3.2.8. Tratamento dos pacientes

Todos pacientes foram submetidos ao melhor tratamento disponivel na

instituicdo em relac&o a suas lesdes anogenitais e na cavidade oral.
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4. RESULTADOS

Os resultados de todos os pacientes entrevistados podem ser vistos nas Tabs 4A

e 4B.



TABELA 4A: Resultado individualizado dos pacientes 1-15
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Fre_qi_iéncia Nimero L:S:I lo Lesao AG Lesao Lesao
P;l:ig:te fignly e Ag:e,;(duaaﬂe de_ pregressa ?;?'zisi‘;a é)gr(a:::?c: (p:ﬁ'fé(i?'os So?');? 2?1);? prelise(:vg(teivo p?esg;l;':sga
o Parceiros (parceiro "

(n°/semana) atual) atual) atual) anteriores)
1 22 N 0 0 n&o néo n&o n&o n&o néao AV néao
2 19 M 3 MONO/HETERO nao néo nao sim (AG) sim nao AV nao
3 19 M 7 MONO/HETERO n&o n&o n&o n&o n&o néo AV néo
4 56 M 2 MONO/HETERO n&o n&o n&o n&o n&o néo AV néo
5) 18 M 7 POLI/THOMO néo néo néo ? néo sim AV GO
6 27 M 7 MONO/HETERO nao néo nao nao nao nao nao néo
7 20 B 4 MONO/HOMO nao néo nao nao sim sim AV nao
8 22 B 5 MONO/HETERO nao néo nao nao nao nao nao nao
9 36 B 2 MONO/HETERO néo n&o n&o n&o sim n&o AV n&o
10 54 B 0 0 n&o néo n&o n&o n&o néao AV néo
11 22 B 4 MONO/HETERO n&o néo n&o ? sim néao AV néo
12 23 M 3 MONO/HETERO n&o néo n&o ? sim sim néo néo
13 21 B 7 MONO/HETERO n&o néo n&o n&o néo nédo AV néo
14 38 N 0 MONO/HETERO n&o n&o n&o n&o n&o néo n&o néo
15 36 M 2 MONO/HETERO n&o n&o n&o n&o sim néo AV néo

AG= anogenital; AV= as vezes; B= branco; GO= gonorréia; HETERO= heterossexual; HOMO= homossexual; M= mulato;
MONO= monogamicos; N= negro; O= oral; POLI= poligdmicos. Linha em laranja= paciente excluido da pesquisa. ?: ndo
determinado.
Fonte: Departamento de Dermatologia da FCMSCSP
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Tipo

N°do Queixa oral - : = . - Aspec’to_ Loc~al A'? HPV Ex_a me A'f PCR
Paciente  atuallpregressa Diabetes Hipertensdao Tabagismo Etilismo Drogas macroscopico lesdo lesdo Lesio cavidade lesao CAVIDADE
lesdao AG AG AG AG oral oral ORAL
1 Nao néo néo n&o n&o néo \Y CP CA 11 néo - néao
2 Nao n&o néo n&o n&o n&o \Y CP CA 6 nao - nao
3 Nao n&o néo n&o n&o n&o \Y CP LP 16 nao - nao
4 Nao n&o sim sim sim n&o \Y RI CA 6 sim CA nao
5 Nao n&o néo n&o sim n&o \Y RI CA 11 néao - néo
6 Nao n&o néo sim n&o n&o \Y U CA 6 néao - néo
7 N&o n&o n&o n&o n&o n&o Vv CA sim INFL nao
8 Nao néo néo néo néo néo \Y E CA n&o - n&o
9 Nao néo néo nao néo n&o \Y CP CA nao n&o - n&o
10 Néo nao ndo sim nao nao Vv A CA nao - nao
11 Nao n&o néo néo néo néo \Y CP CA 42,52 néo - néo
12 Néo nao néo nao nao nao Vv A CA 6 nao - nao
13 Nao nao nao nao nao nao \ GP CA 6,16,18 néo - néo
14 Nao n&o sim sim n&o n&o \Y A CA 6 nao - nao
15 Nao n&o n&o n&o n&o n&o \Y CP CA 6 nao - nao

A= anal; AG= anogenital; CA= condiloma acuminado; CP= corpo do pénis; E= escroto; GP= glande do pénis; INFL= inflamacé&o crénica
inespecifica; U= intrauretral; Rl= regido inguinal; V= verruga. Linha em laranja= paciente excluido da pesquisa.

Fonte: Departamento de Dermatologia da FCMSCSP

%3
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TABELA 4B: Resultado individualizado dos pacientes 16-35

Lesao O

Freqiiéncia Nimero atual/ Lesdo AG Lo Lo
N°do Idade Raca Atividade de reqressa  Pregressa AG atual AG/O Sexo Sexo Uso de DST AG
Paciente ¢ Sexual(n®/semana) Parceiros FZ agr"ceiro (parceiro  (parceiro (parceiros oral anal preservativo pregressa
patual) atual) atual) anteriores)
16 50 B 4 MONO/HETERO nao nao nao sim (AG) sim sim SP HPV
17 43 M 2 MONO/HETERO nao nao néo ? nao ndo SP HPV
18 22 M 7 POLVHETERO n&o n&o (gg:;,) n&o sim  sim AV HPV
~ ~ = sim . ~ ~ o
19 32 B 1 MONO/HETERO nao nao nao (AG)HPV sim néo nao nao
20 27 B 7 MONO/HOMO nao nao (::2:/) nao sim sim nao nao
21 20 M 2 POLI/HETERO nao nao nao nao sim nao SP nao
22 22 M 7 POLI/HETERO nao nao nao nao sim sim AV néo
23 27 M 1 MONO/HETERO ndo ndo (SQ/) ndo ndo  ndo AV n&o
24 67 N 1 POLI/HETERO nao nao nao nao sim néo AV nao
25 19 M 2 POLI/HETERO nao nao nao nao sim sim AV nao
26 59 B 3 MONO/HETERO nao nao nao nao sim ndo nao HPV
27 28 B 3 POLI/HETERO nao nao nao nao sim sim nao nao
28 34 M 1 MONO/HETERO nao nao nao nao sim néo AV néo
29 39 B 2 MONO/HETERO nao nao néo néo sim sim AV néo
30 28 N 3 MONO/HETERO nao nao nao nao sim nao nao nao
31 32 B 4 MONO/HETERO nao nao nao nao sim néo nao HPV
32 26 M 1 MONO/HETERO nao nao nao nao sim nao AV HPV
33 33 B 1 POLI/HETERO nao nao nao nao sim sim SP HPV
~ ~ sim sim . ~ ~
34 29 B 3 MONO/HETERO nao nao (HPV) (AG) HPV sim néo AV néo
35 26 B 1 MONO/HETERO nao (|_S“|Dn\1/) nao nao sim sim AV nao

AG= anogenital; AV= as vezes; B= branco; HETERO= heterossexual;, HOMO= homossexual; M= mulato; MONO=
monogamicos; N= negro; O= oral; POLI= poligadmicos; SP= sempre. Linhas em laranja= pacientes excluidos da pesquisa.
Linha em azul= unico paciente com PCR positivo para HPV oral. ?: ndo determinado.

Fonte: Departamento de Dermatologia da FCMSCSP
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TABELA 4B: Resultado individualizado dos pacientes 16-35 (continuagao)
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Tipo

N°do  Queixaoral . . ) . . Aspecto  Local AP ppy  Exame AP ACR
Paciente atuallpregressa Diabetes Hipertensdo Tabagismo Etilismo Drogas macroscopico lesdo leséo Lesio cavidade lesdo CAVIDADE
lesdo AG AG AG AG oral oral ORAL

16 nao nao nao nao nao néo V CP CA 11,73 nao - nao
17 néo néo n&o néo néo néao \Y CP CA 11 n&o - n&o
18 néo néo n&o néo néo néao \Y CP CA 11 n&o - n&o
19 néao néao n&o sim sim néao \Y, CP CA 6 néo - n&o
20 néao néo n&o néao néo néao \Y, CP CA 11 néo - néo
21 néo néo néo n&o n&o n&o \Y A CA 6 néo - néo
22 néo néo néo néo n&o n&o \Y CP CA 6 néo - néo
23 n&o n&o néo sim n&o n&o \Y, CP CA 6 sim CA 6
24 n&o S nao n&o n&o n&o \Y RI CA n&o nao - nao
25 néo néo n&o sim néo sim \Y, CP CA 6 néo - néo
26 n&o n&o nao n&o n&o n&o A+ CP INFL n&o nao - n&o
27 néo néo n&o néo néo nao \Y CP INFL 6 n&o - n&o
28 nao nao nao nao nao néo V CP CA 6,53 nao - nao
29 néo néo n&o néo néo sim A+ CP INFL 73 n&o - n&o
30 n&o n&o nao n&o n&o n&o Vv CP CA n&o néao - nao
31 néao néao n&o néo néo néao A+ CP CA 6 néo - n&o
32 n&o néo nao n&o n&o n&o A+ CP INFL néo nao - néo
33 néo néo néo néo n&o n&o \Y CP INFL 6 néo - néo
4 néo néo n&o néo nao nao V CP INFL 11 nao - nao
35 néo néo néo néo néo néo \Y, CP CA 6 néo - néo

A= anal; A+= lesao acetopositiva; AG= anogenital; CA= condiloma acuminado; CP= corpo do pénis; INFL= inflamagao cronica

inespecifica; Rl= regido inguinal; V= verruga. Linhas em laranja= pacientes excluidos da pesquisa. Linha em azul = unico paciente

com PCR positivo para HPV oral.

Fonte: Departamento de Dermatologia da FCMSCSP
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Dos 35 pacientes, 88,6% (31/35) apresentaram verruga anogenital no exame
fisico, enquanto 11,4% (4/35) apresentaram lesdo acetopositiva no exame de

genitoscopia, como pode ser visto na fig 2.

FIGURA 2: Lesoes anogenitais: verrugas e lesdes acetopositivas (n=35)

O Verrugas

W Lesdes
acetopositivas

31

Fonte: Departamento de Dermatologia da FCMSCSP
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Quanto a localizag&o da les&o, 68,6% (24/35) situava-se no corpo do pénis,
14,2% (5/35) na regido anal, 8,5% (3/35) na regiao inguinal, 2,9% (1/35) no escroto,

2,9% (1/35) na glande do pénis e 2,9% (1/35) intrauretral (fig 3).

FIGURA 3: Localizagao das les6es anogenitais (n=35)

Corpo Anus Regiao Escroto Glande Intrauretral
pénis inguinal pénis

Fonte: Departamento de Dermatologia da FCMSCSP

O estudo histolégico das amostras anogenitais evidenciou achados
sugestivos de condiloma acuminado em 28 dos 35 dos pacientes (80% dos casos),

porém em trés destes casos nao foi confirmada a presenga de HPV pelo estudo por
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biologia molecular, sendo sido, entdo, necessario a exclusdo destes trés pacientes
(pacientes 9, 24 e 30 — tab 4A e 4B). Em seis dos 35 pacientes (pacientes 26, 27,
29, 32, 33 e 34) foram encontrados achados histologicos de inflamac&o crénica
inespecifica, mas somente em dois deles n&o foi confirmada a presenca de infecgao
por HPV por biologia molecular, os quais foram excluidos (pacientes 26 e 32). Em
um paciente (paciente 3) foi diagnosticado liquen plano no estudo histologico da
lesdo anogenital, mas como este paciente teve HPV positivo pela analise por
biologia molecular, ele ndo foi excluido do trabalho. Assim, cinco pacientes
(pacientes 9, 24, 26, 30 e 32) foram excluidos da pesquisa pois a analise por
biologia molecular da amostra anogenital ndo identificou o HPV. Os resultados
histologicos e por biologia molecular das amostras anogenitais podem ser

visualizados na fig 4.

FIGURA 4: Resultados histolégicos e por biologia molecular das

amostras anogenitais (n=30)

O PCR negativo

O PCR positivo

Condiloma Inflamagao Liquen plano n=1
acuminado n=28 cronica
inespecifica n=6

A SREHRERAR oo BIRINDIS5a PIRURRSCER estudo Mistologico ¢ o

resultado por biologia molecular pode ser vista na tab 5. A sensibilidade e

especificidade da coilocitose para identificar infeccado pelo HPV, utilizando como
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padrdao ouro o exame por biologia molecular, foi 83,3%, com IC (95%) de 64,5-

93,7%) e 40% com IC (95%) de 7,3-83,0%, respectivamente.

TABELA 5: Correlacao entre os achados de coilocitose e biologia

molecular
Biologia Molecular
Coilocitose HPV positivo HPV negativo
Presente 25 3
Ausente 5 2
Total 30 5

O HPV 6 foi tipo mais frequentemente encontrado na regidao anogenital,
aparecendo em 66,7% dos casos (20/30). O segundo mais frequente foi o HPV 11,

encontrado em 23,3% dos casos (7/30). Outros tipos de HPV também foram
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encontrados, tais como: HPV 73 e HPV 16 em 6,7% (2/30), HPV 53, HPV 18, HPV
42 e HPV 52 em 3,3% (1/30) (fig 5).
Em 4 pacientes foram encontrados mais de um tipo de HPV na amostra

anogenital, que foram 42 e 52 ;6,16 e 18; 11 e 73 ; 6 e 53.

FIGURA 5: Tipos de HPV encontrados na regidao anogenital (n=30)

20
(66,7%)
m HPV 6
7 O HPV 11
(23,3%)
5 O HPV 73 e 16
1
(6,7%)
(3,3%) OHPV 53, 18,42 e 52

n=30

Fonte: Departamento de Dermatologia da FCMSCSP

Em relagao a cavidade oral dos 30 pacientes com HPV anogenital confirmado
por biologia molecular, 90% dos pacientes (27/30) apresentaram exame
macroscoépico normal e em 10% dos pacientes (3/30) foram observadas lesdes, as

quais foram submetidas a bidpsias excisionais (pacientes 4, 7 e 23) (fig 6).
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FIGURA 6: Resultado do exame da cavidade oral dos 30 pacientes com

HPV anogenital

@ HPV anogenital NEGATIVO - EXCLUIDOS
B HPV anogenital POSITVO

O Auséncia de lesao oral

B Presenca de lesao oral

Fonte: Departamento de Dermatologia da FCMSCSP

As lesdes orais encontradas em trés pacientes serdo detalhadas a seguir.
O paciente 4 (fig 7) apresentava lesédo leucoplasica na mucosa do vestibulo
da boca a esquerda de aproximadamente 1,0 x 0,5 cm, de superficie lisa e nao

elevada, cujo diagndstico histoldgico foi condiloma acuminado.

FIGURA 7: Caso 4 - Lesao na mucosa do vestibulo da boca
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Fonte: Departamento de Dermatologia da FCMSCSP

O paciente 7 (fig 8) apresentava lesdo em rebordo lingual esquerdo de 0,5 x
0,5 cm, circular, de superficie lisa, com coloracao résea e contornos mais elevados e
esbranquicados, cujo diagnédstico histoloégico foi processo inflamatério cronico

inespecifico.

FIGURA 8: Caso 7 - Lesao em lingua
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Fonte: Departamento de Dermatologia da FCMSCSP

O paciente 23 (fig 9) apresentava lesdao em frénulo da lingua de aspecto
vegetante, com base séssil, coloragdo résea, superficie irregular de
aproximadamente um cm de didmetro, cujo diagndstico histoldgico foi condiloma

acuminado.

FIGURA 9: Caso 23 - Lesao em frénulo da lingua
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Fonte: Departamento de Dermatologia da FCMSCSP

Em relagcdo ao estudo por biologia molecular, as amostras obtidas por
raspado da cavidade oral foram todas negativas para HPV. Ja nos pacientes com
lesao oral, o estudo por biologia molecular para HPV foi negativo nos pacientes 4 e 7
e positivo (HPV 6) no paciente 23 (fig 10).

Assim, a frequéncia de aparecimento de HPV oral em pacientes com HPV

anogenital foi 3,3% com IC (95%) de 0,2 a 19,1%.
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FIGURA 10: Resultado do estudo por biologia molecular nas amostras

da cavidade oral (n=30)

O PCR positivo
O PCR negativo

Exame macroscopico normal Lesédo oral n=3
n=27

Fonte: Departamento de Dermatologia da FCMSCSP

4.1. Caracterizagdao da amostra

A amostra a seguir descrita compreende 30 pacientes, ja tendo sido excluidos
os 5 pacientes com lesdo anogenital com diagnostico por biologia molecular
negativo para HPV.

A média de idade dos casos estudados foi de 29,3 anos, variando de 18 a 56

anos, com desvio-padréao de 10,4.
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Em relagéo a racga, 46,7% (14/30) eram mulatos, 46,7% (14/30) eram brancos
e 6,7% (2/30) eram negros.
Quanto a vicios, 23,3% (7/30) eram tabagistas, 10% (3/30) eram etilistas e

6,7% (2/30) eram usuarios de drogas.

Em relagdo aos parceiros sexuais, 63,3% (19/30) relataram ser
heterossexuais monogamicos, 20% (6/30) heterossexuais poligamicos, 6,7% (2/30)
homossexuais monogamicos, 3,3% (1/30) homossexuais poligamicos e 6,7% (2/30)

nao tinham parceiros sexuais nos ultimos 6 meses (Fig 11).

FIGURA 11: Orientacao sexual dos pacientes estudados (n=30)

@ Heterossexuais monogamicos
2
L

§) O Heterossexuais poligamicos
6

O Homossexuais monogamicos




Fonte: Departamento de Dermatologia da FCMSCSP
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Quando questionados a respeito de seu(s) parceiro(s) atual(is), todos

negaram lesao oral atual ou pregressa, 86,6% (26/30) negaram HPV anogenital no

momento e 96,6% (29/30) negaram HPV pregresso. Quando questionados a

respeito de seu(s) parceiro(s) pregresso(s), 66,6% (20/30) negaram lesdo anogenital

e/lou oral, 25% (5/30) ndo sabiam a respeito e 25% (5/30) relataram lesdes

anogenitais e/ou orais.

Sessenta e trés por cento (19/30) relataram que praticam sexo oral e 36,7%

(11/30), ndo. Quarenta por cento (12/30) relataram que praticam sexo anal e 60%

(18/30), nao (fig 12).

FIGURA 12: Pratica de sexo oral e anal pelos pacientes estudados (n=30)

Pratica de sexo oral

NAO
(11)
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(19)

Pratica de sexo anal
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(18)

SIM
(12)
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Fonte: Departamento de Dermatologia da FCMSCSP

Quanto ao uso de preservativo, 60% (18/30) responderam que “as vezes” o
utilizam, 26,7% (8/30) responderam “nunca” e 13,3% (4/30) responderam que

“sempre” o utilizam (fig 13).

FIGURA 13: Freqiiéncia do uso de preservativo pelos pacientes

estudados (n=30)
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Fonte: Departamento de Dermatologia da FCMSCSP

Quanto a antecedente pessoal de lesdo anogenital por alguma DST, 23,3%
(7/30) afirmaram ja terem tido HPV anogenital e 3,3% (1/30) afirmou ter tido
gonorréia.

Nenhum paciente, nem mesmo aqueles com lesdao oral macroscopica,
referiram alguma queixa oral atual ou pregressa.

O unico paciente que apresentou exame por biologia molecular positivo para
HPV na cavidade oral (paciente 23) tinha 27 anos e referia ser heterossexual
monogamico; relatava parceira atual com lesdo anogenital por HPV, porém negou
pratica de sexo oral. As vezes fazia uso de preservativo e era tabagista. Sua lesdo
genital era uma verruga em corpo de pénis e os tipos de HPV encontrados foram do

tipo 6 tanto na regido genital quanto na cavidade oral.

5. DISCUSSAO

Na nossa casuistica, apds a exclusao de cinco pacientes que apresentaram
estudo por biologia molecular negativo para HPV na amostra anogenital, restaram
28 pacientes (93%) com leséo clinica e dois (7%) com leséo subclinica anogenital
pelo HPV.

Os tipos de HPV mais encontrados na regidao anogenital dos pacientes com
leséo clinica foram os tipos 6 (66,7%) e 11 (23,3%), que sdo os de baixo-risco ou
“benignos” (Zur Hausen, De Villiers, 1994). Estes achados sao condizentes com a
literatura, que relata que sdo esses dois tipos os mais freqlientes em condilomas

anogenitais (Reid et al, 1987; De Villiers, 1989; Syrjanen, Syrjanen, 2000).
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Nos dois pacientes com lesdo subclinica anogenital (pacientes 29 e 31) os
HPVs encontrados na regido anogenital foram tipo 6 e 73. Em um estudo com
homens brasileiros com lesdo subclinica anogenital por HPV, o HPV 16 foi o mais
frequentemente encontrado, seguido do HPV 18 (Franceschi et al, 2002).

Foram excluidos todos os pacientes com estudo por biologia molecular
negativo para HPV na amostra anogenital independente da presenga de coilocitose
no exame histologico, apesar desta ultima ser considerada, por alguns autores,
como achado patognomoénico de HPV (Premoli-de-Percoco et al, 1993; Fornatora et
al, 1996). A sensibilidade e especificidade do achado histoloégico da coilocitose é
88,9% e 29,41% respectivamente (Salvia et al, 2004), dados que se aproximam dos
encontrados neste estudo (sensibilidade de 83,3% e especificidade de 40%). Estes
resultados demonstram a necessidade de métodos mais precisos para a deteccao
do HPV (Salvia et al, 2004; Xavier et al, 2005).

Os métodos diagndsticos por hibridizagdo sao os métodos mais confiaveis
para a detec¢cao do HPV (Carvalho, 1999; Syrjanen, Syrjanen, 2000).

Syrjanen e Syrjanen (2000) acreditam que o melhor método de detecgcao do
HPV seja a associagcdo do PCR com algum outro método de hibridizagado para
diminuir resultados falsos-positivos, como foi feito no presente estudo (PCR seguido
de HR).

No exame de PCR, foi utilizado um sistema de primer consensus que se
acopla na regidao L1 (regiao “tardia”) do genoma do HPV e, segundo Bovicelli et al
(2000), é o que tem maior sensibilidade e especificidade. O primer consensus
utilizado foi o MY09/MY11, que € um dos mais utilizados dentre os que se acoplam

na regiao L1 do HPV (Gravitt et al, 1998, 2000).
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Foram excluidos pacientes com diabetes, portadores do HIV e com doencgas
do sistema linfoproliferativo como leucemia e linfoma, pois estas doencas podem
alterar o sistema imunoldgico, levando a imunodeficiéncia. Também foram excluidos
pacientes em uso de drogas imunossupressoras pela mesma razdo. Sabe-se que 0s
pacientes com imunodeficiéncia tém risco aumentado de infecgdo por HPV
(Schneider et al, 1987; Caussy et al, 1990; Beutner et al, 1991; Ho et al, 1998;
Kreimer et al, 2004), o que causaria um viés no presente estudo.

O HPV pode infectar varias regides do nosso corpo como a pele, a cavidade
oral, a laringe e a regido anogenital (Garlick, Taichman, 1991) e é considerada uma
DST muito frequente na populagao (Koutsky et al, 1998; Nonnenmacher et al, 2002;
Carvalho, 2004; Magi et al, 2006).

Segundo alguns autores (Cohen et al, 1990; Smith et al, 2004), a auto-
inoculagao pode ser um meio de transmissao do HPV, ou seja, a partir de infecgbes
na pele ou na regiao anogenital pode ocorrer infeccdo na cavidade oral, assim como
por sexo oral (Yoshpe, 1995) e pela via materno-fetal (Smith et al, 1991). No
entanto, ha discussdo na literatura a respeito da importancia destes modos de
propagacao da infecgao pelo HPV para a cavidade oral (Maden et al, 1992; Winer et
al, 2003; Smith et al, 2004).

Poucos trabalhos existem na literatura a respeito da relagdo HPV anogenital e
sua concomitancia na cavidade oral de um mesmo individuo (Kellokoski et al, 1990b,
1992 a,b; Van Doornum et al, 1992; Panici et al, 1992; Giraldo et al, 1996; Sarruf,
Dias, 1997; Badaracco et al, 1998; Cafadas et al, 2004; Smith et al, 2004), com
resultados bastante discrepantes entre si.

Em alguns destes trabalhos (Kellokoski et al, 1992a,b; Badaracco et al, 1998;

Smith et al, 2004), tentou-se averiguar a concordancia dos tipos de HPV nas regides
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anogenital e oral e os resultados variaram de 0 a 30%. No presente estudo, no unico
paciente com HPV oral (paciente 23), houve concordéncia do tipo de HPV oral e
anogenital — em ambos locais foi encontrado HPV tipo 6. No inicio desta pesquisa, o
intuito era, além de sabermos sobre a frequéncia de aparecimento de HPV oral em
homens com HPV anogenital, também relatar a respeito da concordancia entre os
tipos de HPV oral e anogenital em um mesmo individuo. No entanto, como somente
um paciente apresentou HPV oral, ndo houve material suficiente para abordar tal
aspecto.

Em todos estes trabalhos encontrados na literatura foram estudadas
mulheres, somente em trés deles foram estudados os dois sexos (Van Doornum et
al, 1992; Panici et al, 1992; Sarruf, Dias, 1997), mas em nenhum deles foram
estudados somente pacientes do sexo masculino como na presente pesquisa.

Dentre estes trabalhos, ndo ha homogeneidade na técnica utilizada para
deteccdo do HPV e no tipo de coleta do material anogenital e oral, o que dificulta a
comparagao dos resultados apresentados.

No presente estudo, utilizamos o estudo por biologia molecular com PCR e
HR e encontramos 3,3% de freqiéncia de aparecimento de HPV oral em pacientes
com HPV anogenital. Estudos que também utilizaram PCR como método de
deteccado do HPV, com (Kellokoski et al, 1992b) ou sem (Van Doornum et al, 1992;
Badaracco et al, 1998; Canadas et al, 2004; Smith et al, 2004) outro método de
hibridizacdo associado, apresentaram frequéncia de aparecimento de HPV oral
variando de 0 a 50%. Assim, o valor encontrado neste estudo (3,3%) nédo se
distancia dos valores ja observados na literatura, porém como estes ultimos mostram
uma grande variagdo, torna-se muito complexa a analise comparativa com os

resultados deste estudo.
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Ha varias possibilidades que podem justificar a baixa frequéncia de

aparecimento de HPV nas amostras da cavidade oral, que sio:

A) Subdiagnéstico das infecgdes latentes

Para relatar a respeito das infecgdes latentes, € importante remeter ao modo
de coleta de material da cavidade oral: o raspado.

O raspado, método escolhido em 27 pacientes que n&o apresentavam lesdes
orais, € um bom método para detecgdo de HPV na mucosa oral macroscopicamente
normal (Lawton et al, 1992). Segundo este autor, o HPV tem estatisticamente mais
chance de ser detectado por bochecho ou raspado se comparado com bidpsia,
sendo que o raspado e o bochecho ndo apresentam diferenca estatisticamente
significante entre si na detecgdo do HPV. Sdo métodos nado invasivos e permitem
que a amostra seja representativa de toda a mucosa oral, 0 que € bastante
importante uma vez que as infecgdes por HPV tendem a ser multifocais na mucosa
alvo (Maitland et al, 1987). Porém, com o raspado, ha extragao somente de células
superficiais do epitélio as quais se infectam na vigéncia de infecgdo subclinica e
clinica. Em contraste, ndo ha remocao de células das camadas basal e supra-basal
onde o virus se aloja nas infecgdes latentes (Jalal et al, 1992).

Assim, uma vez utilizado o raspado para extragdo de material da cavidade
oral, ndo foram identificadas as infec¢coes latentes, somente as subclinicas e
clinicas, o que pode ter gerado resultados falso-negativos. Realmente, a Unica
amostra positiva na cavidade oral foi obtida por bidpsia, pois se tratava de uma leséo

clinica (paciente 23).
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Mas qual seria o papel das infecgbes latentes na cavidade oral? N&ao
acreditamos que seja relevante o achado de infec¢des latentes por HPV na mucosa
oral por alguns motivos:

A1) Para ocorrer transmissao do HPV é necessaria liberagdo de particulas
virais da célula alvo do hospedeiro, o que geralmente s6 ocorre apds a saida da
célula alvo das camadas basais do epitélio, ficando exfoliada, solta na superficie
(Howley, 1982,1983; Chang et al, 1991). Deste modo, as infec¢des latentes, restritas
as camadas basais do epitélio, ndo seriam transmissiveis e, portanto, sem grande
importancia epidemioldgica;

A2) Apesar da estabelecida relagdo do HPV com carcinoma de colo de utero
(Walboomers et al, 1999), ndo ha consenso na literatura a respeito do papel do HPV
na carcinogénese oral, sem definicdo quanto ao risco de malignizagao das infecgbes
latentes (Garlick, Taichman, 1991; Miller, Johnstone, 2001; Castro, 2004);

A3) Nao ha indicagcdo de tratamento clinico ou cirurgico para as infecgdes
latentes pelo HPV e ndo ha como prever se estas infecgbes se transformarao, ou
nao, em infecgdes subclinicas ou clinicas. A transicao de uma infecgao latente para
uma lesao subclinica e clinica é resultado de multiplas influéncias que incluem a
permissividade do epitélio a proliferacdo do HPV, a competéncia imunolégica do
individuo, os efeitos de trauma local, efeitos hormonais e outras infecgdes virais
concomitantes (Jenison et al, 1990). A freqiéncia de aparecimento de HPV na
cavidade oral normal é muito variavel na literatura (Maitland et al, 1987; Loning et al,
1987; Scully et al, 1987; Brandsma, Abramson, 1989; Chang et al, 1989; Jenison et
al, 1990; Yeudall, Campo, 1991; Jalal et al, 1992; Lawton et al, 1992; Maden et al,
1992; Cox et al, 1993; Fouret et al, 1995; Oswald et al, 1994; Mao, 1995; Eike et al,

1995; Nielsen et al, 1996; Cruz et al, 1996; Mao et al, 1996; Lambropoulos et al,
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1997; Gopalakrishnan et al, 1997; Schwartz et al, 1998; Smith et al, 1998; Terai et al,
1999; Bouda et al, 2000; Jimenez et al, 2001; Klussmann et al; 2001; Sugiyama et al,
2003; Zhang et al, 2004; Kurose et al, 2004; Rose et al, 2006; Kansky et al, 2006).
Estudos prospectivos seriam importantes para avaliar a evolugao dos pacientes com
infeccdo latente pelo HPV. Deste modo, no atual momento, acreditamos que
diagnosticar infecgao oral latente pelo HPV nao traria beneficio real para o paciente,
pelo contrario, poderia trazer prejuizo psicolégico ao mesmo, o qual poderia ficar
amedrontado com a possibilidade de desenvolver, no futuro, uma lesdo oral ou

transmitir o virus para seu parceiro.

B). Subdiagnéstico das infecgoes subclinicas

No colo do utero, a utilizagdo do acido acético na identificagdo de areas
acetobrancas € um método rotineiro na pesquisa colposcopica das lesdes
subclinicas associadas ao HPV (Jacynto et al, 1994; Sellors, Sankaranarayanan,
2003). De acordo com achados da colposcopia, passou-se a acreditar que os
mesmos aspectos poderiam ser observados em outras areas do corpo infectadas
pelo HPV, como a cavidade oral (Panici et al, 1992).

Nao utilizamos o acido acético na cavidade oral, pois nesta regido, seu uso
leva a uma impregnacao difusa da mucosa do vestibulo da boca e, deste modo, a
identificacdo de areas acetobrancas nao pode ser considerada um critério indicativo

de infecgao por HPV na cavidade oral (Kellokoski et al, 1990a; Sarruf, Dias, 1997).
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O contato com tabaco, alcool e sexo oral, por exporem a mucosa oral a
trauma mecénico e quimico, podem justificar a facilidade da mucosa oral em se
corar com o acido acético em baixas concentragcées (Newcomer, Udry, 1985).

Nao foi utilizado colposcoépio no exame da cavidade oral, optando-se somente
pelo exame a vista desarmada. Segundo Panici et al (1992), o colposcopio € um
instrumento importante no exame da cavidade oral uma vez que aumenta a
sensibilidade de deteccdo de areas com o virus. No entanto, os critérios
colposcopicos utilizados na cavidade oral foram os mesmos que os utilizados na
regido anogenital. Sabendo sobre a ineficacia do acido acético na cavidade oral
(Kellokoski et al, 1990a; Sarruf, Dias, 1997), realmente questionamos se n&o seria
importante uma adequagao dos critérios colposcopicos para esta regido. Assim, foi
optado por ndo utilizar o colposcépio na cavidade oral por falta de embasamento na
literatura a seu respeito até o momento. Acreditamos que devam ser realizados mais
estudos sobre a utilizagdo dos critérios colposcopicos da regido anogenital e sua
adequacgao na cavidade oral.

No entanto, nos dois uUnicos trabalhos encontrados na literatura (Panici et al,
1992; Badaracco et al, 1998) que utilizam o colposcépio para diagnostico de lesdes
associadas ao HPV na cavidade oral, as frequéncias de aparecimento de HPV foram
muito maiores se comparadas com o presente estudo e com os demais trabalhos
que nao utilizaram o colposcépio, podendo sugerir que o uso deste aparelho possa

aumentar a sensibilidade diagndstica no estudo do HPV na cavidade oral.

C) A saliva
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Segundo Ochert et al (1994), alguns componentes da saliva poderiam inibir a
detecgcao do HPV por método de PCR.

Ha ainda a possibilidade da saliva ter um papel protetor contra infecgdes
devido a presenga de agentes antimicrobianos como as lisozimas, lactoferrina, IgA e

citocinas segundo Miletic et al (1996).

D) O epitélio da cavidade oral

O epitélio pavimentoso estratificado da boca, em algumas areas
queratinizado, pode ser uma barreira para infeccdo por HPV, fazendo com que seja
mais dificil o virus atingir as camadas mais basais do epitélio como faz no trato

genital (Smith et al, 2004).

E) Infec¢ao transitéria do HPV

Ha possibilidade de ocorrer infeccdo por HPV na cavidade oral de modo
transitorio ou flutuante, assim como pode ocorrer no trato genital (Terai et al, 1999;
Smith et al, 2004). Assim, a auséncia de HPV na cavidade oral nas amostras
pesquisadas podem refletir uma fase onde ja houve desaparecimento da infecgéo
local por HPV.

Alguns autores observaram baixa concordancia entre os tipos de HPV
encontrados nas regides genitais de parceiros sexuais (Beutner et al, 1991;
Kellokoski et al,1992a,b; Franceschi et al, 2002; Smith et al, 2004). Para Beutner et

al (1991) esta baixa concordancia deve-se a uma provavel diferenga na atividade
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biolégica do virus em homens e em mulheres, sendo que o homem tem maior
tendéncia a um curso flutuante da infeccdo, com periodos de remissao espontanea,
que pode ser decorrente do status imunolégico, de fatores locais e das diferentes

formas de organizagéo do epitélio genital em ambos os sexos.

F) Baixa transmissibilidade por sexo oral e baixa freqiiéncia de auto-

inoculagao

Ndo se conhece claramente ainda o processo de transmissdo deste virus
para a mucosa oral. Supde-se que seja por auto-inoculagdo (Cohen et al, 1990;
Smith et al, 2004) ou pela da pratica de sexo oral (Yoshpe, 1995).

Smith et al (2004) acreditam que a baixa frequéncia de auto-inoculagao
justifica o fato da infecg&o oral por HPV nao ser frequente em muitos estudos.

Neste trabalho, o unico paciente com HPV oral negou pratica de sexo oral, o
que condiz com alguns autores (Maden et al, 1992; Winer et al, 2003) os quais
afirmam que nao ha indicacao clara de que homens que praticam sexo oral tenham
maior predisposicao a infecgao oral por HPV do que aqueles que nunca praticaram.

Os resultados deste trabalho mostram que a freqiéncia de aparecimento de
HPV na cavidade oral em pacientes com HPV anogenital é baixa, com valor de 3,3%
e IC (95%) de 0,2 a 19,1%.

Do ponto de vista pratico, esta constatacdo € de fundamental importancia
para os pacientes com HPV anogenital, que tém extrema preocupagéo em relagao a
transmissibilidade do virus para seu(s) parceiro(s) e também para outros locais de
seu corpo. A partir do resultado desta pesquisa, acreditamos que possa nao haver

necessidade de exame da cavidade oral de rotina para investigacao de infeccao por
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HPV em pacientes assintomaticos do ponto de vista otorrinolaringolégico e que
tenham HPV anogenital. A existéncia de uma infecgdo anogenital por HPV n&o
parece predispor o individuo a ter infeccdo oral por HPV e, ainda, o achado de
infeccdo latente poderia trazer preocupacdo ao paciente, sem outros ganhos no
desenrolar do seu tratamento.

Por fim, ha necessidade de realizar estudos com maior numero de pacientes,

a fim de esclarecer se ha concordancia entre os tipos de HPV oral e anogenital.

6. CONCLUSAO

A frequéncia de aparecimento de HPV na mucosa oral de homens com HPV

anogenital, confirmado por biologia molecular, € baixa (3,3%).
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7. ANEXOS

ANEXO 1

Termo de consentimento livre e esclarecido

Eu, Sandra Doria Xavier, portadora do CIC 26909474805, RG 236201876,
residente na cidade de Sao Paulo — SP, cujo telefone de contato é (11) 99720009,
vou desenvolver uma pesquisa cujo titulo € “Frequéncia de aparecimento de
papilomavirus humano (HPV) na mucosa oral de homens com HPV anogenital
confirmado por biologia molecular”.

O objetivo deste estudo é saber quantas pessoas que ja tém lesao pelo virus
do HPV na regiao anogenital — pénis, escroto, regido inguinal e anus - possuem este

mesmo virus na cavidade oral, com ou sem les&o visivel a olho nu, para que
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possamos entender se, uma pessoa com uma regido infectada no corpo, outras
regides como a boca podem estar albergando o virus e, assim, sendo fonte de
persisténcia da doenga ou reinfeccgao.

Sua participagao nesta pesquisa é voluntaria e constara de um exame com
luz comum da sua boca, no qual procurarei por alguma lesdo nesta regido. Caso
seja encontrada alguma lesdo, a mesma sera fotografada e removida sob anestesia
local — lidocaina 2% — e, se necessario, sdo dados pontos com fio que nao é
necessario sua remocao posterior. E um procedimento simples, de poucos minutos,
sem necessidade de internagdo. Caso ndo seja encontrada nenhuma lesao, sera
colhido um raspado com espatula de madeira da sua boca, sem necessitar de
anestesia porque € totalmente indolor, para coleta de material para a mesma
analise. Este procedimento ndo ocasionara nenhuma influéncia no seu tratamento
do HPV genital.

Sua participagao nao trara qualquer beneficio direto, mas proporcionara um
melhor conhecimento a respeito da infeccdo pelo HPV nas diferentes regides de
mucosa do noSSo corpo.

Nao existe outra forma de obter dados com relagdo ao procedimento em
questado e que possa ser mais vantajoso.

Informo que o Sr(a) tem a garantia de acesso, em qualquer etapa do estudo,
sobre qualquer esclarecimento de eventuais duvidas. Se tiver alguma consideragao
ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo — SP.

Também é garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer

momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo.
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Garanto que as informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com
outros pacientes, n&o sendo divulgado a identificagcdo de nenhum dos participantes.

O Sr(a) tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais
das pesquisas e caso seja solicitado, darei todas as informagdes que solicitar.

Nao existirdo despesas ou compensagdes pessoais para o participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também nao ha
compensacao financeira relacionada a sua participacédo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

Eu me comprometo a utilizar os dados coletados somente para pesquisa e os
resultados serdo veiculados através de artigos cientificos, em revistas
especializadas e/ou em encontros cientificos e congressos, sem nunca tornar

possivel sua identificagéo.

Abaixo esta o consentimento livre e esclarecido para ser assinado caso nao

tenha ficado qualquer duvida.

Acredito ter sido suficiente informado a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o trabalho “Frequéncia de aparecimento de
papilomavirus humano (HPV) na mucosa oral de homens com HPV anogenital
confirmado por biologia molecular”. Eu discuti com a médica Dra. Sandra Doria Xavier
sobre minha decisdo em participar deste estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os
propoésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou
claro também que minha participagao € isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso aos resultados e de esclarecer minhas duvidas a qualquer tempo. Concordo

voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a
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qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidade ou prejuizo ou perda

de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Data:

Assinatura do paciente ou responsavel legal

Assinatura do pesquisador

ANEXO 2

Genitoscopia

1° tempo: Exame do pénis a vista desarmada, pesquisando-se condilomas
acuminados, por vezes minusculos, e papulas cor da pele, transparentes,
vermelhas, réseas, leucoplasicas ou pigmentadas.

2° tempo: O pénis foi envolto com gaze embebida em acido acético a 5%,
cobrindo sua superficie e elevando o prepucio. O processo foi estendido até a regiao
escrotal e anal. Aguardaram-se trés a cinco minutos.

3° tempo: Avaliagcdo com colposcépio.

4° tempo: Bidpsia das lesdes suspeitas.

5° tempo: Avaliacdo da uretra distal com colposcoépio e bidpsia de lesdes

suspeitas.



ANEXO 3

Protocolo de Extragcao de DNA

1) Descongelar os tecidos e, com o auxilio de uma lamina, fracionar o tecido,
colocar em um tubo eppendorf de 1.5 ml;

2) No caso das amostras com PBS, centrifugar por 2 minutos para formar um
pellet e retirar o sobrenadante;

3) Adicionar em todas as amostras, 200 ul de Tampao de Proteinase K - TEP
(10 mM de Tris-HCL; 1 mM de EDTA; 200 ug/ml de Proteinase K);

4) Homogenizar e incubar os tubos em banho-maria a 50° C por 48 horas.

5) Homogenizar ocasionalmente e dar um spin para sedimentar o material.

6) ApOs 24 horas de incubagao, adicionar mais 50 pl de TEP.

7) Ap0s o periodo de incubagdo com o TEP, deve ser inativada a 96° C por 15
minutos em banho-seco.

8) Adicionar 200 ul de Acetato de aménio 6M pH 8.5.

9) Agitar por 20 segundos e centrifugar a 12000 rpm por 15 minutos.

10) Remover cuidadosamente o sobrenadante e transferir para um tubo novo

11) Adicionar 600 pl de isopropanol gelado, deixar até o dia seguinte a 20° C.

12) Apds este periodo centrifugar os tubos a 12000 rpm por 15 minutos em
centrifuga refrigerada.

13) Descartar o sobrenadante e adicionar 1 ml de etanol 70%.

74
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14) Homogenizar por inversao e repetir a centrifugacéo de 12000 rpm por 15
minutos por mais 2 vezes.

15) Inverter completamente os tubos apos a ultima centrifugagéo, descartando o
sobrenadante e deixando-o secar na mesma posicao sobre papel absorvente.

16) O DNA devera ser ressuspenso em 50 ul de TE pH 7,5.

17) Deixar uma noite na geladeira e depois congelar ou iniciar o processo de

amplificagao.

FONTE: Instituto Ludwig
ANEXO 4

Protocolo de Amplificacao do DNA
As amostras foram tipadas pelo Kit da Roche — Roche Linear Array — Tipagem
por hibridizagao reversa “Line Blot".
Reacé&o de PCR
1) Primers — PGMY 09/ 11 — 50 uM —(primers biotinilados que amplificam
fragmentos de 450 pb da Regido L1 ORF de HPVs genital.
2) Primers B-GH20 / BPCO4 — 50 uM — ( primers biotinilados que amplificam
fragmentos 268 pb do gene da 3-globina humana.

3) 10X PCR buffer
4) dNTPs Blend ( 10mM ea. dATP, dCTP, dGTP e 30 mM dUTP)

5) MgCI2 25 Mm
6) TaqGold — AmpliTagGold —( 5 U/ul)
7) DNA -4 ul

8) Agua Milli — Q para completar um volume final de 50 pl.

Programa de Amplificacéo
1) Hold — 95° C — 9 min. — 1 ciclo
2) Ciclos — 95° C — 30 segs; 55° C 1 min.; 72° C 1 min. - 40 ciclos
3) Hold — 72° C -5 min. — 1 ciclo
4) Hold— 4° C over night
5) Ap6s a amplificagdo, correr um gel agarose 1% para verificar se todas as

amostras amplificaram.
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FONTE:Instituto Ludwig

ANEXO 5

Deteccao das amostras

Apos amplificacdo por PCR, a amostra amplificada com os primers
especificos para HPV e B-globina sdo desnaturados quimicamente para formar um
DNA de cadeia simples, através da adicdo de Solucdo de Desnaturacdo. A amostra
desnaturada é transferida para o reservatério adequado da bandeja de tipagem, que
contém tamp&o de hibridizagdo e uma unica Tira de Genotipagem para HPV, esta
tira esta revestida com bandas da sonda para HPV e [-globina. A amostra
amplificada ja marcada com biotina s6 ira hibridizar com as sondas
oligonucleotidicas se ela contiver a sequéncia correspondente da sonda
complementar.

1) Aquecer o banho-maria com agitagcao a 53° C;

2) Aquecer solucao lavagem e solucao hibridizagcao a 53° C;

3) Numa placa de 96 wells, colocar 40 ul do produto PCR mais 40 ul de
solucdo de desnaturagdo. Deixar desnaturando por 10 min. em
temperatura ambiente;

4) Identificar e acondicionar as tiras nas bandejas;

5) .Adicionar 3 ml de solugao hibridizagao aquecida a 53° C para cada tira e
aplicar 75 ul do produto de PCR sobre a tira correspondente a amostra.
Deixar no banho-maria a 53 C com agitacao por 40 minutos;

6) .Retirar (vacuo) a solugao hibridizacdo e lavar com 3 ml solugcdo de
lavagem a temperatura ambiente;

7) .Adicionar 3 ml de solugao lavagem a 53 C e incubar em banho-maria com

agitacao durante 15 minutos;
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8) Retirar(vacuo) a solugdo lavagem e adicionar 3 ml conjugado (SA-HRP-
Streptavidin-horseradish peroxidase conjugate), deixar 30 minutos a
temperatura ambiente com agitagao;

9) Lavar com 3 ml solugédo lavagem a temperatura. ambiente;

10) Colocar 3 ml sol. lavagem e agitar por 10 minutos a temperatura.
ambiente;

11) Aspirar (vacuo) a solugédo e colocar 3 ml solugédo de lavagem, agitar por
10min. a temperatura. ambiente;

12) Aspirar (vacuo) a solugdo de lavagem e colocar 3 ml citrato de sddio
0.1M, deixar agitar por 15 minutos a temperatura ambiente;

13) Aspirar (vacuo) o citrato de soédio e colocar o Develop (solugdo de
revelacao — substrato A — citrato de sddio e 0,01% de H202; substrato B —
0,1% 3,3’,5,5 Tetramethylbenzidine (TMB) em Dimethylformamide (DMF)
a 40%), deixar agitar por 5 minutos a temperatura. ambiente;

14) Aspirar (vacuo) o Develop, lavar com agua para retirar o excesso de
revelador e colocar 3 ml citrato de sodio 0.1M para cada tira;

15) Fazer a leitura através da intensidade de cor azul de cada linha, seguindo
o padrao de tipos de HPV dado pelo kit, através de um esquema,;

16) Apds o processo de hibridizagdo, a Tira de Genotipagem é lavada para
remover qualquer material ndo ligado. Depois é adicionado o conjugado
Estreptoavidina-Peroxidase a tira, apés 30 minutos o conjugado liga-se a
amostra marcada com Dbiotina hibridizado com as sondas
oligonucleotidicas, que se encontram na tira. A tira é lavada para remover
0 conjugado nao ligado e uma solugéo de substrato contendo peroxido de
hidrogénio e 3,3’, 5,5-tetramethilbenzidina (TMB) é adicionada a cada tira.
Na presenga de perdxido de hidrogénio, a estreptoavidina-peroxidase que
se encontra ligada, catalisa a oxidagdo de TMB para formar um complexo
de coloragao azul, que precipita nas posicdes da sonda onde ocorre
hibridizacdo. A Tira de Genotipagem ¢é lida visualmente, comparando o

padrao de bandas azuis com o guia de referéncia do teste.

FONTE: Instituto Ludwig



ANEXO 6

Questionario

NOME: Registro:

Data:

Sexo:
Idade:
Raca:

Vicios: Cigarro: Bebida alcodlica: Uso de drogas:

Medicagao em uso:

Queixa oral atual:

Lesdo anogenital pregressa ou atual por HPV:

Lesao oral pregressa por HPV:

Frequéncia das atividades sexuais:
Sexo oral:
Sexo anal:
Numero de parceira(o) atualmente:

Parceira(o) atual com lesao anogenital ou oral por HPV:
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Parceira (0) anterior com les&o anogenital ou oral por HPV:

Uso de preservativo:
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RESUMO

FREQUENCIA DE APARECIMENTO DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) NA
MUCOSA ORAL DE HOMENS COM HPV ANOGENITAL CONFIRMADO POR
BIOLOGIA MOLECULAR

Sandra Doria Xavier — 2007

O papilomavirus humano (HPV) € um pequeno virus de DNA circular, de fita
dupla, ndo-envelopado, que infecta pele e mucosa de varias regiées do corpo, como
a regidao anogenital e cavidade oral. No sistema anogenital, o HPV €& o agente
etioldgico dos condilomas acuminados, que sdo os tumores genitais benignos mais
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comuns em ambos os sexos. E reconhecidamente a doenca sexualmente
transmissivel mais frequente, além de terem estreita relagdo com cancer de colo do
utero. Na cavidade oral, é o agente etioldégico dos papilomas de células escamosas,
hiperplasia epitelial focal, condiloma acuminatum e a verruga vulgaris. O real
significado da presenga do HPV em cavidade oral normal ainda é incerto, assim
como nao se sabe quando o mesmo pode deixar de produzir uma infeccao
latente/subclinica e se transformar em uma lesdo clinica. O contato sexual € o
principal modo de transmissao do HPV, mas outras vias ja foram descritas como a
materno-fetal, a auto-inoculagao a partir de lesdes cutaneas ou anogenitais e o sexo
oral. Poucos trabalhos existem na literatura a respeito da relacdo HPV anogenital e
sua concomitancia na cavidade oral. O objetivo do trabalho é determinar a
frequéncia de aparecimento de HPV na mucosa oral de homens com HPV
anogenital confirmado por biologia molecular. Foram recrutados 30 pacientes com
diagnostico de HPV anogenital, de 15 a 60 anos, no Ambulatorio de Dermatologia da
Santa Casa de Sao Paulo. Todos os pacientes foram submetidos a exame da
cavidade oral e, na auséncia de lesdo oral, foram recolhidas amostras através de
raspado e, na presenca de lesao oral, através de bidpsia da lesdo. Somente 3
pacientes apresentaram algum tipo de les&o oral. Nenhum paciente sem les&o oral
apresentou HPV no estudo por PCR enquanto 1 dos 3 pacientes com les&o oral
apresentou amostra da cavidade oral positiva para HPV. Deste modo, a frequéncia
de aparecimento de HPV oral em pacientes com HPV anogenital foi 3,3% neste
estudo. Do ponto de vista pratico, esta constatacdo € de fundamental importancia
para os pacientes com HPV anogenital, que tém extrema preocupagao em relagéo a
transmissibilidade do virus para seu(s) parceiro(s) e também para outros locais de
seu corpo. A partir do resultado desta pesquisa e também dos dados confrontados
na literatura, acreditamos que nado haja necessidade de exame da cavidade oral de
rotina para investigacao de infecgéo por HPV em pacientes assintomaticos do ponto
de vista otorrinolaringologico e que tenham HPV anogenital. Concluimos que a
freqiéncia de aparecimento de HPV na mucosa oral de homens com HPV
anogenital, confirmado por biologia molecular, foi baixa (3,3%).

ABSTRACT

FREQUENCY OF APPEARANCE OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS (HPV) IN ORAL
MUCOSA OF MEN WITH ANOGENITAL HPV BY A MOLECULAR TECHNIQUE
Sandra Doria Xavier — 2007.

The human papillomavirus (HPV) is a small not enveloped virus with a double-
stranded closed circular DNA, which infects the skin and the mucosa of several
regions of the human body, like the genital region and the oral cavity. In the
anogenital tract, HPV is the aetiological factor of condyloma acuminatum, which is
the most common benign genital tumor in both genders. Currently, it is recognized
that it is one of the most important sexually transmitted diseases. Furthermore, they
have a very close relation to uterine cervix carcinoma and the penile carcinoma. In
the oral cavity, it is the aetiological factor of squamous cell papillomas, focal epithelial
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hyperplasia, condyloma acuminatum and verruca vulgaris. The real meaning of the
presence of HPV in the normal oral cavity is still uncertain, as well it is still unknown
when it can stop producing a latent/subclinical infection and become a clinical lesion.
While the main route of transmission of genital HPV seems to be sexual contact,
others modes of transmission cannot be excluded, including auto-inoculation from
skin or anogenital lesions, vertical transmission and oral sex. There are few studies
about the relationship of genital HPV and its concurrent presence in the oral cavity in
the literature. The objective of this trial is to determine the prevalence of HPV in the
oral cavity of male patients with a confirmed diagnosis of anogenital HPV infection
through PCR technique and reverse hibridization. The aim of the present study was
to establish the frequency of appearance of oral HPV infection in men with anogenital
HPV infection by a molecular technique. Thirty patients aged between 15 to 60 years
old, diagnosed with anogenital HPV infection, have been recruited at the
Dermatology Ambulatory of Santa Casa Hospital of Sdo Paulo. All of them have been
submitted to a physical examination of their oral cavity. When lesions were not
identified in the oral cavity the samples were collected through scraping method, and
if there were oral lesions the samples were collected through biopsy. Only 3 patients
have presented some type of oral lesion and just 1 of them presented a HPV positive
sample in his oral cavity. No patient without oral lesion have presented HPV through
PCR in this study. The frequency of appearance of oral HPV infection in men with
anogenital HPV infection was 3,3%. From a practical point of view, this constatation
has fundamental importance to the patients with anogenital HPV, who have extreme
concern regarding the transmissibility of the virus to his partner(s) and also to others
regions of the body. From the confrontation of the results of this trial with the
literature data, we believe it is not necessary to perform the routine oral examination
in order to investigate the HPV infection in patients presenting genital HPV and
without oral complaints. In conclusion, our data demonstrate that the frequency of
appearance of oral HPV infection in men with anogenital HPV infection was low
(3,3%).
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