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RESUMO

Embora a histéria natural da infeccdo do colo do utero e oral pelo Papilomavirus
Humano (HPV) tenha sido intensamente investigada, a capacidade que o HPV
possui de infectar as mucosas oral e genital no mesmo individuo e o potencial de
transmissédo do virus, ainda ndo estdo bem elucidados. Este estudo analisou a
presenca da infeccdo por HPV em mucosa de orofaringe de mulheres com neoplasia
intra-epitelial de alto grau e carcinoma invasivo do colo do Utero, acompanhadas na
Divisdo de Ginecologia e Obstetricia do Hospital Universitario de Brasilia. Também
analisou-se a presenca da infeccdo por HPV em orofaringe dos parceiros sexuais
atuais das mulheres. Um total de 100 pacientes participou do estudo, dentre os
quais 70 mulheres e 30 parceiros do género masculino. Os dados demogréficos,
historia clinica, habitos e perfil sociocomportamental foram avaliados por meio de
entrevistas. Realizou-se ainda perguntas relacionadas a associacdo da presenca do
HPV na orofaringe com o comportamento sexual dos pacientes. Células da mucosa
orofaringea foram coletadas por meio de raspado com escova citoldgica estéril. Foi
realizada avaliacdo quantitativa do DNA por espectrofotometria e qualitativa por
meio da técnica de PCR, utilizando o padrdo de amplificacdo do gene da proteina $3-
globina. A verificacdo do DNA do HPV foi realizada, utilizando a técnica do nested
PCR com os primers PGMY/GP5/6. Em todas as amostras o DNA apresentou 6timo
grau de pureza e rendimento, além de mostrar-se integro na maioria dos casos. A
infeccdo orofaringea por HPV foi detectada em 4/100 (4%) casos, estando presente
em 1/70 (1,43%) mulher e 3/30 (10%) de seus parceiros. Nao houve correlacdo
entre os fatores de risco do comportamento sexual avaliados e a transmissao
orogenital. Observou-se baixa prevaléncia de infeccdo orogenital nas mulheres,
como também de infeccdo orofaringea nos parceiros. Assim, a baixa prevaléncia
nao demonstrou associacdo entre a presenca do HPV na mucosa de orofaringe e do
colo do utero, sugerindo que a presenca de neoplasia intra-epitelial de alto grau e
carcinoma invasivo do colo do utero nao predispde a infec¢éo oral pelo HPV, nédo se
relacionando a histéria do habito de sexo oral. Porém, verificou-se uma tendéncia de
maior presenca do HPV na orofaringe dos parceiros, necessitando de estudos com
maior amostra para definir a capacidade da transmissao orogenital.

Palavras-chave: Papilomavirus Humano; cancer oral; DNA; neoplasia intra-epitelial
do colo do utero; mucosa de orofaringe; raspado oral; transmissdo orogenital.



ABSTRACT

Although the natural history of Human Papillomavirus (HPV) infection of uterine
cervix and oral cavity has been extensively researched, the capability of this virus to
infect oral and genital mucosae in the same individual and the virus tranmission
potential are not yet well explained. This study analyzed the presence of HPV
infection in oropharynx mucosa of women with high-grade intraepithelial neoplasia or
invasive cervical carcinoma who were treated at the Gynecology and Obstetrics
Division of the University Hospital of Brasilia. It also analyzed the presence of HPV
infection in the oropharynx of their current sexual partners. A total of 100 patients, of
which 70 were women and 30 male sexual partners, composed this study.
Demographic data, clinical history, habits and socio-behavioral profile were assessed
through interviewing. Association of the presence of HPV in oropharynx with the
sexual behavior of the patients was also evaluated. Oropharyngeal mucosa cells
were collected through swab with a sterilized cytological brush. Quantitative
evaluation of the DNA was performed with spectrophotometry, while qualitative
evaluation with PCR, being applied the B-globin protein gene amplification pattern.
HPV DNA was verified using the nested PCR technique, with PGYM/GP5/6 primers.
In all samples, DNA presented a high grade of purity and efficiency, besides being
integral in most of the cases. Oropharyngeal infection was found in 4/100 (4%)
cases, being present in 1/70 (1,43%) woman and 3/30 (10%) male partners.
Correlation between sexual behavior risk factors and orogenital transmission was not
observed. Low prevalence of orogenital infection in women, as well as oropharyngeal
infection in male partners, was also observed. Therefore, such low prevalence did
not evince the association of HPV presence in oropharynx and in cervix, suggesting
that the presence of high-grade intraepithelial neoplasia or of invasive cervical
carcinoma does not predispose to HPV oral infection, not being correlated to the
history of oral sex practice. However, it was observed a tendency of greater HPV
presence in oropharynx within the male partners group, which requires studies with a
larger sampling universe, so that orogenital transmission capability might be defined.

Keywords: Human Papillomavirus; oral cancer; DNA; intraepithelial cervical
neoplasia; oropharynx mucosa; oral swab; orogenital transmission.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas do colo do utero, também conhecido
como cervical, origina-se de lesdes potencialmente malignas com crescimento
celular displasico, denominadas neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC). As NICs
sao classificadas em NIC1, NIC2 ou NIC3, dependendo da gravidade da lesdo
(Klaes et al., 1999). O carcinoma do colo do utero representa a segunda neoplasia
maligna mais comum em mulheres, depois do cancer de mama e a quarta causa de
morte de mulheres por cancer no Brasil (INCA, 2012). Dados da Agéncia
Internacional de Pesquisa do Céancer (IARC) relataram 530.232 novos casos de
cancer do colo do utero e 275.008 6bitos em 2008, com mais de 83% dos casos
encontrados em paises em desenvolvimento (IARC, Bray et al., 2012). O Instituto
Nacional de Cancer (INCA) registrou estimativa de 17.540 novos casos no Brasil, em
2012, e 4.986 oObitos em 2010 (INCA). A principal alteracdo que pode levar a esse
tipo de cancer é a infeccdo pelo Papilomavirus Humano, o HPV, com alguns
subtipos de alto risco, também chamados oncogénicos, relacionados aos tumores

malignos.

O HPV é um grupo de virus DNA hospedeiro-especifico, com especificidade
singular pelas células epiteliais. Particularmente os tipos 16 e 18, constituem a
principal causa de cancer do colo do utero (zur Hausen, 1999). Os pequenos
filamentos duplos de DNA do HPV foram primeiramente identificados, clonados e
sequenciados a partir de amostras tumorais do colo do Utero e posteriormente
estabelecidos como importantes agentes causadores do desenvolvimento dessa
neoplasia. A descoberta homenageou o seu descobridor Harald zur Hausen com a
atribuicdo do Prémio Nobel da Fisiologia e Medicina no ano de 2008 (Shukla et al.,
2009). Alem disso, investigacdes epidemiolégicas confirmaram o papel causal do
HPV na maioria dos outros tipos de tumores malignos anogenitais. Cada vez mais
evidéncias epidemiolégicas e moleculares também indicam o papel do HPV na
etiologia de um subconjunto de carcinomas do trato aerodigestivo superior (Hussain
et al., 2008).
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Estima-se que o HPV seja responsavel por mais de 5% do total anual de
cancer em todo o mundo (Parkin, 2006). A ampla especificidade do virus pelas
células epiteliais determina importante papel na patogénese do carcinoma de células

escamosas de cabeca e pescoco (Gillison et al., 2000; Termine et al., 2012).

O carcinoma de células escamosas oral (OSCC) é o sexto tipo de cancer
mais comum, com uma incidéncia anual de aproximadamente 400.000 casos em
todo o mundo. Embora os principais fatores de risco para o cancer de cabeca e
pescoco continuem sendo o uso de tabaco e alcool, o HPV tem sido etiologicamente
associado a 20-25% dos carcinomas de células escamosas de cabeca e pescoco,
especialmente na orofaringe (Parkin, 2001; Parkin et al., 2005; Hennessey et al.,
2009; Chung & Gillison, 2009). Um estudo realizado por Thavaraj et al. (2011)
observou a presenca de HPV em 61% (87/142) dos casos analisados de carcinoma
de células escamosas de tonsila, utilizando a combinacdo dos métodos de imuno-
histoquimica (IHC) para o pl6, hibridizag&o in situ (ISH) e Reagdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) para o HPV.

Ha evidéncias de que o carcinoma de ceélulas escamosas de orofaringe
associado ao HPV seja biologicamente distinto e 0s pacientes apresentem uma
maior sobrevida quando comparados aos tumores HPV-negativos, bem como
respondem melhor aos tratamentos de radio e quimioterapia (Ragin & Taioli, 2007;
Fakhry et al., 2008; Gillison, 2009). Por esta razdo, o conhecimento etiolégico destes
carcinomas fornece subsidio para melhor estabelecimento do prognéstico e

planejamento terapéutico.

Em contraste com a riqueza de dados disponiveis sobre a infec¢cdo por HPV
genital, pouco ainda se conhece acerca da infec¢do oral pelo virus (Bosch et al.,
2008; Schiffman et al., 2009; Scarinci et al.,, 2010). Um ponto questionavel na
infeccdo oral por HPV é se ela pode desenvolver-se a partir de uma infeccao genital
causada pelo HPV, por meio da transmissédo sexual pelo contato orogenital, ou se
pode ser considerada um evento independente (Adelstein et al., 2009; Nair & Pillai,
2005). Pertinente a esta questdo, € importante conhecer a frequéncia de infeccao

oral por HPV em mulheres com doenca do colo do Gtero (Termine et al., 2011).

Um estudo realizado por Hemminki et al. (2000) verificou que o

comportamento sexual € um fator relevante de transmisséo de infec¢gbes por HPV e
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supde-se contribuir para os carcinomas do trato aerodigestivo superior. Nesse
estudo observou-se um aumento da ocorréncia do cancer de tonsila em mulheres
com idade igual ou superior a 50 anos, diagnosticadas com carcinoma in situ do colo
do utero. Além disso, uma significativa ocorréncia do cancer de tonsila entre os
maridos dessas pacientes forneceu um suporte adicional para o sugerido papel do
HPV na carcinogénese da orofaringe.

Embora atualmente ndo existam padrbes internacionais reconhecidos para
deteccdo de HPV em cancer de cabeca e pescoco, dois métodos diagndsticos tém
sido amplamente utilizados (Braakhuis et al., 2009). O primeiro utiliza a IHC do p16
seguida da técnica de PCR para o DNA do HPV. O segundo envolve a IHC do p16
seguida da deteccdo do DNA do HPV por ISH (Singhi & Westra, 2010; Thavaraj et
al., 2011). Estudos tém demonstrado que o DNA isolado a partir de células epiteliais
por diferentes protocolos podem ser usados com sucesso para realizar ensaios
baseados em PCR. Tal fato € apoiado pela alta ou completa concordancia de
resultados utilizando o PCR, quando analisadas amostras de DNA isolado de células
bucais de um individuo (Garcia-Closas et al., 2001). A coleta de amostras de DNA a
partir de células da mucosa oral pela técnica do raspado fornece material suficiente
para analises por PCR, além de possuir vantagens, como ser menos invasiva,
indolor, de baixo custo, facil transporte e armazenamento (Steinberg et al., 2002;
Mulot et al., 2005).

Com base no aumento de estudos que relatam o papel do HPV de alto-risco
na etiologia dos carcinomas de cabeca e pescoco e na sua provavel relacdo com a
transmissao orogenital, é importante conhecer a provavel transmisséao oral do HPV
em pacientes com doenca do colo do Utero causada pelo virus, bem como nos

parceiros sexuais dessas mulheres.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O PAPILOMAVIRUS HUMANO

O Papilomavirus Humano (HPV) é um grupo de virus DNA hospedeiro-
especifico de cadeia dupla e circular, da familia Papilomaviridae (zur Hausen, 1996).
O HPV possui uma especificidade singular pelas células epiteliais, as quais séo
infectadas através de rupturas causadas pelo virus na superficie epitelial, e é
mantido no nucleo das células da camada basal. Nas células epiteliais, o DNA do
HPV se replica e atinge um numero elevado de coépias (Stubenrauch & Laimins,
1999). O virus apresenta um envoltério capsidico icosaédrico, com 52 a 55
nandémetros (nm) de diametro, que contém um genoma de aproximadamente 8.000
pares de base (bp), nado-envelopado, e codifica duas proteinas reguladoras
produzidas pelos genes iniciais, E1 e E2, trés oncoproteinas, E5, E6 e E7, e duas

proteinas do capsidio estrutural, L1 e L2 (Rous & Beard, 1935).

Mais de 100 tipos diferentes de HPV foram identificados e divididos entre
aqueles com predilecdo para infectar a pele e aqueles que infectam superficies
mucosas (Kjaer et al., 2001; Schiffman & Castle, 2003; de Villiers et al., 2004; zur
Hausen, 2009). As infec¢Bes de mucosa sdo bem conhecidas pela associacdo com
um espectro de doencas humanas que variam de papilomas ou verrugas benignas a
carcinomas invasivos em regides como colo do Utero, vulva, vagina, anus, pénis e
mais recentemente na regido de cabeca e pescoco (zur Hausen, 2002; de Villiers et
al., 2004; McLaughlin-Drubin & Munger , 2009; McLaughlin-Drubin et al., 2012). O
laboratério coordenado por Harald zur Hausen foi o primeiro a demonstrar que as
verrugas genitais contém o genoma do HPV (Gissmann & Hausen, 1980; de Villiers
et al., 1981).

Os Papilomavirus humanos sao classificados como de alto risco e de baixo

risco, com base na propenséo para causar malignidade. Esta classificacdo foi mais
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precisamente estabelecida para os HPVs mucosos. HPVs de baixo risco, tais como
os tipos 6 e 11, induzem hiperproliferagdes benignas do epitélio, como papilomas ou
verrugas. Em contraste, os HPVs de alto risco, tipos oncogénicos, como 16, 18, 31,
33 e 35, foram assim definidos pela forte associacdo epidemiolégica com o cancer
do colo do utero. (McDougall, 1994; de Villiers et al., 2005).

O papel carcinogénico do HPV de alto risco remete principalmente a duas
oncoproteinas, a E6, a qual promove a degradacdo da proteina supressora de tumor
p53, e a oncoproteina E7, que inativa o0 gene supressor de tumores pRb (zur
Hausen, 2000; Chung & Gillison, 2009). A expresséo das proteinas E6 e E7 do HPV
resulta na proliferacdo celular, perda da regulacdo do ciclo celular, diferenciacao
celular alterada, aumento da frequéncia de mutacdes espontaneas e induzidas, e
instabilidade cromossd6mica (Minger & Howley, 2002). Essas alteracdes genéticas
podem levar a transformacéo celular e a progressdo maligna do epitélio (Chung &
Gillison, 2009).

Apenas uma das duas cadeias circulares do DNA genémico do HPV é
ativamente transcrita. O genoma pode ser dividido em trés partes principais: uma
regido inicial (E) de 4 quilobases (kb) que codifica proteinas nao-estruturais, uma
regido tardia (L) de 3kb que codifica duas proteinas do capsidio e uma regido de
controle longa (LCR) de 1kb, ndo-codificante, que contém uma variedade de
elementos reguladores da replicacéo viral e da expressao génica. Os genes E e L
sdo numerados de acordo com o tamanho e quanto maior o nimero, menor o
fragmento estrutural correspondente. A estrutura génica do HPV est4 demonstrada

na Figura 1.
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Figura 1: Estrutura génica do HPV. O genoma é composto por trés
partes: regido inicial E, regido tardia L e regido de controle longa LCR.

O ciclo de vida do HPV esta intimamente relacionado a diferenciacdo das
células epiteliais infectadas. Inicialmente, o virus infecta as células da camada basal,
a fim de estabelecer uma infeccdo persistente. A natureza dos receptores do HPV
permanece pouco esclarecida (Evander et al., 1997; Stubenrauch & Laimins, 1999;
Minger & Howley, 2002). Do mesmo modo, 0s processos que mediam a captacéo
do virus, descapsidacdo e importacdo nuclear do genoma viral permanecem
amplamente desconhecidos. ApGs a infeccdo inicial, os epissomas virais sao
mantidos nas células basais, que se dividem assimetricamente e
perpendicularmente a membrana basal. Uma célula-filha conserva as caracteristicas
da célula basal enquanto que a outra célula-filha estd empenhada na diferenciacao.
Assim, a célula se retira do ciclo de divisdo celular, e € subsequentemente
empurrada para cima, no interior da camada espinhosa. Os genes do HPV sé&o
divididos entre as duas células-filhas, e um dos maiores desafios do ciclo de vida do

Papilomavirus é estabelecer e/ou manter um ambiente de replicacdo celular

competente nos queratindcitos diferenciados (Cheng et al., 1995).

Nas células diferenciadas, o virus se replica com elevado nimero de copias,
0S genes tardios sdo expressos e a progénie viral € produzida (Stubenrauch &
Laimins, 1999; Munger et al., 2004). Os HPVs séo virus ndo-liticos e a progénie viral

€ imersa no epitélio. A proteina E4 do HPV associa-se a filamentos intermediarios de
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queratina, o que afeta a estabilidade mecéanica da rede e facilita a liberagdo de

particulas virais (Duensing et al., 2001).

As proteinas E1 e E2 desempenham um papel importante na replicacdo do
genoma viral. A proteina E2 é um fator de transcricdo de ligacdo de DNA que
interage com a sequéncia ACCN6GGT na LCR viral (McBride et al., 1991). A
proteina E2 do HPV de alto risco possui capacidade de atuar como ativadora de
transcricdo, mas funcionam como repressores transcricionais da expressédo de
genes virais nos queratinécitos (Phelps & Howley, 1987; Bernard et al., 1989;
Demeret et al., 1997). Além de modular a expressdo genética viral, a proteina E2
associa-se com a proteina E1 do DNA viral. Esta interacdo € necessaria para o
eficiente reconhecimento inicial e replicacdo do genoma viral (Chiang et al., 1992a;
Chiang et al., 1992b). A proteina E2 também desempenha importante funcdo na
separacdo do genoma viral durante a divisdo celular, aglomerando os genes virais
em cromossomos mitéticos (Skiadopoulos & McBride, 1998). A associacdo de E2
com cromossomos mitéticos é mediada pela interacdo com a proteina bromo-
dominante humana (Brd4) (You et al., 2004).

Uma vez que os HPVs ndo codificam outras enzimas necessérias para a
replicacdo do DNA, a producdo de genomas virais € inteiramente dependente da
maquinaria que sintetiza o DNA celular do hospedeiro. Os HPVs séo replicados nas
células epiteliais diferenciadas, as quais tém o crescimento impedido e
consequentemente sdo incapazes de manter a sintese gendmica. Assim, 0 virus
desenvolve funcbes que criam e/ou mantém uma competente replicacéo celular nos
queratindcitos diferenciados infectados. Um aspecto também importante do ciclo de
vida do Papilomavirus é o estabelecimento a longo prazo no epitélio, onde as células
sofrem diferenciacdo constantemente e células diferenciadas s@o perdidas. As
estratégias especificas que os HPVs de alto risco desenvolveram para contrariar
esses desafios contribuem diretamente para o seu potencial oncogénico (Thorland et
al., 2003).
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2.1.1 Carcinogénese

Pelo menos 15 tipos de HPVs de alto risco ou oncogénicos foram
identificados, com base na associacdo com o carcinoma cervical, tais como 0s tipos
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82. O HPV16 € o tipo mais
comum, encontrado em 87% a 90% dos carcinomas de orofaringe HPV-positivos
(Gillison et al., 2000; Terai & Burk, 2002; Mufioz et al., 2003; Kreimer et al., 2005;
Thavaraj et al., 2011). Os HPVs de alto risco mucosos codificam trés proteinas de
transformacao, E5, E6 e E7, cujo papel na transformacédo celular e manutencéo do
fendtipo maligno foi descrito pela primeira vez em carcinomas do colo do utero
(Hwang et al., 1995). A proteina E5 do HPV pode contribuir para as primeiras etapas
de iniciacdo do cancer e para a formagdo do cancer. Desempenha um papel
importante durante o curso inicial da infeccdo pela ligacdo ao fator de crescimento
epidermal (EGF), ao receptor beta (B) do fator de crescimento derivado das
plaguetas e ao receptor 1 do fator estimulante de colbnias, para promover a
proliferacdo celular (Hwang et al., 1995; Maufort et al., 2007; Talbert-Slagle &
DiMaio, 2009). Entretanto, a sequéncia codificadora de E5 geralmente é deletada do
DNA viral epissomal durante a integracdo ao genoma hospedeiro na progressao
maligna. Assim, a expressao de E5 é perdida no carcinoma, ndo sendo, portanto,
necessaria para a manutencao do fenétipo transformado. Por isso, 0s processos de
progressdo maligna associados ao HPV de alto risco estdo centrados nas
oncoproteinas E6 e E7, que séo regularmente expressas em lesdes associadas ao
HPV e ao cancer (Schwarz et al., 1985).

As marcas principais dos tumores humanos, como catalogadas por Hanahan
e Weinberg (2000) em seu artigo de revisdo classico, incluem a aquisicdo de
potencial proliferativo ilimitado, a independéncia do fator de crescimento, evasao de
apoptose e de sensibilidade aos sinais citostaticos. Incluindo ainda a introducéo de
propriedades invasivas e metastaticas, e a manutencdo da angiogénese. Cada uma
dessas caracteristicas surge como resultado de alterag6es genémicas (Hanahan &
Weinberg, 2000). Em carcinomas associados ao HPV de alto risco, as oncoproteinas

E6 e E7 constituem os reguladores de cada um destes processos e, portanto, a
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expressdo de oncoproteinas do HPV de alto risco € representativa para multiplos
processos oncogénicos. Esse processo € normalmente relacionado & mutagdes
devido a predisposicdo genética e/ou a exposicdo ambiental a substancias
cancerigenas. Além disso, as oncoproteinas E6 e E7 atuam como potentes
modificadores de mitose, aumentando assim a probabilidade de adquirir mutacgoes
celulares adicionais que contribuem para a progresséo carcinogénica durante cada

ciclo da diviséao celular (Hurlin et al., 1991).

O desenvolvimento de cancer por HPV de alto risco baseia-se na interacao do
virus no genoma hospedeiro (Munger et al., 2004). Este evento desregula o gene E2
do HPV, que é um repressor transcricional dos genes E6 e E7. Uma vez libertos do
controle de E2, a producédo de proteinas E6 e E7 interfere nas vias celulares que
controlam a divisdo celular, a reparacdo do DNA e a apoptose (Dyson et al., 1989;
Munger et al., 1989) (Figura 2).

A proteina E7 do HPV se liga ao complexo ligase de ubiquitina cullin 2 (CUL2)
e ubiquitina a proteina supressora de tumor do retinoblastoma, a pRb, que controla a
entrada da célula na fase S do ciclo celular pela associagdo com membros da familia
de fatores de transcricdo E2F, indutores da progressao do ciclo celular (Dyson et al.,
1989; Munger et al., 1989; Hanahan & Weinberg, 2000; Huh et al., 2007). A
ubiquitinacdo induz a degradacdo da pRb, resultando no descontrole da fase G1/S
do ciclo celular. Na auséncia da funcdo de pRb, a familia E2F de fatores de
transcricdo é liberada e a transcricdo de genes na fase S ocorre, levando a
proliferacdo celular. Nas células normais, a fosforilacdo da pRb pelos complexos
quinases dependentes de ciclina CDK4 e/ou CDK®6/ciclinaD em G1 resulta na
ruptura e/ou inativacdo funcional dos complexos repressores transcricionais
pPRb/E2F e os E2Fs dissociados atuam como ativadores transcricionais de genes
gue sao fundamentais para a entrada na fase S e progresséo (Dyson et al., 1989). A
proteinas E7 esta associada com a pRb pela sequéncia de aminoacidos LXCXE (L=
leucina; C= cisteina; E= glutamato; X= qualquer aminoacido) (Munger et al, 1989a).
Portanto, a inativagdo de pRb libera o E2F, fator de transcricAo que induz a
progressao do ciclo celular. As proteinas E7 de HPVs de alto rico ligam-se a pRb de
forma mais eficiente do que a E7 de HPVs de baixo risco. Essa diferenca de ligacao
foi atribuida ao residuo de aminoacido que precede a sequéncia LXCXE (Heck et al.,
1992.; Sang & Barbosa, 1992; Ciccolini et al., 1994).
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Figura 2: Diagrama da transformacgao maligna nos queratinécitos causada pelas oncoproteinas
E6 e E7 do HPV. No sentido horéario a partir de A: ubiquitinacdo por E7 e o complexo ligase de
ubiquitina cullin 2 levando a degradacao do pRb; B: interagcdo entre E7 e p27 resultando na inibigdo
da parada do ciclo celular; C: interacdo entre E7 e p21 resultando na inibicdo da parada do ciclo
celular; D: ubiquitinacdo por E6 e ligase de ubiquitina E6AP levando a degradagcdo de p53; E:
aumento da expressdo de pl6 devido a auséncia de funcdo de pRb; F: degradacdo de NFX1, um
repressor transcricional de hTERT, por associacdo com E6/E6AP resultando na ativacdo de hTERT e

imortalizacéo celular. Adaptado de Chung & Gillison, 2009.

A capacidade com que a proteina E7 do HPV de alto risco se liga & pRb para
a degradacao se correlaciona fortemente com a sua capacidade de transformacéo
celular (Jones & Munger, 1997). A inativacdo enzimética de pRb por E7 tem duas
implicagbes importantes. Em primeiro lugar, um mecanismo n&o-estequiométrico
assegura a inativacado eficaz da pRb mesmo quando E7 € expressa em niveis
baixos. Isso pode ser necessario de modo a evitar a deteccdo e eliminacdo de
células infectadas pelo sistema imune durante a infec¢do persistente. Em segundo

lugar, a degradacdo da pRb mediada por E7 resulta na subversdo de todas as
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atividades biologicas da pRb, ndo apenas daquelas relacionadas a regulagdo do
ciclo celular. Isto € muito importante devido a pRb estar envolvida na regulagédo de
multiplos processos celulares, incluindo morte celular, pontos de controle mitéticos e
diferenciacdo celular (Du & Pogoriler, 2006). Assim, a inativacdo da pRb leva a
desregulagcédo de outros componentes do ciclo celular, como por exemplo, a p16,
uma proteina inibidora do complexo quinase dependente de ciclina (CDK), que se
acumula na tentativa de impedir a proliferacéo celular. Apesar do acumulo de p16, a
E7 supera os efeitos inibitérios por meio de outras vias e a proliferacdo

descontrolada segue.

A proteina E6 do HPV forma um complexo com uma ligase de ubiquitina E3, a
proteina associada a E6 (E6AP) e ubiquitina a proteina supressora de tumor p53. A
principal funcao de p53 é também impedir a progresséao do ciclo celular para permitir
a reparacao do DNA. Se a lesdo ao DNA é grande, o p53 desencadeia a apoptose
da célula. Devido a isso, conceituou-se a p53 como “a guardida do genoma”, que
mantém a integridade do DNA celular. A ubiquitinacédo provoca a degradacao rapida
de p53, o que resulta na desregulacdo de checkpoints do ciclo celular, levando a
instabilidade gendmica (Kessis et al., 1993; Hanahan , Weinberg, 2000). Além disso,
a E6 em conjunto com E6AP, induz a ativacdo da enzima telomerase (hTERT), uma
transcriptase reversa, pela degradacdo de NFX1, um repressor de transcricdo da
hTERT, contribuindo assim para a imortalizacdo da célula, com potencial de

replicacédo ilimitado (Figura 2).

Estudos recentes indicam que E6 e E7 tém varios parceiros de ligacdo que
exercem efeitos oncogénicos além da degradacdo da p53 e pRb, e tém efeitos
complementares na atividade de transformacédo. Quando o pRb é eliminado in vivo,
a perda de desse repete alguns dos fenétipos da expressao de E7, mas ndo todos, o
qgue indica que E7 pode ter uma funcdo independente do pRb, contribuindo para a
tumorigénese (Strati & Lambert, 2007). Por exemplo, a proteina E7 causa a ativacéo
aberrante da quinase dependente de ciclina 2 (CDK2), que € regulada por
associacdo com subunidades reguladoras positivas, as ciclinas E e A, bem como de
inibidores de CDKs (CKIs), mais proeminentemente o p21 e o p27. A expressao de
E7 resulta na expresséo desregulada das ciclinas A e E pelas vias dependentes do
E2F, e também inativa as atividades inibitérias do p21 e p27 (Zerfass-Thome et al.,
1995; Zerfass-Thome et al., 1996; Funk et al., 1997; Jones et al., 1997; Davies et al.,
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1993; Helt et al., 2002; He et al., 2003; Nguyen & Munger, 2008; Shin et al., 2009).
Estes CKls também séo envolvidos na ligacdo de parada do ciclo celular e na
diferenciacéo dos queratindcitos (Alani et al., 1998; Di Cunto et al., 1998; Missero et
al., 1996). Portanto, a inibicdo de p21 e p27 por E7 pode desempenhar um papel
importante na desregulagdo mediada pelo HPV da diferenciagcdo e proliferacéo
celular, necessérias para a replicacédo viral e carcinogénese (Chung & Gillison, 2009)
(Figura 2).

Quando as proteinas E6 e E7 sado silenciadas em linhagens de células do
cancer de orofaringe HPV-positivo utilizando pequenos RNAs de interferéncia
(shRNAS), a expressédo de p53 e pRb é restaurada. Além disso, a inibicdo de E6 e
E7 induz a apoptose e reduz a viabilidade das células, indicando que a expresséo
das oncoproteinas E6 e E7 € necessaria para a manutencdo do tumor em
carcinomas de orofaringe, como é visto nos carcinomas cervicais. Além disso, a E7 é
conhecida por ser a maior oncoproteina de transformacéo durante as fases iniciais
da carcinogénese do carcinoma de orofaringe quando comparado com a E6 que

parece funcionar na fase posterior (Rampias et al., 2009).

Apesar de ter multiplos parceiros de ligacdo com os efeitos oncogénicos bem
como permitir que as células adquirem alteracbes genéticas que causam
instabilidade genbmica, a expressdo de E6 e E7 sozinha ndo € suficiente para
causar a progressdo maligna ou transformacdo oncogénica. Porém, atualmente
eventos genéticos adicionais que sdo necessarios para o desenvolvimento de
carcinomas sao desconhecidos. Também nao esta claro se estes eventos genéticos
sdo comuns entre canceres associados ao HPV especificos (por exemplo, cancer de
orofaringe) ou comuns a todos os canceres associados ao HPV (por exemplo,
cervical, vulvar, vaginal, cancer anal, pénis, e de orofaringe) (McLaughlin-Drubin &
Munger, 2009; Chung & Gillison, 2009).
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2.2 DOENCAS HUMANAS ASSOCIADAS AO PAPILOMAVIRUS HUMANO

As infeccdes das mucosas por HPV representam um grupo de doencas
sexualmente transmitidas (DST) comuns em todo o mundo. Na idade de 50 anos,
cerca de 80% das mulheres foram expostas ao virus (Myers et al., 2000).
Aproximadamente 630 milhdes de pessoas estao atualmente infectadas por HPV no
mundo, com 30 milhdes de infec¢bes genitais diagnosticadas a cada ano (Scheurer
et al., 2005). Além disso, estima-se que nos Estados Unidos ha 20 milhdes de
pessoas infectadas por HPV, com quase metade delas na faixa etaria de 15 a 24
anos (Cates, 1999; Koutsky, 1997; Weinstock et al., 2004). O custo total estimado
para o tratamento clinico de doencas associadas ao HPV nos Estados Unidos é
maior que 3 bilhdes de doblares por ano, e a maior parte deste montante é gasto com
gestdo e tratamento de lesdes potencialmente malignas (Chesson et al., 2004,
McLaughlin-Drubin & Munger, 2009).

2.2.1 Doenca Genital

Infeccbes mucosas causadas por HPV estdo associadas a um elevado
namero de doencgas, que vao desde verrugas genitais benignas até os carcinomas
do colo do utero e regido anogenital. Ainda que as infec¢des por HPV de alto risco
possam causar lesdes intra-epiteliais que apresentam risco de progressao maligna,
a maioria das infec¢des por HPV de alto risco nao resultam em lesdes clinicamente
aparentes. Uma frequéncia muito alta de infeccbes origina-se e regride
espontaneamente. Além disso, a progressdo maligna é geralmente um processo
lento e os carcinomas associados ao HPV de alto risco surgem de anos a décadas

apos a infeccado original. Isso proporciona uma ampla janela de oportunidades para a
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deteccdo de lesdes associadas ao HPV antes que carcinomas invasivos tenham se
desenvolvido. Nao obstante, a etiologia viral destes tumores favorece a prevencéo e
o tratamento (Frazer, 2004; McLaughlin-Drubin & Minger, 2009).

O carcinoma do colo do utero é caracterizado por uma fase pré-maligna bem
definida que pode ser suspeitada pelo exame citologico de células do colo do utero
esfoliadas, conhecido como Papanicolau (Pap), e confirmada por exame histoldgico.
Estas alteracbes pré-malignas representam um espectro de anormalidades
histologicas que variam de NIC1 (neoplasia intra-epitelial cervical com displasia leve)
para NIC2 (displasia moderada) e para NIC3 (displasia severa e carcinoma in situ)
(Woodman et al., 2007), como mostra a Figura 3.
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Figura 3: Progressdo para o cancer cervical mediada por HPV. O HPV tem acesso as células
basais através de micro-abrasfes no epitélio cervical. Apés a infecgdo, os genes iniciais do HPV, E1,
E2, E4, E5, E6 e E7, s@o expressos e 0 DNA viral se replica a partir do DNA epissomal (nacleo roxo).
Nas camadas superiores do epitélio (zonas intermediaria e superficial) o genoma viral é replicado
novamente, e 0s genes tardios L1 e L2, e E4 sdo expressos. Lesdes intra-epiteliais de baixo grau
mantém a replicagcdo viral. Um numero desconhecido de infecgbes por HPV de alto risco progride
para neoplasia intra-epitelial cervical de alto grau. A progressdo das lesdes néo tratadas para
carcinoma in situ e invasivo estd associada com a integracdo do genoma do HPV ao cromossomo

hospedeiro (nucleo vermelho). Adaptado de Woodman et al., 2007.
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A progressao maligna lenta tem sido fundamental para a deteccéo eficiente
de lesbes cervicais potencialmente malignas associadas ao HPV pelo exame do
Papanicolau, que consiste em um procedimento simples, bem aceito e permite a
analise citolégica de células esfoliativas do colo do utero. Em paises onde nédo ha
programas preventivos generalizados de orientagdo para a coleta do exame do
Papanicolau, o cancer do colo do Gtero é altamente prevalente e responsavel por 10

a 25% dos canceres em mulheres (Ferlay et al., 2010).

Mundialmente, o cancer do colo do utero apresenta incidéncia de
aproximadamente 530.230 novos casos por ano e cerca de 275.000 mortes
anualmente (Ferlay et al., 2010, Bray et al., 2012; IARC). Dados do Instituto Nacional
de Cancer (INCA) relatam estimativa de 17.540 novos casos no Brasil, em 2012, e
4.986 Obitos em 2010. Apesar dos inumeros programas de prevencdo do
Papanicolau e a consequente reducdo de 70% da incidéncia de cancer do colo do
Gtero, este permanece sendo a segunda maior causa de morte por cancer em

mulheres americanas entre 20 e 39 anos (Jemal et al., 2005).

Os HPVs estéo associados com mais de 99% de todos os casos de cancer do
colo do utero, com os tipos de alto risco 16, 18, 31, 33 e 45 detectados em até 97%
dos casos em todo o mundo (Walboomers et al.,1999; zur Hausen, 2002; Clifford et
al., 2003; Saini et al., 2010). Além do carcinoma de células escamosas, o DNA do
HPV também foi detectado em adenocarcinomas cervicais, carcinomas
adenoescamosos e carcinomas com diferenciacdo neuroendocrina (Howley & Lowy,
2007; McLaughlin-Drubin & Minger, 2009). O HPV 16 € mais comumente associado
ao carcinoma de células escamosas, enquanto o HPV 18 é o tipo predominante em

adenocarcinomas e carcinomas neuroendocrinos.

Uma vez que os HPVs de alto risco sdo sexualmente transmissiveis, a
incidéncia de lesBes e carcinomas associados ao HPV esta relacionada ao inicio
precoce da atividade sexual e ao numero de parceiros sexuais durante a vida
(Schiffman et al., 2007). Mais de 40 tipos de HPV infectam o trato genital (de Villiers
et al., 2004). A maioria das mulheres é infectada depois da primeira relacdo sexual,
com maior prevaléncia em mulheres abaixo dos 25 anos de idade. Depois desta
idade a prevaléncia diminui rapidamente. Estudos transversais indicam um segundo

pico da infecgcdo em mulheres mais velhas perto do periodo em que a incidéncia do
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cancer do colo do utero € mais alta (Collins et al.,, 2002; Castle et al., 2005;
Franceschi et al., 2006).

Os homens evidentemente desempenham um papel importante como vetores
e/lou portadores de HPVs de alto risco e podem desenvolver lesbes intra-epiteliais
penianas. Curiosamente, essas lesdes sdo muito menos comumente detectadas do
gue neoplasias intra-epiteliais em mulheres, mas podem sofrer progressédo maligna
para o carcinoma de pénis. Apesar dos carcinomas de pénis serem raros, em geral a
taxa de incidéncia esté relacionada com a do carcinoma do colo do Utero em muitas

partes do mundo (Franceschi et al., 2002).

A integracdo das sequéncias do genoma do HPV ao cromossomo da célula
hospedeira representa um evento frequente durante a progressdo maligna.
Aparentemente ndo ha regibes no cromossomo hospedeiro para a integracdo do
genoma do HPV, mas sitios frageis que séo alvos frequentes (Smith et al., 1992).

Além da grande maioria dos carcinomas do colo do Gtero, uma fracdo de
outros canceres do trato anogenital foi relacionada a infec¢des por HPV de alto risco
(Zur Hausen, 2002; Schiffman et al., 2007; Hussain et al., 2008; Acay et al., 2008).
Os HPVs de alto risco estdo associados a 40-60% dos carcinomas vaginais,
neoplasias intra-epiteliais vaginais, carcinomas penianos, até 50% dos carcinomas
vulvares e aproximadamente 90% dos carcinomas anais (Parkin & Bray, 2006).
Semelhantemente ao carcinoma cervical, o carcinoma anal associado ao HPV
desenvolve-se na zona de transicdo entre os epitélios colunar e escamoso (Howley
& Lowy, 2007). O risco de desenvolver infeccdo anal e cervico-anal é mais elevado
entre os individuos infectados com HIV do que na populacdo em geral (Frisch et al.,
2000).
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2.2.2 Carcinoma de Células Escamosas de Cabeca e Pesco¢o (HNSCC)

O HNSCC geralmente surge em individuos mais jovens que nao tém os
fatores de risco classicos, 0 que torna a associacdo entre os carcinomas HPV-
positivos independente da influéncia do tabaco e do alcool (Fakhry & Gillison, 2006;
Pintos et al., 2008; D Souza et al., 2009). Dentre os HPVs de alto risco, o tipo 16 é 0
mais frequentemente detectado no HNSCC, ocorrendo em 90-95% dos tumores
relacionados ao HPV, seguido por uma frequéncia significantemente menor dos
tipos 18 e 33 (Adams et al., 1999; Gillison et al., 2000; Venut et al., 2000; Mork et al.,
2001; Zhang et al., 2004; Schlecht et al., 2007; Michl et al., 2010).

O HNSCC é o sexto tipo de cancer mais comum, com uma incidéncia anual
de aproximadamente 400.000 casos no mundo (Parkin et al., 2005). No Brasil, a
estimativa para o cancer de boca em 2012 é de 14.170 novos casos, sendo 9.990
homens e 4.180 mulheres. Em 2009, o numero de ébitos por cancer de boca foi de
6.510, sendo 5.136 homens e 1.394 mulheres (INCA). Os HNSCCs séo encontrados
em cinco grandes locais anatdbmicos: cavidade oral, orofaringe, nasofaringe,
hipofaringe e laringe. Embora o virus Epstein-Barr seja uma causa bem estabelecida
do cancer nasofaringeo, a associacao causal entre o HPV e o céncer de orofaringe

foi somente recentemente estabelecida (Gillison et al., 2000; D"Souza et al., 2007).

Considerando que a incidéncia do HNSCC néo relacionada ao HPV tem se
estabilizado, a incidéncia do carcinoma de células escamosas da orofaringe
apresentou um aumento de cerca de 11% nas duas ultimas décadas (Ernster et al.,
2007). Nos EUA, verificou-se uma diminui¢do na incidéncia de doencas malignas da
orofaringe nos ultimos anos, provavelmente devido a diminuicdo do namero de
fumantes relacionada as campanhas antitabagistas. No entanto, esta tendéncia
positiva é acentuadamente compensada pelo aumento da incidéncia de HNSCC
entre homens jovens, ndo fumantes e ndo consumidores de bebida alcodlica (Frisch
et al., 2000; Canto & Devesa, 2002; Shiboski et al., 2005). Neste contexto, h4 em

curso uma maior atencéo para o papel do HPV no desenvolvimento de carcinomas



33

da orofaringe. A incidéncia de carcinomas relacionados ao HPV tem aumentado
desde o inicio de 1990 nos Estados Unidos e Europa Ocidental, mas as razdes para
esse rapido aumento ndo sao claras (Chaturvedi et al., 2008; Nasman et al., 2009).
Praticas de sexo oral tém sido implicadas como um modo de transmisséo (Kreimer
et al., 2004), porém, ao contrario do que ocorre com relacdo aos carcinomas
cervicais, atualmente ndo ha programas de rastreio que ajudariam na deteccédo de
lesBes precoces orais causadas por HPV. Aproximadamente 40% das pessoas com
HNSCC sobrevivem cinco anos, um resultado que se manteve inalterado durante 30
anos, apesar dos avangos no tratamento e diagndstico (Kufe et al., 2003; Kupferman
& Myers, 2006).

A presenca do HPV é de consideravel relevancia clinica, uma vez que o0s
carcinomas da orofaringe HPV-positivos estdo associados a melhor progndstico em
relacdo aos seus homélogos HPV-negativos (Gillison et al.,2000; Singhi & Westra,
2010). Comparado com carcinomas HPV-negativos de cabeca e pescoco, 0S
carcinomas HPV-positivos tém menos alteraces no numero de copias do DNA
gendmico, menos hipermetilagdo do genoma, menor frequéncia de mutagbes e
menor expressao do receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) (Gillison et
al., 2000; Smeets et al., 2006; Westra et al., 2008; Kumar et al., 2008; Richards et
al., 2009). Por exemplo, os tumores HPV-negativos tém perdas nos cromossomos
3pl11.2-26.3, 5q11.2-35.2 e 9p21.1-24, e ganhos ou amplificagbes em 11q12.1-13.4,
gue estdo ausentes em tumores HPV-positivos. Curiosamente, 0 Cromossomo
18912.1-23 é obtido em tumores HPV-positivos e perdido em tumores HPV-
negativos (Smeets et al., 2006). Nas analises da expressdo de genes, as diferencas
mais importantes entre tumores HPV-positivos e negativos sdo encontradas nas vias
reguladoras do ciclo celular (Slebos et al., 2006; Pyeon et al., 2007).

Compreender melhor estas alteracbes genéticas adicionais que levam a
progressdo maligna € fundamental para futuras estratégias de prevencao
secundaria, bem como para o estabelecimento de intervengbes terapéuticas
objetivas para pacientes com canceres HPV-positivos (Partridge et al., 2007; Nielson
et al., 2007).
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2.3 TRANSMISSAO DO PAPILOMAVIRUS HUMANO

As lesdes de mucosa decorrentes de infeccdo por HPV sédo encontradas tanto
no colo do utero como na boca. A infec¢ao pelo virus ocorre através do contato das
mucosas, principalmente durante a relagdo sexual. Pequenas lesdes na mucosa
servem como porta de entrada para o HPV, que atua na camada basal do epitélio
(Vidal & Gillison, 2008). Os queratinécitos sédo ceélulas alvo que consistem no objetivo
primario da infeccdo pelo Papilomavirus (Stubenrauch & Laimins, 1999). A maioria
dos carcinomas de cabeca e pesco¢o HPV-positivos foram encontrados na regiao da
orofaringe (em até 50% do numero total de casos), o que se explica pelo percurso
mais facil de invasdo do virus na camada basal do epitélio das criptas tonsilares
(McKaig et al., 1998).

Diferentemente dos tumores HPV-negativos, associados ao consumo de
tabaco e alcool, os tumores de cabeca e pescoco HPV-positivos sao fortemente
associados com o comportamento sexual, o0 que € consistente com o0s
predominantes meios conhecidos de transmissdo do HPV, via contato sexual
(Gillison et al., 2008; D'Souza et al., 2009). Assim, o principal fator de risco para o
carcinoma de células escamosas da orofaringe HPV-positivo € o comportamento
sexual vaginal ou oral com um grande numero de parceiros sexuais, bem como o

inicio precoce da atividade sexual (Fischer et al., 2010).

Uma questdo fundamental na infec¢cdo oral por HPV é se ela pode
desenvolver-se a partir de uma infec¢do genital por HPV, pelo contato orogenital ou
por auto-inoculacdo, ou se pode ser considerada um evento independente (Nair &
Pillai, 2005; Adelstein et al., 2009). Pertinentes a esta questdo é a frequéncia de
infec¢do oral por HPV em mulheres com infec¢éo por HPV do colo do utero. Estudos
detectaram amplas estimativas de prevaléncia variando de 2,6% a 50%, como
também produziram resultados conflitantes sobre a taxa de mulheres que
apresentam o mesmo tipo de HPV nas mucosas das duas regibes, como detectado
em 0 a 60% dos casos (Cafadas et al., 2004; Giraldo et al., 2006; Fakhry et al.,
2006; Rintala et al, 2006; D'Souza et al., 2007; Marais et al., 2008; Castro et al.,
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2009; Termine et al., 2011).

Termine et al. (2009) encontraram uma baixa prevaléncia da infec¢éo oral por
HPV em mulheres com infec¢éo por HPV do colo do utero. O HPV foi detectado em
apenas dois dos 140 (1,4%) casos avaliados. Desses, o virus foi encontrado em
duas das 76 (2,6%) mulheres com infeccao por HPV do colo do utero e em nenhuma
das 64 mulheres néo infectadas. Outros pesquisadores (Cafadas et al., 2004; Smith
et al.,, 2004) observaram uma baixa frequéncia de infeccado orogenital por HPV em
populacdes de risco, sem uma correlacdo significativa entre a infecgéo oral e do colo
do atero em termos de prevaléncia e de concordancia entre os tipos de HPV nos

dois locais.

Em um trabalho de D Souza et al. (2007), a historia natural do HPV oral foi
avaliada pela coleta de amostras de bochecho oral de 136 participantes HIV-
positivas e 63 participantes HIV-negativas. No estudo, observou-se que as mulheres
HIV-positivas tinham mais probabilidade que as mulheres HIV-negativas para
infeccdo oral (33% para 15%) ou do colo do utero (78% para 51%). Porém, outros
trés grupos de pesquisadores (Fakhry et al., 2006.; Marais et al., 2008; Richter et al.,
2008) relataram resultados semelhantes independentemente, sugerindo a
independéncia da infeccdo por HPV nas duas regifes também em pacientes de alto

risco.

Em outro estudo com uma amostra de estudantes homens universitarios,
D'Souza et al. (2009) verificaram que a taxa de desenvolvimento de infec¢@o oral
por HPV aumentou com o aumento do nimero de novos parceiros sexuais orais ou
de parceiros de beijo na boca. Porém, ndo aumentou com o aumento de parceiros
sexuais vaginais. Assim, nesse estudo, observou-se que o sexo oral e o beijo na

boca estdo associados com o desenvolvimento de infec¢ao oral por HPV.

As diferencas nos desenhos dos estudos, como por exemplo, procedimentos
de amostragem e métodos de deteccdo do HPV, e as caracteristicas da populagéo
examinada, como populacdo rural, acompanhamento dos cénjuges, mulheres HIV-
positivas, podem ter contribuido para os conflitos e variacdo de intervalo entre os
estudos (Lawton et al., 1992; Kay et al., 2002; Smith et al., 2004; D’Souza et al.,
2005; Giovannelli et al., 2006).
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Uma vez que os mesmos tipos de HPV detectados no epitélio do colo do
Gtero podem estar presentes nos queratindcitos orais, conclusdes semelhantes
foram retiradas da literatura ginecoldgica. Tem-se sugerido que as infeccfes genitais
podem representar um reservatorio de HPV e, por consequéncia, uma condi¢do de
predisposicao para a transmissao oral (Cafiadas et al, 2004;. Nair & Pillai , 2005).
Além disso, estudos recentes também tém mostrado que o DNA de HPV pode ser
encontrado na circulagcdo do sangue, incluindo células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs), soros, plasma, e sangue da medula arterial. Ainda, o DNA de
HPV detectado no sangue tem sido interpretado como tendo originado a partir de

células metastéaticas de cancer (Bodaghi et al., 2005; Chen et al., 2009).

2.4 METODOS DE DETECCAO DO PAPILOMAVIRUS HUMANO

Para investigar os efeitos do HPV em tumores humanos, é fundamental a
otimizagdo dos métodos de deteccdo de HPV com elevadas sensibilidade e
especificidade. Existem varios métodos bem estabelecidos. Embora a detec¢éo da
expressao das proteinas E6 e E7 do HPV seja o padrdao ouro para classificar um
tumor como HPV-positivo, a deteccdo de RNA viral em amostras clinicas existentes
(por exemplo, tumores incluidos em parafina e fixados em formalina ou amostras
citologicas aspiradas com agulha) é impraticavel para diagnéstico de cancer nestas
condi¢cdes. Portanto, varios experimentos baseados em PCR sdo atualmente
utilizados para detectar DNA de HPV em tumores (de Roda Husman et al., 1995;
Gillison et al., 2000; D'Souza et al., 2007; Lassen et al., 2009).

De modo geral, os ensaios baseados em PCR tém maior sensibilidade com
menor especificidade, devido a presenca de DNA viral transcricionalmente inativo ou
devido a infeccdo cruzada de amostras que podem causar resultados falsos-
positivos (Braakhuis et al., 2009). Experimentos de imuno-histoquimica comerciais

capazes de detectar varios tipos de HPV de alto risco tém uma sensibilidade mais
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baixa, mas podem ser utilizados para visualizar especificadamente o genoma do

HPV dentro do nucleo das células tumorais (Gillison et al., 2009).

Estudos tém demonstrado que o DNA isolado a partir de células epiteliais por
diferentes protocolos podem ser usados com sucesso para realizar a técnica da
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). Tal fato € apoiado pela alta ou completa
concordancia de resultados dentre ensaios baseados em PCR quando analisadas
amostras de DNA isoladas de células bucais de um individuo. A coleta realizada por
meio da técnica do raspado apresenta uma série de vantagens, dentre as quais, facil
transporte, baixo custo, facilidade de processamento e armazenamento a longo
prazo, maior aceitacdo pelos pacientes, dado ser confortavel e indolor, além de
apresentar 6tima qualidade do material genético obtido (Garcia-Closas et al., 2001;
Clark et al., 2004).

Varios métodos de deteccdo de HPV baseados em PCR existem até hoje, no
entanto os métodos de PCR mais comumente usados para deteccdo de HPV
genitais tém utilizado os conjuntos de primers MY09/11 e GP5+/6+ (MY/GP) (Manos
et al., 1989; Evander et al.,, 1992;. de Roda Husman et a.l, 1995; Strauss et al.,
2000). Estes primers tém como alvo a regido conservada L1 do genoma do virus,
permitindo assim a deteccdo de uma ampla variedade de tipos de HPV. Esse
método também permite determinar o tipo de HPV por meio do sequenciamento do
produto de PCR gerado e forneceu uma maior gama de deteccao de tipos de HPV
em comparagdo aos anteriores, especialmente em amostras que foram infectadas
multiplamente (Evander et al., 1992; Rady et al., 1995). Desde a constru¢cdo do
desenho dos primers MY09/11, muito mais tipos de HPVs mucosos foram

descobertos.

Gravitt et al. (2000) conduziu o proximo passo e melhorou o conjunto de
primers MY09/11 tomando em conta a sequéncia conservada L1 (entdo conhecida)
para cerca de 20 tipos de HPV. Os primers PGMY09/11 consistem cada um em
conjuntos oligonucle6tidos que se ligam na mesma regido que o conjunto de primers
MYO09/11 se liga, no entanto, o fato de que eles ndo sdo conjuntos de primers
degenerados fornece uma medida segura de qualidade no desenho do primer. Além
disso, o desenho do conjunto de primers reduziu significativamente a formacéo de

estruturas secundarias internas dos oligonucleétidos e de residuos internos. Ainda, o
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conjunto de primers PGMY 11/09 exibiu maior sensibilidade e uma taxa mais ampla
de deteccdo de tipos de HPV, especialmente em relacdo as amostras multiplamente
infectadas. O conjunto de primers PGMY09/11 detectou os tipos de HPV 26, 35, 42,
45, 52, 54, 55, 59, 66 e 73 pelo menos 25% mais frequentemente do que o conjunto
de primers MY09/11 (Gravitt et al., 2000).

Em um estudo de Fuessel Haws et al. (2004), foi estabelecido o sistema
nested PCR que utiliza o conjunto de primers PGMY09/11 (primeiro PCR) descrito
por Gravitt et al. (2000), e o conjunto de primers GP5+/6+ (segundo PCR) descrito
por de Roda Husman et al. (1995). Nesse estudo, o sistema PGMY/GP foi
comparado ao nested PCR, anteriormente descrito, que utiliza a combinacdo de
primers MY/GP. Para tal, foram utilizadas amostras cervicais e o sistema PGMY/GP
detectou estatisticamente mais tipos de HPV. Os tipos adicionais de HPV detectados
pelo sistema PGMY/GP incluiram os HPVs 11, 31, 54-AE9, 67, 89, e SW1. Além
disso, foi capaz de detectar uma mesma copia de HPV em uma reacédo de PCR. O
sistema PGMY/GP forneceu amplificacdo especifica do DNA humano mesmo na
presenca de baixas cargas virais, preservando ainda o tempo e diminuindo o custo

financeiro (Fuessel Haws et al., 2004).

Um sistema de genotipagem ideal para deteccdo de HPV deve ser especifico
para o HPV, suficientemente sensivel e confidvel para detectar HPV de forma
consistente em amostras, ter capacidade de caracterizar completamente amostras
multiplamente infectadas, e ainda ser flexivel para detectar novos tipos de HPV. O
sistema nested PCR PGMY/GP mostrou-se mais tipo-especifico, detectando mais
tipos de HPV e apresentando melhor caracterizacdo de amostras multiplamente

infectadas (Fuessel Haws et al., 2004).

A alta sensibilidade do PGMY/GP permitiu a deteccdo de HPV em baixo
namero de copias e uma maior sensibilidade ao tipo de HPV, especialmente na
determinacdo dos tipos virais em amostras multiplamente infectadas. Assim, a
padronizacdo e o uso do sistema PGMY/GP contribui para a prestacao de melhor

tratamento e diagnodstico mais eficiente de pacientes (Fuessel Haws et al., 2004).
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2.5 VACINAS PARA O PAPILOMAVIRUS HUMANO

Atualmente, duas vacinas para o HPV sdo amplamente comercializadas
internacionalmente. Usando a tecnologia recombinante, ambas sao preparadas a
partir da purificacdo das proteinas estruturais L1, que se juntam para formar cascas
vazias tipo-especificas de HPV ou particulas semelhantes a virus (VLPS). As vacinas
contra o HPV séo produzidas somente para uso profilatico, portanto, elas nao tratam
infeccbes existentes ou doencas relacionadas com HPV (Ault KA, Future Il Study
Group, 2007). Os mecanismos pelos quais estas vacinas induzem protecdo nao
foram completamente definidos, mas parecem envolver a imunidade celular e a
neutralizacdo de anticorpos da imunoglobulina G (IgG) (Stanley et al., 2006; Olsson
et al., 2007).

Estéo disponiveis como suspenséo estéril, em frascos de vidro de uso Unico
ou seringas pré-carregadas, mantidos entre 2°C a 8°C e ndo congelados. Aplicadas
sob injecdes intramusculares, com doses de 0,5 mL, sendo trés doses para cada
vacina (Merk USA, 2008).

A vacina quadrivalente foi licenciada em 2006 e contém VLPs para os tipos de
HPV 6, 11, 16 e 18. E produzida usando substrato de levedura e inclui sulfato de
hidroxifosfato de aluminio (ASO4) amorfo como adjuvante. Cada dose de 0,5 mL da
vacina contém 20 mg de proteina L1 do HPV 6, 40 mg de proteina L1 do HPV 11 L1,
40 mg de proteina L1 do HPV-16 e 20 mg de proteina L1 do HPV 18, adsorvidos em
225 mg de adjuvante . A formulacdo ndo contém antibiéticos, timerosal ou outros

conservantes.

A segunda dose da vacina quadrivalente é aplicada ap6s dois meses da
primeira dose, e a terceira apos seis meses da segunda dose. Foi licenciada para
uso em mulheres jovens-adolescentes (com 9 anos de idade em alguns paises) para
prevencdo de pré-canceres e canceres cervicais, e verrugas anogenitais. Além
disso, a vacina quadrivalente esta licenciada para a prevencdo de lesdes pre-
cancerosas e canceres vulvares e vaginais em mulheres. Em alguns paises, a

vacina também € licenciada para a prevencéo de verrugas anogenitais em homens
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(WHO, 2009).

A vacina bivalente foi licenciada em 2007 e contém VLPs do HPV dos tipos 16
e 18. E produzida usando um novo sistema de expressao de baculovirus em células
de Trichoplusia ni. Cada dose de 0,5 mL da vacina contém 20 mg de proteina L1 do
HPV 16 e 20 mg de proteina L1 do HPV 18, adsorvidos em um sistema adjuvante
ASO4 contendo 500 mg de hidroxido de aluminio e 50 mg de 3-O-dexacil-40-
monofosforil-lipido A.

A segunda dose da vacina bivalente € aplicada um més apés a aplicacdo da
primeira dose, e a terceira dose apds seis meses da segunda dose. Nao contém
timerosal, antibioticos ou outros conservantes, e foi licenciada para uso em mulheres
jovens de 10 anos de idade para prevenir lesbes pré-cancerosas e canceres
cervicais. Inicialmente, registros de indicacdes para homens nao foram pedidos
(WHO, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenca do HPV na regido de orofaringe de pacientes com
neoplasia intra-epitelial escamosa de alto grau (NIC2 e NIC3) e carcinoma de células
escamosas invasivo do colo do uUtero, acompanhadas no Hospital Universitario de

Brasilia (HUB) e de seus companheiros.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Verificar a presenca do HPV em orofaringe de pacientes com neoplasia intra-
epitelial escamosa de alto grau (NIC2 e NIC3) e carcinoma invasivo do colo do

Utero, e de seus companheiros, parceiros sexuais atuais.

2) ldentificar a frequéncia de lesdes de cabeca e pescoco associadas ao HPV em
pacientes com neoplasia intra-epitelial escamosa de alto grau (NIC2 e NIC3) e

carcinoma invasivo do colo do Gtero, bem como em seus companheiros.

3) Avaliar a técnica de raspado como método de coleta de material biolégico quanto
ao rendimento, pureza e qualidade do DNA obtido, bem como sua utilidade para
deteccédo do HPV.
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4) Avaliar os fatores de risco relacionados a neoplasias intra-epiteliais e carcinoma

invasivo do colo do Utero, em relagéo a transmissao orogenital.

5) Levantar o perfil clinico e sociocomportamental de pacientes com neoplasia intra-
epitelial escamosa de alto grau (NIC2 e NIC3) e carcinoma invasivo do colo do
Utero, acompanhadas no Hospital Universitario de Brasilia (HUB), e de seus

companheiros.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRA DO ESTUDO

O presente estudo envolveu 70 pacientes diagnosticadas com neoplasia intra-
epitelial escamosa de alto grau (NIC2 e NIC3) e carcinoma de células escamosas
invasivo do colo do utero, e 30 dos seus companheiros. Foi considerado
companheiro a pessoa do sexo masculino que habitasse sob o mesmo teto como
cbnjuge, que fosse pai do ultimo filho, ou que estivesse namorando a paciente e que
obrigatoriamente atendesse a um desses quesitos no periodo do exame clinico
bucal. Todas as pacientes eram acompanhadas na Divisdo de Ginecologia e
Obstetricia do Hospital Universitario de Brasilia da Universidade de Brasilia (DGO-
HUB-UNB) entre os anos 2007 e 2012, periodo o qual receberam o diagndstico da
doenca do colo do Gtero. Portanto, as pacientes eram atendidas pelo Sistema Unico
de Saude (SUS). A realizacdo desta pesquisa ocorreu entre marco de 2011 e
setembro de 2012.

O diagnostico da doenca do colo do utero foi obtido por meio do exame
citolégico de Papanicolau, que consiste na coleta de material biolégico do colo
uterino com espatula especial e em seguida este material é colocado em uma lamina
para posterior analise ao microscopio. Apos esse exame inicial de triagem, o
diagnéstico foi confirmado pelo exame de colposcopia, que utiliza um tipo de
microscépio de campo estereoscépico, denominado colposcépio. Este amplia a
imagem visualizada do colo uterino para avaliacdo das caracteristicas do epitélio
depois da aplicacdo sucessiva de solucdo salina isotbnica, solu¢do de &cido acético

de 3% a 5% e solucéo de Lugol.

Os pacientes da amostra que eram procedentes da regido centro-oeste
brasileira, com idade média de 35 anos e intervalo de 22 a 60 anos, foram
encaminhados a Divisdo de Odontologia do HUB (DO-HUB) para a realizacdo de

exame clinico e coleta de material biolégico para verificar a presenca do HPV em



44

orofaringe. N&o houve critérios de inclusdo por idade. As pacientes foram
selecionadas a partir da analise do diagnéstico de todas as bidpsias de colo do Utero
realizadas na DGO/HUB entre 2007 e 2012, que fossem de neoplasia intra-epitelial
de alto grau e carcinoma invasivo. Para o agendamento do exame odontoldgico, a
paciente era perguntada se tinha um companheiro de acordo com o0s critérios
relacionados anteriormente. Conforme resposta positiva das mulheres que tivessem,
o0 companheiro também era convidado a participar do estudo. Assim, aqueles que
aceitaram foram marcados para o0 exame juntamente com a paciente. Um
companheiro atendido foi excluido da pesquisa por ser do sexo feminino e, portanto,
nao estar de acordo com os critérios de incluséo pré-estabelecidos.

Conforme prevaléncia das les6es mencionadas do colo do Utero acima, foram
envolvidos 100 pacientes neste estudo. Todos formalizaram sua intengdo de
participacdo no estudo através da assinatura de termo de consentimento informado,

apresentado no Anexo A.

4.2 EXAME CLINICO

O exame clinico foi realizado na Divisdo de Odontologia do HUB. Durante o
mesmo, as pacientes e seus companheiros tiveram sua face, cavidade oral e
orofaringe examinadas, para verificar a presenca de lesdes relacionadas ao HPV e
de lesdes bucais causadas por outros agentes etiol6gicos. Quando detectadas, os
pacientes eram encaminhados para tratamento na propria Divisdo de Odontologia.
Para o exame bucal, utilizou-se um refletor com luz artificial, com o paciente sentado

na cadeira (equipo) odontolégica.

O exame fisico extrabucal compreendeu a inspe¢do da face quanto a cor,
volume e simetria, manobras na articulacdo temporo-mandibular (ATM) e palpacéo
dos linfonodos, glandulas salivares e musculos mastigatérios. No exame fisico

intrabucal, avaliou-se as regides de mucosa gengival, jugal, labial, palato, assoalho
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lingual, orofaringe e lingua, por meio de inspecdo e palpacdo. Todos os achados

foram notificados em prontuario clinico individual para cada paciente.

Associado ao exame clinico, os pacientes responderam a um questiondrio
sobre a historia médica pregressa de lesées benignas como verrugas e papilomas
ou carcinomas, associados etiologicamente ao HPV, como o cancer da regido de
cabeca e pescocgo, e da regido anogenital (vagina, vulva, pénis, reto e anus).
Questionou-se também sobre a historia da doenca atual do colo do Utero, como h&
quanto tempo (em meses e anos) recebeu o diagndstico, idade no periodo do
diagnoéstico, tratamento realizado e frequéncia atual das consultas de
acompanhamento. Levantou-se ainda a relacdo com os fatores de risco associados
a lesdo do colo do utero e a transmissdo orogenital do HPV. Esses fatores
consistiram no nimero de casamentos e de parceiros sexuais durante a vida, se 0s
filhos sdo do mesmo pai, idade com a qual comecou a ter relacdo sexual, se faz uso
de métodos preservativos como camisinha, frequéncia de sexo vaginal (quantos dias

na semana), e se faz sexo oral e com qual frequéncia (quantos dias na semana).

Além das questdes acima mencionadas, 0s pacientes também foram
perguntados sobre a historia presente ou passada de consumo de cigarro, bebida
alcodlica e drogas. Ainda responderam questdes sobre a saude geral, como
doencas cardioldgicas, respiratérias, articulares, imunoldgicas e infectocontagiosas,
se faz uso de medicamentos, historia de alergias e de disturbios sanguineos, tais

como anemia e hemorragia.

A fim de auxiliar na identificacdo e no tracado do perfil social dos pacientes
atendidos, coletamos também dados como raca, endereco (se residente em Brasilia

ou cidade satélite e entorno do Distrito Federal-DF) e ocupacéo trabalhista.

Os prontuarios clinicos das mulheres e dos companheiros estdo explicitados

nos Anexos B e C, respectivamente.
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4.3 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

As amostras de material biolégico foram coletadas apos o exame clinico por
meio de raspado, utilizando um kit com uma escova citolégica estéril e um tubo com
1 mL de meio para armazenamento e transporte da amostra (Digene Corporation,
USA). A técnica de coleta compreendeu 10 movimentos completos de vaivém na
regido de mucosa orofaringea — especificamente as areas de base de lingua e
tonsilar - em cada lado da boca, como mostra a Figura 4. Posteriormente, a escova
citologica foi imersa em tubo proprio contendo meio liquido especifico para
preservacdo e misturadas varias vezes por inversdo. Foi recomendado que os

pacientes escovassem 0s dentes anteriormente ao exame.

Figura 4: Método de coleta do raspado na regido de mucosa de orofaringe com escova citolégica.
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O material biologico coletado foi encaminhado para o Laboratorio de
Histopatologia Bucal do Departamento de Odontologia da Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia (FS-UnB) e armazenado em congelador a
temperatura de -20°C até o momento dos procedimentos laboratoriais de extracéo

do DNA, aproximadamente seis meses apos a coleta das amostras.

4.4 EXTRACAO DE DNA

Inicialmente, cada amostra de material bioldgico foi submetida a lise pela
exposicao por periodo de sete dias, a 300 puL de solucdo de lise do Kit comercial
para extracdo de DNA (Gentra Puregene Buccal Cell Kit, Qiagen, DE). Apos tal
periodo, procedeu-se a extragdo de DNA, segundo instrucdes especificas do

fabricante.

Primeiramente, as amostras foram misturadas em vortex por 10 segundos e
incubadas em banho-maria a 65°C por 30 minutos. Para obtencdo do maximo
rendimento do material genético, foram adicionados 1,5 pL de Puregene Proteinase
K e novamente as amostras foram incubadas em banho-maria a 55°C por lhora.
Apés esta segunda incubacéo, foram acrescentados 1,5 pL de solugcdo RNAse A e
novamente incubadas a 37°C por 15 minutos, para obtencédo de DNA livre de RNA.
Depois disso, as amostras foram incubadas por 1 minuto no congelador para rapido
esfriamento e em seguida adicionou-se 100 pL de solugéo de precipitagao proteica,
sendo depois passadas no vortex por 20 segundos em alta velocidade. Em seguida,
foram novamente incubadas no congelador por 5 minutos. Apés incubacdo, as
amostras foram centrifugadas por 3 minutos em 14.000 rota¢gbes por minuto (rpm),

formando um pellet denso.

Em outros tubos de microcentrifuga de 1,5 mL para cada amostra, foram
colocados 300 pL de isopropanol e 0,5 pL de solugdo glicogénica, e entao,
cuidadosamente, foi adicionado o sobrenadante da etapa anterior. As amostras
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foram misturadas e centrifugadas por 5 minutos em 14.000 rpm. Logo apds, o
sobrenadante foi desprezado e ao pellet de DNA precipitado foi adicionado 300 pL
de etanol a 70%. Novamente, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 1
minuto. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram colocadas para secar
ao ar por 5 minutos. Depois disso, foram adiconados 100 pL de solucéo de
hidratagcdo de DNA e as amostras foram passadas no vortex por 5 segundos para
misturar. Em seguida, as amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C por 1

hora para dissolver o DNA, terminando assim a etapa de extracao do DNA.

O DNA purificado foi mantido a temperatura de -20°C, até a realizacdo da

guantificacdo e do PCR.

4.5 QUANTIFICACAO, PUREZA E RENDIMENTO DO DNA

A avaliagdo quantitativa do DNA coletado foi realizada pelo método de anélise
Optica de espectrofotometria (Espectrofotbmetro UV-1601, Shimadzu Corporation,
JP). Procedeu-se a leitura da absorbancia (A), que consiste na quantidade de luz
absorvida ao atravessar as moléculas de DNA, nos comprimentos de onda de 260 e
280 nm. Para tal, foram diluidos 4 pL de cada amostra (soluto) em 196 uL de tampéo
solvente (Tampéao TE: Tris 10 mM, etilenodiamino tetra-acético — EDTA 1 mM, pH
8,0).

Aferidos os valores da absorbancia, foi avaliada a pureza do DNA pelo céalculo
da razao entre as leituras A2s0/A2g0, sendo desejado um valor proximo entre 1,5 ug e
2,0 pg. Também foi analisado o rendimento do DNA, obtido pelo calculo da

concentracédo ([ ]) de DNA de cada amostra, conforme a formula a seguir.
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[ po/uL ] = Absorbancia a 260nm x Fator de diluicdo x 50 .

1.000

Nessa formula, o fator de diluicdo, equivalente a 50, corresponde a propor¢cao
de diluicdo da amostra com o tampéo TE (1:50) e considerando que uma unidade a
260 nm corresponde a 50 pg/mL de DNA (densidade 6ptica - DO = 50 pg/mL de
DNA), a leitura da A260 € multiplicada por 50 pg/mL.

Desta forma, pela analise espectrofotométrica, determinou-se a quantidade, o
grau de pureza e o rendimento do DNA em cada amostra de DNA do material

coletado.

4.6 QUALIDADE DO DNA

Todas as amostras foram analisadas quanto a qualidade do DNA utilizando o
padrdo de amplificacdo do gene da proteina beta-globina (B-globina) por meio da
técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase, como descrito por Saiki et al. (1988).
Para tal, foi utilizado o conjunto de iniciadores (primers) Forward (F) e Reverse (R)
(Integrated DNA Technologies, USA), no volume de 1,25 pyL de cada primer,
juntamente com 12,5 pL de solucdo Master Mix (PCR Master Mix 2x, Fermentas Life
Sciences, CAN), 5 uL de agua (Water Nuclease-Free, Fermentas Life Sciences,
CAN) e 5 pL da amostra de DNA, para cada caso. Um tubo contendo a mistura, sem
amostra de DNA, foi utilizado como controle negativo, preparado no mesmo
momento e sob as mesmas condi¢des de reagcdo das amostras dos pacientes. Na
Tabela 1 estdo apresentadas as sequéncias dos primers e o tamanho do fragmento

em pares de base (bp) esperado apds amplificacéo.
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Tabela 1 — Diagrama do PCR para a beta-globina, utilizando as sequéncias génicas do conjunto de

primers Forward (F) e Reverse (R)

Sequéncia (5 - 3) Tamanho (bp*)

F- AGGTACGGCTGTCATCACTT
B-globina 268
R- CCTCACCACCAACTTCATCC

*bp: pares de base.

O PCR foi realizado em aparelho termociclador (Peltier Thermal Cycler, Nova
Instruments, USA) e em seguida, o produto do PCR foi corrido em gel de agarose a
2% e avaliadas no aparelho foto-documentador de géis.

4.7 DETECCAO DO HPV

A deteccéo do HPV foi realizada por meio da técnica de nested PCR descrita
por Fuessel Haws et al. (2004). Tal procedimento consistiu na utilizacdo de um
conjunto de primers PGMY09/11 (primeiro PCR) descrito por Gravitt et al. (2000), e
um conjunto de primers GP5+/6+ (segundo PCR) descrito por de Roda Husman et
al. (1995), que amplificam a sequéncia génica conservada L1 do genoma do HPV. O
sistema PGMY/GP detecta os tipos de HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 54,
54-AE9, 58, 61, 62, 66, 67, 70, 71, 72, 85, 89 e SW1. Os tipos de HPV 11, 31, 54-
AE9, 67, 89, e SW1, até entdo ndo tinham sido detectados por técnicas anteriores.
Além disso, o sistema PGMY/GP permite a deteccdo de HPV em baixo numero de
copias e possui maior sensibilidade aos diferentes tipos de HPV, especialmente na
determinacao de tipos virais em amostras multiplamente infectadas (Fuessel Haws
et al., 2004).

Para a realizagcdo do primeiro PCR, utilizou-se uma mistura com 8,9 pL de

agua (Water Nuclease-Free, Fermentas Life Sciences, CAN), 2,5 pL de tampéao Taq
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(10x Taqg Buffer with (NH4)2S04, Fermentas Life Sciences, CAN), 1,0 uL de solucao
de cloreto de magnésio (25 mM MgCI2, Fermentas Life Sciences, CAN), 0,2 uL de

desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs), 0,4 pL de cada um dos 18 primers

contidos no conjunto PGMY09/11 (total de 7,2 uL), 0,2 uL da enzima taq polimerase

(Tag DNA Polimerase, Invitrogen, USA) e 5,0 pL de DNA, para cada caso, somando-

se um volume final de 25 pL. Um tubo contendo a mistura, sem amostra de DNA, foi

utilizado como controle negativo. O primeiro PCR consistiu em 40 ciclos. As

sequéncias génicas dos primers PGMY09/11 estao listadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Tabela com as sequéncias génicas dos primers PGMY09/11 utilizados no primeiro PCR
para verificac@o da presenca de HPV pela amplificacdo da sequéncia génica conservada L1

Regido génica

Primer

Sequéncia (5- 3") Tamanho (bp*)

L1 (HPV)

*bp: pares de base

PGMY11A
PGMY11B
PGMY11C
PGMY11D
PGMY11E
PGMYO0O9F
PGMY09G
PGMYO09H
PGMYO09la
PGMY09J
PGMYO09K
PGMYO09L
PGMYOOM
PGMYOS9N
PGMYO09Pa
PGMY09Q
PGMYO09R
HMBO1b

GCACAGGGACATAACAATGG 450
GCGCAGGGCCACAATAATGG
GCACAGGGACATAATAATGG
GCCCAGGGCCACAACAATGG
GCTCAGGGTTTAAACAATGG
CGTCCCAAAGGAAACTGATC
CGACCTAAAGGAAACTGATC
CGTCCAAAAGGAAACTGATC
GCCAAGGGGAAACTGATC
CGTCCCAAAGGATACTGATC
CGTCCAAGGGGATACTGATC
CGACCTAAAGGGAATTGATC
CGACCTAGTGGAAATTGATC
CGACCAAGGGGATATTGATC
GCCCAACGGAAACTGATC
CGACCCAAGGGAAACTGGTC
CGTCCTAAAGGAAACTGGTC
GCGACCCAATGCAAATTGGT
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No procedimento do segundo PCR, utilizou-se uma mistura contendo 8,2 pL
de (Water Nuclease-Free, Fermentas Life Sciences, CAN), 2,5 pL de tampao Taq
(10x Taqg Buffer with (NH4)2S0O4, Fermentas Life Sciences, CAN), 3,0 uL de solucéo
de cloreto de magnésio (25 mM MgCI2, Fermentas Life Sciences, CAN), 1,0 yL de
desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs), 2,5 pyL de primers GP5+, 2,5 pL de
primers GP6+, 0,3 pL da enzima Taq Polimerase e 5,0 uL de produtos do primeiro
PCR com PGMY09/11, para cada caso. Essa mistura resultou em um volume final
de 25 pL. Novamente, um tubo contendo a mistura, sem amostra de DNA, foi
utilizado como controle negativo. Todas as amostras de controle foram preparadas e
analisadas em paralelo com as amostras clinicas para assegurar que as condicdes
corretas de reacdo foram mantidas. Este segundo PCR consistiu em 40 ciclos. Na

Tabela 3 encontram-se listados os primers GP5+/6+ com suas sequéncias génicas.

Tabela 3 — Tabela com as sequéncias génicas dos primers GP5+/6+ utilizados no PCR secundario
para verificacéo da presenca de HPV pela amplificagdo da sequéncia génica conservada L1

Regido génica Primer Sequéncia (5" - 3) Tamanho (bp*)

GP5+  TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 150
L1 (HPV)
GP6+ GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC

*bp: pares de base

As duas etapas do nested PCR foram realizadas no mesmo aparelho
termociclador de DNA (Peltier Thermal Cycler, Nova Instruments, USA) usado para o
PCR da analise qualitativa do DNA, e em seguida, as amostras foram corridas em

gel de agarose a 2% e avaliadas no aparelho foto-documentador de géis.
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4.8 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Os produtos do PCR de cada amostra, tanto os obtidos pela avaliacdo
qualitativa por meio da amplificacdo do gene da proteina beta-globina, como os
obtidos pela amplificacdo da sequéncia génica L1 do HPV, foram corridos em gel de
agarose a 2% pela técnica de eletroforese. Esta consiste na separacao de moléculas
pela migracdo de particulas corridas em gel durante a aplicacdo de uma diferenca
de potencial elétrico. As moléculas sdo separadas de acordo com o0 seu tamanho,
devido as moléculas de menor massa migrarem mais rapidamente que as de maior

massa.

Essa metodologia utiliza a agarose como gel para a eletroforese. A agarose é
um polissacarideo e forma uma rede que prende as moléculas do DNA durante a
migracdo. Dependendo da concentracdo de agarose, hd uma diferenca no gradiente
de separagcdo, e para as amostras deste estudo, foi utilizada a agarose na
concentracéo de 2%.

Para preparacao do gel de agarose foi misturado o p6é de agarose a 2% com a
solucdo tampéo tris-acetato-EDTA (TAE 1x). Esta mistura foi fundida e entédo foi
acrescentado brometo de etidio (EtBr), substancia intercalante que revela os acidos
nucléicos do DNA ao fluorescer sob luz ultravioleta (UV). Na presen¢a de menores
temperaturas o gel ganha consisténcia.

Os rastos ou bandas de DNA formadas no gel foram em seguida avaliados e
comparados em um aparelho foto-documentador de géis (Multimage Light Cabinet
Filter Positions, Alpha Innotech Corporation, USA), que utiliza luz UV para
visualizacdo das bandas. O aparecimento ou a auséncia de bandas confirmou a
presenca ou nao das sequéncias de DNA que se objetivou ampliar por PCR,

detectar e analisar.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a proposicdo deste estudo, efetuou-se uma analise descritiva quanto a
prevaléncia do HPV na regido de orofaringe das mulheres com les6es do colo do
Gtero induzidas por HPV, bem como dos seus parceiros sexuais. Além disso, por
meio do programa estatistico SigmaStat 3.1 para ambiente Windows (Systat, Illinois,
USA), avaliou-se a associacao entre a infeccéo oral por HPV e as variaveis de risco
usando como medida de associacdo a razdo de chances (Odds ratio) e seus

intervalos de confianca de 95%.

As variaveis de risco para as mulheres incluiram: idade no periodo de
diagndstico da doenca do colo do utero, outra doenca relacionada ao HPV, filhos do
mesmo pai, numero de casamentos, idade do inicio de relagdes sexuais, numero de
parceiros sexuais, uso de camisinha, frequéncia de sexo vaginal por semana,
frequéncia de sexo oral por semana e soropositividade para HIV. As variaveis de
risco para os companheiros compreenderam: doenga associada ao HPV, filhos da
mesma mae, numero de casamentos, idade do inicio de relagdes sexuais, numero
de parceiras sexuais, uso de camisinha, doenca sexualmente transmissivel,

frequéncia de sexo vaginal por semana, frequéncia de sexo oral por semana.

Analisou-se também a frequéncia do HPV em orofaringe da amostra avaliada.
A significancia estatistica da mesma foi determinada pelo Teste Exato de Fisher ao
nivel de 5%.

Conforme prevaléncia das lesdes mencionadas do colo do utero na DGO-
HUB, foram envolvidos 100 pacientes neste estudo, o qual foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Sautde da Universidade

de Brasilia, Registro N° 106/10, mostrado no Anexo D.
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5 RESULTADOS

5.1 EXAME CLINICO

A historia médica dos pacientes revelou que 16 (11 mulheres e 5 homens)
eram portadores de doenca cardiaca. Duas mulheres eram soropositivas para HIV.
Uma paciente tinha diabetes e uma era portadora de lUpus eritematoso sistémico.
Além disso, trés mulheres estavam gravidas no periodo do exame clinico e trés

relataram ja terem realizado transfusdo sanguinea (Tabela 4).

Tabela 4 — Achados sistémicos da historia médica das mulheres leséo do colo do utero e parceiros — 70
mulheres e 30 homens

Achado Sistémico Mulheres Homens
Doenca cardiaca 11 5
HIV positivo

Diabetes

LUpus Eritematoso Sistémico

Gravidez

wWw Wk, DN

Transfuséo de sangue

Ao exame fisico extrabucal observou-se que dois homens e cinco mulheres
apresentaram estalido da ATM a abertura bucal, e dois homens e trés mulheres
relataram sentir dor a abertura bucal. Em um homem e sete mulheres verificou-se
leve desvio da ATM a abertura, além de um homem e uma mulher apresentarem
linfonodos palpaveis, sugestivos de processo inflamatério de cabeca e pescoco
(Tabela 5).

Ao exame fisico intrabucal, constatou-se a presenca de torus palatino e
mandibular em dois homens e trés mulheres. A presenca de candidiase foi

detectada em dois homens e oito mulheres usuarios de prétese total. Ulceras,
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sugestivas de aftas recorrentes em um homem e trés mulheres. Também foram
diagnosticadas lesBes brancas sugestivas de liquen plano em uma mulher e
leucoplasia em um homem fumante. Fibroma traumatico em dois homens. Um total
de 19 pessoas apresentou pigmentacdo melanica na pele facial e/ou na mucosa

bucal, detectadas em trés homens e dezesseis mulheres (Tabela 5).

Tabela 5 — Achados clinicos ao exame extrabucal e intrabucal das mulheres com lesédo do colo do
Utero e parceiros — 70 mulheres e 30 homens

Achado Mulheres Homens
Estalido da ATM a abertura bucal 5 2
Dor a abertura bucal 3 2
Desvio da ATM a abertura bucal 7 1
Linfonodos palpéaveis 1 1
Torus 3 2
Candidiase 8 2
Aftas recorrentes 3 1
Liquen plano 1 _
Leucoplasia _ 1
Fibroma traumatico _ 2
Pigmentacdo melanica 16 3

O exame intrabucal ndo revelou a presenca de lesdes clinicamente sugestivas

de HPV nos 100 pacientes examinados.

Todas as anormalidades encontradas e relatadas acima foram tratadas, em
caso de indicacdo de tratamento, na Divisdo de Odontologia do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB), pelos profissionais da area de Diagndstico Bucal do

curso de Odontologia da Universidade de Brasilia (UnB).
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5.2 ANALISE DO PERFIL SOCIOCOMPORTAMENTAL DA AMOSTRA

5.2.1 Mulheres

As caracteristicas do perfil sociocomportamental das pacientes participantes
do estudo com neoplasia intra-epitelial de alto grau e carcinoma de células
escamosas invasivo do colo do atero, atendidas no Centro de Ginecologia e

Obstetricia do Hospital Universitario de Brasilia, estdo relacionadas na Tabela 6.

Constatou-se que a maioria das pacientes examinadas (55/70) possui idade
superior a 30 anos, apresentando um percentual de 78,6%. Um total de 45 das 70
mulheres (50,1%) apresenta cor da pele parda, seguida da cor branca com 32,8%
(23/70), com apenas 17,1% (12/70) das mulheres tinham cor da pele negra. Além
disso, uma expressiva maioria das mulheres, com 95,7% (67/70), reside em cidades
satélites e regido do entorno do Distrito Federal, com apenas trés mulheres
residentes em Brasilia, as quais exercem funcdo de empregadas domésticas e
moram em casa de patrdes. Ressaltando que as pacientes do presente estudo eram

atendidas pelo Sistema Unico de Saude (SUS).

Com relacdo a ocupacdo trabalhista, 30% (21/70) sao trabalhadoras do lar,
14,3% (10/70) sdo empregadas domésticas, 5,7% (4/70) séo funcionarias publicas,
20% (14/70) sao profissionais liberais e 30% (21/70) exercem outras fun¢des, como
empregadas do setor privado. A maioria das pacientes (42/70) foi diagnosticada com
a doenca do colo do Utero ha um ano ou menos do periodo da consulta clinica
odontoldgica, enquanto as outras 28 receberam diagndstico ha mais de um ano.
Quanto ao tratamento ginecoldgico ou oncolégico recebido, 56 fizeram conizacao,
10 pacientes fizeram quimioterapia, histerectomia ou radioterapia, e oito ainda nao
haviam recebido tratamento por terem obtido diagndstico recentemente a consulta.
Dentre todas, 37 pacientes estavam sendo acompanhadas com consultas mensais,

bimestrais ou trimestrais, e 31 tinham consultas com frequéncia maior que de trés
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em trés meses. Duas pacientes s6 haviam sido diagnosticadas até o momento e

irlam comegar o tratamento.

Trinta e nove pacientes relataram ter até dois filhos e 31 tinham mais de dois
filhos. Quando perguntadas se algum dos filhos ja foi diagnosticado com HPV, 67
mulheres responderam que ndo e apenas duas confirmaram a infeccdo de algum
dos filhos pelo virus. Uma paciente da amostra ndo tinha filhos. Com relagdo ao
consumo de cigarros, 40 pacientes disseram nunca ter fumado, 16 foram fumantes,
mas que pararam de fumar e 14 eram fumantes ativos. Quanto ao consumo de
bebidas alcodlicas: 25 nunca beberam, 24 consumiram, mas haviam parado e 21
relataram consumir bebida alcodlica atualmente. Por ultimo, perguntadas sobre o
consumo de drogas, a maioria expressiva de 65 pacientes afirmaram nunca ter
usado, quatro disseram ter usado, mas ndo mais no momento e somente uma

relatou usar drogas atualmente (Tabela 6).

5.2.2 Parceiros

O perfil sociocomportamental da amostra masculina, constituida por parceiros

sexuais atuais das pacientes avaliadas esta apresentado na Tabela 7.

A maioria dos parceiros, 21, tinham idade superior a 30 anos, e 0s nove
demais tinham idade inferior ou igual a 30 anos. Um total de 17 parceiros
apresentava cor da pele parda, sete pertenciam a raca branca e seis eram negros.
Todos os 30 pacientes residiam em cidades satélites ou entorno do Distrito Federal,
dentre os quais 20 tinham até dois filhos e 10 mais de dois filhos. Nenhum paciente
relatou ter tido cancer em qualquer regido do corpo. Metade deles, 15, confirmou
nunca ter fumado na vida, enquanto 10 fumaram h& algum tempo, mas pararam, e
cinco sdo fumantes ativos. Apenas trés relataram nunca ter consumido bebida

alcodlica, 14 consumiram, mas nao mais atualmente e 13 consomem até entdo.



59

Mais da metade, 20, disseram nunca ter feito uso de drogas e 10 usaram, mas
pararam (Tabela 7).

Tabela 6 - Perfil sociocomportamental das pacientes participantes do estudo — n=70

Variavel [\ %
Idade

<30 15 21,4

> 30 55 78,6
Cor da pele

Branca 23 32,8

Negra 12 17,1

Parda 45 50,1
Habitacao

Brasilia 3 4,3

Cidade satélite e entorno 67 95,7
Ocupacao

Do lar 21 30

Doméstica 10 14,3

Funcionaria Publica 4 5,7

Profissional Liberal 14 20

Outros 21 30
Tempo de diagnostico

<1 ano 42 60

>1 ano 28 40
Tratamento realizado

Conizacéo 56 80

Outros 10 14,3

Sem tratamento 8 11,4
Acompanhamento

< 3 meses 37 52,8

> 3 meses 31 44,3
Namero de filhos

<2 39 55,7

> 2 31 44,3
Filhos HPV-positivos

Sim 2 2,8

Nao 67 95,7
Fumante

Ativo 14 20

Inativo 16 22,9

Nunca 40 57,1
Consumo de bebida alcodlica

Ativo 21 30

Inativo 24 34,3

Nunca 25 35,7
Consumo de drogas

Ativo 1 14

Inativo 4 5,7

Nunca 65 92,9




Tabela 7 - Perfil sociocomportamental dos parceiros sexuais atuais das pacientes — n=30

Variavel [\ %
Idade

<30 9 30

> 30 21 70
Cor da pele

Branca 7 23,3

Negra 6 20

Parda 17 56,7
Habitacao

Brasilia 0 0

Cidade satélite e entorno 30 100
Numero de filhos

<2 20 66,7

> 2 10 33,3
Cancer

Sim, em regido de cabeca e pescoco 0 0

Sim, em outro local 0 0

Nao 30 100
Fumante

Ativo 5 16,7

Inativo 10 33,3

Nunca 15 50
Consumo de bebida alcodlica

Ativo 13 43,3

Inativo 14 46,7

Nunca 3 10
Consumo de drogas

Ativo 0 0

Inativo 10 33,3

Nunca 20 66,7
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5.3 ANALISE DA QUANTIFICACAO, PUREZA E RENDIMENTO DO DNA

A avaliacdo da quantidade de DNA das amostras, obtida por meio da analise
de espectrofotometria dptica, apresentou valores de densidade 6ptica a 260 nm que
variaram entre 0,003 ug e 0,141 pg, com média de 0,0316 pg e valores a 280 nm
variando entre 0,001ug e 0,138 pg, com média de 0,0276 pg.

Quanto a andlise da pureza do DNA pelo célculo da razdo entre as leituras
A260/A280, obteve-se valores em uma escala entre 0,79 ug e 3,0 ug, com média de
1,2 pg. Assim, podemos inferir que o DNA obtido na maioria das amostras
apresentou grau de pureza préximo do valor desejavel, porém com contaminacao

por outras moléculas como proteinas ou RNA.

O rendimento do DNA, mensurado pelo calculo da concentracao, variou entre
0,0075 pg/puL e 0,3525 pg/uL, e média 0,079 pg/uL, considerado adequado para
posterior avaliacdo qualitativa por meio a técnica de PCR em todas as 100 amostras
(100%).

Os valores da quantificacdo, grau de pureza e rendimento de todos 0s casos

analisados estao registrados no Anexo E.

5.4 ANALISE QUALITATIVA DO DNA

Os resultados da andlise qualitativa do DNA, pela amplificagdo do gene da
proteina B-globina utilizando a técnica de PCR e eletroforese em gel de agarose a
2%, demonstraram que em 65 amostras (65%) observou-se amplificacdo para o

gene da B-globina, visualizada com a presenca de bancas, como mostra a Figura 5.
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Figura 5: Padrao eletroforético do DNA amplificado do gene da proteina 3-globina obtido ap6s PCR
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Dessa forma, depreende-se que o DNA dessas amostras apresenta-se
integro, de otima qualidade. O DNA das demais 35 amostras (35%) néo foi
amplificado, ainda que tenham sido avaliadas sob as mesmas condi¢cées de analise
experimental pela técnica de PCR. Assim, supde-se que o DNA dessas amostras,

apesar de puro ndo se encontrava plenamente integro.

5.5 ANALISE DA DETECCAO DO PAPILOMAVIRUS HUMANO

Os resultados da analise para detec¢do do HPV na regido de orofaringe, pela
amplificacdo da sequéncia génica da regido conservada L1 do virus, utilizando a
técnica do nested PCR com o conjunto de primers PGMYQ09/11 (primeiro PCR) e o
conjunto de primers GP5+/6+ (segundo PCR), mostraram a presenca de HPV em
quatro amostras (4%) dentre todos os pacientes. Dessas quatro amostras, uma é
procedente de uma paciente do género feminino das 70 pacientes (1/70 — 1,43%), e
trés sdo de parceiros do género masculino (3/30 — 10%). Ressaltando que a mulher
infectada ndo é parceira sexual de nenhum dos homens infectados pelo HPV em
orofaringe. Também é importante relatar que as parceiras sexuais dos trés homens
infectados em orofaringe receberam o diagndstico da doenca do colo do Utero em
menos de um ano do periodo em que foi realizada a coleta da amostra de
orofaringe. A Tabela 8 apresenta as caracteristicas do comportamento sexual e de
algumas variaveis do perfil sociocomportamental da amostra infectada por HPV em

orofaringe.
As demais 96 amostras (96%) foram negativas para HPV.

As bandas revelando positividade para HPV estdo apresentadas na Figura 6.
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Tabela 8 — Caracteristicas do comportamento sexual e sociocomportamental dos pacientes infectados por HPV
em orofaringe — 1 mulher e 3 parceiros

Idade no diagnéstico > 30 NA NA NA
Outra doenca HPV-positiva Nao Nao Sim N&o
Filhos do mesmo cénjuge Sim Sim N&o Sim
Numero de casamentos 1 1 1 >1
Idade do inicio de relacdo sexual <15 16 - 20 <15 16 - 20
NUmero de parceiros (as) sexuais <5 <5 <5 <5
Uso de camisinha N&o Sim N&o Sim
Doenca sexualmente transmissivel Sim Nao Sim N&ao
HIV-positivo (a) Nao Nao N&ao N&ao
Frequéncia de sexo vaginal/semana <2 <2 <2 >2
Sexo oral/frequéncia Nao Nao N&o Sim, > 2
Doenca sistémica Sim N&o Sim N&o
Fumante N&o Inativo Inativo Ativo
Consumo de alcool N&o Inativo Inativo Ativo
Tempo de diagndéstico >1 ano NA NA NA

*NA = ndo se aplica

46 50 CN

Figura 6: Padrao eletroforético do DNA do HPV, pela amplificagdo da sequéncia génica da regido conservada L1
do virus, por meio da técnica do nested PCR (PGMY09/11 e GP5+/6+), que revelou a presenca do virus em
quatro amostras, 39 e 45, 46 e 50.
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5.6 ANALISE DAS VARIAVEIS DE RISCO DA AMOSTRA

5.6.1 Mulheres

A analise das variaveis de risco ndo mostrou associacdo entre os fatores
avaliados acerca do comportamento sexual das 70 pacientes da amostra e a
transmissao orogenital do HPV.

A Tabela 9 apresenta os resultados da analise estatistica realizada para os
fatores de risco. A presenca do HPV em orofaringe foi independente para todas as
variaveis. O valor de p (95% IC) foi equivalente a 1,0 para as variaveis “idade no
periodo de diagndstico”, “outra doencga associada ao HPV” (além da doencga do colo
do utero, como verrugas de pele, relatadas pelas pacientes), “filhos do mesmo pai”,
‘numero de casamentos”, “idade do inicio de relagcbes sexuais”, “humero de
parceiros sexuais”, “uso de camisinha”, “se faz sexo oral e frequéncia em dias por
semana” e “HIV-positiva”. Obteve-se o valor p=0,493 para a variavel “frequéncia de
sexo vaginal em dias por semana”. Diante desses resultados, constatou-se auséncia
de correlagéo, sugerindo que, estatisticamente, a infeccdo por HPV em orofaringe

nao se associa a nenhuma dessas variaveis (Tabela 9).
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Tabela 9 — Analise estatistica da presenca do HPV em orofaringe e das variaveis de risco para as mulheres com
doenca do colo do atero — n=70

Variavel HPV+ oral OR 95% IC* p**
N %

Idade no periodo de diagnostico
<30 17 24,3 0,9813 0,038-25,22 1
> 30 53 75,7 1 14

Outra doenca relacionada ao HPV
Sim 5 7,1 0,2519 0,009-6,95 1
Nao 65 929 1 1.4

Filhos do mesmo pai
Sim 46 657 1 1,4 0,659 0,026-16,83 1
Nao 23 32,8

Numero de casamentos
1 43 614 1 1,4 05472 0,021-13,94 1
>1 26 37,1
Nenhum 1 15

Idade do inicio de rela¢des sexuais
<20 58 828 1 1,4 1,560 0,06-40,6 1
> 20 12 17,2

Numero de parceiros sexuais
<5 54 77,1 1 1,4 1,101 0,043-28,35 1
>5 16 22,9

Uso de camisinha
Sim 20 28,6 1,218 0,047-31,16 1
N&ao 50 714 1 14

Freguéncia de sexo vaginal/semana
<2 34 486 1 1,4 0,3151 0,012-8,0 0,493
>2 36 51,4

Sexo oral/frequéncia
Sim 35 50 3,0 0,118-76,2 1
Nao 35 50 1 1.4

HIV-positiva
Sim 2 2,8 1,2 0,003-3,42 1
Nao 68 97,2 1 14

*|C = intervalo de confianca

**astatisticamente significante, p<0,05
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5.6.2 Parceiros

A andlise estatistica das variaveis de risco para a amostra masculina,
constituida por 30 parceiros das pacientes com doenca do colo do utero, também
nao apresentou associacao entre os fatores de risco do comportamento sexual e a
presenca do HPV em orofaringe. A Tabela 10 apresenta os resultados da avaliacao

realizada para os fatores de risco avaliados.

Obteve-se valor p (95% IC) =1 para as variaveis “doenga associada ao HPV”,
“numero de casamentos”, “idade do inicio de relagdes sexuais”, “uso de camisinha” e
“‘doenca sexualmente transmissivel”. Para a variavel “filhos da mesma mae”, o valor
p foi igual a 0,488, p=0,252 para “frequéncia de sexo vaginal em dias por semana”, e
p=0,561 para “realizacdo de sexo oral e frequéncia em dias por semana”. Dessa
forma, a presenca do HPV em orofaringe nos parceiros também foi independente

para todos esses fatores.

O valor p foi significativo com relacdo a associacdo apenas para a variavel
“‘numero de parceiras sexuais”, para qual foi obtido p=0,04. Ainda assim, os homens
infectados disseram ter um total de parceiras sexuais igual ou menor que cinco
durante a vida, ou seja, ndo possuiram um numero relativamente elevado de

parceiras sexuais (Tabela 10).
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Tabela 10 — Andlise estatistica da presenca do HPV em orofaringe e das variaveis de risco para 0s parceiros sexuais

atuais — n=30

Variavel

OR

95% IC*

Doenca associada ao HPV
Sim (verrugas genitais)
N&o
Filhos da mesma mée
Sim
N&o
Numero de casamentos
1
>1
Nenhum
Idade do inicio de relacbes sexuais
<20
>20
NuUmero de parceiras sexuais
<5
>5
Uso de camisinha
Sim
N&o
Doenca sexualmente transmissivel
Sim
N&o
Freguéncia de sexo vaginal/semana
<2
> 2
Sexo oral/frequéncia
Sim
N&o

16
14

10
20

18
12

30
70

53,3
46,7

33,3
66,7

30
70

60
40

HPV oral
1 3,3
2 6,7
2 7,1
1 3,6
2 6,7
1 3.3
3 10
3 10
2 6,7
1 3.3
1 3.3
2 6,7
2 6,7
1 3.3
1 3,3
2 6,7

0,727

2,3

0,95

2,81

0,063

0,571

0,214

0,058-9,16 1
0,17-30,61 0,488

0,077-11,81 1

0,09-83,16 1

0,003-1,347 0,04

0,047-7 1

0,081-12,4 1

0,017-2,67

0,252

0,244-36,9 0,561

*|C = intervalo de confianca

**estatisticamente significante, p<0,05
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6 DISCUSSAO

Nas dUltimas décadas, indmeros estudos resultaram em um crescente
conhecimento sobre a biologia do HPV e especificamente do ciclo viral,
propriedades biolégicas das proteinas virais e sua interagdo com as proteinas do
hospedeiro. Isso levou a novos alvos potenciais de vacinas profilaticas ou
terapéuticas, terapias para a infeccao pelo HPV e, principalmente, ao conhecimento
do comportamento das doencas e meétodos de deteccdo do virus. Além disso,
avancos notaveis foram realizados no campo do diagnéstico para a deteccdo de
DNA de HPV. Observou-se que habitos sexuais, especialmente nas geracdes mais
jovens, como o inicio precoce da atividade sexual, multiplos parceiros sexuais, sexo
oral e anal, estariam associados a um maior risco de infeccdo pelo virus. Isso
estimulou a necessidade de campanhas adequadas de prevencdo primaria, dentre
as quais educacdo sexual e programas de vacinacdo, e secundaria, como

diagnéstico de doencas relacionadas com HPV (Syrjanen et al., 2012).

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) de alto risco constitui o
principal agente etiolégico do carcinoma de células escamosas do colo do utero
(CSCC). Também estéd associada a um subgrupo de outras neoplasias, incluindo o
carcinoma de células escamosas de orofaringe (OPSCC). A infec¢édo pelo HPV em
mucosa genital tal como em mucosa oral também pode ser subclinica ou associada
a lesdes benignas (Syrjanen et al.,, 2012). Apesar da elevada taxa de infeccéo
genital por HPV na populacédo geral, a frequéncia da infec¢do orogenital teve menos
atencdo. Os poucos trabalhos que lidam com este assunto mostram resultados

conflitantes (Termine et al., 2009).

Este trabalho avaliou a prevaléncia de infecgdo por HPV em orofaringe de 70
mulheres com neoplasia intra-epitelial e carcinoma invasivo do colo do utero, bem
como a frequéncia de infeccdo por HPV em orofaringe nos parceiros sexuais de 30
dessas mulheres, totalizando 100 pacientes. Também foi realizada uma analise da
associacdo ou ndo da presenca do HPV com variaveis de risco referentes ao

comportamento sexual.
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No presente estudo, as amostras de DNA foram obtidas pela técnica do
raspado com escova citoldgica, que mostrou ser eficaz na obtencéo de quantidades
adequadas de DNA de mucosa orofaringea. Isso permitiu a posterior realizacdo de
PCR nas amostras coletadas, reforcando os achados de alguns autores (Steinberg
et al., 2002, Mulot et al., 2005; Garcia-Closas et al., 2001). Mulot et al. (2005)
demonstrou que amostras de células epiteliais orais coletadas tanto por meio de
bochechos quanto por meio dos raspados orais com escova citolégica, fornecem
guantidades oOtimas de DNA. Ainda, os dois métodos de coleta mostraram-se,
segundo os autores, equivalentes quanto a eficacia de obtencdo de DNA quando
utilizada a mesma técnica de extracdo (Garcia-Closaset al., 2001; King et al., 2002).
Além disso, a coleta realizada por meio de técnicas de raspado ou bochecho
apresenta uma série de vantagens, dentre as quais, facil transporte, baixo custo,
facilidade de processamento, armazenamento a longo prazo, maior aceitacao pelos
pacientes, por ser mais confortavel em relacdo a biopsia e indolor (Garcia-Closas et
al., 2001, Clark et al., 2004).

Furrer et al. (2006) demonstraram que, em lesfes potencialmente malignas e
lesGes malignas orais, o DNA do HPV é mais provavel ser detectado em raspados
de superficie de mucosa do que por meio de biépsias. Porém, os autores Stokes et
al. (2012) nao diagnosticaram HPV em fragmentos de biépsia fixados em formol e
emblocados em parafina (FFPE) de lesGes displasicas orais. Lawton et al. (1992)
observaram gue na mucosa oral normal houve uma maior taxa de deteccdo de DNA
de HPV em bochechos e raspados em comparacao com biopsias. Tecidos incluidos
em parafina e fixados em formalina (FFPE) constituem a forma mais comum de
armazenamento de espécimes humanas (Rivero et al., 2006). Foi demonstrado que
o DNA extraido de FFPE é adequado para amplificacdo em PCR, porém a qualidade

dos &cidos nucléicos extraidos é baixa (Lewis et al., 2001).

O DNA obtido na maioria das amostras apresentou grau de pureza proximo
do valor desejavel, entre 1,5 ug a 2,0 pg, porém observou-se contaminacdo por
outras moléculas como proteinas ou RNA. O rendimento do DNA, mensurado pelo
calculo da concentracdo, foi adequado para posterior avaliagdo qualitativa e
verificagdo da presenca do HPV, ambos por meio da técnica de PCR, em todas as
100 amostras (100%). Em 65 das 100 amostras examinadas (65%), observou-se a

amplificagdo do DNA por PCR. Portanto, nessas amostras o DNA apresentou-se



71

integro, de 6tima qualidade. Isso permitiu a posterior realizacdo de PCR, de forma
segura, para deteccdo do HPV. O PCR das demais 35 amostras que ndo houve
amplificacdo foi repetido outras vezes e novamente ndo mostrou bandas. Assim,
supde-se que ocorreu provavel viés na proporcdo das quantidades dos reagentes,

porém ndo confirmado.

Neste estudo, dentre os 100 casos avaliados, mulheres e parceiros sexuais,
apenas quatro (4%) apresentaram infeccdo por HPV em orofaringe, utilizando a
técnica do nested PCR, altamente sensivel para a detec¢cdo de HPV (Fuessel Haws
et al., 2004). O sistema nested PCR PGMY/GP é capaz de detectar um total de 23
tipos de HPV, incluindo os tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 54, 54-AE9, 58,
61, 62, 66, 67, 70, 71, 72, 85, 89 e SW1. Além disso, permite a detec¢do de HPV em
baixo niumero de coépias e possui maior sensibilidade aos diversos tipos de HPV,
especialmente na determinacdo de tipos virais em amostras multiplamente

infectadas.

Das 70 mulheres com lesdo do colo do utero, somente em uma (1,43%) foi
encontrado HPV em orofaringe. Assim, a prevaléncia da infeccdo orofaringea
nessas mulheres foi extremamente baixa. Os resultados encontrados demonstraram
que, para esta amostra examinada, ndo ha correlacdo de maior susceptibilidade

para a infeccdo orofaringea por HPV em quem possui doenca do colo do utero.

A revisdo da literatura mostra que apenas poucos estudos foram realizados
sobre a frequéncia de infeccdo por HPV nas mucosas do colo do utero e oral, seja
em mulheres saudaveis ou HIV-positivas. Um estudo semelhante ao presente
trabalho (Termine et al., 2009) investigou a frequéncia simultanea de infeccédo por
HPV oral e do colo do utero em mulheres do sul da Italia, com aplicacdo de um
guestionario contendo variaveis sociocomportamentais. As células da mucosa oral
foram coletadas por meio de raspado e a andlise do DNA viral foi realizada pela
técnica de PCR, seguida de sequenciamento do DNA e genotipagem. Nesse
trabalho, a infec¢éo oral por HPV foi detectada em dois dos 140 (1,4%) casos. O
virus foi encontrado em duas das 76 (2,6%) mulheres com infec¢do por HPV do colo
do dtero e em nenhuma das 64 mulheres néo infectadas. Foi observada falta de
concordancia tipo-especifica do HPV nas duas mucosas para os dois grupos de

pacientes. Os dois casos de infecgéo oral foram pelo HPV 31, em uma mulher com
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os tipos 53, 66 e 68 na amostra do colo do utero, e HPV 18 em uma mulher com o
tipo 16 na amostra do colo do Utero. Portanto, concluiu-se que na populagéo
examinada, a infeccdo por HPV do colo do utero ndo parece predispor a transmissao
oral, mesmo na presenca de habitos sexuais orogenitais. Sugeriu-se, assim, a

independéncia da infecgdo nas mucosas oral e genital.

Outra analise mais recente de Termine et al. (2011) também avaliou-se a
frequéncia e a concordancia dos tipos de HPV para a infecgcdo oral em mulheres
com infecgéo por HPV genital. Realizou-se um estudo transversal com uma amostra
de 98 mulheres. A prevaléncia da infeccao oral por HPV encontrada foi de 14,3%. Ja
a prevaléncia de concordancia de tipos de HPV foi de 21,4%, apresentando

diferenca estatistica de p = 0,05.

Em um trabalho de D'Souza et al. (2007), a presenca de HPV oral foi avaliada
pela coleta de amostras de bochecho oral em duas ocasides com intervalo de seis
meses. Essas amostras foram coletadas de 136 participantes HIV-positivas e 63
participantes HIV-negativas. Amostras de lavagens do colo do Utero foram coletadas
simultaneamente para comparacdo, ap0s avaliacdo de exames de Papanicolau
anteriores. A prevaléncia da infeccdo oral por HPV ap6s seis meses foi
significativamente menor que a prevaléncia da infeccdo do colo do utero. As
mulheres HIV-positivas tinham mais probabilidade que as mulheres HIV-negativas
para infeccdo oral (33% para 15%) ou do colo do uUtero (78% para 51%). As
infeccdes orais detectadas no inicio do estudo foram tdo provaveis quanto as
infeccbes do colo do utero de persistirem por seis meses entre mulheres HIV-
negativas (60% para 51%) e HIV-positivas (55% para 63%). Os tipos de HPV de alto
risco 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 67, 68, 69, 70 e 73
foram encontrados nas amostras do colo do utero. Desses, apenas os tipos 51, 67,
68, 73 ndo foram encontrados na boca. Os tipos de baixo risco encontrados no colo
do utero foram 6, 11, 40, 42, 54, 55, 57, 61, 62, 71 e 72. Desses, 0s tipos 6, 11, 40,
42, 54, 55, 57, 61, 62, 71 e 72 nao foram detectados na boca. A taxa de infec¢des
orais por HPV detectadas nas duas fases do estudo foi significativamente menor do
que a das infecgbes do colo do utero entre as mulheres HIV-positivas e HIV-
negativas. Assim, os resultados desse estudo demonstraram que a histéria natural

do HPV oral e do colo do utero provavelmente seja diferente (D Souza et al., 2007).
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Termine et al. (2011) também realizaram um estudo de meta-analise para
avaliacao da frequéncia e da concordancia dos tipos de HPV para a infecgéo oral em
mulheres com infeccéo por HPV do colo do utero. Nessa meta-analise, incluiu-se o
estudo de Termine et al. (2011) anteriormente relatado e nove outros estudos
publicados, totalizando um n de 1017 pacientes. Esse estudo também examinou a
influéncia do procedimento de amostragem oral (raspado vs bochecho oral) e a
relacdo entre a presenca do HIV e o HPV oral. Nesse estudo, os critérios de
elegibilidade incluiram o uso de células esfoliadas orais como método de
amostragem e o diagnostico de infec¢cdo por HPV com base na deteccdo do DNA do
HPV.

A prevaléncia da infeccdo oral por HPV na meta-andlise foi estimada em
18,1% e a prevaléncia da concordancia de tipos de HPV foi de 27,0%, considerada
estatisticamente significativa (P = 0,002). No entanto, a presenca de HIV aumentou a
probabilidade de infeccéo oral por HPV e da concordancia dos tipos de HPV. Assim,
diferentemente do presente estudo e de outros relatados, observaram que a
infecgao oral por HPV e a concordancia dos mesmos tipos de HPV em mulheres
com infeccdo por HPV do colo do utero sdo mais frequentes do que se poderia
esperar por acaso. Além disso, a prevaléncia de HPV oral e a concordancia dos

tipos seriam influenciadas pela imunidade.

O HPV 16 é o tipo mais frequente detectado na mucosa oral, sendo também o
tipo mais comum de HPV encontrado nas lesdes displasicas e carcinomas orais. A
presenca deste tipo de HPV oncogénico na cavidade oral deve ser acompanhada e
avaliada devido a associacdo com a carcinogénese oral (Nair & Pillai, 2005;
Adelstein et al., 2009).

Em contrapartida a conclusdo da meta-analise acima relatada e analisando
alguns estudos separadamente, observa-se que dois estudos iniciais (Kellokoski et
al.,1992a,b) relataram diferentes taxas de infeccdo orogenital, variando de 3,8% a
23%, em relagdo aos métodos empregados. Na regido central da Italia (Badaracco
et al., 1998), foi registrada uma prevaléncia de infeccdo orogenital de 50%.
Entretanto, o tamanho da amostra do estudo italiano foi muito pequena (N=10),
embora os investigadores tivessem utilizado um método de detecgdo de HPV mais

sensivel do que o empregado por Kellokoski et al. O trabalho de Giraldo et al. (2005)
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detectou uma maior prevaléncia de infeccéo por HPV oral em mulheres com lestes
genitais causadas por HPV, em comparacdo com as mulheres que n&o tinham
lesbes genitais. Com base nesses dados, um risco aumentado de infeccao oral em
mulheres com infec¢cdo do colo do utero foi sugerido, muito provavelmente por meio
da transmissdo orogenital do virus. No entanto, nessas andlises ha falta de
uniformidade e especificidade dos métodos diagndsticos empregados, além do
pequeno tamanho da amostra e da auséncia de um grupo controle, o que torna 0s
resultados conflitantes (Campisi et al., 2007). Outro trabalho (Cafadas et al., 2004)
mostrou uma baixa frequéncia de infeccéo orogenital por HPV em uma populagéo de
alto risco, sem uma correlacao significativa entre a infec¢ao oral e genital em termos
de prevaléncia e de concordancia entre os tipos de HPV nos dois locais. Da mesma
forma, uma baixa taxa (2,4%) de infeccédo oral por HPV foi relatada em outro estudo
(Smith et al., 2004), em que a infeccdo oral era independente da condicdo da
presenca de HPV genital e a concordancia dos tipos de HPV nao foi evidente. Além
disso, com relacdo aos estudos que avaliaram mulheres HIV-positivas, outros trés
trabalhos (Fakhry et al., 2006.; Marais et al., 2008; Richter et al., 2008) relataram
resultados semelhantes independentemente, sugerindo assim a auséncia de relacao
da infecgdo por HPV oral e genital também em pacientes de alto risco. Se validados
esses achados por estudos com uma amostra maior e com base em métodos
sensiveis de detec¢do do HPV, invalidaria a hipétese de uma maior susceptibilidade

de transmissao oral na presenca de infeccao genital por HPV.

A baixa taxa de infec¢cbes concomitantes poderia estar relacionada as
diferencas entre o colo uterino e a cavidade oral, em termos de susceptibilidade
anatomica para HPV e/ou mecanismos de remocao viral (Thompson et al., 2001).
Entretanto, a prevaléncia mais alta da infeccdo por HPV na regido de orofaringe
pode ser ndo apenas devido as semelhancas morfolégicas com o cancer do colo do
atero, mas também porque o epitélio escamoso da mucosa, semelhante ao do colo
do utero seria facilmente exposto a infeccao viral, especificamente da regido de
tonsila (Frisch & Goodman, 2000; Syrjanen, 2004; Kim et al., 2007). A limpeza e
acdo antimicrobiana da saliva pode reduzir o tempo de contato entre o virus e a
superficie epitelial da cavidade oral, reduzindo assim a probabilidade de entrada do
virus nas células alvo. O diferente ambiente, portanto, poderia justificar a baixa

frequéncia de infec¢cdo por HPV na mucosa orofaringea. Outra possivel explicacédo
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para a baixa taxa de infeccdo por HPV na orofaringe poderia ser uma possivel sub-
avaliacdo oral da infeccdo relacionada com o0 baixo numero de copias virais
produzidas (Summersgill et al., 2001). Uma vez que a técnica de deteccdo de HPV
empregada neste estudo (nested PCR PGMY/GP) é considerada um método
altamente sensivel de deteccao do virus (Fuessel Haws et al., 2004), uma possivel
explicacdo poderia ser o método de raspado utilizado para a coleta das amostras.

Porém esse demonstrou obter DNA de 6tima qualidade na maioria das amostras.

Na amostra masculina, constituida de 30 parceiros sexuais de 30 das
mulheres avaliadas, foram encontrados trés casos com infec¢ao por HPV na mucosa
de orofaringe, apresentando baixa frequéncia, porém significativamente maior que a
presente nas mulheres. Esse resultado, como similarmente ocorreu na amostra

feminina, ndo foi estatisticamente relevante.

Na literatura sdo encontrados poucos estudos que avaliaram a prevaléncia de
infeccdo por HPV oral em parceiros de mulheres com doenca do colo do utero. O
estudo de Smith et al. (2004) analisou a presenca de HPV em mulheres gravidas, a
fim de caracterizar prevaléncia viral, tipos e concordancia entre a infec¢ao no colo do
Utero e na cavidade oral. Os parceiros do sexo masculino presentes durante a visita
clinica gestacional também forneceram uma amostra da cavidade oral. Assim como
encontrado nas mulheres, para a amostra masculina também ndo houve
concordancia dos tipos de HPV encontrados na mucosa oral e os tipos encontrados
no colo do Utero das mulheres. Assim, a fonte de infeccdo ndo parece ser via oral,
pelo contato com o parceiro atual do sexo masculino, uma vez que também nao
houve concordancia entre os parceiros. Os resultados sugeriram outras formas de

transmissdo do HPV, diferencas na susceptibilidade a infeccdo pelo HPV ou a

independéncia da infec¢cédo na cavidade oral e na mucosa genital.

Em contrapartida, o trabalho de D Souza et al. (2009) investigou se o
comportamento sexual que elevou a taxa do cancer de orofaringe, aumentaria a taxa
de infeccdo oral por HPV entre pacientes controles. A infec¢cdo por HPV foi
detectada em 4,8% de 332 pacientes controles de um ambulatério clinico e em 2,9%
de 210 homens universitarios, com idade entre 18 e 23 anos. Entre 0s pacientes
controles, a taxa de infec¢cdo desenvolvida aumentou independentemente do nimero

de parceiros sexuais vaginais ou orais durante a vida. Entre os homens
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universitarios, a taxa de desenvolvimento de infec¢éo oral por HPV aumentou com o
aumento do niumero de novos parceiros sexuais orais ou de parceiros de beijo na
boca. Porém, ndo aumentou com o0 aumento de parceiros sexuais vaginais. Assim,
nesse estudo de D Souza et al. (2009) observou-se que o sexo oral e o beijo na
boca estdo associados com o desenvolvimento de infec¢éo oral por HPV. Também
foi observado por Giovannelli et al (2007) um elevado e significativo grau de
concordancia entre os tipos de HPV em casais infectados simultaneamente nas
areas genitais, confirmando, assim, a transmissdo do HPV. A frequéncia e a
concordancia dos tipos de HPV na cavidade oral ndo foram avaliadas nessa andlise.

Outro objetivo deste estudo foi verificar se a historia clinica e o
comportamento sexual poderiam influenciar na susceptibilidade dos pacientes da
amostra a infeccdo orogenital por HPV. Uma conclusédo pode ser obtida apenas em
parte, pois ndo foi encontrada uma associacdo de maior susceptibilidade para a
infeccdo pelo HPV em orofaringe. Para o presente estudo, devido a baixa taxa de
infeccdo por HPV detectada na orofaringe, ndo foi possivel relacionar uma
associacao positiva entre a presenca de doenca do colo do utero, os fatores de risco

e a presenca de infec¢éo por HPV em orofaringe.

Na analise deste estudo, a baixa prevaléncia da presenca do HPV na mucosa
de orofaringe das pacientes com infeccdo por HPV do colo do Gtero demonstrou
auséncia de associacao entre a presenca do HPV nas mucosas de orofaringe e do
colo do utero. Também, a baixa prevaléncia da presenca do HPV na mucosa de
orofaringe dos companheiros atuais dessas mulheres sugere que a condicdo da
presenca do HPV no colo do Utero ndo predispde a transmissao orogenital, mesmo
quando habitos sexuais de risco foram registrados.

A ocorréncia do maior niumero de casos HPV-positivos em orofaringe dos
parceiros em comparacdo as mulheres, sugere que os homens podem ter maior
risco de transmisséo orogenital, devido a tendéncia de maior prevaléncia do HPV em
orofaringe dos homens, que foi de 10% no presente trabalho. Novos estudos com
amostra maior, principalmente com maior quantidade de parceiros sexuais e
pacientes controles podem ser necessarios para validar a suposi¢cao da transmissao

orogenital.
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7 CONCLUSAO

e Constatou-se prevaléncia de 1,43% (1/70) da presenca de HPV na regido de
orofaringe de pacientes com neoplasia intra-epitelial escamosa de alto grau e
carcinoma de células escamosas invasivo do colo do utero, acompanhadas
no Hospital Universitario de Brasilia (HUB). Assim, foi demonstrada baixa
prevaléncia e auséncia de associacao entre a presenca de HPV nas mucosas
de orofaringe e do colo do utero.

e Observou-se prevaléncia de 10% (3/30 pacientes) de HPV-positivos em
orofaringe dos companheiros (parceiros sexuais atuais) das mulheres com
neoplasia intra-epitelial escamosa de alto grau e carcinoma invasivo do colo
do utero, sugerindo maior prevaléncia de HPV oral nos homens que em suas
parceiras com doenca do colo do utero.

¢ Nao foram diagnosticadas lesdes de cabeca e pescog¢o associadas ao HPV,
tanto na amostra feminina quanto na amostra masculina.

e A técnica de raspado em orofaringe com escova citolégica foi evidenciada
como método eficaz para a obtencdo de amostras de material biologico
adequado quanto ao rendimento, pureza e integridade do DNA. Assim,
permitiu a analise da deteccdo de HPV por meio da técnica do nested PCR
(PGMY09/11 / GP5+/6+).

e Na&o foi observada associacdo positiva entre a presenca do HPV em
orofaringe e os fatores de risco relacionados ao comportamento sexual, como
0 sexo oral e o elevado numero de parceiros sexuais durante a vida, tanto nas

pacientes com lesdo do colo do utero, como em seus companheiros.
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ANEXOS

ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocd csta sende convidade (a) a participar, como voluntdrio (a), da pesguisa
inlituluda Avaliagio da presengu do Papilomavivus Humano na cavidade oral ¢
orofaringe em pucientes com lesdo intra-epitelial escamosa de afto grau (NIC2 ¢
NIC3) ¢ carcinomu de célufas escamosas do colo dv dtero e seus companheiros no
Hospital  Universitirio de Brasitia, Brositia, DF. sob a responsahilidade du
pesquisadora. & Cirusgid-dentista Ana Elizia Mascarenhas Marques. Apos  ser
esclarecido (4} sobre 2 mesma e aceitandn parlicipar, assine cste documento. que esta
em cuas vias. Uma delas ¢ sua ¢ a outra € dos pesquisadores responsdveis, Em caso de
recusa vace ndo sera penzlizado de forma alpuma.

Esta pesquisa tem como ohjetivo geral avaliar @ presenca do TTPV na covidade
oral ¢ orofavinge em paclentes cow lesio intra-epitefial escamosa de alto grau (NJC2 ¢
NIC3} ¢ carcinoma de células escamosas do colo da dtero e seus compunheicos
aiendidoy xo Hospiral Universitario de Brasilia (TTUB), no perfodo de 2000 « 2001
Para a aleance dos ebjetivos serde realizados provedimentos clinicos para o diagndstico
do seu caso, que sio o raspado oral e orofaringeo (ciebresh) da parede posterior da
orofaringe realizado com uma escova citologica (cxtology brush) com S a 10 raspados. ¢
wna entrevis@a com relagiio i histdria presente on passada da ocorrencia de lesdes de
alte gran e camcinomas invasivos associades cticlogicamente ao 1IPV. Quunlo ans
desconfortos e riscos esclarecermas que:

v

v
v

Tivs garantido que o estudo ndo trard nenhuma espéeie de risco, desconforta ou
dunos & sun pessoa;

Sua partivipagdn nio implica em despesa de qualguer natwreza;

O procedimente realizado na pesquisa serd uma téenica para avaliar a presenca
o HPV na cavidade oral e arofaringe chumada de raspadao oral, que serd
realizady na clinica de Estomatologia do 11UB, de acordy com as nommas ¢
procedimentos dessa Clinica:

Ndo hé riscos para voué durante a realizagfo desses procedimentas:
Esclarecemos tambeém yue o raspado oral serd realizado por necessidade do cas
¢ nfo somente por interesse do pesquisader, isso significa que vocé nio serd
submetido a procedimento desnecessario:

Touo o materizl bioldgico armazenado serd codilicade o fim de se garantiv sigilo
€ resprito i conlidencialidade. Dependendo dos resullados obtidos ne preseme
estuco, v material armasenado poderd ser utilizado em pesquisas luturas, Cas
iS50 0O, As NOVas pesquisas serfo submetidas para aprovagde do Comité de
Ftica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Satde da Universidade de
Drasilia (FSUnB):

Os benefleios dessa pesuisa sfo a futura divelgaghio de dados e inlormages
cientificas extremarente dleis aos estudos sobre o real papel do 1PV na
carcinogénese da cavidade oral ¢ orolaringe, Ao final da pesquisa, espera-se
pader contribuir para esclarecer a relagia entre HPV oral ¢ geniral e dos meios
de Iransmissdo, que poderiam resultar na adogiio de medidas profilaticas, A sua
participagiio coniribuird para o maior conhecimento dos casos de presenga de
HI'Y na cavidade orol ¢ vrolannge de pacicntes que apresentam fesdo intra-
epitefial escamosa de alto graw (NIC2 ¢ NIC3) e carcinome de céluias
escamasas do colo do dtero, bem como dos respeelivos companheiros:

Serda garunlidas sesstes de apoio psicoldgico, se necessdrio, com a presenga de
um psicologo com experiéneia em cuidados oncolégicos. Dessa lorma, serd
asscpurada atencdo & saide mentul;
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¥ Bstd assegurado suz {iberdade de retirar o consentimenlo » qualquer momento ou
deixar de participar do estuda, sem que isto Lhe traga algum prejuizo;

[} ussegurada ainda a ndo identilicaia dos sujeitos que pacticipario da pesyuisy;
Serd mantido o cardter confidencial das inlormagdes obtidas;

Em caso de dividus sobre oz scus direitos coma participanie nesta pesquisa,
vocé poderd entrar em contalo com o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Citnciay da Sande,

Inforeamos yue a prejeto foi elaberado tendo em vista o que preconiza a Resolugio
19696 do Ministério Jdx Saude. sobre pesquisa emvolvende scres humanos,
resgunrdando,  pertanto, o rtesponsabilidade ética do  pesyuisador. Desta forma,
considerando a natureza, caraclerislics ¢ objetives propostos, nda idenlificamos riscos &
Sua purlivipagdo,

<R

Como benelicio para a instituig#o pesyuisada espera-se ter mais informacio sobre
as formay de transmissdo do HPY, ampliar o conhecimento sobre a carcinogénese
associada ao TPV, capacitagiio de recursos humanos em pesquisa na drea do TPV
e sua relagiio com o cincer de cabega e pescoco, além de contribuir para esclarecer
a relagio entre HP'V oral ¢ genital e dos meios de transmissdo, que poderiam
resultar na adogio de medidas profildticas,

Tendo recebido s informagdies sobre a pesyuisa 4 ser desenvolvida e ciente dos
meus  direltos. e, ) et o
concordo em pacticipar deste cstude como sujeite e voluntinie, Fui devidamente
informada (a) pela pesquisadora sobre a pesquisa. os procedimentos nela envolvides,
assim como vs possiveis riscos e benelicios decorrentes de minha participugdn. Foi me
garantido que possa refirar meu consentimenta a qualguer momento, sem que ista leve n
qualquer penalidade. Além disso. qualquer divida eu poderei entrar cm contata com o
Comité de Erica em Pesquiss com Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Sagde
da Universidade de Brasilia pelo telefone 2107-1947, ou direlamenic com o
pesquisndor, pelo telefone 3307-2295.

Brasilia-DI, !

Assinaturz do participante

PESQUISADORA:
CIRURGIA-DENTISTA ANA ELIZIA MASCAREVHAS MARQUES

Presenciamas a solicitagho de consentimento, esclarecido sobre a pesquisa e aceilagio
do sujeito em paricipar.
Testemunhas:

Assinalura;

Assinatura:
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ANEXO B — PRONTUARIO CLINICO DAS MULHERES

Fundacgdo Universidade de Brasilia
Faculdade de Ciéncias da Saude
Departamento de Odontologia
Clinica HUB

FICHA DE ATENDIMENTO CLINICO

IDENTIFICACAO DO PACIENTE

Nome:

Nasc.: / / RG: Expedicao:

Género: M | F Raca: Branca / Negra / Amarela

Pai:

Mae:
Endereco:
Cidade: UF: CEP:
Naturalidade: Nacionalidade:
Tel. de contato:

Ocupacao:

( ) Do lar

( ) Domeéstica

( ) Funcionéria Publica

( ) Profissional Liberal

( ) Qutros

EXAME CLINICO: ANAMNESE

Histéria da Doenca Atual

1. Diagndstico final:
2. Quando recebeu diagnéstico de lesdo intra-epitelial escamosa de alto grau
(NIC2/NIC3) ou de carcinoma invasivo do colo do Utero?
() Ha 3 meses ou menos
() Ha 6 meses
( )Halano
( )Ha2anos
( )Ha3anos




10.

11. Freqliéncia atual das consultas de acompanhamento oncolégico/ginecoldgico:

12.

13.

14.

15.

( ) Ha+deb5 anos
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Com qual idade recebeu diagnostico de lesdo intra-epitelial escamosa de alto grau

(NIC2/NIC3) ou de carcinoma invasivo do colo do Utero?
( )<25

()25-35

( )>35

Fez exame de deteccdo de HPV recentemente?
( )Sim

( ) Nao

Se sim, foi detectado HPV?

() Sim

( ) Néo

Ja teve alguma outra doenca associada ao HPV?
( )Sim

( ) Nao

Se sim, em qual local do corpo?

() Cabeca e pescoco

() Qutros

Teve cancer em outra regido?

( ) Sim

( ) Nao

Se sim, em qual local do corpo?

() Cabeca e pescoco

() Qutros

Quais tratamentos oncolégicos/ginecoldgicos recebidos:
() Conizacéo (para NIC2/NIC3)

( ) Cirurgia

() Quimioterapia

( ) Radioterapia

() Outros

() Sem tratamento

( ) Em tratamento

() Trimestral

() Semestral

( ) Anual

N° de filhos:

()<3

()37

()>7

Todos os filhos sdo do mesmo pai?
() Sim

( ) Nao

Algum dos filhos tem HPV?
() Sim

( ) Néo

() Nao sei

Quantas vezes foi casada?
() Nenhuma

()1



()2
()=3
16. Com qual idade iniciou relacdo sexual?
( )<12
( )12-15
( ) 16-20
( )>20
17. Ja foi abusada sexualmente?
( ) Sim
( ) Néo
18. Quantos parceiros sexuais ja teve?
()=5
( )6-25
( )>25

19. Faz uso de métodos contraceptivos nas relacfes sexuais?

() Sim

( ) Nao

() Camisinha
() Pilula

() Outros

20. Com que fregliéncia faz sexo vaginal com o parceiro (por semana)?

()<3
()37
()>7
21. Costuma fazer sexo oral com o parceiro?
( )Sim
( )Nao
22. Com que frequéncia (por semana)?
()<3
()37
()>7
23. Tem histdria de tabagismo?
( ) Nao
( ) Sim
() Fumou no passado
() Fuma atualmente
24. Quantos cigarros fumados atualmente por dia?
( )<20
( ) 20-40
( )>40
25. Tem histdria de consumo de alcool?
( ) Néo
() Sim
() Bebeu no passado
() Bebe atualmente
26. Quantos dias bebe por semana?
()1
()16
( ) Todos
27. Tem histdria de uso de drogas?
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( ) Nao

( )Sim
() Usou no passado
() Usa atualmente

Questionario de Saude

106

Sim

Discriminacao

Esta sob tratamento médico?

Esta tomando algum medicamento?

Jé apresentou alguma reacdo a penicilina?

Tem historia de alergia?

Tem ou teve problemas respiratorios?

Tem ou teve doenca articular? Artrite, febre reumaética

Tem ou teve distarbio sanguineo? Anemia, hemorragia

Tem diabetes?

Tem dores de cabeca frequentemente?

Tem ou teve doenca cardiovascular? Hipertenso, infarto

Tem ou teve hepatite A? B? C?

Tomou vacina contra hepatite?

Esté gravida? Em qual periodo?

Algum problema renal/hepatico?

Ja recebeu transfusdo de sangue?

Complementacdo das informacdes sobre alguma condicdo relevante:

EXAME FISICO

ATM Linfonodos Pele

Simetria facial Labios Glandulas

Mucosa labial Mucosa jugal Regido retromolar Gengiva
Palato Lingua Assoalho Orofaringe
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ACHADOS CLINICOS BUCAIS

Descricédo da Lesdo:

Hipoteses Diagnosticas:




ANEXO C — PRONTUARIO CLINICO DOS COMPANHEIROS

Fundacdo Universidade de Brasilia
Faculdade de Ciéncias da Saude
Departamento de Odontologia
Clinica HUB

FICHA DE ATENDIMENTO CLINICO

IDENTIFICACAO DO PACIENTE

Nome:

Nasc.: / / RG: Expedicao:
Género: M | F Raca: Branca / Negra / Amarela
Pai:

Mae:

Endereco:

Cidade: UF: CEP:

Naturalidade: Nacionalidade:
Ocupacéo: Tel. de contato:

EXAME CLINICO: ANAMNESE

Historia da Doenca Atual

1. Jateve algum tipo de cancer?
() Sim
( ) Nao

2. Sesim, em qual local do corpo?
( ) Cabeca e pescoco
( ) Qutros

3. Jéa apresentou alguma doenca associada ao HPV?
() Sim
( ) Néo

4. Se sim, com qual idade?
( )<25
( )25-35
( )>35

5. Sesim, em qual local do corpo?
() Cabeca e pescoco
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

() Qutros
N° de filhos:
()<3
()37
()>7
Todos os filhos sdo da mesma mée?
( )Sim
( ) Néo
Quantas vezes foi casado?
()1
()2
()=3
Com qual idade comecou a ter relacao sexual?
( )<12
( )12-15
( )16-20
( )>20
Quantas parceiras sexuais ja teve?
()<5
( )6-25
( )>25
Faz uso de métodos contraceptivos nas relagdes sexuais?
( )Sim
( ) Nao
Tem histdria de doenca sexualmente transmissivel?
( )Sim
( ) Nao
Com que frequéncia faz sexo vaginal com a parceira (por semana)?
()<3
()37
()>7
Costuma fazer sexo oral com a parceira?
( )Sim
( ) Nao
Com que frequéncia (por semana)?
()<3
()37
()>7
Tem histéria de tabagismo?
( ) Nao
( )Sim
() Fumou no passado
() Fuma atualmente
Quantos cigarros fumados atualmente por dia?
()<20
( )20-40
( )>40
Tem historia de consumo de alcool?
( ) Nao
() Sim
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() Bebeu no passado
() Bebe atualmente
19. Quantos dias bebe por semana?
()1
()16
( ) Todos
20. Tem histdria de uso de drogas?
( ) Néo
( )Sim
() Usou no passado
( ) Usa atualmente

Questionario de Saude
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Sim

Discriminagao

Esta sob tratamento médico?

Esta tomando algum medicamento?

Ja apresentou alguma reacdo a penicilina?

Tem historia de alergia?

Tem ou teve problemas respiratorios?

Tem ou teve doenca articular? Artrite, febre reumatica

Tem ou teve disturbio sanguineo? Anemia, hemorragia

Tem diabetes?

Tem dores de cabeca frequentemente?

Tem ou teve doenca cardiovascular? Hipertensao, infarto

Tem ou teve hepatite A? B? C?

Tomou vacina contra hepatite?

Algum problema renal/hepatico?

J& recebeu transfusdo de sangue?

Complementacdo das informacdes sobre alguma condicdo relevante:




EXAME FiSICO
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ATM Linfonodos Pele

Simetria facial Labios Glandulas

Mucosa labial Mucosa jugal Regido retromolar Gengiva
Palato Lingua Assoalho Orofaringe

ACHADOS CLINICOS BUCAIS

Descricdo da Lesao:

Hipoteses Diagnosticas:




ANEXO D - APROVACAO PELO COMITE NACIONAL DE ETICA EM

PESQUISA, REGISTRO N° 106/10
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T—— pr— — — —— P ik

€

Universidade de Brastlia
Faculdade de Ciéncias da Saide
Comité de Etica em Pesquisa - CEPTS

PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Rugistra da Prajera no CEP: 106/10

Tilulo da Projeto; “Avaliagio da presenga do Papilomavirus Humano na cavidade oral e
orofaringe erm pucientes com céneer do colo de dter e seus companheiros no Hospizal
Universtzario de Brasilia, Nrusilia, DFY,

Pesquisadora Responsivel: Ana Blizia Mascarenhas Marques

Data da Fotrada: 20/08714

Com base na Resolugiio 196/96, do CNS/MS. que repulamenta a élica em
pesquisa com seres humanos, o Comilé de Tlice em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncius dn Saide da Universidade de Brasilia, apds anilise dos uspectos
éticos e do contexte ‘€enico-vientilica, resolveu APROVAR o projeto 106/10 com o
titulo: “Avaliagio da presenca do Papilomavirus Humane na cavidade oral ¢ erofarinpe
em pacientes com cineer do colo de tdrere e seus comparheires ne Hospital
Universitario de Brasilia Brasilia, DFY, analisado na 8 ReuniZo Qrdindria. realizada na

dia 31 de aguslo de 2010,

A pesguisadors responsavel fiea, desde ja, notificada da obrigatonivdade da
apresentagio de um relatorio semestral ¢ relatdrio final sucinte e objeliva sohre o
desenvoivimente do Projeto, no prazo de 1 {um) ano a contar da presente data (item
VI 12 du Resolugia 196/94),

Brasilia, 19 de novembro de 20140,

Praf. Natan Monsores de S8
Coordenaclor do CEP-FS/UnR

Cormile 48 ELGA érn Prequise com Saras HuTaras - Faculsate ¢a Clénciae da Sadde
Universizade ca Brasllia - Gempus Jnherskérks Darcy Ribeiro - CE2: 70,970 900
« Tekfane (B1-3107-1047  E-msil. cagfaRuru.br
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ANEXO E — RESULTADO DA QUANTIFICACAO, GRAU DE PUREZA E
RENDIMENTO DOS CASOS ANALISADOS

CASOS 260 nm 280nm PUREZA CONCENTRACAO
(A260/A280) [ug/uL ]
1 0,012 0,008 15 0,03
2 0,007 0,003 2,3 0,0175
3 0,036 0,031 1,16 0,09
4 0,066 0,056 1,18 0,165
5 0,036 0,029 1,24 0,09
6 0,131 0,108 1,21 0,3275
7 0,045 0,036 1,25 0,1125
8 0,025 0,017 1,47 0,0625
9 0,026 0,024 1,08 0,065
10 0,026 0,018 1,44 0,065
11 0,008 0,009 0,89 0,02
12 0,038 0,037 1,03 0,095
13 0,037 0,034 1,09 0,0925
14 0,028 0,021 1,33 0,07
15 0,013 0,015 0,87 0,0325
16 0,026 0,024 1,08 0,065
17 0,006 0,005 1,2 0,015
18 0,022 0,022 1,0 0,055
19 0,013 0,013 1,0 0,0325
20 0,012 0,01 1,2 0,03
21 0,011 0,014 0,79 0,0275
22 0,012 0,011 1,09 0,03
23 0,018 0,017 1,06 0,045
24 0,138 0,138 1,0 0,345
25 0,005 0,005 1,0 0,0125
26 0,004 0,005 0,8 0,01
27 0,01 0,009 1,11 0,025
28 0,007 0,007 1,0 0,0175
29 0,006 0,004 1,5 0,015
30 0,01 0,008 1,25 0,025
31 0,012 0,011 1,09 0,03
32 0,003 0,001 3,0 0,0075
33 0,016 0,012 1,33 0,04
34 0,036 0,026 1,4 0,09
35 0,141 0,127 1,11 0,3525
36 0,104 0,087 1,2 0,26
37 0,088 0,069 1,27 0,22
38 0,063 0,05 1,26 0,1575
39 0,046 0,035 1,31 0,115
40 0,033 0,028 1,2 0,0825

41 0,013 0,011 1,2 0,0325
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42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91

0,018
0,104
0,021
0,023
0,035
0,014
0,043
0,112
0,013
0,023
0,042
0,016
0,03
0,037
0,046
0,104
0,017
0,033
0,048
0,026
0,011
0,01
0,007
0,01
0,006
0,009
0,016
0,003
0,025
0,027
0,032
0,013
0,096
0,01
0,012
0,009
0,007
0,043
0,026
0,017
0,013
0,046
0,025
0,014
0,015
0,036
0,024
0,015
0,017
0,017

0,016
0,098
0,018
0,017
0,028
0,01
0,039
0,107
0,011
0,018
0,036
0,012
0,024
0,03
0,045
0,101
0,013
0,031
0,043
0,026
0,009
0,008
0,005
0,012
0,003
0,005
0,012
0,001
0,02
0,025
0,026
0,01
0,096
0,01
0,012
0,006
0,006
0,037
0,023
0,017
0,013
0,043
0,023
0,011
0,012
0,032
0,021
0,012
0,016
0,014

1,12
1,06
1,17
1,35
1,25
1,4
11
1,05
1,2
1,3
1,17
1,33
1,25
1,23
1,02
1,03
1,3
1,06
1,11
1,0
1,22
1,25
1,4
0,83
2,0
1,8
1,33
3,0
1,25
1,08
1,23
1,3
1,0
1,0
1,0
15
1,17
1,16
1,13
1,0
1,0
1,07
1,08
1,27
1,25
1,12
1,14
1,25
1,06
1,21

0,045
0,26
0,0525
0,0575
0,0875
0,035
0,1075
0,28
0,0325
0,0575
0,105
0,04
0,075
0,0925
0,115
0,26
0,0425
0,0825
0,12
0,065
0,0275
0,025
0,0175
0,025
0,015
0,0225
0,04
0,0075
0,0625
0,0675
0,08
0,0325
0,24
0,025
0,03
0,0225
0,0175
0,1075
0,065
0,0425
0,0325
0,115
0,0625
0,035
0,0375
0,09
0,06
0,0375
0,0425
0,0425
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92
93
94
95
96
97
98
99
100

0,021
0,036
0,019
0,019
0,049
0,045
0,061
0,044
0,052

0,017
0,033
0,022
0,016
0,042
0,039
0,052
0,036
0,046

1,23
1,09
0,86
1,2
1,16
1,15
1,17
1,22
1,13

0,0525
0,09
0,0475
0,0475
0,1225
0,1125
0,1525
0,11
0,13




