Braz J Otorhinolaryngol.
2009;75(2):167-71.

Deteccao de HPV na mucosa
oral e genital pela técnica PCR
em mulheres com diagnostico

histopatologico positivo para
HPV genital

Therezita M. Peixoto Patury Galvdo Castro’,
Ivo Bussoloti Filbo? Velber Xavier Nascimento’,
Sandra Doria Xavier*

Resumo

A infec¢ao do papilomavirus humano (HPV) é uma das
mais freqlientes doengas sexualmente transmissiveis em todo
o mundo. A relacio entre o HPV genital e oral permanece
incerta, assim como o seu papel na carcinogénese oral. O
objetivo deste estudo foi verificar a presen¢a do DNA do HPV
na mucosa oral e genital de mulheres com infeccao genital
por HPV, pela técnica de reacio em cadeia de polimerase
(PCR). Forma de Estudo: Coorte transversal. Material e
Método: Trata-se de um estudo piloto, prospectivo, com
30 mulheres, idade de 14 a 51 anos, portadoras de infeccao
genital por HPV confirmada pelo exame de histopatologico.
Todas as pacientes foram submetidas a exame e coleta por
raspagem da cavidade oral e genital para pesquisa do DNA do
HPV pela técnica PCR. Resultados: Nenhuma das amostras
da cavidade oral foi positiva para HPV, enquanto no genital,
o HPV foi detectado em 17 (57%) das 30 pacientes, principal-
mente o HPV 6b e 16. Conclusio: Os resultados mostraram
maior porcentagem do HPV genital em relacao a cavidade
oral, e sugerem que o HPV genital nao parece ser fator pre-
disponente para a infeccao oral no mesmo paciente.
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Summary

Infection by the Human Papilloma Virus (HPV) is one of
the most frequent sexually transmitted diseases all over the
world. The relationship between oral and genital HPV remains
uncertain, as it is with its role on oral carcinogenesis. The goal
of the present investigation was to check for the presence of
HPV DNA in the oral and genital mucosas of women with
HPV genital infection, using the polymerase chain reaction
(PCR). Study method: Cross-sectional cohort. Materials and
Methods: this is a pilot and prospective study involving 30
women, aged between 14 and 51 years, with HPV genital
infection, confirmed by histopathology. All the patients were
submitted to the exam and sample collection by swabbing
the oral and genital mucosas in order to test for HPV DNA
through the PCR technique. Results: none of the oral cavity
samples were positive for HPV, while in the genital tract, HPV
was detected in 17 (57%) of the 30 patients, especially HPVs
6b and 16. Conclusion: Results show a higher percentage
of genital HPV in comparison to the oral cavity, and suggest
that genital HPV does not seem to be a predisposing factor
for the oral infection in the same patient.
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INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) pertence a um
grupo heterogéneo' de DNA virus, que infecta a pele e
mucosas de virios locais do corpo humano?.

Nio se conhece claramente, ainda, o processo de
transmissao deste virus para a mucosa oral. Admite-se
que possa ocorrer durante o parto vaginal, ou através da
auto-inoculacio e da pratica de sexo oral®>.

Ha possibilidade de a saliva ter um papel protetor
contra a infec¢ao pelo HPV devido a presenca de agen-
tes antimicrobianos como as lisozimas, lactoferrina, IgA
e citocinas®’.

Os locais mais freqientemente acometidos na
cavidade oral sao: ldbios, palato, lingua, gengiva, Gvula,
tonsilas e assoalho da boca. O assoalho da boca é um
local com muita saliva, onde agentes cancerigenos, como
o fumo e o dlcool ai dissolvidos, permitem maior oportu-
nidade para a acao deletéria viral®”.

Classicamente, a infeccio pelo HPV pode ser dividi-
da em trés formas distintas: clinica, subclinica e latente. A
infeccio clinica é facilmente detectada a vista desarmada,
como uma verruga. A forma subclinica é a mais frequiente
no colo do utero, correspondendo a 80% dos casos, é
diagnosticada com o uso do colposcopio, apds o uso de
acido acético a 5%. A forma latente ¢ identificada apenas
através dos exames de biologia molecular'®!.

No diagnéstico do HPV, a biopsia permite o estudo
anatomopatolégico de amostra representativa da lesao,
para confirmar e graduar a mesma, nao sendo capaz de
identificar o HPV e nem o tipo do HPV, o que se obtém
apenas pelas técnicas de biologia molecular'.

Atualmente, sao os testes de hibridizacao os mé-
todos de escolha para deteccao do DNA do HPV em es-
fregacos e amostras de tecido. O DNA do HPV pode ser
detectado por diferentes técnicas de hibridizacao incluindo
o dot blot, Southern blot e a hibridizacao in situ, assim
como a reacao em cadeia de polimerase (PCR), sendo esta
dltima a mais sensivel'3!.

A PCR caracteriza-se pela amplificacio de quanti-
dades diminutas de seqtiéncia de DNA-alvo em diversos
milhoes de vezes. Sao necessarios os sistemas iniciadores
(primers), sendo os mais utilizados os iniciadores consen-
sus MY09-MY11 e GP5-GP6™ .

Os tipos de HPVs variam em seu tropismo tecidual,
em suas associacoes a diferentes lesdes e em seu potencial
oncogénico. Sao caracterizados em HPVs de baixo risco
(6,11,41,43,44) para desenvolver neoplasias, enquanto
outros tém alto risco (16,18,31,33,35,39,45,46,51,52). Os
tipos 6 e 11 sdo os principais tipos envolvidos na maioria
dos condilomas do trato genital, enquanto os tipos 16 e
18 sao encontrados principalmente no cancer do colo do
ﬁteroll,l(),ﬂ.

Foram identificados até o presente mais de 100 tipos
de HPV18-20. Desses, 25 tipos (HPV-1, 2, 3, 4, 6, 7, 10,
11, 13, 16, 18, 31, 32, 33, 35, 40, 45, 52, 55, 57,58, 59, 09,
72 e 73), foram associados com as lesdes orais benignas
(papilomas de células escamosas (PCE), condiloma acu-
minado, verruga vulgar e hiperplasia epitelial focal (HEF)
e as lesoes orais malignas, principalmente o carcinoma de
células escamosas?.

Virios autores pesquisaram o HPV na mucosa oral
e genital, com intuito de esclarecer se a infeccao genital
por este virus poderia ser um fator predisponente para a
infeccao em outros locais, como a cavidade oral?*%,

Van Doornum et al.?? pesquisaram, pela técnica PCR,
o HPV genital e oral em 65 homens e 111 mulheres. O
exame da cavidade oral foi a vista desarmada com coleta
por raspado. Encontrou-se o HPV genital em 21 (32%)
dos 65 homens e 25 (23%) das 111 mulheres, porém, em
nenhum dos pacientes foi encontrado HPV oral. Nao ha
relato da pritica de sexo oral.

Badarrocco et al.?, pela técnica PCR, encontraram
HPV oral em cinco de dez mulheres com diagndstico de
HPV genital. Todas as pacientes foram submetidas ao
exame da cavidade oral 2 vista desarmada e com colpos-
copio, sendo a coleta do material por raspado citologico
da mucosa oral. Nao ha relato da pratica de sexo oral.

Camadas et al.** pesquisaram, pela técnica PCR, o
HPV na regido genital e oral de 188 mulheres. O exame
da cavidade oral foi a vista desarmada com coleta por
raspado. Houve positividade na mucosa oral em 15 (7.9%).
Nao ha relato da taxa de pratica de sexo oral.

Giraldo et al.¥ encontraram positividade para HPV
oral pela técnica PCR em 29 (20.7%) das 140 mulheres com
ou sem lesao genital. A coleta foi por raspado da mucosa
oral 2 vista desarmada. Detectaram também a positividade
para HPV genital, pela técnica PCR, em 26 (89%) das 29
mulheres com HPV oral. A pritica de sexo oral ocorreu
em 16 (55.2%) das 29 mulheres com positividade para
HPV oral, e em 59 (23.2%) das 111 mulheres negativas
para HPV oral.

Xavier et al.®* pesquisaram, pela técnica PCR, a
presenca de HPV oral em 10 homens com HPV genital
confirmado pela PCR. O exame da cavidade oral foi a
vista desarmada e com coleta por raspado. Nenhum dos
pacientes apresentou HPV na mucosa oral e nao hi relato
da taxa de pratica de sexo oral.

Tendo em vista a variabilidade dos resultados nos
trabalhos encontrados na literatura sobre a presenc¢a do
HPV na mucosa oral e sua relacio com o HPV genital,
torna-se necessiria uma maior investigacao cientifica sobre
este assunto.

O objetivo deste estudo ¢é verificar a presenca do
DNA do HPV na mucosa oral e genital de pacientes com
infeccio genital por HPV, pela técnica PCR.
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MATERIAL E METODO

RESULTADOS

Estudo prospectivo, realizado no periodo de maio
de 2005 a novembro de 20006, aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa da UFAL, sob o protocolo n® 005564/02-
50. Todas as pacientes foram previamente informadas
do objetivo do trabalho, bem como dos procedimentos
envolvidos. Ap6s a leitura e assinatura do termo de con-
sentimento livre e esclarecido, todos aceitaram participar
da pesquisa.

Os critérios de inclusao admitiam pessoas do sexo
feminino, idade de 14 a 51 anos, com vida sexual ativa e
com presenca de lesao genital clinica ou subclinica por
HPV, enquanto os critérios de exclusao compreendiam
as pacientes portadoras de doencas imunologicas, como
o HIV, imunodeprimidas e com uso de drogas imunos-
supressoras.

Foram recrutadas 30 pacientes com lesao genital
(clinica e/ou subclinica) sugestiva para HPV, através do
exame ginecolégico e colposcopico com o uso de dcido
acético a 5%, e se fez a bidpsia das lesdes para confir-
macao. Durante o exame de colposcopia colheram-se
amostras de raspados citologicos utilizando escovas es-
terilizadas (Kit para coleta de copocitologia oncética da
Libbs) no local da lesao genital (genital externo, vagina
e colo do utero).

No mesmo dia, fez-se também o exame da cavidade
oral a vista desarmada, com o auxilio de luz artificial pro-
veniente de fotéforo para identificacao de alguma lesao
clinica sugestiva de HPV. Foram coletadas amostras por
raspado da mucosa oral, usando escovas esterilizadas nas
regides de possivel implantacio do virus, palato mole,
uvula, tonsilas, dorso da lingua, regido sublingual e mucosa
jugal. Durante o exame da cavidade oral, nao foi utilizado
colposcopio e nem aplicacio de acido acético.

Estes raspados foram colocados em tubos separa-
dos e identificados como genital e oral, contendo uma
solucao tampao (trissHCL 10mM, pH 8, EDTA 1mM ), en-
caminhados para o Laboratorio de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL) e mantidas sob
temperatura de -20°C, para execucao da técnica PCR.

A extracao do DNA gendmico foi realizada confor-
me a metodologia do kit GFX (Asmersham Bioscience),
enquanto que a concentracado do DNA de cada amostra
foi estimada através de um espectrofotometro (Genova).
A amplificacio do DNA viral foi através dos primers
consensus MY09/MY11, com posterior identificacao dos
tipos virais pela visualizacao dos padrdes obtidos de
eletroforese.

As 30 pacientes também responderam a um ques-
tiondrio padronizado onde foram abordados fatores epide-
miolégicos, como: inicio da atividade sexual, nimero de
parceiros, sexo oral, sexo anal, etilismo e tabagismo.

A investigacao epidemiolégica mostrou que 22 das
30 pacientes (73%) praticavam sexo oral e 16 (53%) pra-
ticavam sexo anal, enquanto nove delas eram fumantes
(30%) e nenhuma era etilista, conforme apresentado na
Tabela 1.

Os resultados dos exames colposcopicos mostraram
lesoes subclinicas em 19 (63%) das 30 pacientes, lesoes
subclinicas e clinicas em oito pacientes (27%) e apenas
lesoes clinicas em trés pacientes (10%), sendo a regiao do
colo do utero a mais acometida. Com relacio as biopsias
das lesoes genitais, todas as 30 amostras evidenciaram
diagnostico histologico de HPV, observado na Tabela 1.

Os resultados da PCR das amostras genitais apresen-
taram positividade em 17 amostras (57%) das 30 pacientes,
ficando 13 amostras negativas. Foram identificados com
maior freqiiéncia o HPV 6b em sete (41%) das 17 amostras
positivas, seguido pelo HPV 16 em quatro amostras (23%),
os outros, o HPV66, HPV52 e HPV31 em uma amostra
(6%) para cada um deles, entretanto, trés amostras (18%)
foram indeterminadas, conforme Tabela 1.

Os exames da cavidade oral a vista desarmada das
30 pacientes nao mostraram a presenca de lesao clinica
sugestiva de HPV.

Os resultados da PCR das 30 amostras de raspados
citologicos orais foram negativas para HPV.

DISCUSSAO

Neste estudo, 19 (63%) das 30 pacientes tinham
apenas infeccoes subclinicas no genital, principalmente
no colo do ttero, confirmadas pela colposcopia, o que é
condizente com a literatura, que relata ser a forma mais
freqlente de infeccao pelo HPV!*!,

O exame histologico ¢ um método importante
no diagndstico do HPV, pois todas as amostras genitais
apresentaram alteracdes histologicas sugestivas de HPV,
podendo ser considerado um exame de rotina inicial
para o diagndstico do HPV. Por nao ser, todavia, capaz
de identificar o HPV, torna-se necessaria a confirmacao
da infeccio viral pelas técnicas de biologia molecular'?,
principalmente a PCR, que é a mais sensivel ao HPV!>!,

A técnica PCR foi o método usado para a pesquisa
do HPV oral e genital neste estudo, utilizando os iniciado-
res consensus MY09-MY11'*!8 uma vez que é o método
mais sensivel'!* e mais preferido para a deteccio do DNA
do HPV em esfregacos e amostras de tecido™.

Os tipos de HPV mais encontrados na regido genital
das 17 pacientes positivas pela PCR foram o HPV tipo 6b
(41%) e 16 (23%), sendo o primeiro de baixo risco e fre-
quiente em condilomas genitais, e o segundo encontrado
principalmente no cincer do colo do utero".

Com relacdo aos habitos de fumar e ser etilista, a
taxa de fumantes foi de nove (30%) das 30 pacientes e
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Tabela 1. Resultados individuais das 30 pacientes deste estudo

. Lesao Tipo\HPV . o i Inico da N de Sexo Sexo Tabagis-
N idade . local . Diagnostico Histologico . .
genital genital tiv. sexual Parceiros oral anal mo
1 32 subclinica colo 16 SIL Alto grau 17 3 nao nao nao
30 subclinica Colo 16 Alteracao Sugestiva de HPV 17 4 sim sim sim
3 36 CI|n|<,:a_ e Colo e vulva 6b SIL Baixo grau 17 2 sim sim nao
subclinica
4 19 subclinica colo - Alteracao Sugest.iva de HPV 13 1 sim nao nao
5 24 subclinica colo In. SIL baixo grau 22 1 nao  nao nao
6 29 subclinica Colo ,vagina - Alteracao sugest.iva de HPV 19 4 sim sim nao
7 39 subclinica colo - SIL baixo grau 17 5 sim nao nao
8 21 clinica Colo, \{ulva ’ 6b condiloma 20 1 nao  nao nao
vagina
9 15 C"m?e.l ° Colo e vulva - Alteracao sugestiva de HPV 14 1 sim nao nao
subclinica
10 21 subclinica colo - SIL baixo grau 18 sim sim nao
11 51 subclinica colo 66 SIL baixo grau 22 sim sim nao
12 42 subclinica colo - Alteracao sugestiva de HPV 15 sim sim sim
13 py  Clinicae  Colo, vulva, 6b SIL baixo grau 16 2 sim  sim sim
subclinica vagina
14 19 subclinica Vulva, vagina - Alteragao sugestiva de HPV 15 2 sim sim sim
15 17 Chm(,:a. N Colo, vulva 6b condiloma 12 2 sim nao nao
subclinica
16 36 subclinica colo - Alteracao sugestiva de HPV 18 2 sim nao sim
17 25 subclinica colo 16 e MM8 SIL baixo grau 13 3 sim nao nao
18 32 subclinica vagina - Alteracao sugestiva de HPV 15 6 sim sim nao
19 45 clinica Vulva, anus 6b condiloma 19 4 sim  sim sim
20 32 subclinica colo In. SIL baixo grau 17 1 nao nao sim
21 19 subclinica Colo, vagina - SIL baixo grau 15 3 sim sim nao
22 14 Chm(,:a. ° CoIo,\{uIva, 16 SIL alto grau 14 1 sim sim nao
subclinica vagina
23 32 subclinica colo 31 SIL baixo grau 16 2 sim sim nao
24 21 Chm(,:a. e Colo, vulva 6b Alteracao sugestiva de HPV 15 2 sim sim nao
subclinica
25 24 subclinica colo 6b SIL baixo grau 15 1 sim sim nao
26 16 CI|n|(,:a. N Colo, v_ulva e - Alteracao sugestiva de HPV 13 4 sim sim sim
subclinica vagina
27 32 subclinica Colo 52 SIL baixo grau 15 1 nao  nao nao
28 36 CI|n|(,3a_ e Colo, v_ulva e - Alteracao sugestiva de HPV 28 2 nao nao nao
subclinica vagina
29 34 clinica vagina In. Alteracao sugestiva de HPV 18 1 nao  nao nao
30 32 subclinica colo - SIL alto grau 22 2 nao  nao nao

HPV= papilomavirus humano; In= Indeterminado; SIL = Lesdes intra-epiteliais escamosas
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nenhuma era estilista, o que nio influiu nos resultados,
apesar de serem fatores que favorecem a infeccao do virus
HPV na mucosa oral®’.

As amostras orais foram negativas nas 30 pacientes
deste estudo pela técnica PCR. Em compara¢io com outros
estudos??, utilizando a mesma técnica, houve positividade
de 0 a 50%. Deste modo, deduzimos que a presenca da
infeccio genital por HPV ndo parece ser fator predispo-
nente para a infec¢ao oral por HPV. Esta constatacio é
importante para aqueles pacientes que tem HPV genital e
ficam preocupados com a possivel transmissao ao(s) seu(s)
parceiro(s) e também para outros locais de seu corpo.

Provavelmente a baixa da defesa imunolégica seja
o fator mais importante no aparecimento da infeccao por
HPV em outros locais do nosso corpo. Na cavidade oral,
além da IgA, temos a presenca de enzimas proteoliticas que
agem como protetoras contra a infeccio pelo HPV®7.

A transmissao do HPV para a mucosa oral ainda n2o
estd bem esclarecida®>. Neste estudo ocorreu elevada taxa
da pratica de sexo oral; em 73% dos casos, no entanto, 0s
resultados para HPV oral foram negativos. Comparando
com outros estudos??, observamos a falta de esclareci-
mento quanto a esta via de transmissao para a mucosa
oral, impossibilitando afirmar se os pacientes com lesio
genital e que praticam sexo oral estio mais predispostos
a ter a infeccio viral na cavidade oral.

Portanto, sio necessarios mais estudos sobre a
relacio entre o HPV oral e genital, para que possamos
explicar a sua atuagdo na mucosa oral.

CONCLUSAO

Neste estudo, a porcentagem de HPV foi maior na
regido genital, de 57% em relacio a mucosa oral, de 0%,
e sugere que o HPV genital nio parece ser fator predis-
ponente para a infeccio oral no mesmo paciente.
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