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Abstract

This cross-sectional study aimed to determine
HPV prevalence in the oral cavity of individu-
als without clinically diagnosable lesions and to
identify the respective HPV types. A total of 166
samples were analyzed from patients 18 years or
older in the State of Pard, Brazil. Samples were
collected by sterile brush scraping in the oral
cavity. HPV detection used polymerase chain
reaction (PCR). Infected samples were typed as
HPV6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 52, and 58. HPV was
present in 40 samples (24.1%). Three samples
(7.5%) were positive for HPV 6, five (12.5%) for
HPV 18, and one (2.5%) for HPV 58.
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Resumo

Trata-se de um estudo transversal com o obje-
tivo de verificar a prevaléncia do HPV na cavi-
dade oral de individuos sem lesées clinicamente
diagnosticdveis e quais sao os tipos encontrados
neles. Foram analisadas 166 amostras em pa-
cientes maiores de 18 anos de idade, residentes
no Estado do Pard, Brasil. As amostras foram co-
letadas por meio de raspado com escova estéril
na cavidade oral. Para a detecg¢do da presenga do
HPV, foi utilizada a técnica da reagdo em cadeia
da polimerase (PCR). As amostras infectadas pe-
lo HPV foram tipadas para HPV 6, 11, 16, 18, 31,
33, 35, 52 e 58. Os resultados encontrados indica-
ram a presenga de HPV em 40 amostras (24,1%).
Trés amostras (7,5%) foram positivas para HPV
6; cinco (12,5%), para HPV 18; e uma (2,5%), pa-
ra HPV 58.
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Introducgao

Infecgbes pelo papilomavirus humano (HPV)
sdo consideradas como a doenca sexualmente
transmitida mais comum, representando 450
milhoes de pessoas infectadas na regidao anoge-
nital, com incidéncia de 1% e prevaléncia supe-
rior a 50% no mundo 1.

O HPV € universalmente aceito como agente
causal do cancer de colo uterino e, em anos re-
centes, vem se especulando sua relacdo com o
cancer de cavidade oral e orofaringe. O HPV 16
é o tipo mais comum associado ao cancer oral e
ao de colo de ttero, enquanto os tipos 6 e 11 sao
mais frequentes em lesdes benignas e pré-malig-
nas e raramente nas lesdes neopldsicas da cabeca
e do pescoco. Os achados comuns dos mesmos
tipos de HPV (6, 11, 16 e 18) em mucosa oral e ge-
nital s3o um forte indicativo para a transmissao
orogenital 2,34,

Muitos estudos comprovam a associacao do
HPV com o cancer cervical. Outros foram publi-
cados relacionando a presenca de HPV no can-
cer oral. No Brasil e principalmente na Regiao
Norte, esses estudos sao escassos, assim este es-
tudo se propoe a verificar a prevaléncia do HPV
e os tipos mais prevalentes de HPV 6, 11, 16, 18,
31, 33, 35, 52 e 58 em individuos sem lesdes clini-
camente diagnosticaveis na cavidade oral, pois a
realizacao de testes capazes de identificar o HPV
pode ser um importante método para o diagnés-
tico precoce de lesdes neopldsicas na cavidade
oral e orofaringe.

Método

Este estudo caracteriza-se como transversal
analitico. A amostra foi composta de raspado
bucal de 166 individuos que procuraram atendi-
mento na Faculdade de Odontologia da Univer-
sidade Federal do Pard, selecionados aleatoria-
mente, considerando o volume de atendimen-
tos em um semestre. Os critérios de inclusao dos
participantes foram ndo apresentar lesoes cli-
nicamente diagnosticdveis na cavidade bucal,
residirem em Belém, Pard, e concordarem em
participar da pesquisa ap6s serem devidamen-
te esclarecidos de seus objetivos. Considerando
ser um estudo observacional e ndo necessitar da
consideracao do poder do teste, foram adotados
grau de confianca de 99% e erro amostral abso-
luto de 10% para calcular o tamanho amostral.
Como nao existiam estudos prévios semelhan-
tes no estado, considerou-se prevaléncia esti-
mada de 50% para efeito do cdlculo do tamanho
amostral.
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A andlise laboratorial para identificacao viral
foi realizada pela técnica de PCR (reacdo em ca-
deia da polimerase). Para a obtencao de DNA, foi
coletado material em raspado com escova estéril
(kit para coleta de colpocitologia oncética) da
mucosa do vestibulo bucal bilateralmente, su-
perficie dorsal e ventral de lingua, palato duro,
palato mole e assoalho bucal. O DNA foi extraido
utilizando-se o kit PureLink Genomic DNA (Invi-
trogen, Carlsbad, Estados Unidos).

Para a pesquisa de HPV, foram utilizados dois
procedimentos de PCR: um para deteccao do
DNA viral e outro para tipagem. As amostras po-
sitivas para HPV foram tipadas para os virus tipos
6,11, 16, 18, 31, 33, 35, 52 e 58.

PCR 1: realizada em termociclador Eppen-
dorf (Hamburgo, Alemanha), utilizando GoTaq
Green Master Mix (Promega, Madison, Estados
Unidos). Para cada reacao, foram utilizados 10pL
de Mix, 8,2 de 4gua e 0,8uL de oligos MY9 e MY11
e 1,0uL de DNA. A reacido foi padronizada com
um ciclo de desnaturagdo inicial de 94°C por 3
minutos e 40 ciclos da amplificacdo de PCR, com
desnaturacdo em 94°C por 30 segundos, anela-
mento a 56°C por 30 segundos e extensdo a 72°C
por 30 segundos. Extensdo final ocorreu a 72°C
por 5 minutos com reacdo mantida a 10°C. As
amostras foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose a 1,5% em TBE.

PCR 2: PCR em tempo real no StepOnePlus da
Applied Biosystems (Foster, Estados Unidos), uti-
lizando sondas especificas e kit Platinum qPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen, Carlsbad, Estados
Unidos). A reagdo consistiu de 40 ciclos de des-
naturacao a 95°C por 30 segundos e anelamento
e extensao a 60°C.

Para controle da presenca de DNA, as amos-
tras foram submetidas a PCR para § globina, nas
mesmas condicdes usadas para HPV. Todas as re-
acoes foram realizadas utilizando-se um controle
positivo de cancer de colo uterino e um controle
negativo de amostra sabidamente negativa para
PCR 1 e dois controles negativos, na PCR 2, para
estabelecer confiabilidade a reacao.

Este projeto foi aprovado em Comité de Etica
em Pesquisa, de acordo com as normas vigentes.

Resultados

Em relacao a faixa etdria, 43,4% (n = 72) tinham
de 18 a 29 anos de idade; 37,4% (n =62), de 30 a 49
anos; 12,0% (n = 20), de 50 a 59 anos; e 7,2% (n =
12), de 60 a 79 anos. A idade média foi de 35,9; e a
mediana, de 33 anos.

Quanto ao sexo, 62,0% (n = 103) pertenciam
ao feminino; e 38% (n = 63), a0 masculino. Quan-



do observada a cor da pele, 75,3% (n = 125) eram
pardos; 13,3% (n = 22), negros; e 11,4% (n = 19),
brancos. Tabagismo foi relatado por 6,6% da
amostra; e o dlcool, por 23,5%.

A prevaléncia de individuos infectados pelo
HPV foi de 24,1% (n = 40) (Tabela 1).

As amostras infectadas pelo HPV foram sub-
metidas a PCR para tipagem dos tipos 6, 11, 16,
18, 31, 33, 35, 52 e 58, e observou-se a presenca
doHPV6em 7,5% (n=3); HPV18,em 12,5% (n =
5); e HPV 58, em 2,5% (n = 1) (Tabela 2).

Os HPVs 11, 16, 31, 33, 35 e 52 nao foram en-
contrados em nenhuma das amostras investiga-
das, totalizando 31 amostras positivas para HPV
sem a presenca dos tipos analisados (Tabela 2).

Nao foi observada associagao entre infeccao
pelo HPV e idade (p = 0,24) e sexo (p = 0,57). A
associacdo entre infeccao por HPV e cor da pele
foi estatisticamente significante (p = 0,03). Houve
uma maior proporcao de negros (13,3%, n = 22)
no grupo de ndo infectados (16,7%, n = 21) que
no de infectados (2,5%, n=1).

Discussao

O perfil da amostra corresponde as caracteristi-
cas da populacao paraense e dos pacientes que
procuram atendimento odontolégico. Mulhe-
res procuram mais servicos de satide por terem
mais preocupacdo com seu bem-estar e estética
que os homens e estarem vinculadas a tipos de
ocupacgdo com hordrios menos rigidos que os
homens na sua maioria 5. A cor da pele predomi-
nante no estado é parda, explicando a prevalén-
cia de 75,3%.

Estudos envolvendo detec¢do de HPV na
mucosa oral normal divergem na prevaléncia.
Esquenazi et al. 6 verificaram auséncia de HPV
nos 100 voluntdrios universitdrios pesquisados
no Rio de Janeiro. Baixas prevaléncias foram en-
contradas por Ammatuna et al. 7 (3,3%) e Migaldi

Tabela 1

Infecgdo por HPV nos individuos examinados a partir da

raspagem da mucosa oral. Belém, Parg, Brasil, 2013.

Infeccdo por

n %
HPV
Sim 40 24,1
Nao 126 75,9
Total 166 100,0

PREVALENCIA DO HPV NA CAVIDADE ORAL

et al. 8 na Itdlia (1,2%). Altas prevaléncias foram
observadas por Zhang et al. 9 na China (55%) e
Kristoffersen et al. 10 na Noruega (56%).

A prevaléncia detectada nesse estudo (24,1%)
foi similar a de Llamas-Martinez et al. 11 na Espa-
nha, 23,3%. O HPV 16 nao foi detectado, corrobo-
rando com os dados aqui encontrados.

Kristoffersen et al. 10 verificaram presenca de
HPV6, 11 e 16. HPV6 e 11 foram encontrados em
duas amostras concomitantemente; HPV 6, em
11 amostras; HPV 11, em 7 amostras; e HPV 16,
em uma.

Zhang et al. 9 encontraram HPV 16 e HPV 18
em 13 e 11 amostras de um total de 22 positivas,
respectivamente. Duas amostras apresentaram

Tabela 2

Prevaléncia de subtipos de HPV de interesse clinico em
individuos infectados pelo virus a partir da raspagem da

mucosa oral. Belém, Par3, Brasil, 2013.

Subtipos de
HPV " *
HPV 6

Sim 3 7.5

Nao 37 92,5
HPV 11

Sim 0 0,0

Nao 40 100,0
HPV 16

Sim 0 0,0

Nao 40 100,0
HPV 18

Sim 5 12,5

Nao 35 87,5
HPV 31

Sim 0 0,0

Nao 40 100,0
HPV 33

Sim 0 0,0

Nao 40 100,0
HPV 35

Sim 0 0,0

Nao 40 100,0
HPV 52

Sim 0 0,0

Nao 40 100,0
HPV 58

Sim 1 2,5

Nao 39 97.5
Total 40 100,0
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ambos os tipos de HPV. Vale ressaltar que os
autores pesquisaram apenas os tipos 16 e 18 e
concluiram que a infec¢ao por HPV é um evento
comum na mucosa oral normal.

A associacao entre infeccao pelo HPV com
faixa etdria e sexo em individuos sem lesdao
na cavidade oral néo foi estatisticamente sig-
nificante neste estudo, apesar de a maioria da
amostra ter menos de 50 anos e ser do sexo
feminino, coincidindo com o encontrado por
Llamas-Martinez et al. 11.

Levando-se, em consideragdo, a importan-
cia dos agentes virais como fatores de risco, além
do fumo e do dlcool, para o desenvolvimento de
cancer bucal e a mortalidade e sequelas que a
doenca pode causar na qualidade de vida das
pessoas e inser¢do na sociedade, a realizacao de
exames de biologia molecular para deteccao dos

Resumen

Se trata de un estudio transversal que tuvo por objetivo
evaluar la prevalencia de HPV en la cavidad oral de su-
Jjetos sin lesiones orales clinicamente diagnosticables y
qué tipos de HPV se encuentran en ellos. Se analizaron
166 muestras en pacientes mayores de 18 afios de edad
que viven en el estado de Pard, Brasil. Las muestras se
recogieron por raspado con cepillo estéril en la cavidad
oral. Para detectar la presencia de HPV se usé la téc-
nica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR en
inglés). En las muestras infectadas por el HPV se ejecu-
to0 una nueva PCR para los tipos HPV 6, 11, 16, 18, 31,
33, 35, 52y 58. Los resultados indicaron la presencia de
HPV en 40 muestras (24,1%). Tres muestras (7,5%) fue-
ron positivas en HPV 6, cinco (12,5%) en HPV 18 y una
(2,5%) en HPV 58.

Infecciones por Papillomavirus; Enfermedades de la
Boca; Boca
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agentes virais, especialmente o HPV, pode ser um
excelente método para identificacao de indivi-
duos com maior risco de desenvolvimento da
carcinogénese oral, proporcionando diagnéstico
precoce e facilitando o acompanhamento dos in-
dividuos infectados.

A concepcao de que esses exames teriam alto
custo nio justifica sua exclusdo como meio diag-
néstico, jd que o custo seria inferior aos efetua-
dos com as despesas hospitalares advindas da ci-
rurgia, radioterapia e quimioterapia, geralmente
necessdrias no tratamento do cancer bucal, pois
os pacientes sdo detectados em estddio avanca-
do, onerando o Sistema Unico de Saude, acresci-
do dos beneficios que podem trazer ao individuo,
com um diagndstico precoce, melhorando sua
qualidade de vida.

Colaboradores

M. V. A. Aratjo participou da concepcao do projeto,
andlise e interpretacdo dos dados, redacdo do artigo e
aprovacao final da versdo a ser publicada; sendo res-
ponsdvel por todos os aspectos do trabalho na garantia
da exatiddo e integridade de qualquer parte da obra.
H. H. C. Pinheiro participou da concepc¢ao do projeto e
andlise e interpretacdo dos dados. J. J. V. Pinheiro parti-
cipou da redacao do artigo e revisao critica relevante do
contetdo intelectual. J. A. S. Quaresma participou da
revisdo critica relevante do contetdo intelectual. H. T.
Fuzii foi responsavel por todos os aspectos do trabalho
na garantia da exatidao e integridade de qualquer parte
da obra. R. C. Medeiros participou da concepcao do
projeto, andlise e interpretacao dos dados e aprovagao
final da versao a ser publicada.

Agradecimentos

Ao CNPq pelo apoio financeiro por meio do Edital
MCT/CNPq/MS-SCTIE-DECIT/MS-SAS-DAB 32/2008.
A Juliana Dias Aguiar e Nélida Cristina S. da Silva que
colaboraram na obtencdo da amostra.



Referéncias

Foldvari M. HPV infections: can they be eradi-
cates using nanotechnology? Nanomedicine 2012;
8:131-5.

Xavier SD, Bussoloti Filho I, Carvalho JM, Framil
VMS, Castro TMPG. Frequéncia de aparecimento
de papilomavirus humano (HPV) na mucosa oral
de homens com HPV anogenital confirmado por
biologia molecular. Arq Int Otorrinolaringol 2007;
1:36-44.

Lo Muzio L, Campisi G, Giovannelli L, Ammatuna
P, Greco I, Staibano S, et al. HPV DNA and survivin
expression in epitelial oral carcinogenesis: a rela-
tionship? Oral Oncol 2004; 40:736-41.

Oliveira MC, Soares RC, Pinto LP, Costa LL. HPV e
carcinogénese oral: revisdo bibliogréfica. Rev Bras
Otorrinolaringol 2003; 4:553-9.

Carvalho G, Rosemburg CP, Buralli KO. Avaliagdo
de acoes e servicos de satide. Mundo Satide 2000;
1:72-88.

Esquenazi D, Bussoloti Filho I, Carvalho MGC,
Barros FS. A frequéncia do HPV na mucosa oral
normal de individuos sadios por meio da PCR.
Braz ] Otorhinolaryngol 2010; 1:78-84.

Ammatuna P, Campisi G, Giovannelli G, Giambel-
luca D, Alaimo C, Mancuso S, et al. Presence of
Epstein-Barr virus, cytomegalovirus and human
papillomavirus in normal oral mucosa of HIV-in-
fected and renal transplant patients. Oral Dis 2001;
7:34-40.

10.

11.

PREVALENCIA DO HPV NA CAVIDADE ORAL

Migaldi M, Pecorari M, Forbicini G, Nanni N, Grot-
tola A, Grandi T, et al. Low prevalence of human
papillomavirus infection in the healthy oral mu-
cosa of a Northern Italian population. J Oral Pathol
Med 2012; 41:16-20.

Zhang ZY, Sdek P, Cao J, Chen WT. Human papillo-
mavirus type 16 and 18 DNA in oral squamous cell
carcinoma and normal mucosa. Int J Oral Maxil-
lofac Surg 2004; 1:71-4.

Kristoffersen AK, Enersen M, Kverndokk E, Sunde
PT, Landin M, Solheim T, et al. Human papilloma-
virus subtypes in oral lesions compared to healthy
oral mucosa. J Clin Virol 2012; 53:364-6.
Llamas-Martinez S, Esparza-Gémez G, Campo-
Trapero J, Cancela-Rodriguez P, Bascones-Mar-
tinez A, Moreno-Lépez LA, et al. Genotypic deter-
mination by PCR-RFLP of human papillomavirus
in normal oral mucosa, oral leukoplakia and oral
squamous cell carcinoma samples in Madrid
(Spain). Anticancer Res 2008; 28:3733-42.

Recebido em 28/Jul/2013

Versao final reapresentada em 29/Jul/2014
Aprovado em 21/Fev/2014

Cad. Saude Publica, Rio de Janeiro, 30(5):1115-1119, mai, 2014



