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Abstract

Carcinoma of the head and neck is the 6" cause of death by cancer in the world. In recent decades
the human papillomavirus (HPV) has been implicated in the etiology of this disease. Objective: To
characterize the types of HPV detected in the oral mucosa in women with cytological abnormalities
suggesting intraepithelial squamous lesions in the uterine cervix. Methods: four-hundred-nine
cervical-vaginal and oral pap-smears of women interned in a Female Prison in Sio Paulo were
examined. The relationship between cervical and oral lesion was analyzed by PCR/RFLP and DNA
sequencing. Results: Of 27 (6.67%) specimens showing cervical cytological abnormalities suggesting
LSIL and HSIL, 22 (81.48%) had oncogenic high-risk HPV infection, of which HPV 59 was the most
prevalent. Three (11.1%) samples showed cytological changes suggesting mild dysplasia in the oral
cavity. Conclusion: Our study suggests an association between carcinoma of the oral cavity and
HPV infection, regardless of the virus type.

Resumo

O carcinoma de cabeca e pescoco é 6* maior causa de mortes por neoplasia no mundo. Nas
dltimas décadas, tem-se associado a relacao da infec¢ao pelo Papilomavirus Humano (HPV) e seu
envolvimento na etiologia desta doenc¢a, bem como acontece com o cancer de colo de udtero. Obje-
tivo: A caracterizacio molecular dos tipos de HPV diagnosticados na mucosa oral de mulheres que
apresentavam alteracdes citologicas compativeis com lesio escamosa no colo uterino. Métodos:
Foram estudadas 409 amostras cérvico-vaginais e de cavidade oral de mulheres internas no Presidio
Feminino da cidade de Sao Paulo. A correlaciao entres lesoes cervicais e orais foram avaliadas em
27 mulheres que apresentavam lesoes pré-malignas e malignas no colo uterino pela caracterizagao
molecular dos tipos de HPV por PCR/ RFLP e Sequenciamento. Resultados: Das 27 (6,67%) amostras
compativeis com LSIL e HSIL no colo uterino, 22 (81,48%) apresentaram infeccao pelo HPV de alto
risco oncogénico, sendo o HPV 59 o mais prevalente, dentre elas, trés amostras (11,1%) evidencia-
ram alteracdes celulares compativeis com displasia leve na cavidade oral. Conclusdo: Nosso estudo
sugere uma relacio entre o desenvolvimento de lesdes da cavidade oral e a infeccio pelo HPV,
independentemente do tipo viral presente.
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INTRODUCAO

O carcinoma de cabeca e pescoco € a 5* maior causa
de cancer e a 6* maior causa de mortes por neoplasia no
mundo'. A maior incidéncia desse tipo de doenca origina-
-se em cé€lulas escamosas do epitélio do trato digestorio
superior (cavidade oral, faringe e laringe). Os principais
fatores de risco envolvidos na origem desse cancer sao o
tabagismo e alcoolismo?.

A estimativa para o ano de 2010 demonstrou a
ocorréncia de 14.120 novos casos de cancer de cavidade
oral, com um total de 6.214 casos de 6bito decorrentes da
doenga, sendo que a maior prevaléncia esteve relacionada
ao sexo masculino (10.330 casos)’.

Nas ultimas décadas, tem-se associado a relacao da
infeccao pelo Papilomavirus Humano (HPV) e seu envolvi-
mento na etiologia desta doenga, bem como acontece com
o cancer de colo de utero. Acredita-se que a infeccao oral
possa ser adquirida através do contato oral, orogenital ou
por autoinfeccio. O comportamento sexual tem relacao
direta com o mecanismo de transmissio desta infeccao
viral, sendo o contato direto entre mucosas a principal
via*’. A transmissao vertical também pode ser observada®’.

Os HPVs sido virus de DNA, epiteliotropicos, nao-
-envelopados, com genoma circular de fita dupla e cerca
de 8.000 pb, medindo 55 nm de didmetro. Seu genoma
¢ dividido em trés regioes: uma regiao longa de controle
(long control region [LCRD e as regides precoce (E) e
tardia (L). As regides E e L codificam as proteinas virais,
enquanto a LCR é chamada de regiao nao-codificante'*'2.

A acao oncogénica desse virus estd relacionada a in-
teracdo das oncoproteinas E6 e E7, produzidos pelos genes
precoces E6 e E7, respectivamente. Estas proteinas estao
envolvidas no controle da proliferacao celular, controlados
pelos genes p53 e pRb, respectivamente, responsaveis pelo
controle e correcio do DNA celular, pela transformacao
celular e a evolucio maligna das lesdes'® .

O HPV tem um importante papel na oncogénese
do carcinoma oral e a sua nomenclatura de classificacao
esta relacionada ao seu potencial oncogénico. As lesdes
pré-malignas causadas pelos virus de baixo risco sao ca-
racterizadas pela presenga de células epiteliais com atipias
nucleares e alteragoes citoplasmaticas conhecidas como
coilécito, os quais apresentam o nucleo aumentado, hiper-
cromia, halo perinuclear, bi ou multinucleacio e aumento
da queratinizacao do citoplasma. Essas alteracoes também
podem ser encontradas em lesoes de alto grau, mas com
menor frequéncia’®.

Os virus de baixo risco oncogénico sao HPV-6, HPV-
11, HPV-42, HPV-43, HPV-44, HPV-54, HPV-61, HPV-70,
HPV-72 e HPV-81, que causam lesdes benignas conhe-
cidas como verrugas orais, papilomas e epitélio branco
da cavidade oral. Os virus de alto risco oncogénicos sao
HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-45, HPV-51, HPV-
51, HPV-52, HPV-56, HPV-58, HPV-59, HPV-68, HPV-73

e HPV-82 e estdo associados as hiperplasias atipicas e ao
carcinoma de oral'7!®. Nestes casos, o HPV-16 vem sendo
isolado com maior frequéncia®*.

O objetivo deste estudo foi a caracteriza¢do mo-
lecular dos tipos de HPV diagnosticados na mucosa oral
de mulheres que apresentavam alteracdes citologicas
compativeis com lesdo escamosa de baixo e alto grau no
colo uterino.

CASUISTICA E METODOS

Este trabalho € um estudo de coorte contempora-
neo com corte transversal, no qual foram estudadas 409
amostras cérvico-vaginais e de cavidade oral de mulheres
na faixa etdria entre 18 a 60 anos, com vida sexual ativa,
detidas no Presidio Feminino da cidade de Siao Paulo,
entre fevereiro de 2006 e dezembro de 2007. Inicialmente,
as mulheres foram submetidas 2 anamnese prévia, favo-
ravel 2 obtencao de importantes informagcoes clinicas, de
comportamento sexual e social. As pacientes foram orien-
tadas e apresentadas ao Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Este projeto foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Federal de Sao Paulo
(UNIFESP-CEP: 0369/00).

Coleta de material bioldgico

A coleta do material biolégico foi realizada em duas
etapas: (i) coleta de material cérvico-vaginal; (i) coleta
de material oral. Foram realizadas duas coletas de cada
uma das cavidades (cérvico-vaginal e oral). Inicialmente,
a coleta foi realizada pelo método convencional (REF) e
fixada em lamina utilizando-se Citofix®. Em seguida, foi
realizada outra coleta da mesma regiao, utilizando uma
escova de cerdas plasticas presentes no Kit de colheita
DNA-Citolog® da empresa Digene® do Brasil e conservada
em meio liquido proprio, denominado UMC®. O mesmo
procedimento de coleta foi realizado para a aquisicao do
material da cavidade oral®!.

Analise Citologica

As amostras citologicas coletadas pelo método con-
vencional foram submetidas a colora¢ao de Papanicolaou e
analisadas em microscopia optica no setor de citopatologia
do Laboratério de Biomedicina Sio Leopoldo/”IN CITO”
por dois citologistas clinicos. As alteracoes celulares foram
classificadas de acordo com o Sistema Bethesda, 2001.

Deteccao e caracterizacido molecular

A caracterizacio molecular dos tipos de HPV foi
realizada pelas metodologias de Reacao em Cadeia da
Polimerase (PCR), RFLP e Sequenciamento no setor de
Biologia Molecular do Laboratério Especial de Micro-
biologia Clinica (LEMC) da Disciplina de Infectologia da
UNIFESP e no Laboratorio de Biologia Molecular da AFIP?.
A presenca do DNA-HPV foi detectada pela PCR. O DNA-
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-HPV foi extraido utilizando-se o Kit GFX® (GE Healthcare)
para extracao do DNA gendmico de cé€lulas epiteliais. O
DNA-HPV foi amplificado utilizando os primers universais
MY9 e MY11, que amplificam a grande maioria dos tipos
de HPV. O produto da amplificagiao foi submetido as téc-
nicas de RFLP, conforme protocolo proposto por Bernard
et al.? e sequenciamento com o kit Big Dye Terminator
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA).
O equipamento utilizado foi o ABI PRISM 310, Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Perkin Elmer, Califérnia).
As sequéncias de DNA obtidas foram analisadas utilizan-
do o programa Lasergene Software Package (DNASTAR,
Madison, WD e, em seguida, submetidas a comparagio
com banco de dados genéticos®*.

RESULTADOS

Analise citologica

Das 409 amostras cérvico-vaginais coletadas e ava-
liadas, 27 (6,67%) evidenciaram lesdes no colo uterino pelo
exame citopatologico. Entre as 27 mulheres que apresen-
taram lesdes no colo uterino, trés (11,11%) evidenciaram
alteracoes celulares compativeis com displasia leve na
cavidade oral, exibindo discariose leve em células esca-
mosas maduras e 24 (88,89) exibiram alteracdes reativas
compativeis com inflamac¢ao, eventualmente associadas
a agentes infecciosos (Tabela 1). Apenas as 27 mulheres
que apresentaram lesdes pré-malignas e malignas no colo
uterino foram avaliadas quanto a presenca de HPV na
cavidade oral.

Anélise molecular

As 27 amostras cérvico-vaginais e de cavidade oral
com citologia sugestiva de infeccio viral foram confirmadas
quanto a presenca de DNA-HPV pelo método da PCR e
caracterizadas quanto ao tipo de HPV pela metodologia
de RFLP e sequenciamento.

Das trés amostras que apresentaram alteracoes ce-
lulares compativeis com displasia leve na cavidade oral,
todas (100%) evidenciaram a presenca de DNA-HPV, sendo
que uma (33,33%) amostra evidenciou infec¢ao simultinea
por HPV-16 e HPV-59, sendo estes os tipos mais preva-
lentes nos quadros de lesodes pré-malignas.

Dentre as 27 amostras cervicais e orais submetidas
A caracterizacio molecular, 18 (66,66%) apresentavam
infeccao simultinea nas duas regioes, porém, apenas
uma (3,70%) amostra apresentou infeccao simultinea pelo
mesmo tipo viral, HPV-39 (Tabela 1).

Dentre as 27 amostras coletadas da mucosa oral, 23
(85,18%) apresentaram infeccao pelo HPV, sendo que 22
(81,48%) por HPV de alto risco oncogénico, uma amostra
(3,70%) mostrou-se positiva para a presenca de DNA-HPV;
porém, nao foi possivel caracterizd-la molecularmente.
A maior prevaléncia de infeccio em mulheres na faixa

etaria entre 26 a 35 anos de idade (44,44%) e o tipo mais
prevalente caracterizado foi o HPV59, 11 (40,75%) amos-
tras orais. Quatro (14,82%) amostras nao apresentaram
infeccio por HPV. Duas (7,41%) amostras apresentaram
dois diferentes tipos de HPV, uma amostra apresentou
HPV-16 e HPV-18 ¢ outra amostra apresentou HPV-16 e
HPV-59 (Tabela 2).

Quando correlacionamos o comportamento sexual
das 27 detentas que apresentaram resultado positivo para
a presenca de HPV na cavidade oral, foi possivel observar
que das 27 amostras positivas para HPV, 18 (66,67%) amos-
tras, as quais identificou-se a presenca de infec¢io pelo
HPV, apresentavam comportamento heterossexual. Trés
(11,11%) amostras positivas foram identificadas em mulhe-
res com comportamento bissexual. Duas (7,41%) amostras
eram oriundas de mulheres homossexuais (Tabela 3).

Entre as 27 amostras coletadas da cavidade oral, 11
(40,75%) apresentaram uma maior prevaléncia do HPV-
59, duas (7,40%) amostras apresentaram HPV-16, sendo
que o tipo 16 ainda foi identificado em mais dois casos
de infec¢ao simultanea. Uma (3,70%) amostra identificou
o HPV-18, simultaneamente com o HPV-16, trés (11,11%)
amostras apresentaram HPV-39, cinco (18,53%) amostras
apresentaram HPV-58, sendo o HPV — 59 o mais preva-
lente (Tabela 4).

Dentre as 27 amostras orais de mulheres caracteriza-
das molecularmente, 18 (66,67%) mulheres referiram ter o
habito de fumar e nove (33,33%) relataram que nao. Esse
habito foi observado com maior frequéncia nas mulheres
na faixa etdria entre 26 e 35 anos de idade, ou seja em 11
(40,74%) casos (Tabela 5).

Dentre as 18 mulheres fumantes, 16 (59,26%) es-
tavam infectadas pelo HPV e duas (7,40%) nao eviden-
ciaram a presenca de DNA-HPV. Dentre as mulheres nio
fumantes, sete (25,95%) apresentavam infeccio oral pelo
HPV e duas (7,40%) destas mulheres nao apresentavam
infeccao viral oral (Tabela 6).

DISCUSSAO

A relacido entre a infeccao pelo HPV e o desenvol-
vimento de lesdes na mucosa oral e na orofaringe ainda
¢ controversa. Varios estudos evidenciam a identificacao
de HPV em mucosa oral integra e acometidas de lesdes
pré-malignas e malignas; a regido tonsilar parece ser a drea
de maior penetracao e transformacao celular HPV induzida.
Técnicas moleculares mais sensiveis, como a caracterizacao
molecular por sequenciamento, permitem maior qualidade
na identificacao do tipo viral no seu sitio de infeccao. O
comportamento sexual associado ou nao a fatores de risco,
como cigarro e dlcool, aumenta a permissividade do virus
na mucosa oral, elevando a probabilidade de ocorréncia
de lesoes pré-malignas e malignas.

Estudos evidenciaram a associacao entre esta infeccao e
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Tabela 1. Prevaléncia de amostras de cavidade orais positivas para DNA-HPV identificadas pelo método de sequenciamento e
classificadas por faixa etaria.

Colo Uterino Orofaringe

N Citologia PCR/RFLP Citologia Sequenciamento % Similaridade (GeneBank)
1 HSIL-NIC II HPV - 18 Negativo Negativo Nao aplicavel
2 Inflamacao/AGUS NEG Negativo Negativo Nao aplicavel
3 ASC-US HPV-6b Negativo Negativo Néo aplicavel
4 LSIL HPV - 6b Negativo HPV-59 (90%)

5 ASC-US Negativo Negativo HPV-39 (98%)

6 LSIL HPV - 61 Displasia leve HPV-59 (88%)

7 ASC-US Negativo Negativo HPV-59 (93%)

8 LSIL HPV - 6b Negativo HPV-59 (88%)

9 LSIL HPV - 6b Negativo NEG Nao aplicavel
10 LSIL HPV -39 Negativo HPV-39 (97%)

11 LSIL HPV - 34 Negativo HPV-59 (94%)

12 LSIL HPV - 31 Negativo HPV-59 (92%)

13 LSIL HPV - 6b Negativo HPV-59 (89%)

14 LSIL Negativo Negativo HPV59 (91%)

15 LSIL HPV - 16 Negativo HPV59 (90%)

16 LSIL HPV - 6b Negativo HPV59 (93%)

17 LSIL HPV - 6b Displasia leve HPV-16/59 (85/82%)
18 LSIL HPV - 6b Negativo HPV-58 (96%)

19 ASC-US Negativo Negativo HPV-58 (99%)
20 ASC-US Negativo Negativo HPV-58 (89%)
21 LSIL HPV - 16 Negativo HPV-58 (98%)
22 HSIL HPV - 16 Negativo HPV39 (94%)
23 LSIL HPV - 6b Negativo HPV-16 (82%)
24 LSIL HPV - 16 Negativo HPV-58 (94%)
25 LSIL HPV - 6b Displasia leve HPV-16 (91%)
26 HSIL/NIC 1ll HPV - 33 Negativo HPV-16/18 (90%)
27 Ca invasor HPV - 18 Negativo Indefinido Nao Aplicavel

LSIL: (Lesao Escamosa Intraepitelial de Baixo Grau); ASC-US: (Atipia Escamosa de Significado Indeterminado); Ca Invasor: (Carcinoma
Escamoso Invasor).

Tabela 2. Prevaléncia de amostras de cavidade orais positivas Tabela 3. indice de positividade para HPV caracterizado
para DNA-HPV identificadas pelo método de sequenciamento por sequenciamento molecular em amostras de mulheres
e classificadas por faixa etéria.

classificadas quanto ao comportamento sexual.

Faixa etaria (anos) HPV (+) HPV(-) Total Opcéo Sexual HPV (+) HPV(-) Total
18a25 4 (14,82%) 0(0%) 5 (18,52%) Heterossexual  18(66,67%) 3 (11,11%) 21 (77,78%)
26a35 13 (48,14%) 3 (11,12) 15 (55,56) .

Bissexual 3 (11,11%) 0 (0%) 3 (11,11%)

36a45 6 (22,22) 0 6 (6,22)
(o) O, O,

46 255 0 1(3,70%) 1(3,70%) Homossexual 2 (7,41%) 1 (3,70%) 3 (11,11%)

Total 23 (81,48%)  4(14,82%) 27 (100%) Total 23 (85,18%) 4 (14,82%) 27(100%)
a ocorréncia de lesdes orais e carcinoma oral e de orofaringe, de HPV na mucosa oral das mulheres detidas na peniten-
variando entre 25% a 80% de prevaléncia de HPV de alto risco ciaria feminina da cidade de Sao Paulo que apresentavam
em amostras obtidas por lavado ou escovado de cavidade oral®. infeccao simultinea e lesdes no colo uterino, sugerindo a

Nosso estudo evidenciou a ocorréncia de 81,48% ocorréncia de transmissao interna.

Rintala et al.? verificaram 42% de infeccao oral pelo
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Tabela 4. Prevaléncia de tipos de HPV em amostras orais
coletadas no Presidio Feminino da cidade de Sao Paulo.

Tipo de HPV Amostras Porcentagem (%)
Negativo 4 14,81
HPV 16* 2% 7,40
HPV 18 1 3,70
HPV 39 11,11
HPV 58 18,53
HPV 59 11 40,75
Indefinido 1 3,70
Total 27 100

* O HPV 16 foi identificado em duas amostras isoladas e em
duas amostras apresentando infecgao simultanea.

Tabela 5. A tabela representa a ocorréncia de mulheres
fumantes por faixa etaria.

FUMANTE
SIM NAO

IDADE GERAL % GERAL %

18-25 3 11,11% 1 3,70%
26-35 11 40,74% 4 14,81%
36-45 4 14,81% 2 7,41%
46-55 0 0,00% 2 7,41%
Total 18 66,66% 9 33,33%

Tabela 6. A tabela representa a ocorréncia de infecao
pelo HPV e lesbes pré-malignas em mulheres fumantes e
nao e nao fumantes internas na penitenciaria feminina da
cidade de Sao Paulo.

Amostras HPV + HPV - DISLIIDEI;/AESIA
Fumantes 18 (66,66%) 16 (59,26%) 2 (7,40%) 2 (7,40%)
Nao o . i .
Fumantes ° (33:34%)  7(2593%) 2(7,40%) 1 (3,70%)
Total 27 (100%)

HPV em mucosas de criancas, apresentando uma persis-
téncia de 10% em um intervalo de 3 anos. A correlacio
com a infec¢ao genital foi de 36%. Nosso estudo sugeriu
uma boa correlaciao entre as mulheres que apresentavam
infecciao no colo uterino; porém, a similaridade entre os
tipos virais nos dois sitios foi baixa, sendo que apenas
uma paciente apresentou o mesmo tipo de HPV na cavi-
dade oral e cervical, o que sugere uma baixa ocorréncia
de autoinfec¢ao. Saini et al.?” verificaram, em seu estudo,
a ocorréncia de 5,71% de infeccao simultanea pelo HPV
em mulheres que apresentavam um quadro de cancer de
colo uterino.

Beaudenon et al.*® haviam correlacionado a ocor-
réncia de infeccao multiplas pelos tipos de HPV-13 e 32
em casos de hiperplasia epitelial focal em cavidade oral.

Nosso estudo verificou a ocorréncia de trés amostras
orais que exibiam alteracoes celulares pré-neopldsicas, dis-
plasia leve e também apresentavam infeccao por HPV de alto
risco oncogénico, sendo que, em um dos casos, evidenciou-
-se infec¢ao simultdnea pelos tipos de HPV-16 e 59.

Com relacio a faixa etaria, identificou-se HPV com
maior frequéncia nas amostras orais de mulheres entre 20 e
30 anos de idade, média de idade de 25 anos, abrangendo
40,74% dos casos de infeccao. Smith et al.® verificaram
47,10% de infeccao pelo HPV em mulheres na faixa etdria
média de 24 anos.

O estudo mostrou a maior prevaléncia do HPV-59,
sendo que em dois casos evidenciou-se sua presenca e
quadro citologico de displasia oral e em um caso em qua-
dro de multipla infec¢io associado ao HPV 16. Kreimer
et al.* verificaram a maior prevaléncia do HPV-16 em
amostras obtidas por lavado de cavidade oral em pacientes
HIV positivas; a presenca de HPV 58 e 59 foi observada
com menor frequéncia. Hanson et al.** verificaram infec¢io
pelo HPV-16 e HPV-59 em amostra obtida por lavado de
cavidade oral de pacientes com quadro de carcinoma oral
e orofaringe na Suécia.

Hennessey et al.*? relataram a presenca de infeccio
pelos tipos de HPV-58 e 59 em lesoes pré-malignas e ma-
lignas de cavidade oral e sugeriram que estes tipos virais
apresentam alto potencial oncogénico para o desenvolvi-
mento de neoplasias da mucosa da orofaringe.

O maior indice de infec¢io oral pelo HPV ocorreu
nas mulheres heterossexuais, evidenciando, neste caso,
que o desvio de comportamento nao tem relacio direta
com o mecanismo de transmissao viral. Nossos resultados
corroboram com os resultados obtidos por D’Souza et al.??,
0s quais verificaram a maior ocorréncia de infeccao oral
por HPV em mulheres heterossexuais; porém, verificaram
baixa prevaléncia da infec¢ao em mulheres fumantes. Xa-
vier et al.?! verificaram maior ocorréncia de infeccao oral
pelo HPV em homens heterossexuais € monogamicos;
entretanto, a prevaléncia de infeccdo oral neste caso foi
observada em apenas um caso.

Durante um bom tempo, o cigarro e o dlcool foram
considerados os principais cofatores na ocorréncia de le-
soes da cavidade oral e orofaringe. Hoje, acredita-se que
o HPV tenha uma parcela importante no desenvolvimento
destas lesdes. Nosso estudo mostrou que 66,66% das mu-
lheres internas na penitenciaria eram fumantes; dentre elas,
59,26% estavam infectadas pelo HPV de alto risco. Estudos
tém evidenciado uma relacao entre 0 a 55% de infeccao
pelo HPV em fumantes. Acredita-se que este fator de risco
promova reparos sequenciais na mucosa oral, tornando
esta mais permissiva 2 ocorréncia da infecc¢ao viral. Chen
et al.¥, estudando tecidos pela técnica de hibridacio in
situ, verificaram a ocorréncia 78% de infeccao pelo HPV
de alto risco em paciente fumantes, portadores de Papi-
loma escamoso.
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Assim, o acompanhamento das internas do presidio
feminino de Sao Paulo por meio de exames ginecologicos
preventivos e avaliacio clinica e molecular da cavidade
oral poderd esclarecer a possivel relacio entre a infeccio
pelo Papilomavirus Humano e as lesdes da cavidade oral
em mulheres que apresentem ou nao infeccao simultinea
no trato genital feminino.

CONCLUSAO

Em nosso estudo, podemos sugerir a existéncia
de uma relacao entre o desenvolvimento de lesdes da
cavidade oral e a infeccao pelo HPV; porém, nao mostrou
uma relacao direta entre os tipos virais presentes no colo
uterino e na cavidade oral e ainda uma baixa relacio en-
tre o comportamento sexual entre as internas do Presidio
Feminino da cidade de Sao Paulo.
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