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Abstract

Knowledge about HPV infection in the oral cavity/oropharynx may contribute to the elucidation
of the role it plays in Head and Neck Squamous Cell Carcinoma (HNSCC). Objective: To determine
the effectiveness of the methodology used for sampling the oral cavity and oropharynx mucosae
and to determine the prevalence of HPV in the oral cavity and oropharynx of adults and children.
Method: The study population was served by an assistance program in a rural district of Sao Paulo.
The subjects were asked to donate samples regardless of complaints. Results and Conclusion: The
study included 47 men, 77 women and 22 children, of which the oral cavity samples were obtained
by gargling with commercially-available antiseptic mouthwash. We found 3 positive samples (2.4%)
in adults: 2 HPV 55 and one HPV 58. No positive results were found in children. Furthermore we
concluded that the sampling method with the mouthwash proved effective and fast for the detection
of HPV in the oral cavity and oropharynx in the general population.

Resumo

O conhecimento sobre a infeccao por HPV na mucosa oral/orofaringea pode contribuir para a elu-
cidacio de seu papel no carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECCP). Objetivo: Averiguar
a eficacia da metodologia para coleta de amostras em cavidade oral e orofaringe e determinar a
prevaléncia do HPV na cavidade oral e orofaringe de adultos e criancas. Método: A populacio
estudada foi atendida por um programa assistencial em um distrito rural de Sao Paulo. Os individuos
foram convidados a doar amostras independentemente de queixas. Resultados e Conclusao: Foram
incluidos no estudo 47 homens, 77 mulheres e 22 criancas, dos quais amostras da cavidade oral foram
obtidas por bochecho e gargarejo com antisséptico oral comercial. Foram encontrados trés resulta-
dos positivos (2,4%) em adultos, duas amostras de HPV 55 e uma amostra de HPV 58. Nao foram
observados resultados positivos em criancgas. Além disso, concluimos que o método de coleta com
o enxdgue bucal com antisséptico mostrou-se eficaz e rapido para a deteccao de HPV na cavidade
oral e orofaringea na populaciao geral.
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INTRODUCAO

METODO

O papilomavirus humano (HPV) é uma das cau-
sas mais comuns de infeccao sexualmente transmissivel
em todo o mundo. Embora o nexo causal entre o HPV
de alto risco e carcinoma cervical esteja bem estabele-
cido!, a implicacdo desta infeccdo viral em carcinoma
espinocelular da cabeca e pescoco (CECCP) permanece
incerta. O Brasil apresenta uma das maiores incidéncias
de CECCP do planeta, sendo estimados 20.280 novos
casos em 20122

Muito deste desconhecimento se da pela falta
de evidéncias conclusivas quanto a prevaléncia da
infeccao da cavidade oral pelo HPV. Os estudos exis-
tentes lancam mao de metodologias diversas, seja na
amostragem ou na deteccdo do HPV, e acabam por
trazer resultados diferentes.

Com base na literatura, os tipos de HPV de alto
risco tém sido regularmente detectados em 16% a 33%
em carcinomas espinocelulares (CEC) de cavidade oral,
de 28,2% a 47% em CEC de orofaringe e de 13,8% a
48,5% em CEC de laringe?.

Como observado nos carcinomas do colo do
utero, os CECCPs HPV+ sao adquiridos predominan-
temente por via de transmissdo sexual®’. Todavia,
especialmente em pacientes com papilomatose la-
ringea, uma transmissao vertical de mae para fetos
durante a gravidez e o parto possa existir, indicando
que o papilomavirus humano pode ser transmitido
tanto sexualmente como ndo sexualmente. Deteccdo
do DNA HPV no liquido amnidtico, nas membranas
fetais, cordao umbilical e células trofoblésticas placen-
tarias sugerem a infeccao pelo HPV no utero, ou seja,
transmissdo pré-natal®.

Uma vez que temos a disponibilidade de instru-
mentos de prevencido como a vacina contra o HPV7,
e considerando a logica de que as politicas de saide
devem previamente determinar o impacto de qualquer
intervencao de acordo com sua relacio custo/benefi-
cios, observamos que hd a necessidade de estabelecer
parametros regionais para escolher populacoes mais
propensas para implementar politicas de prevencio de
CECCP. Sabendo da dimensao continental do Brasil,
o emprego de metodologia simples, rapida e eficaz
de verificacdo da prevaléncia de HPV pode ajudar na
conducao de mais estudos em diferentes regides do
pais e do mundo.

Os objetivos desse estudo foram: averiguar a
utilidade do emprego de enxdgue bucal com antis-
séptico oral para coleta de amostras em cavidade oral
e orofaringe, comparando a prevaléncia do HPV na
estudada com dados da literatura.

O presente trabalho foi realizado com prévia
aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa com niimero
de protocolo: 419/10.

A populacao estudada participou do programa
assistencial realizado em 2011 em Votuporanga (lati-
tude 20°25°22” sul e longitude 49°58'22” oeste), Sao
Paulo, Brasil. Toda a populacao atendida pelo progra-
ma assistencial teve avaliacdo otorrinolaringologica,
independentemente da presenca de queixas durante a
anamnese e triagem. Foram arrolados no estudo todos
os individuos participantes do programa assistencial
realizado na cidade, que foram esclarecidos quanto
a pesquisa e aceitaram participar apdos assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Foram
excluidos do estudo todos aqueles que nao aceitaram
participar do mesmo.

Homens, mulheres e criancas a partir de 4 anos
de idade foram incluidos no estudo. Destes pacientes,
foram coletadas amostras de células provenientes da
boca e orofaringe obtidas por descamacio apds enxa-
gue e gargarejo com antisséptico oral comercial (PLAX,
Colgate, sem alcool). Os individuos foram orientados
para evitar o consumo de qualquer tipo de alimento ou
liquidos, além de serem removidas proteses dentdrias
cerca de 30 minutos antes da coleta. O participante foi
entao orientado para que fizesse um enxdgue da cavi-
dade oral com uma dose Gnica de 15 ml do enxaguante
bucal, bochechando vigorosamente por aproximada-
mente 15 segundos em toda a superficie da boca. Em
seguida, foi orientado a inclinar a cabeca para trds e
gargarejar por outros 15 segundos. Transcorrido esse
tempo, a solucao foi cuspida de volta ao tubo cdnico
de 50 ml previamente etiquetado.

Imediatamente apds a coleta, todas as amostras
foram mantidas em geladeira (4°C) por um periodo
maximo de 48 horas, quando entao foram transportadas
em ambiente refrigerado para a cidade de Sao Paulo
e processadas. Os testes para extracao de DNA e PCR
foram realizados de acordo com protocolo rotineiro. O
DNA foi extraido e purificado de acordo com instrugoes
do Roche’s AmpliLute Liquid Media Extraction Kit (Roche
Mol Diagnostics, California, USA), sendo quantificado
em um espectrofotometro de espectro completo da
fabricante Nanodrop™. Quantidades iguais de DNA
foram submetidas a deteccao de DNA de HPV e tipagem
pela reacao em cadeia da polimerase (PCR) com Linear
Array HPV Genotyping kit (Roche Mol Diagnostics, CA,
USA). Foram utilizados iniciadores biotinilados para
uma regiao polimorfica de 450 pares de base de L1 do
genoma do HPV e outro par de iniciadores para o gene
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de beta-globina humana, usado como controle da qua-
lidade do DNA, seguindo instruc¢iao do fabricante. Esse
método permite a deteccao de 37 tipos diferentes de
HPV e foi validado em diferentes estudos conduzidos
pelo mundo.

RESULTADOS

De 166 individuos convidados para o estudo, 145
(87,3%) concordaram em participar, assinaram o termo
de consentimento e foram incluidos no estudo. Foram
coletadas amostras de 77 mulheres adultas entre 20 e 74
anos (idade média + desvio padrio = 45,3 + 15,4), 47
homens adultos entre 18 e 89 anos (idade média + desvio
padrao 51,4 + 16,8) e 21 criancas entre 4 ¢ 17 anos (ida-
de média + desvio padrio 10,1 £ 4,2). As caracteristicas
sociodemogrificas da populacao participante do estudo
estao na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas.
Adultos n (%)

Criangas n (%)

Participantes 124 21
Idade média (em anos) 47,61 10,1
Sexo

Masculino 47 (37,9) 7 (33,3)
Feminino 77 (62,1) 14 (66,7)
Escolaridade

Analfabeto 19 (15,4) 3 (14,3)
Ensino fundamental 75 (60,5) 13 (61,9)
Ensino médio 23 (18,5) 5(13,8)
Ensino superior 7 (5,6) 0 (0)
Raca

Branco 84 (67,7) 12 (57,1)
Negro 13 (10,4) 4 (19)
Pardo 27 (21,9) 4 (19)
Amarelo 0(0) 1(4,9)
Situagao conjugal

Solteiro 22 (17,7) 20 (95,2)
Casado 82 (66,1) 1(4,8)
Divorciado 8 (6,4) 0(0)
Vidvo 12 (9,8) 0 (0)
Tabagismo

Uso 93 (75) 0 (0)
Nao uso 31 (31) 21 (100%)
Bebida alcodlica

Uso 46 (37,1) 2(9,5)
Nao 78 (62,9) 19 (90,5)

O DNA foi isolado com sucesso em todas as
amostras. Além disso, todas as amostras apresentaram
beta-globulina, indicando boa qualidade do material
submetido a PCR. Foram obtidos trés resultados positivos
em adultos, com a prevaléncia de 2,4%. Os tipos de HPV
encontrados foram HPV 55, em duas amostras, e HPV 58,
em uma. Nao foram observados resultados positivos em
criancas (Tabela 2).

Tabela 2. Prevaléncia de DNA de HPV em amostras orais.

HPV Frequéncia n (%) Tipos
Adultos 124 -
. 2 positivos para tipo 55
Positivo 84 1 positivo para o tipo 58
Negativo 121 (97,6) -
Criangas 21 -
Positivo 0 (0) -
Negativo 21 (100) -
DISCUSSAO

Em estudo que avaliou a prevaléncia de infeccdo
por HPV em mucosa oral e orofaringea, em 1.688 homens
saudaveis do México, EUA e Brasil, foi encontrado um
nimero de 4% de infeccdes por HPV, sendo que 1,3%
foram positivas para HPV-16, tipo mais prevalente nessa
populacao®. Considerando-se apenas adultos da populacao
avaliada em Votuporanga, a prevaléncia de HPV foi de
2,4%. Na populacio infanto-juvenil, nao foi encontrada a
presenca de HPV, resultado dentro do esperado, ja que
estudos demostram que € baixa a prevaléncia de HPV na
cavidade oral de individuos menores de 18 anos, fator
que pode estar relacionado ao aumento da prevaléncia
encontrada em sujeitos que iniciaram a vida sexual®.
Nesse sentido, em estudo realizado com 4.150 criancas e
adolescentes poloneses entre 10 e 18 anos a prevaléncia
encontrada foi de 1,08%, sendo o HPV do tipo 11 o mais
prevalente.

Em estudo realizado por Esquenazi et al."', foram
avaliados 100 individuos sadios com o uso do método de
escovado bucal e verificou-se 0% de prevaléncia de HPV.
Da mesma maneira, em estudo realizado com 30 mulhe-
res, que apresentavam verrugas genitais, pelo método de
swab, também nao foram observadas amostras positivas'.
Em outro estudo, pelo método de swab, foram detectadas
23,2% de amostras positivas para HPV em uma populacao
de 125 individuos sem manifestacio de lesdes orais'.

Kreimer et al.? utilizaram o mesmo protocolo para a
coleta das amostras celulares de cavidade oral e orofarin-
gea adotado pelo presente estudo. Ja no estudo realizado
por Durzynska et al.'°, o método utilizado foi o bochecho
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com 5 ml de solugdo salina. Outros estudos utilizam o
método de swab para a obtenciao de amostras' 3.

Das trés amostras positivas do estudo, duas delas
foram do tipo 55 e uma de HPV 58, coincidindo com os
tipos também encontrados no estudo de Kreimer et al.?,
em homens adultos, e Durzynska et al.'°, em criancas.

As principais limitacdes do presente estudo sao com
relacio ao baixo numero de participantes, na propor¢cao
entre adultos e criancas e mesmo na impossibilidade de
caracterizacao da populacio sobre hidbitos e compor-
tamento sexual. No entanto, a metodologia empregada
demonstra a viabilidade da conduc¢io de estudo sobre
prevaléncia de HPV em uma regiao com baixos recursos
tecnologicos, limitacao de tempo e espaco, com resultados
similares aos disponiveis na literatura.

CONCLUSAO

O método de coleta com o enxague utilizando antis-
séptico bucal mostrou-se rapido e eficaz para a deteccao
de HPV na cavidade oral e orofaringea, evidenciado pela
presenca de DNA em todas as amostras e pelo controle
da PCR pelo gene beta-globulina, positivo em todas as
amostras.

Foram encontradas trés (2,4%) amostras positivas
para HPV na cavidade oral e orofaringea da populacao
adulta participante do estudo e nenhuma amostra positiva
para a populacdo de criangas. Os tipos de HPV encontra-
dos foram HPV 55, em duas amostras, e uma com HPV 58.
Estes dados estao de acordo com a literatura, mostrando
baixa prevaléncia de HPV em mucosa oral e orofaringea
de individuos saudaveis.
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