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Epidemiological study of HPV in oral mucosa through PCR

Estudo epidemiologico do HPV na mucosa oral por meio de PCR

Willys Tristao’, Rodrigo Metzker Pereira Ribeiro’, Camila Andrea de Oliveira?, Julio Cesar Betiol?,
Jussara de Sousa Ribeiro Bettini*
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mouth mucosa,

papillomavirus I . . . .
he Human Papillomavirus (HPV) belongs to the Papillomaviridae family and has a capsid and

a single DNA strand. Its infection occurs mainly through sexual intercourse, having an important
tropism for skin and mucosal cells. Aim: To evaluate the HPV presence in normal oral mucosa of
asymptomatic subjects and; in parallel, to correlate social behavioral habits with the virus. Materials
and Methods: Contemporary cohort cross-sectional study. The HPV was found by PCR, using
general primers MY09/11 in 125 oral mucosa samples submitted to DNA extraction and PCR to
search for the beta-globin gene in order to assess the quality of the extracted DNA. In parallel, we
carried out a study of behavioral issues associated with the patients. Results: All the samples had
a positive diagnosis of the beta-hemoglobin gene. HPV was diagnosed in 23.2% of the samples
analyzed. Conclusion: The virus was present in 29 of the 125 patients, without them having any
clinical-pathological manifestation associated with the HPV. As to the social behavior of the patients,
we concluded that oral sex is statistically correlated to the virus, and besides the HPV has been
statistically more present in female patients.

infections,
polymerase chain
reaction.

Palavras-chave: Resumo

infeccoes por

papillomavirus, P

mucosa bucal ertencente a familia Papillomaviridae, o papilomavirus humano (HPV) é formado por um
7 capsideo e uma unica fita dupla de DNA. Sua infeccao ocorre principalmente por forma sexual,
apresentando grande tropismo por células cutineas e mucosas. Objetivo: Avaliar a presenca do
HPV em mucosa oral de pacientes assintomdticos e em paralelo correlacionar os habitos sociais
comportamentais com a presenca viral. Material e Método: Estudo de coorte contemporanea
com corte transversal. O diagnéstico da presenca viral foi realizado por PCR, utilizando os primers
gerais MY09/11 em 125 amostras de mucosa oral, submetidas 2 extracio de DNA e PCR para a
pesquisa do gene da beta-globina para avaliacio da qualidade do DNA extraido. Em paralelo, foi
realizado um estudo de questdes comportamentais dos pacientes. Resultados: Todas as amostras
apresentaram o diagnostico positivo para o gene da betaglobina. O HPV foi diagnosticado em 23,2%
das amostras analisadas. Conclusao: O virus esteve presente em 29 dos 125 pacientes, sem que
estes apresentassem qualquer manifestacao clinicopatolégica relacionada com o HPV. Quanto ao
comportamento social dos pacientes, concluiu-se que a pratica de sexo oral estd correlacionada de
forma estatisticamente significante com a presenca viral, além de o HPV ter sido estatisticamente
mais prevalente em pacientes do sexo feminino.

reacao em cadeia
da polimerase.
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INTRODUCAO

Os papilomavirus humanos (HPV) pertencem a
familia Papillomaviridae. Sao pequenos, epiteliotropicos
e tém cerca de 55 mm de didmetro. Apresentam um ge-
noma composto de 7200 a 8000 pares de base com peso
molecular de 5,2 x 106 daltons. O HPV é formado por
um capsideo que possui 72 capsdmeros de estruturas
icosaédricas, sem envelope lipoproteico e uma Unica
molécula circular dupla de DNA'. Seu genoma ¢é dividido
em E (early - codifica as proteinas que serdo produzidas
inicialmente) e L (late - codifica as proteinas que serdo pro-
duzidas apos as proteinas da regidao E). Essas duas regides
representam, respectivamente, 45% e 40% do genoma viral
e contém as open reading frames (ORFS) E1, E2, E4, E5,
EG, E7, L1 e L2. Sabe-se que o gene El estd envolvido
com a manutencao e replicacado do DNA viral; E2 regula a
transcri¢ao viral e E4 codifica uma proteina que destrdi a
queratina citoplasmatica, produzindo a imagem do halo de
coilocitose. Acredita-se que ES, EG e E7 estdo envolvidas
com a transformacao e degradacao celular; enquanto a
L1 e L2 codificam as proteinas do capsideo viral. Entre as
regides E e L, esta a regiao nao codificadora denominada
LCR (long control region) ou URR (upstream regulatory
region), representando 15% do genoma viral envolvido
no controle da expressio dos genes virais®.

A infecgio pelo HPV € basicamente de forma sexual.
Como tal, tanto os homens como as mulheres estao envol-
vidos na cadeia epidemiolégica da infeccao e sao capazes,
ao mesmo tempo, de serem portadores assintomaticos,
transmissores e vitimas da infeccao pelo HPV. Neste senti-
do, os fatores de risco estao claramente associados com o
comportamento sexual do individuo. Os mais importantes
sao: idade precoce no inicio das primeiras relacoes sexuais,
nuimero elevado de parceiros sexuais ao longo da vida e
contatos sexuais com individuos de alto risco (no caso dos
homens, contato frequente com as mulheres que praticam
prostituicao; ja no caso das mulheres, relacio com homens
com multiplas parceiras sexuais)?.

O HPV infecta células epiteliais e mucosas, poden-
do causar uma variedade de lesdes hiperpldsicas. Estes
virus, portanto, podem ser mucosotropicos, que infectam
as mucosas oral, respiratoria e genital; e cutaneotropicos,
encontrados em individuos imunocompetentes e em
portadores de epidermodisplasias verruciformes*. Como
o HPV se limita apenas a infectar a camada epitelial, nao
ultrapassando a membrana basal, a exposicao imunolégica
primaria deve ocorrer por meio de mecanismos existentes
nesta camada. A membrana celular infectada expressa
somente a proteina E5, e esta pequena quantidade de
antigenos virais de superficie pode permitir a atenuagiao
da resposta imune. A E5 se liga e inativa a proteina ne-
cessaria para processar antigenos. Como a c¢lula epitelial
nao € boa apresentadora de antigenos, o HPV permanece

dentro dela sem ser reconhecido pelo sistema imunolégico.
Devido ao fato do HPV nao causar lise ou morte da célu-
la do hospedeiro, o virus permanece isolado do contato
de células do sistema imune, que iniciaria o processo de
reconhecimento’.

A infec¢ao viral pode gerar lesoes clinicas de forma
localizada, subclinica ou latente. De uma maneira geral,
o HPV segue o ciclo produtivo viral classico: adsorcao,
penetracao, transcri¢do, traducgio, replicacio do DNA e
maturagao. Mas, em alguns casos, esse processo nio chega
a acontecer completamente, uma vez que o virus pode
integrar-se ao genoma das células hospedeiras e induzir a
carcinogénese das mesmas. Nas lesoes benignas, o virus
esta na forma circular, chamada epissomal, nao integrado
ao genoma da célula hospedeira, e em grande nimero de
copias. Nas lesoes malignas, apresenta-se na forma integra-
da ao genoma da célula hospedeira. Entretanto, € possivel
encontrar formas epissomais nas células malignas e, uma
vez estando integrado, o virus ndo pode ser revertido a
sua forma epissomal®.

Os tipos virais de alto e baixo risco de malignidade
se diferenciam de acordo com a capacidade de transfor-
macio das oncoproteinas codificadas pelos genes EG e
E7. As oncoproteinas E6 e E7 se ligam, respectivamente,
as proteinas p53 e pRB, reguladoras do ciclo celular, con-
sideradas supressoras do cancer. Este fendmeno causa o
desbloqueio do ciclo celular e instabilidade genética, o
que provoca alteragoes genéticas adicionais que levam ao
cancer por impedirem a apoptose, causando o fendmeno
de imortalizacao celular. Este processo € encontrado so-
mente nos virus de alto risco, nao sendo observados nos
de baixo risco’.

Estima-se que, no Brasil, haja cerca de 500 mil a
1 milhdo de casos novos por ano da infeccdo pelo HPV,
enquanto sio registrados 80 mil casos de AIDS, 200 mil
a 500 mil casos de herpes, 100 mil casos de sifilis e 800
mil ocorréncias de gonorreia®. A presenca na mucosa oral
dos tipos anogenitais, HPV 6/11 e 16/18, poderia significar
transmissao orogenital, o que tornaria este virus um im-
portante cofator no desenvolvimento do cancer oral, assim
como € considerado no colo uterino’. A prevaléncia de
HPV em mucosa oral, macroscopicamente normal, € muito
variavel na literatura: varia de 0 a 81,1%, com média de
10%. Nem sempre as infeccoes sdo visiveis macroscopica-
mente. Assim, a infeccio pelo HPV pode ser classificada
em: (a) latente, a qual s6 pode ser diagnosticada por mé-
todos de biologia molecular; (b) subclinica, na qual nao
ha sintomas clinicos, mas ha alteracoes sutis que podem
ser detectadas por métodos diagnosticos, como peniscopia,
colpocitologia, colposcopia e/ou biopsia; (¢) clinica, na
qual ha lesoes evidentes ao exame clinico. Nao se sabe,
do ponto de vista molecular, como uma infeccdo por HPV
permanece latente e outra, por outro lado, desenvolve le-
sa0 macroscépica decorrente de intensa replicacio viral'.
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Os avancos no campo da genética e biologia molecular tém
contribuido decisivamente para o estudo desses virus. De
todas as técnicas de deteccao de DNA do HPV, a reacao
em cadeia da polimerase (PCR) € a mais sensivel'.

O papilomavirus humano (HPV) se destaca como
uma das doencas sexualmente transmissiveis (DST) mais
comuns no mundo. O Ministério da Saude registra a, cada
ano, 137 mil novos casos no pais. Uma vez que o diag-
nostico viral pode ser feito ainda na fase latente da infec-
¢lo, torna-se possivel o acompanhamento do paciente, a
fim de alertar para o tratamento adequado de lesdes ou
alteracdes que possam surgir como consequéncia da pro-
gressao da infecgao viral. Deste modo, o estudo propoe-se
a determinar a prevaléncia do HPV em mucosa oral de
pacientes que niao apresentam qualquer tipo de lesao e,
concomitantemente, avaliar se hdbitos sexuais e sociais,
como a atividade sexual, presenca de parceiro fixo, relacao
com prostitutas, pratica de sexo oral, uso de preservativos
e tabagismo, estdo associados com a presenca viral.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi previamente submetido a apreciacao
e aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa e Mérito Cien-
tifico da instituicao, sob a seguinte numeracao: 840/2007.

Selecao das amostras

Foram coletadas 125 amostras de raspado de muco-
sa oral, de homens e mulheres escolhidos aleatoriamente,
os quais foram esclarecidos sobre a pesquisa, preenche-
ram o questiondrio com questdoes comportamentais e
assinaram o termo de consentimento, aceitando participar
da pesquisa. Para a coleta das amostras, foi utilizada a
escovinha “Campos da paz” e o material foi armazenado
em tubos do tipo Eppendor/f®, contendo solucio salina
0,9%. Os mesmos foram congelados para conservacao
até a extracao.

Questionario Comportamental

O questionario comportamental foi aplicado apds
prévia explicacao sobre a importancia do mesmo na pes-
quisa e esclarecimento de que seus dados seriam mantidos
em sigilo (Quadro 1).

Anidlise Estatistica

O teste exato de Fischer foi utilizado, como ferra-
menta estatistica, a fim de verificar se a prevaléncia do HPV
esta relacionada, de maneira estatisticamente significante,
a0 sexo e aos habitos de vida dos pacientes. Um valor de
p menor que 0,05 demonstra a existéncia de correlacio.
Também foram obtidos valores de intervalo de confianca
(C.1.), estabelecido em 95% e Odds Ratio. Dados estatisticos
foram produzidos pelo programa SISA® (Simple Interactive
Statistical Analysis).

Quadro 1. Referente ao questionario comportamental.

Questionario comportamental

Numero de identificagdo:

Cor:

Idade:__ Sexo: () Fou ()M
Estado Civil:

Profissao: Curso:

Ja praticou relagoes sexuais? () Sim () Nao
Idade da primeira relacdo sexual:
Parceiros Fixos: (_) Sim (_)Nao

Numero de Parceiros durante 1 ano:
()1a3()4a7() 10 o0u mais

Ja praticou relagdes sexuais com profissionais do sexo?
() Sim () Nao

Praticante de Sexo Oral: () Sim (_) Nao
Usuério de Preservativos: () Sim (_) Nao

Frequéncia do uso de Preservativo:
(1) em todas as relagdes (_) Algumas vezes (_) Nunca

Hé& ou Houve presenca de lesdes na boca: () Sim (_) Nao
Frequéncia: () Frequentemente (_) Casualmente (_) Raramente
Possui Herpes ou HPV? (1) Sim () Nao (_) Desconhece

Seu parceiro possui Herpes ou HPV? (_) Sim (_)Nao (_) Desconhece
Ja teve alguma DST?

Fumante? () Sim () Nao

Usuério de medicamentos (imunossupressores)? () Sim (_) Nao

Extracao do DNA

Procedeu-se, inicialmente, com agitacao das amos-
tras em vortex (AP56 - Phoenix - Brasil) e seguido da
retirada de aliquotas de 300 pl, que foram transferidas
para outro recipiente. O mesmo foi centrifugado e o so-
brenadante desprezado. Ao precipitado, foram adicionados
600 pl de hidroxido de sodio (NaOH) a 50 mM. Levou-se
ao “Banho Maria” (MA159 - Marconi - Brasil) a 95°C por
5 minutos e logo apoés adicionou-se 60 pl de tris-HCL 1
M. O material extraido foi congelado.

Reaciao em Cadeia de Polimerase (PCR)

Todas as amostras foram submetidas a PCR, utili-
zando a betaglobina para testar o método de extracao e
evitar falsos negativos, uma vez que esse gene ¢ comum
a todos os seres humanos, devendo, assim, aparecer em
todas as amostras.

Para preparar o mix de reacio da PCR para a beta-
globina, utilizou-se um Eppendorf® de 1,5 ml. A mistura de
reacao € composta, respectivamente, por: 12,5 pl de dgua
deionizada e autoclavada, 2,5 pl de tampao de reacao (10x
- Invitrogen®), 1,0 pl de MgCl, (50 mM - Invitrogen®), 2,5
pl de solucio de dNTP (deoxinucleotideo trifosfato) (2 mM
- Invitrogen®), 1,0 ul do par de primers'> GH,0 (GAAGAGC-
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CAAGGACAGGTAC)/PC04 (CAACTTCATCCACGTTCACC) a
10 pmol/pl (nwvitrogen®), 4 pl de DNA e 0,5 pl de Taq poli-
merase (5U/yl - Invitrogen®), totalizando um volume de 25
pl. Em todos os lotes amplificados, foram utilizados controles
negativos (4 pl 4gua no lugar de DNA) e controles positivos
para deteccao de possiveis contaminantes durante a reaco.

Para preparar o mix de reagdo da PCR para o HPV,
utilizou-se um Eppendorf® de 1,5 ml. A mistura de reagio
é composta, respectivamente, por: 12,0 pl de dgua deio-
nizada e autoclavada, 2,5 pl de tampao de reacao (10x -
Invitrogen®), 1,5 pl de MgCl, (50 mM - Invitrogen®), 2,5 ul
de solucao de dNTP (deoxinucleotideo trifosfato) (2 mM
- Invitrogen®), 1,0 pl par de primer* geral para HPV MY09
(GT CCM AAR GGA WAC TGA TC* / MY11 (GCM CAG
GGW CAT AAY AAT GG*) a 10 pmol/pl (Unwvitrogen®), 4 nl
de DNA e 0,5 ul de Taq polimerase (5U/yl - Invitrogen®),
totalizando um volume de 25 pl. Em todas as analises,
foram utilizados controles negativos (4 pl 4gua no lugar de
DNA) e controles positivos para deteccdo contaminacoes
e atuar como padroes da presenca viral.

Os ciclos térmicos para as reacdes de PCR foram
realizados no Peltier Thermal Cycler® (Biocycler Termocicai-
dores), sendo o programa de amplificacdo da betaglobina
composto de: Um ciclo inicial a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos
sucessivos compostos de trés etapas (desnaturacio a 94°C
por 1 minuto, hibridizacao a 60°C por 1 minuto e sintese a
72°C por 1 minuto) e um ciclo final a 72°C por 10 minutos. O
programa de execucao de PCR para o primer geral do HPV
foi composto de: um ciclo inicial a 95°C por 5 minutos, 35
ciclos sucessivos compostos de trés etapas (desnaturagio a
94°C por 1 minuto, hibridiza¢ao a 40°C por 1 minuto e sintese
a 72°C por 1 minuto) e um ciclo final a 72°C por 10 minutos.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 1,5% (0,75 g de agarose em 50 ml de
tampao TBE 1x e 5,0 pl de brometo de etideo) em cuba
horizontal (Horizon 11-14® - Lifetechnologies - USA) sob uma
diferenca de potencial de 100 volts por uma hora. O gel foi
analisado em transluminador (foto-Prep®) no qual amostras
com bandas de 268 pb foram consideradas positivas para
betaglobina. Para o produto proveniente da amplificaciao
com o primer geral para o HPV, foi utilizada a metodologia
de eletroforese em gel de Bis-Acrilamida a 10% (23,33 ml de
Bis-Acrilamida; 4,9 ml de Glicerol; 7 ml de TBE 10x; 52,5 pl
de Temed; 1050 pl de persulfato de potdssio e 34,1 ml de
agua destilada), o qual foi levado a diferenca de potencial
de 120 volts por 3 horas em cuba vertical (Model V15-17¢
- Lifetechnologies - USA) e o gel corado pelo protocolo de
nitrato de prata’®, para visualizacio das bandas.

RESULTADOS

Foi encontrada a presenca do DNA viral em 23,2%
(29/125) das amostras, sendo que todas foram positivas
para a amplificacado do gene da betaglobina, garantindo
a fidedignidade do experimento.

No que se refere ao questiondrio comportamental,
dentre as variantes abordadas (Sexo, Atividade Sexual,
Parceiro Fixo, Relacao Sexual com Prostitutas, Pratica de
Sexo Oral, Uso de Preservativo e Tabagismo), somente
o sexo dos pacientes (OR = 2,2404, CI [0,9339 - 5,3749],
P =0,03631) e a pratica de sexo oral (OR = 0,0473, CI
[0,0095 - 0,2358], p = 0,0473) estiveram correlacionados
de forma estatisticamente significante com a presenca do
HPV (Figura 1.

Sexo Atividade Sexual Parceiro Fixo
HPV
Presente 12 17| 25 4 16 13
Ausente 23 73 89 7 66 30
ivalor de p 0,03631) 0,15267f 0,0711
|0dds Ratio 2,2404) 0,4916) 0,5594
C.1. 95% 0,9339 - 5,3749 0,1332 - 1,815 0,2392 - 1,3083
Pratica de Sexo Oral Uso de i Tabagi
HPV R
Presente 20 9| 22 7 S 24
Ausente 94 2 76 20 14 82
valor de p 0,00002] 0,18397] 0,21047)
|Odds Ratio 0,0473 0,8271) 1,2202
IC.. 95% 0,0095 - 0,2358 0,3095 - 2,210} 0,399-3,7318

Figura 1. Teste Exato de Fischer (Relagao estatisticamente significante
se p < 0,05).

Dentre os individuos abordados pela pesquisa, 37
(29,6%) voluntirios eram homens na faixa etaria de 17-54
anos e 88 (70,4%) eram mulheres na faixa etaria de 17-44
anos. Predominando a faixa etaria dos 18-21 em ambos
os sexos. Das 29 amostras HPV positivas, 41,4% (12/29)
eram homens e 58,6% (17/29) eram mulheres; 17,24%
(5/29) eram tabagistas; 24,13% (7/29) disseram nao utilizar
preservativos em todas as relacoes sexuais; 68,96% (20/29)
declararam ser praticantes de sexo oral; 13,79% (4/29) nao
tinham iniciado a vida sexual; 44,82% (13/29) nao tinham
parceiros fixos e 13,79% (4/29) ja tiveram relacdes com
prostitutas.

DISCUSSAO

Diversos efeitos citopaticos relacionados a infeccao
pelo HPV ja estao bem estabelecidos na literatura (koilo-
citose, alargamento nuclear, megalocitose, binucleacio,
dentre outros), bem como lesoes intraepiteliais, que variam
de baixo grau (LSIL) a alto grau (HSIL), podendo evoluir a
carcinoma de célula escamosa (SCC)". Entretanto, o HPV
pode apresentar-se assintomdtico, uma vez que a maioria
das infeccdes sao subclinicas ou latentes. Segundo Xavier
etal.'?, a prevaléncia de HPV em mucosa oral macroscopi-
camente normal € muito variavel na literatura: varia de 0
a 81,1%, com média de 10%. Castro & Bussoloti®® afirmam
que as taxas de detecciio podem variar de 0 a 100%, mesmo
com o uso de métodos mais sensiveis como a PCR, e citam
que a grande discrepancia dos resultados pode ser atribui-
da aos erros na hora da coleta do material, os quais podem
comprometer os resultados finais. Em maior propor¢io,

BRAZILIAN JOURNAL OF OTORHINOLARYNGOLOGY 78 (4) JuLHO/AGosto 2012
http://www.bjorl.org.br / e-mail: revista@aborlccf.org.br

69



quando comparado aos nossos resultados, Peixoto’ diag-
nosticou em sua coorte, composta por 100 pacientes sem
lesdes em mucosa oral, prevaléncia viral de 81%, embora,
diferentemente do nosso estudo, nao tenha encontrado
relacio estatisticamente significante entre a pratica de sexo
oral e a presenca do HPV. Porém, em concordincia com
nossos resultados, Cardesa & Nadal' relatam que a pratica
de sexo oral é um dos principais fatores de risco para a
progressao da biopatologia desenvolvida pelo HPV. Em
relacao ao tabagismo e ao sexo, Gilison et al."” relataram
que o HPV foi mais prevalente em homens e tabagistas
de forma estatisticamente significante, além de relatar
uma prevaléncia de 6,9% de HPV na populacio geral
dos Estados Unidos da América, quando avaliaram uma
coorte composta por 5579 individuos, sem prévia selecio.
Kreimer et al.'® analisando 1688 amostras de mucosas
orais de homens sadios, em concordincia com nossos
resultados, nao encontraram associacao estatisticamente
significante entre o nimero de parceiros sexuais, uso de
preservativo, bem como a atividade sexual e a presenca
do HPV em mucosa oral. Segundo Castellsagué?, o uso de
preservativos ¢ um fator que pode diminuir os riscos de
transmissao de HPV, porém, niao garante total protecao.

CONCLUSOES

O papilomavirus humano esta presente em 23,2%
dos 125 casos estudados. Uma vez que estes pacientes nao
apresentaram quaisquer manifestacoes clinico-patologicas
correlacionadas com a presenca do virus, o HPV pode estar
presente em mucosas orais sadias em proporcoes signi-
ficativas. Embora estudos de coortes americanas tenham
encontrado maior prevaléncia de HPV em mucosas orais
de homens, dentre os pacientes abordados pelo estudo,
as mulheres e/ou os praticantes de sexo oral compuseram
o grupo de risco no qual o HPV foi prevalente de forma
estatisticamente significante.

Embora outros hibitos de vida nio tenham atingido
a significancia estatistica, estudos com um maior nimero
de pacientes devem ser conduzidos, uma vez que fatores
como o tabagismo, a abdicacio do uso de preservativos,
bem como multiplos parceiros sexuais e a atividade sexual,
sdo fatores que aumentam as chances de transmissiao e/
ou infeccao pelo HPV.
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