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RESUMO

A Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), infec¢cdo causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana, tem comportamento pandémico, sendo um problema de
saude publica. Considerando que pacientes com SIDA tém maior chance de desenvolver
neoplasias e que a imunodeficiéncia poderia facilitar a permanéncia do Papiloma virus
(HPV) em orofaringe destes pacientes, o objetivo deste trabalho foi pesquisar a infeccéo
pelo HPV e lesbes a ele relacionadas em orofaringe de paciente HIV positivos. Foram
avaliados 100 pacientes atendidos no ambulatério de DIP/SIDA do HUB. Os dados
demograficos, clinicos, habitos e perfil sécio comportamental foram avaliados por meio
de um questionario estruturado. A coleta para a andlise citolégica (citologia
convencional, em meio liquido e imunocitoquimica) e molecular (captura hibrida e PCR)
foi feita em orofaringe com escovas. Para as andlises citoldgicas utilizou-se os critérios
de Bethesda. A imunocitoquimica avaliou a expressao da proteina p16INK4. A captura
hibrida pesquisou o DNA-HPV de alto e baixo risco. A verificagdo do DNA do HPV pelo
PCR utilizou o primer GP5*/6* Os HPVs de alto e baixo risco foram detectados em 8,2%
e 16,7% das amostras respectivamente. A médiatdp (maximo-minimo) da relacao
RLU/CO (estimativa da carga viral) para os HPVs de alto risco e baixo risco foi,
respectivamente, 2,9+2,58 (1,09 - 7,87) e 1,61+0,65 (1,07 - 2,68). Houve positividade
para HPV de alto e baixo risco na mesma amostra em dois casos. Nao houve diferenca
significativa quanto a frequéncia de HPV em relacdo ao género e aos grupos etarios. A
incidéncia de HPV foi maior em pacientes heterossexuais (7%) porém ela soO foi
significativa em mulheres heterossexuais. Nenhuma mulher homossexual foi HPV-
positiva e ndo houve mulheres bissexuais na presente amostra. Nao fumantes tiveram
10,6 vezes mais chances de ter HPV. Quanto maior foi a contagem de CD4+ maior a
chance dos pacientes apresentarem HPV de baixo risco. Pacientes que ndo consumiam
alcool tiveram quase 15 vezes maior risco de apresentar HPV de baixo risco. Pacientes
com menos de um parceiro por ano apresentaram associacdo (p<0,003) com o HPV.
N&o houve associacdo entre a infeccao oral pelo HPV e a presenca de lesédo oral, uso de
terapia antirretroviral, maconha, outras drogas, coitos oral e anal, uso de preservativo e
doencas sexualmente transmissiveis (DST). A citologia convencional ndo mostrou lesdes
displasicas, observando-se a presenca de atipias de significado indeterminado (ASC-US)
em 2 amostras. A presenca de atipias citoldlgicas na citologia convencional mostra que o
exame citolégico pode ser um método eficiente para detectar lesbes iniciais em
orofaringe, podendo a captura hibrida ser utilizada para detectar a presenca do HPV, da
mesma forma como é utilizada no colo uterino.

Palavras-chave: HPV, HIV, cancer oral, captura hibrida, PCR, citologia.



ABSTRACT

The AIDS infection caused by the human immunodeficiency virus have a pandemic
behavior and has become a public health problem. Considering that AIDS patients
are more likely to develop cancer and that immune deficiency could facilitate HPV
permanence in the oropharyngeal of these patients, the objective of this study was to
investigate HPV infection and related injuries with in HIV-positive in oropharynx. We
evaluated 100 patients treated at outpatient DIP/AIDS HUB. The demographic,
clinical and behavioral partners habits profile were assessed using a structured
questionnaire. The collect for cytological (conventional cytology,
immunocytochemistry and base liquid) and molecular (PCR and hybrid capture)
analysis were performed in oropharynx with brushes. For cytological analysis the
Bethesda’s criteria had been used. Immunocytochemistry assessed the expression
of the p16INK4 protein. The hybrid capture researched the high HPV DNA and low
risk. Verification of DNA in 100 samples was performed using the primer GP5*/6".
HPV high and low risk were detected in 8.2% and 16.7% of the samples respectively.
Those with high-risk and low-risk HPV, the mean + SD (high-low) of the relationship
RLU / CO (estimate viral load) was respectively 2.9 £ 2.58 (1.09 to 7.87) and 1.61 +
0.65 (1.07 to 2.68). There were positive for HPV high and low risk in the same sample
in two cases. There was no significant difference in the frequency of HPV in relation
to gender and age group. The incidence of HPV was larger in heterosexual patients
(7%) but there were significant only in heterosexual women. No homosexual women
was HPV-positive and there was no bisexual women in this sample. No smokers had
10.6 times more chance to have HPV. The higher the CD4* count greater the chance
of patients have low-risk HPV. Patients who did not consume alcohol were almost 15
times higher risk of having low-risk HPV. Patients with less than one partner per year
were associated (p<0.003) with HPV. There was no association between oral HPV
infection and the presence of oral lesion, use of antiretroviral therapy, marijuana,
other drugs, oral and anal intercourse, condom use and STDs. The conventional
cytology showed no dysplastic lesions but observed the presence of atypical cells of
undetermined significance (ASC-US) in 2 samples. Cytologic atypias features in
conventional cytology reveals that cytological examination can be an efficient method
to detect early lesions in the oropharynx and hybrid capture can be used to detect the
presence of HPV in the same manner as used in the cervix.

Keywords: HPV, HIV, oral cancer, hybrid capture, PCR, cytology
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1. INTRODUCAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), € uma infeccdo de comportamento pandémico e de
alta gravidade, representando um dos maiores problemas de saude publica da
atualidade. No Brasil, desde o inicio da epidemia em 1980 até 2012, ja& foram
notificados aproximadamente 656 mil casos da doenca, sendo a taxa de incidéncia
de 20,2 casos por 100 mil habitantes. A maior taxa de incidéncia € na regidao Sul
(30,9 casos/100mil habitantes) vindo em ordem decrescente as regides Sudeste (21
casos/100mil habitantes), Norte (20,8 casos/100mil habitantes), Centro-oeste (17,5
casos/100mil habitantes) e Nordeste (13,9 casos/100mil habitantes). O maior nimero

de casos acumulados esta na regido Sudeste (56%) (http://www.aids.gov.br).

O desenvolvimento da terapia antirretroviral e a melhora na prevencédo e
tratamento das infecgbes oportunistas levou a uma queda da mortalidade e a um
aumento da sobrevida. Com isto houve um aumento da incidéncia de cancer nesses
pacientes, motivo pelo qual estratégias de prevencdo, rastreamento e tratamento se
tornaram importantes areas de pesquisa (Bonnet, 2004). As neoplasias que
acometem os pacientes com SIDA estao relacionadas principalmente com trés tipos
de virus: herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi, virus Epstein-Barr e

papilomavirus humano (HPV) (Bernstein et al, 2006).

A infeccéo pelo HPV esta ligada, principalmente, a carcinogénese dos tumores
de colo uterino, porém atualmente sabe-se que ela também desempenha um papel
importante na etiologia do cancer de orofaringe e anogenital (Parkin, 2006; Trottier,
2006). Considerando-se que apos o ano 2000 a incidéncia de tumores de orofaringe
relacionados ao HPV aumentou em 10% em homens brancos, enquanto houve uma
reducdo relativa na incidéncia destes tumores ndo relacionados ao HPV
(relacionados ao tabaco e ao alcool), poderemos considerar que o HPV de alto risco
vem atualmente desempenhando um papel importante na etiologia do carcinoma de
células escamosas de orofaringe (CCEOR) (Gillisson, 2009). Modelos

epidemioldgicos sugerem que em 2020, nos Estados Unidos, o HPV causara mais


http://www.aids.gov.br/
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cancer em orofaringe do que na cérvice uterina (Chatuverdi et al, 2011; Moore e
Mehta, 2015).

Individuos com SIDA apresentam maior risco para o desenvolvimento desses
canceres e suas lesbes precursoras, sendo inclusive comum o0 acometimento
simultaneo da regido cervical, anal e oral (Chaturvedi et al, 2009; Park et al, 2009;
Kreuter e Wieland, 2009; Tandon, 2010). O risco aumentado de cancer nesses
pacientes esta relacionado com a elevada incidéncia e persisténcia da infeccéo pelo
HPV (Strickler et al, 2005).

Considerando-se a intima relacdo do HPV de alto risco com o
desenvolvimento do carcinoma de células escamosas em orofaringe e que pacientes
imunodeprimidos podem ter maior susceptibilidade para abrigar o HPV, estudos
envolvendo o diagnéstico e seguimento de pacientes HIV-positivos infectados pelo
HPV em orofaringe utilizando métodos de rotina seriam de grande importancia. Dai
porque o objetivo geral deste trabalho é identificar a frequéncia de HPV e a presenca
de anormalidades citoldgicas por ele causadas em amostras obtidas de orofarinfe de

pacientes HIV-positivos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1CANCER DE OROFARINGE HPV-POSITIVO

2.1.1 Epidemiologia

O céancer constitui um problema de saude publica sendo previsdo da Unido
Internacional Contra o Cancer que, em 2020, serdo diagnosticados
aproximadamente 20 milhdes de novos casos no mundo. No Brasil, as estimativas do
Ministério da Saude (Instituto Nacional do Céancer) para 2014 sdo de que serdo
diagnosticados 15290 novos casos, sendo 11280 em homens e 4010 em mulheres,
excluindo os tumores de pele ndo melanoma (www.inca.gov.br). Quando sé&o
analisados os dados do Ministério da Saude referentes as estatisticas de cancer oral
para 2014 observamos que os tumores de orofaringe, base da lingua e tonsilas,
relacionados ao HPV, séo incluidos na estatistica acima citada.

Embora a incidéncia das lesdes neoplasicas do epitélio escamoso de cavidade
oral e orofaringe estejam intimamente relacionada com o uso do tabaco e do alcool,
nas ultimas décadas se admite que em pelo menos 25% dos casos o HPV tenha um
papel importante na etiologia destas neoplasias, principalmente em homens e
mulheres jovens (Kreuter e Wieland, 2009, Quintero e al, 2013). Estudos mostram
gue o HPV pode estar ligado a etiologia de aproximadamente 75% dos tumores de
orofaringe (Giuliano et al., 2008; Guily et al, 2011; Steinau et al, 2012). Admite-se
gue este aumento da incidéncia de cancer de orofaringe associado ao HPV entre
1973 a 2004 pode estar relacionado com as alteracdes dos habitos sexuais (Chessa
e Deitz, 2011).

2.1.2 Dados clinicos

Os carcinomas de células escamosas HPV-positivos em orofaringe tem
caracteristicas clinicas um pouco diferentes. Eles acometem pacientes numa faixa
etaria mais jovem, sendo os sintomas clinicos mais frequentes: odinofagia, dor na

garganta, massa visualizada e otalgia (Moore e Mehta, 2015). Como os demais tipos


http://www.inca.gov.br/
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de cancer que ocorrem na boca, estas lesdes se apresentam sob a forma de
eritroplaca, leucoplaca, verruga comum, condiloma acuminado, hiperplasia epitelial
oral focal (doenca de Heck) e de neoplasias (Figura 1), das quais 90% sdao
carcinomas escamosos. (Castro e Bussoloti, 2006; Syrjanen, 2005). Localizam-se
com maior frequéncia na base da lingua e orofaringe, principalmente em tonsilas

palatinas (Herrero, 2003; Kreuter e Wieland 2009) e podem ter um diagndstico tardio.

Figura 1. Lesdes orais causadas pelo HPV. A. Eritroplaca. B. Leucoplaca. C. Verruga. D.
Lesé&o Ulcerada.

2.1.3 Métodos diagndsticos
Uma vez detectada a lesdo pelo exame oroscopico, o diagnéstico pode ser
feito pelo exame citoldgico ou pela bidpsia.
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O exame citolégico vai revelar a presenca de células atipicas, com alteragédo
da relacdo nucleo citoplasma e pleomorfismo nuclear, caracterizando o diagndstico
de malignidade.

Ao exame histolégico o material de bidpsia vai revelar a presenca de um
carcinoma de células escamosas que pode adquirir um padrdo histolégico bem
moderadamente ou pouco diferenciado. Frequentemente estes tumores assumem
um aspecto basal6ide, sendo formados por uma por¢cdo mais superficial bem
diferenciada e outra mais profunda, constituida por ilhas ou corddes de células

basaldides. Na periferia, estas células se dispdem em palicada (Neville et al, 2009).

O marcador imuno-histoquimico que permite correlacionar estas neoplasias com o
HPV é a expresséao da proteina p16INK4a (Wang et al, 2013) (Figura 2).

Figura 2. Aspectos citoldgicos e histoldgicos. A — citologia mostrando as atipias celulares. B
e C — Aspecto histolégico das células basaldides. D - Marcacdo fortemente positiva da
proteina p16.
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2.1.4 Tratamento e prognostico

Os tumores malignos de orofaringe HPV positivos tém um progndstico
significativamente melhor do que o dos pacientes HPV negativos. Eles aparecem
numa faixa etaria mais jovem e, geralmente, sdo pacientes que praticam coito oral
(Moore e Mehta, 2015; Wang, 2013). Como sao tumores pouco diferenciados eles
dao metastase linfonodais precocemente, porém apresentam uma boa resposta ao
tratamento e raramente ddo metastases a distancia (Moore e Mehta, 2015). Sao
tumores que demonstram uma alta expressédo da pl6INK4a, o que tem correlacao
com melhor progndstico e maior sobrevida (Wang, 2013).

Embora pouco seja conhecido referente aos mecanismos pelos quais 0s
carcinomas de orofaringe HPV-positivos tém maior sensibilidade a radio e
guimioterapia, no tratamento destes pacientes deve ser considerada uma reducdo na
intensidade da terapia, com menor dose de irradiacdo e substituicdo da quimioterapia
simultanea.

Alguns fatores séo levados em consideracao para tentar justificar esta maior
sensibililade ao tratamento apresentado pelos carcinomas de orofaringe HPV-
positivos. Sabendo-se que as células hipdxicas sdo mais resistentes a radiacao,
admite-se que o HPV leve a uma reducdo nas moficacdes hipdxicas nas células
tumorais, tornando-as mais sensiveis ao tratamento (Lassen, 2010). Tumores
associados ao HPV tém menor expressdo da mutacdo do p53 e do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), o que também pode colaborar no tratamento
(Wang, 2003).

2.2 HPV
2.2.1 ConsideragOes gerais

O HPV é um virus altamente transmissivel, com mais de 120 tipos desctritos. E
um virus epiteliotropico e tecido especifico, parasitando pele e mucosa. Dentre 0s

tipos cutaneotropicos temos os HPVS 1, 4, 5, 8, 41, 48, 60, 63 e 65; os
mucosotrépicos sao representados pelos tipos 6, 11, 13, 44, 55, 16, 31, 33, 35, 52,
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58, 67, 18, 39, 45, 59, 68, 70, 26,51,69,30,53,56,66,32,42,34,64,73,54; finalmente
temos aqueles que acometem pele e mucosas, que sao os HPVS 2, 3, 7, 10, 27, 28,
29, 40, 43, 57, 61, 72 (Castellsagué, 2008). Os mucosotropicos tém sido isolados da
mucosa de cavidade oral, de orofaringe, de laringe e de esbtfago (Castellsagué,
2008). De acordo com o seu papel na etiologia das lesdes na mucosa genital, os
gendtipos séo classificados em alto, baixo e médio risco. Os de alto risco séo
representados pelos tipos 16, 18, 31, 32, 45 e 52, enquanto que 0s de risco
intermediario pelos tipos 33, 35, 39, 51, 52, 56, 59, 58 e 68 e 0s de baixo risco pelos
tipos 6, 11, 42, 43, 44 e muitos outros (DeL Mistro e Bianchi, 2001; Munfioz, 2003;
Raiol et al, 2009).

Na cavidade oral foram identificados 24 tipos de HPVs que causam lesdo, com
a seguinte classificacdo quanto ao potencial maligno: alto risco HPV-16, 18, 31, 33,
35 e 55; médio risco HPVs 42 e 52; baixo risco HPV-6, 11, 13, 32. Os tipos 6, 11, 16
e 18 sdo os mais prevalentes, tanto nas lesGes orais quanto nas genitais e anais
(Rosemblatt, 2006). O HPV-16 é considerado responsavel por cerca de 90-95% dos
canceres de orofaringe, sendo as areas mais afetadas a base da lingua e as

amigdalas palatinas (Gillisson, 2009; Herrero et al, 2003; Thavaraj et al, 2011).

2.2.2 Estrutura e ciclo de vida do HPV

O papilomavirus € um virus pequeno que, em 2004, apdés uma revisdo na
nomenclatura dos papilomavirus feita pelo International Committee on the Taxonomy
of Viruses (ICTV), foi designado como uma familia de virus, a Papillomaviridae, ndo
relacionada ao poliomavirus. Os HPVs que comprometem revestimentos mucosos
foram classificados como do género alfa enquanto aqueles que infectam pele foram
incluidos no género beta. Esta classificacdo é baseada na analise filogenética do gen
L1, que é o mais conservado de todos os HPVs (De Villiers, 2004) (Figura 3).
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Figura 3 . Arvore filogenética do género alfa-papilomavirus
(Fonte: Syrjane, 2012)

O HPV tem um diametro de 52 a 53nm, sendo seu genoma feito de 7,200-
8,000 pares de bases com peso molecular de 5,2 x 106 Daetons. Ele tem uma Unica
circular dupla de molécula de DNA contida numa proteina esférica, o capsideo, que é
composto por 72 capsdmeros de estrutura icosaédrica, sem envoltério de
lipoproteina. A estrutura do genoma do HPV é dividida em trés componentes gerais:

1)regido génica precoce (E), constituida por 8 open read frames (ORF): E1, E2, E3,

E4, E5, E6, E7, E8 que sdo genes que se expressam precocemente. A regido E é
formada por oito genes onde E1 se relaciona com a replicacdo viral, E2 com a
transcricdo e replicacdo, E4 com a maturacéo viral e alteracdo da matriz intercelular
e E5, E6 e E7 estdo envolvidos na transformacéo celular. Os genes E6 e E7 sao
considerados os que tém maior poder de transformacdo no papilomavirus humano;

2) reqido génica tardia (L), constituida por duas open read frame (ORF), L1 e L2, que

se expressam tardiamente, e codificam a proteina principal, que representa 80% da
proteina total viral e a secundéria do capsideo (Souto et al, 2005). A proteina L2, por
participar na encapsidacdo do DNA viral é responsavel pelo aumento da infectividade

dos virides do papilomavirus; 3) Regido controladora longa (LCR) localizada entre as




26

ORFs L1 e E6, é a unica regido que ndo tem ORFs e que varia de tamanho dentre os

papilomavirus (Figura 4).

Figura 4. Mapa genético do HPV 16. Genoma circular de dupla fita com oito ORF e as
regides E, L e LCR. (Fonte: Egawa, 2015).

O ciclo reprodutivo do HPV depende da reproducdo celular, dai porque a
infeccdo inicia nas células da camada basal do epitélio, onde se encontram as
células totipotentes. O virus penetra nas células basais do epitélio por microtraumas
gue ocorrem no mesmo. Uma vez infectadas, as células basais distribuem o genoma
do HPV para as células filhas dentre as quais uma parte permanece na camada
basal, servindo de reservatorio para o DNA do HPV, enquanto que as outras migram
da camada basal e vao sofrer maturacdo anormal (Rosenblat et al, 2006). Uma vez
destacadas da camada basal as células infectadas entram na fase S do ciclo celular,
0 que resulta na amplificacdo dos genomas virais em mil copias por células. Ao
mesmo tempo ocorre a sintese de proteinas E1 e E4, que juntamente com as
proteinas L1 e L2 do capsideo formam os viribes infectantes que vao ser liberados
para infectar outras células (Del Mistro e Bianchi, 2001; Feller et al, 2009; Rosemblat,
2006) (Figura 5).
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Figura 5. Interagdo do virus com as células do epitélio pavimentoso (Modificado de Rosemblat et
al, 2006).

A acgdo do virus do HPV no epitélio estratificado vai resultar em um
espessamento do mesmo com aumento do numero de células na camada basal,
resultante da maior proliferacdo das mesmas e a presenca das alteracfes citopaticas
causadas pelo virus, que sdo bem evidentes nas células mais superficiais (Figura 6).
Estas alteracbes, definidas como coilocitose, sao representadas pela presenca de
um halo claro que envolve o nucleo e desloca o citoplasma para a periferia da célula,
sendo o nucleo aumentado de volume, irregular e com a cromatina densa (Figuras 5
e 6).
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Figura 6. Representacdo esquemaética das alteracbes morfolégicas que ocorrem no epitélio

estratificado decorrente da agdo do HPV. (Fonte: Cerqueira, 2007)

2.2.3 Carcinogénese

As neoplasias malignas decorrem das alteracdes gendmicas que ocorrem nas
células levando as mesmas a adquirirem um potencial proliferativo ilimitado.

Ao penetrar no organismo o HPV vai causar, inicialmente, uma infeccdo e
para que ela ocorra € necessario que se facam ligacdes ou entrada do virus na
célula epitelial do hospedeiro. S&o descritos receptores existentes nas células
epitelial do hospedeiro tais como as a6P4 integrinas e o sulfato de heparin
proteoglican. Ao entrar na célula, o HPV parece utilizar varios receptores, sendo a
6B4 integrina considerada como receptor primario e o sulfato de heparin proteoglican
como secundario. Admite-se que outros receptores seréo identificados no futuro (Day
e Schelhas, 2014; Syrjane, 2012). O HPV penetra na célula hospedeira por

endocitose, ficando a por¢édo L1 retida no vacuolo endocitético enquanto que a L2,
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juntamente com o restante do genoma viral, vai para o aparelho de Golgi. Uma vez
atravessado o citoplasma ele penetra no nucleo, talvez por uma quebra na
membrana nuclear, e vai iniciar a transcricdo (Day, 2014).

Na fase ativa da infeccéo ocorre replicacdo do DNA do HPV e o genoma sera
amplificado atingindo até mais de 1000 coépias por células. Este processo vai
culminar com a producgdo de particulas virais maturas e podera ocorrer a expressao
do gen viral L, sendo, finalmente, os virions liberados nas camadas superficiais do

epitélio escamoso (Syrjanen, 2012) (Figura 7).
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Figura 7. Infecgéo pelo HPV no epitélio pavimentoso estratificado.
(Fonte: Syrjane, 2012)

No nucleo da célula, o HPV se mantém em estado epissomal, ou seja,
separado do cromossoma da célula hospedeira e, para que ocorra a replicacdo nas
células basais, ele vai necessitar do hospedeiro. Sdo as DNA polimerases e a
maguinaria do hospedeiro que vao permitir o funcionamento das proteinas virais E1 e
E2, que s&o encarregadas de manter a replicacdo do genoma e a transcri¢éo viral
(Syrjanen, 2012).
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Para iniciar a replicacéo a proteina E2 se liga ao LCR do HPV na origem da
transcricdo facilitando o recrutamento de E1, a qual é essencial para a replicagdo
viral (Syrjanen, 2012).

A proteina E1 interage com varios genes das células basais dos hospedeiros
para sincronizar a sua replicagao viral e exerce um controle da transicdo da fase
G1/S do ciclo celular e da fase S, uma vez que o DNA do HPV replica na fase S. Ela
pode produzir alteracdes no DNA do hospedeiro que podem sinalizar uma parada no
ciclo celular. A proteina E1 € também responsavel por manter o HPV em estado

epissomal, isto é, separado do cromossoma da célula hospedeira (Syrjanen, 2012).

A proteina E2 reduz a replicacdo do DNA viral por meio do bloqueio do fator
de transcricdo. Ela possui quatro sitios que regulam a replicacdo viral e o inicio da
transcricdo génica. Nas lesGes neoplasicas de alto-grau a interacdo entre o DNA do

HPV e a célula hospedeira pode levar a perda da E2 (Harari et al, 2014).

Acredita-se que a expressao das proteinas E5, E6 e E7 seja responsavel pelo
inicio e manutencdo do processo que culmina com o desenvolvimento da neoplasia.
Estas proteinas levam a instabilidade genética da célula induzindo a proliferacéo

celular, inibicdo da apoptose e inducéo da ativacdo da telomerase.

As proteinas E6 e E7 funcionam como oncogenes dentre os alfa HPVs de alto
grau. Elas descontrolam o ciclo celular nas células epiteliais mais superficiais do

epitélio estratificado, as células do estrato espinhoso.

A integracdo do DNA do HPV de alto risco ao genoma da célula epitelial do
hospedeiro € um dos primeiros passos para que se desenvolva a neoplasia, sendo
considerada a alteracdo importante. Esta integracdo ocorre geralmente abaixo da
regido E1 e E2, levando a perda do feedback negativo exercido pela proteina

reguladora viral sobre a expressédo do oncogene.

A proteina E7, que se expressa principalmente no nucleo da célula, € o mais
importante indutor do descontrole do ciclo celular. A ligagdo da oncoproteina E7 com
0 gene supressor Rb leva a desestabilizacdo do gene Rb supressor e age na
atividade dos inibidores p21 e p27, que vao atuar nas quinases dependentes de

ciclina (CDK) ativando as CDKs (Feller et al, 2009). A ligacdo do produto do gene
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supressor p1l6 com as CDKs 4 e 6 bloqueia a interagdo das mesmas com as ciclinas
do tipo D mantendo o gene RB hipofosforilado, o qual se liga ao fator de transcricéo
E2 e previne a progressdo do ciclo celular (Westra, 2014). Assim, vemos que a
ativacdo de E7 pode ser controlada por meio da interacdo direta com a E2. Nas
lesbes neoplasicas de alto grau pode ocorrer perda da E2 o que leva a uma
superexpressao da E7, resultando em progressdo do ciclo celular e progressao da
neoplasia, com liberacdo da transcricdo do gen pl6INK4, causando liberagédo de
altos niveis de p16INKA, que vai ser expresso nos cortes histolégicos corados pela

imuno-histoquimica (Harari et al, 2014; Wang et al, 2013).

A proteina E6 pode se localizar tanto no ndcleo quanto no citoplasma das
células e tem uma importante funcdo na degradacdo do p53, gen supressor tumoral.
Para exercer tal funcdo a proteina E6 se liga a ligase da ibiquinina da célula
hospedeira, tornando-se capaz de se ligar a proteina p53. Com a degradacéo do p53
0s pontos G1/S e G2/M do ciclo celular ndo séo verificados e a telomerase € ativada,

perpetuando a vida das células (Rosenblat et al, 2006).

A proteina E5 define o inicio e a parada da codificacdo em alfa HPVs de alto
risco humanos. E uma proteina transmembranal, que tem uma acido na fase
produtiva do ciclo do HPV, porém seu mecanismo de acédo nao é bem estabelecido.
Ela ndo possui atividade intrinseca e age alterando a atividade das proteinas de
membrana das células da proliferacdo (Rosenblat et al, 2006). Halavaty et al (2014),
identificaram um novo padrao de ligacao da E5, a proteina A4, localizado em regiédo
perinuclear. Em queratindcitos normais a proteina A4 é vista em células basais
enguanto que em células contaminadas pelo HPV ela pode ser vista tanto em células
diferenciadas quanto nas indiferenciadas (Halavaty et al, 2014). Estudos de Halavaty
et al (2014) sugerem que a proteina A4 é um importante ligante da proteina E5 e tem
uma acao na regulacdo da proliferacdo e na habilidade de diferenciacdo celular. A
proteina E5 também tem o papel de interagir com o fator de crescimento epidérmico
(EGF) e com o fator de crescimento derivado das plaquetas (PGDF) para agir na

proliferagao celular (Harari, 2014).
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A proteina E4 localiza-se na regiao precoce E, sendo 0 gene expresso de

forma tardia e atuando na infeccdo produtiva. As fungfes tardias do papilomavirus

sdo representadas pela sintese vegetativa de DNA viral, sintese de proteinas do

capsideo e elaboracdo do virion nos queratindcitos diferenciados. Embora a E4 néo

seja encontrada nos virions ela € responsavel por induzir o colapso na rede de

citoqueratinas, atuando na liberacdo do virus da célula hospedeira (Rosenblat et al,

2006).

Os genes tardios L1 e L2 atuam na maturacdo e agrupamento dos virides

para serem liberados pelas células epiteliais.

Tabela 1. Esquema relacionando a funcdo dos diferentes genes do HPV.

Gene Funcéao

El

E2

E3

E4

ES

E6

E7

E8

Sincroniza a replicacao viral com a do hospedeiro. Controla a transicao da

fase G1/S e da dase S do ciclo celular.
Blogueia o fator de transcri¢cao reduzindo a replicagdo do DNA viral.
Sem fung&o conhecida atualmente

Induz o colapso de rede de queratina liberando os virions da célula

hospedeira.
Regula a proliferacao celular.
Age na degradacéo do gene supressor p53.

Desestabiliza o gene supressor Rb permitindo a progressao para a fase S
do cilo celular e age na atividade dos inibidores p21 e p27. Liga-se com a E2

previnindo a progresséao do ciclo celular.

Sem funcédo conhecida (presente em uma minoria de HPVS).

L1 L2 Maturacdo e agrupamento dos virions para serem liberados.
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Desta forma, nas fases iniciais da infeccdo o DNA do HPV infecta as células
da camada basal se estabelecendo na forma epissomal, havendo um espessamento
desta camada. Posteriormente, o gene e a célula passam a se reproduzir juntos,
sendo observada a expressdo de E1 e E2 nas camadas intermediéarias,
caracterizando as lesdes intraepiteliais de baixo grau, onde a replicagdo viral é
mantida. Posteriormente, ocorre a integracdo do DNA do HPV com o da célula
hospedeira, iniciando a proliferacdo desordenada das células, aparecendo a leséo
intraepitelial de alto grau com posterior invaséo e ocorrendo a expressao de E6 e E7
(Figura 8).

Cytology | LSIL l HSIL |
Histology | oiN1 | oin2 | CIN 3 |
Normal | Very mild/ I Moderate | Severe | Insitu I Invasive |
mild dysplasia  dysplasia dysplasia carcinoma carcinoma
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Figura 8. Efeito das proteinas virais na progressao da lesao.
(Fonte: Douglas e Schiller, 2006)

O género alfa dos HPVs filogeneticamente relacionados podem induzir
variaveis graus de neoplasias intraepiteliais, especialmente os alfa 9, dentre os quais

esta situado o HPV16. O HPV16 é o unico que tem habilidade de estabelecer a
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persisténcia que € associada com a progressdo neoplasica. Esta progresséo se da
inicialmente com a proliferacdo das células da camada basal, as quais vao substituir
inicialmente o terco inferior do epitélio caracterizando a neoplasia intraepitelial de
grau |. Posteriormente, estas células vao ocupando os tercos médio e superior do
epitélio caracterizando as neoplasias intraepiteliais de grau Il e lll, respectivamente.
Quando estas células rompem a membrana basal do revestimento epitelial em
pequenos ninhos, caracteriza-se 0 carcinoma microinvasor. Finalmente estes
pequenos ninhos continuam proliferando formando grandes aglomerados celulares e

transformando-se no carcinoma invasor (Figura 9).
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Figura 9. Corte histolégicos mostrando a progressao neoplésica no epitélio pavimentoso
estratificado. A. Neoplasia intraepitelial de grau I. B. Neoplasia intraepitelial de grau Il. C.
Neoplasia intraepitelial de grau Ill. D. Carcinoma microinvasor. E. Carcinoma invasor.

(Fonte: Kumar et al, 2010)

2.2.4 Infecgéo pelo HPV
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A infeccéo pelo HPV pode ser classificada como: 1) latente, a qual tem baixa
carga viral nas células basais, sendo insuficiente para transmitir e sé podendo ser
diagnosticada por métodos de biologia molecular; 2) subclinica, a qual € ativa, porém
nao apresenta sintomas clinicos, podendo ser diagnosticada por exames como a
peniscopia, colposcopia, colpocitologia e ou bidpsia; 3) clinica, na qual as lesdes sao
evidentes ao exame macroscopico (Feller 2009).

Ha uma variacdo muito grande na prevaléncia do HPV de acordo com a
idade. A maior prevaléncia da infeccdo subclinica ocorre na idade de maior atividade
sexual, a qual pode atingir 40% na populagcdo feminina. Acima de 30 anos esta
prevaléncia cai para 5-10%, ocorrendo um segundo pico na pdés e pré-menopausa
(Castellsagué, 2008). As |justificativas para este aumento da prevaléncia na
menopausa ndo sao bem claras, podendo ser decorrente de uma reativacdo da
infeccdo latente devido a perda da imunidade especifica ou a uma nova infeccéo,
resultante do contacto com um novo parceiro (Franco e Trottier, 2006). Na mucosa
oral normal, sem alteracdes macroscopicas ao exame ectoscopico, a prevaléncia do
HPV é variavel, indo de 0 a 81% (Xavier et al, 2007).

O tempo de vida média da infeccdo pelo HPV é maior, em torno de 8-10
meses para o HPV de alto risco, caindo para aproximadamente a metade nos casos
de infeccéo pelo HPV de baixo risco. A resolucdo da infeccdo permite certo grau de
protecdo contra uma reinfeccdo. Aproximadamente 90% das pessoas infectadas
apresentam resolucéo espontanea, persistindo a infeccdo em um pequeno grupo de
pacientes. Este pequeno grupo que permanece infectado é o que apresenta altos

riscos de desenvolver neoplasias (Castellsagué, 2008).

2.2.5 HPV e HIV

S&o considerados como fatores responsaveis pela progressao da infeccao,
o tipo de virus, a persisténcia da infeccdo por um longo periodo, a carga viral por
unidade de célula e a integracdo do DNA viral com o DNA da célula. Sabe-se que a
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia € considerada como um fator de risco para a
infeccdo pelo HPV, assim como para a progressao neoplasica (Castellsagué, 2008;
Chiao, 2006). Pacientes infectados com HIV tem um risco aumentado para todos 0s
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canceres associados ao HPV: de colo, vagina e vulva nas mulheres e de pénis e anal
nos homens (Chiao, 2006; Gillison, 2009; Kreuter e Wieland, 2009). Outros fatores
de progressao bem estabelecidos sdo o uso prolongado de contraceptivos orais, alta
paridade e o uso do tabaco (Castellsagué, 2008). Estudos epidemiolégicos mostram
que a maioria das neoplasias se desenvolve aproximadamente apdés um ano de
infeccdo pelo HPV (Castellsagué, 2008). H4 estimativas de que 80% dos canceres
anais, 99,7% dos canceres cervicais, 30% dos de vulva, vagina e pénis, 20% dos de
orofaringe e 10% dos de laringe séo atribuiveis ao HPV (Rosemblatt, 2006; Trottier e
Franco, 2006).

S&o0 recentes os estudos realizados correlacionando o HPV com o
desenvolvimento de lesBes neoplasicas em pacientes HIV positivos. A incidéncia de
neoplasia intraepitelial anal € maior nestes pacientes, sendo muito frequente em
homossexuais do sexo masculino. Estudos realizados em S&o Francisco com
homossexuais masculinos portadores do HIV, mostraram que 98% estavam
infectados pelo HPV e que 81% tinham leséo intraepitelial anal, dentre os quais 52%
eram de alto grau (Kreuter e Wieland 2009). A terapia antirretroviral parece ter
relagdo com o maior risco de desenvolvimento de neoplasia intraepitelial anal
(Abramowitz et al, 2007; Kreuter, Wieland, 2009) e n&do tem relacdo com a regressao
destas neoplasias (Abramowitz et al, 2007). O exame dos esfregacos citolégicos
anais nestes pacientes para rastrear neoplasia tem mostrado alta sensitividade (69 a
93%) e alta especificidade (32 a 59%) (Chiao, 2006).

2.2.6 Vias de infeccdo

O HPV pode ser transmitido de forma horizontal ou vertical, por via sexual

ou nao sexual (direta ou indireta) (La Cour, 2012).

A transmisséo horizontal pode ocorrer por meio do contato fisico via auto ou
heteroinoculacdo, contato sexual, transmissdo direta por flmites ou pelo beijo
(Mammas et al, 2014). Ela ocorre principalmente pelo ato sexual, sendo o colo

uterino (zona de transformacé@o) e o canal anal (linha pectinea) os 6rgdos mais
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acometidos. A vulva, a vagina, o pénis e a orofaringe também séo locais suscetiveis

de infeccao (Castellsaguée, 2008).

A auto-inoculacéo ocorre pela transmissao do HPV de um sitio a outro por
meio de arranhadura ou pelo banho. O sexual € o0 modo primario de transmissao e
ocorre por meio da penetracdo sexual ou por contatos intimos genitais. Fomites
contaminados podem penetrar no organismo por pequenas lesdes na pele (La Cour,
2012). Para compreendermos a transmissao por meio do beijo se torna importante
gue saibamos que ele representa varias funcdes: a erotica, exercida pelos labios,
sendo as outras representadas pela participacdo na alimentagéo, emissdo dos sons
e sensorial. A cultura Greco-romana, que considerava o beijo como sinal de respeito,
usado para fechar um acordo, classificava os beijos em savolium, basium e osculum.
Atualmente sabe-se que existem cinco tipos de beijos: o gestual, o cultural, o
orogenital, o basium ou basico (beijo no labio), savolium (beijo profundo) e o osculum
(beijar a bochecha, beijo de amizade) (https://archiveofourown.org/works/113376).
Os beijos savolium e orogenital envolvem contato das mucosas oral e genital, o que
permite a transferéncia de microorganismos, seja pela saliva ou pelo contato direto
entre as mucosas. Trabalhos mostram que ndo somente o HPV pode ser transmitido
por via oral, porém também outros virus como o herpesvirus, o virus de Epstein-Barr,
o virus hepatocelular e o HPV (Balfour et al, 2015; Donovan, 2004; Mammas et al,
2014; Touyz et al, 2012)).

A transmissdo por via vertical, que ocorre de mée para filho, pode ser pré-
natal ou neonatal, podendo ocorrer no canal do parto ou pela placenta (Mi Lee, 2013;
Syrjanen, 2011). Estudos avaliando transmissédo por via vertical perinatal, que ocorre
no canal do parto, mostram resultados que variam de 5 a 72% (La Cour, 2014).
Enquanto uns consideram que este tipo de transmissdo é muito rara (Saini et al,
2010), outros acham que ela aumenta com a passagem da crianca pela cérvice
infectada (Park et al, 2012). Quanto a transmissao pelo liquido amniético, as opinides
sdo controvérsias (La Cour, 2014). Ruffin et al (2006), em uma analise do liquido
amniético colhido por amniocentese de 146 mulheres, detectaram que ndo ha
evidéncias de que o HPV atravesse o liquido amniotico. Na transmissao vertical o

HPV pode desenvolver infec¢éo subclinica ou clinica, a qual pode se manifestar nas
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criancas sob a forma de verrugas em pele, verrugas genitais e papilomatose
recorrente juvenil, observada em adolescentes (Mammas, 2014). Na maioria dos
casos a infeccéo nédo persiste e, com o passar do tempo, ocorre depuracdo do DNA
do HPV (Park, 2012).

2.2.7 Métodos diagnosticos

Pode-se suspeitar de HPV ao exame ectoscopico da mucosa oral, porém o
diagnostico sé poderd ser feito, inicialmente, pela deteccdo das alteracdes
morfolégicas, por meio do exame citolégico ou da bidpsia. Como nos esfregacos
citolégicos de colo uterino, a utilizacao de técnicas de exploracdo moleculares se faz

sempre necessaria, para confirmacao da etiologia viral.

A citologia esfoliativa € uma técnica simples, de baixo custo, ndo invasiva,
rapida e que apresenta boa sensibilidade e especificidade na anlise das lesdes
orais. Em meta-andlise, Dolens (2013) encontrou uma sensibilidade de 80% e uma
especificidade de 76,7% no uso da citologia esfoliativa para o diagnostico das lesGes
orais. Embora o sistema de Bethesda ofereca melhor correlacdo entre os achados
clinicos e patoldgicos no diagndéstico citologico das lesdes de cérvice uterina, ele tem
sido muito pouco usado no diagnéstico citolégico das lesGes orais (Kedra et al, 2012,
Vianna, 2008). Os trabalhos mais antigos classificavam como displasia de alto,
moderado ou baixo grau, passando posteriormente a classificar como neoplasia
intra-epitelial de grau leve, moderado e avangado. Outros falavam somente em
atipias e nédo classificavam. Os critérios citolégicos para o diagnéstico de HPV na
cavidade oral séo dificeis de serem estabelecidos, uma vez que o coildcito classico é
raro no esfregaco citologico oral (Vianna, 2008). Alguns autores estabelecem
critérios maiores (coilocito classico, halo perinuclear e displasia nuclear) e critérios
menores (disceratose, metaplasia imatura atipica, macrocitos e binucleacdo) (Castro
e Bussoloti, 2006). Na maioria dos casos as alteracdes citoldégicas sdo mal definidas,

ndo se evidenciando a presenca do coildcito tipico (Vianna, 2008).
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Os métodos utilizados para analisar o DNA do HPV sdo a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), a hibridizacdo e a técnica de microarray. A imuno-histoquimica

também pode ser utilizada para detectar o HPV ou a proteina p16INK4a.

A reacdo em cadeia da polimerase € uma técnica considerada altamente
sensivel que se baseia na amplificacdo de sequéncias especificas de DNA. O PCR é
a técnica mais utilizada para detecgdo do DNA do HPV na cavidade bucal (Herrero,
2003; Hong et al, 2012; Miller e Johnstone, 2001; Quintero, 2013; Thavaraj et al,
2011). Embora ela seja considerada a técnica mais sensivel, os estudos que
estabelecem comparacdo entre o PCR e outras técnicas, por vezes, mostram
resultados semelhantes quanto a sensibilidade e a especificidade (Chung et al, 2014)

ou até mesmo resultados melhores com as outras técnicas.

Na pratica clinica, dentre as técnicas de hibridizacdo, a captura hibrida é a
mais utilizada para analisar os esfregacos ginecoldgicos de cérvice uterina. Para os
esfregacos de cavidade oral e orofaringe, a captura hibrida ndo € uma técnica
rotineiramente utilizada (Hooper et al, 2015; Terry et al, 2001). Enquanto alguns
autores a consideram com melhor sensibilidade (Chung, 2014; Boldrini et al, 2014;
Luu, 2013) outros acham que ndo ha diferenca entre ela e o PCR (Tsiodras et al,
2010).

A técnica de microarray, que faz a genotipagem, baseia-se na imobilizacao,
em um biochip, de milhares de fragmentos de DNA representando milhares de
genes. Apos a hibridizacdo com o cDNA das amostras em estudo, faz-se a andlise
da expressdo dos genes com base na intensidade da reagdo para cada um dos
fragmentos. Com esta técnica pode-se determinar a expressao de milhares de genes
em um Unico experimento (Brasileiro, 2004). E uma técnica pouco utilizada para o
estudo do HPV oral (Pugliese et al, 2014; Steinau, 2012).

A imuno-histoquimica, técnica na qual o antigeno € detectado por meio de
uma reacdo antigeno anticorpo, é de facil utilizacdo, por poder ser feita tanto em
amostras incluidas em blocos de parafina quanto em tecidos congelados ou em
esfregacos citologicos, quando € designada como imunocitoquimica. Ela apresenta

sensibilidade e especificidade maior do que o esfregaco corado pelo Papanicolaou.
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A proteina p16INK4a, que se superexpressa no nucleo e no citoplasma das células
neoplasicas infectadas pelo DNA do HPV, é utilizada para a deteccado de neoplasia
intraepitelial e do cancer cervical. Ela é atil quando ha dificuldade no exame
citolégico vaginal para definir se a lesdo é benigna ou maligna (Bibbo et al, 2003).
Estudos mostram que a p16INK4a também pode ser utilizada na detecc¢do do cancer
de orofaringe (Cantarultti et al, 2014; Hong, 2012; Thavaraj, 2011).

2.3 HPV E CANCER EM OROFARINGE

Entre os anos de 1988 e 2004 houve um aumento de 225% na incidéncia do
cancer de orofaringe HPV-positivo, ocorrendo concomitantemente uma reducéao de
50% na incidéncia dos tumores HPV-negativos. Existem estimativas de que em 2020
a incidéncia de tumores HPV-positivos em orofaringe serd maior do que a do cancer
cervical (Khariwala et al, 2015).

Os tumores HPV-positivos tém, geralmente, um padrédo histolégico pouco
diferenciado, com areas basaldides e expressam a proteina pl6INK4 no exame

imuno-histoquimico.

Os fatores de risco considerados para os tumores de pacientes HPV-positivos
sdo diferentes daqueles dos utilizados para os pacientes HPV-negativos. Nos
pacientes HPV-positivos fatores de risco como o0 uso do tabaco e do alcool e
predominéncia no sexo masculino ndo sédo tdo importantes como o tipo de
relacionamento sexual, a pratica do coito oral e o nUmero de parceiros (Khariwala et
al, 2015).
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3. JUSTIFICATIVA

Embora a etiologia do carcinoma escamoso de cavidade oral e orofaringe
tenha durante anos sido atribuida ao uso do tabaco e do alcool, associado a ma
higiene oral, atualmente sabe-se que o HPV vem desempenhando um papel
importante na etiologia destas neoplasias. Como na cérvice uterina, estas neoplasias
passam por uma fase inicial de lesdo intraepitelial que, se tratada adequadamente,
pode ser curada. Considerando-se que os tumores ligados ao HPV apresentam um
prognéstico melhor e necessitam de uma abordagem diferente, estudos séo
necessarios no sentido de estabelecer um diagnostico precoce visando um
tratamento eficaz. A citologia corada pelo método do Papanicolaou é um exame de
baixo custo e rapido que detecta estas lesdes ainda em fase intraepitelial, podendo
ser usada de rotina pelos profissionais da area de saude bucal, diante de lesbes
suspeitas. Para confirmar a etiologia ligada ao HPV, testes moleculares se fazem
necessarios. Embora a maioria dos autores utilize o PCR para detectar o HPV,
outras técnicas de exploracdo, como a captura hibrida, pode ser levada em
consideracéo a fim de que se defina um método diagndstico seguro e acessivel para

detectar a infecgéo.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a frequéncia de HPV e presenca de anormalidades citolégicas por
ele causadas em amostras obtidas de orofaringe de pacientes HIV-positivos
atendidos no ambulatério de DIP/HUB.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a frequéncia de tipos de HPV de baixo e alto risco e suas
respectivas estimativas de carga viral na cavidade oral de pacientes HIV-
positivos, por meio da captura hibrida e do PCR,

2. Verificar a concordancia entre captura hibrida e PCR para a deteccdo de HPV
em amostras citologicas obtidas de orofaringe de pacientes HIV-positivos,

3. Analisar a associagcdo entre a presenca de HPV e possiveis fatores de risco
para esta infeccao (género, idade dos pacientes em anos, lesédo oral evidente,
contagem de CD4*/mm?3, tempo de infeccédo pelo HIV em anos, uso de TARV,
fumo, alcool, maconha, outras drogas, coito oral, coito anal, uso de
preservativo, op¢do sexual, numero de parceiros/ano, doencas sexualmente
transmissiveis) em amostras obtidas de orofaringe de pacientes HIV-positivos,

4. Observar a frequéncia de anormalidades citolégicas categorizadas de acodo
com o Sistema Bethesda nas amostras obtidas de orofaringe de pacientes HIV-
positivos,

5. Detectar se ha associacdo entre anormalidades citolégicas e a presenca de

HPV em amostras citolégicas obtidas de orofaringe de pacientes HIV-positivos.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 AMOSTRA DO ESTUDO

Foi realizado um estudo seccional tendo como universo 100 dentre os
aproximadamente 600 pacientes HIV positivos acompanhados nos ambulatérios de
DIP/SIDA do Hospital Universitario de Brasilia (HUB). Todos os pacientes de ambos
0s sexos eram HIV-positivos, tinham acima de 18 anos e foram examinados com a
finalidade de detectar o HPV na orofaringe (base da lingua, palato mole, amigdalas

palatina e regides lateral e posterior da garganta).

O critério de incluséo foi o diagnostico de certeza de infec¢do pelo HIV com
sorologia positiva (ELISA) e confirmada pelo teste Western Blot ou pela

imunofluorescéncia.
Os critérios de exclusdo foram pacientes menores de 18 anos.

Inicialmente, foi aplicado um questionario estruturado cujos dados explorados
visavam uma melhor analise na formulacdo do diagnéstico (Apéndice B) e,
posteriormente, foi realizada a coleta do material. O questionario levou em
consideracdo a carga viral do HIV, a presenca de lesdes ano-genitais, a opcéo
sexual dos pacientes, a historia pregressa de doencas sexualmente transmissiveis, 0
namero de parceiros, o uso de drogas e o comportamento epidemioloégico de risco

para desenvolvimento de neoplasias orofaringeas (tabagismo, etilismo).

5.2 ASPECTOS ETICOS

SO participaram da pesquisa 0s pacientes que concordaram com os termos do
trabalho e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice
A). O projeto de pesquisa com o nimero 019/2011 foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa — CEP-FM.



45

5.3 EXAME DA OROFARINGE

O exame em orofaringe foi feito com o auxilio de luz artificial proveniente de
um fotoforo, e teve como objetivo detectar alteracfes de forma, coloracdo e volume,
visando localizar as possiveis lesdes provocadas pelo HPV ou qualquer outro agente
na mucosa orofaringea. Foram pesquisadas areas leucoplasicas ou eritroplasicas,

lesBes papilomatosas ou mesmo nédulos, ulcerados ou néo.

Em todos os casos examinados a coleta do material foi feita em orofaringe,
com especial atencdo em pilar anterior e posterior, amigdalas palatinas, palato mole
e base da lingua. Nos casos em que a oroscopia revelou algumas das alteracdes
acima descritas, em localizacbes outras que ndo a orofaringe, foi realizada uma

segunda coleta na area lesada.

A coleta foi feita na seguinte sequéncia: inicialmente foi retirado material para
a citologia convencional e imunocitoquimica, depois para o meio liquido,
posteriormente para a captura hibrida e, finalmente, para o PCR. As amostras foram
encaminhadas para o Laboratério de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia (FM-UnB) onde, no Laboratério de Imuno-histoquimica,
foram preparadas e examinadas as laminas para a citologia convencional, a
imunocitoquimica e a captura hibrida. O PCR foi realizado no Laboratério de
Histopatologia Bucal do Departamento de Odontologia, da Faculdade de Ciéncias da
Saude da UnB (FS-UnB). As laminas da citologia em meio liquido foram processadas
no Laboratorio MICRA.

Para a citologia em meio liquido a coleta foi feita com o KIT de coleta do
ThinPrep PAP TEST, sendo a escova friccionada nas areas acima citadas e o

material colhido acondicionado no Preserv Cyt R Solution.

O material para o PCR foi armazenado a 4°C e para a captura hibrida foram
armazenados a temperatura de -20°C até o momento dos procedimentos

laboratoriais para iniciar a analise.
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5.4 EXAME CITOLOGICO

5.3.1 Coleta

Para a citologia convencional e imunocitoquimica os esfregagos foram
decorrentes de uma Unica coleta, feita com escova do tipo endocervical (Kolplast
Comercial Industrial de Brasil Ltda), a qual foi friccionada sobre as areas acima
citadas. Os esfregacos foram feitos em laminas de vidro, com movimentos de
rotacdo e zigue-zague para que toda a superficie fosse preenchida. Para a
imunocitoquimica as laminas se encontravam silanizadas. Logo apds a coleta os
esfregacos foram imediatamente fixados com o fixador Peg-polietilenoglicol, o qual
apresenta a seguinte constituicdo: 250g de polietileoglicol 6000, 300ml de agua
destilada e 5l de alcool a 100%. Para a citologia convencional as laminas foram

coradas pelo método de Papanicolaou.

5.3.2 Avaliacao citologica

Todas as amostras foram preparadas pelo método convencional e em meio
liquido. As laminas de citologia convencional e em base liquida foram examinadas
por dois observadores. O diagnéstico final foi determinado pela concordancia entre

0s observadores.

A classificacdo dos resultados citolégicos utilizou a nomenclatura baseada no
sistema Bethesda 2001 e da Sociedade Brasileira de Citopatologia (SBC), sendo as
lesGes intra-epiteliais escamosas designadas como de baixo (LSIL) e alto (HSIL)
grau, onde as alteracOes causadas pelo HPV e as neoplasias intra-epiteliais de
grau | foram classificadas como baixo grau e as neoplasias intra-epiteliais de
grau Il e lll como de alto grau. As células escamosas atipicas foram classificadas
como de significado indeterminado (ASC-US) ou onde ndo é possivel excluir

lesdo de alto grau (ASC-H). A celularidade minima para considerar a amostra
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satisfatéria foi de 5000 células escamosas para a citologia em meio liquido e de 8000
a 12000 para os esfregagos convencionais (Solomon e Nayar, 2004).

5.3.3 Imunocitoquimica

A imunocitoquimica avaliou a expressdo da proteina p16INK4a, considerada

o marcador de células cervicais escamosas e glandulares displasicas.

O método utilizado para amplificacdo da reacdo foi o da Estreptoavidina-
Biotina-Peroxidase (LSAB) e sua revelacdo foi realizada com utilizacdo do 3-4,
Diaminobenzidina (DAB).

A reacdo imunocitoquimica foi realizada seguindo as seguintes etapas:

1. Recuperacdo antigénica: Realizada com tampao citrato (10mM - pH6,0) em
vaporizador (Steamer) entre 95 a 99°C, por 40min, com as laminas submersas
neste tampao.

2. Resfriamento a temperatura ambiente, imersas no tampao citrato por 20min.
Lavagem das laminas em agua destilada em cinco banhos.

4. Bloqueio da peroxidase enddgena: com peroxido de hidrogénio + DH20 na
proporcao de 26ml de H202 para 230mLde DH20 — 2 banhos de 15 minutos.

5. Lavagens em agua destilada em trés banhos.

6. Mergulhar por 5minutos. Em tampéo TBS + tween, Retirar o excesso de TBS
+ tween com papel toalha para serem submetidas a imunocoloracéo.

7. Incubacao das laminas contendo as amostras com o anticorpo primario anti-
pl6 INK4a (clone G175-405, diluicdo 1/200) 1/200 em camara Umida overnight
(18 horas) sob refrigeracao (2-8° C).

8. Lavagem das laminas com TBS + tween a fim de retirar o excedente de
anticorpo do material em 3 banhos de 3min minutos cada, retirar o excesso de
TBS + tween com papel toalha.

9. Em seguida foi feita a incubacdo com o anticorpo secundario biotinilado (kit
LSAB, Dako Cytomation) em camara Umida a temperatura ambiente (ar

condicionado 18 a 22°C.
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10.Lavagem das laminas com TBS + tween em 3 banhos de 5 minutos cada,
retirar o excesso de TBS + tween com papel toalha.

11.Em seguida, foi feita a incubacdo com o complexo streptavidina-peroxidase
(kit LSAB, Dako Cytomation) em camara umida a temperatura ambiente (ar
condicionado 18 a 22°C) durante 30 minutos.

12.Lavagem das laminas com TBS + tween em 3 banhos de 5 minutos cada,
retirar o excesso de TBS + tween com papel toalha.

13.Revelacdo: A imunocoloracdo foi desenvolvida pela adicdo de substrato
cromogénico diaminobenzidina (DAB) (100mg%) com tampéao de diluicéo.

14.Lavagem em &gua destilada.

15. Contra coloracdo com Hematoxilina de Harris.

16.Lavagens em agua corrente.

17.Desidratacdo em banhos de alcoois (5 banhos).

18.Diafanizacdo em banhos de xilol (4 banhos).

19.Montagem com meio de montagem permanente (Entellan, Merck, Alemanha)

e laminula.

Para assegurar o desempenho das rea¢6es imunocitoquimicas das proteinas
pl6 foi utilizado como controle positivo de p16 um corte histolégico de carcinoma de
colo uterino. Foi considerada reacdo positiva para a proteina pl6 todas as células
que apresentaram cor acastanhada com contornos nitidos e homogéneos no nucleo
e citoplasma. As laminas de imunocitoquimica foram analisadas por meio de um
estudo “duplo cego” por dois patologistas independentes, para os resultados da

citologia convencional e em base liquida.

54 EXAME MOLECULAR

5.4.1 Captura hibrida

A amostra foi colhida friccionando 10 vezes a escova do tipo endocervical

(Kolplast Comercial Industrial de Brasil Ltda) sobre as areas acima citadas. A
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pesquisa do DNA-HPV de alto e baixo risco foi realizada pela técnica de captura
hibrida de 22 geracao (KIT DAN-PAP da Digene®), em amostra preservada em meio
fixador (Universal Medium Collection - UCM Digene®). O material foi processado
conforme orientacfes do fabricante usando um coquetel de sondas de RNA para
detectar o DNA de HPVS de alto e baixo risco, dos seguintes tipos: baixo risco — 6,
11, 42, 43, 44, alto risco - 16, 18, 31, 33, 35,39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68. O Digene®
€ um teste que utiliza a hibridizacédo do acido nucleico para detectar o acido nucleico
com um sinal de amplificacdo que vai ser detectado por quimioluminescéncia. A luz
emitida foi medida por meio de um lumindmetro sendo os resultados expressos em
Unidade Relativa de Luz (RLU). O valor da RLU é convertido em proporgéo pelo
valor do Cutoff (5000 cépias/mL). A andlise foi qualitativa e quantitativa, sendo que
esta ultima é expressa em RLU e sugere a carga viral. Cada teste foi processado
com controles positivos e negativos em triplicata. O teste foi considerado positivo
quando a taxa de unidade de luz relativa para virus do grupo B (RLU/ PCB) (RLU do

espécimen/média da RLU de dois controles positivos) foi igual ou maior que 1.

5.4.2 Reag&o em cadeia da polimerase

5.4.2.1 Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado o kit comercial Puregene R Buccal Cell
Core Kit A, onde a coleta das células bucais foi realizada com a Escova de Coleta
Bucal raspando 10 vezes as areas da orofaringe correspondentes ao pilar anterior e
posterior, amigdalas palatinas, palato mole e base da lingua. Para obter melhores
resultados a coleta foi sempre realizada 1 hora apds o paciente ter ingerido qualquer
alimento. As amostras foram armazenadas na Solucéo de Lise Celular, em tubo de
microcentrifuga de 1,5mL, em geladeira, a temperatura de 4°C. O restante da técnica

seguiu as seguintes etapas:
1 Lise celular completa por meio da adicéo de 1,5 pL de Puregene Proteinase K
(cat. N° 158918), misturando invertendo 25 vezes e incubando a 55°C durante

uma noite.
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2 Remocao da cabeca da escova da solucao de lise celular, raspando nos lados
do tubo para recuperar o maximo de liquido possivel.

3 Adicionar 100 pL de Solucdo de Precipitacdo Protéica, e vortexar
vigorosamente por 20s em alta velocidade.

Incubar por 5 minutos no gelo.
Centrifugar por 3 min em 13.000 a 16.000xg havendo a formacdo de uma
bolinha densa pelas proteinas centrifugadas.

6 Pipetar 300 pL de isopropanol e 0,5 pL de Solucdo Glicogénica (cat. N°
158930) em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml e adicionar o sobrenadante
da etapa anterior derramando cuidadosamente.

Misturar invertendo cuidadosamente 50 vezes.

Centrifugar por 5 min em 13.000 a 16.000xg.

Desprezar cuidadosamente o sobrenadante e escorrer o tubo por inverséao em
um pedaco limpo de papel absorvente, tomando cuidado para que a bolinha
densa de proteinas centrifugadas permanecesse no tubo.

10 Adicionar 300 pL de etanol 70% e inverter varias vezes para lavar a bolinha
densa de proteinas centrifugadas com DNA.

11 Centrifugar por 1 min em 13.000 a 16.000xg e posteriormente descartar o
sobrenadante cuidadosamente, deixando a bolinha densa de proteinas
centrifugadas com DNA secar durante 5 minutos.

12 Adicionar 100 pL de Solucdo de Hidratacdo de DNA e vortexar por 5segundos
em velocidade média para misturar.

13 Incubar a 65°C por 1h para dissolver o DNA.

14 Incubar a temperatura ambiente durante a noite, agitando suavemente.

15 Centrifugar rapidamente as amostras e transferi-las para um tubo de

armazenamento a -20°C.

5.4.2.2 Quantificacao, pureza e rendimento do DNA

A medida quantitativa do DNA foi feita com o espectofotometro (Shimadzu
UV-1601 UV-VIS Spectrophotometer, Shimadzu Europa GmbH, Duisburg, Germany),
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no qual foi feita a medida da absorbancia (A) que consiste na medida dos
comprimentos de onda de 260 e 280nm. Para tal, foram diluidos 4 pyL de cada
amostra (soluto) em 196 pL de tampao solvente (Tampdo TE: Tris 10 mM,

etilenodiamino tetra-acético — EDTA 1 mM, pH 8,0).

Posteriormente foi feita a padronizacdo da concentragdo utilizando a
seguinte formula C1.V1=C2.V2 onde C1 é a concentragdo inicial, V1 é o volume
inicial, que € o valor a ser pesquisado, V2 o volume final que queremos obter e C2 é
a concentracao final. A padronizacdo da concentracéo foi feita para 10ng/ uL. Pela
andlise espectofotométrica determinou-se a quantidade, o grau de pureza e o
rendimento do DNA de cada amostra coletada.

5.4.2.3 Qualidade do DNA

A gqualidade e a integridade do DNA extraido foi avaliada nas 50 primeiras
amostras, utilizando o padrao de amplificacdo do gene da beta globina ( globina),
seguindo a técnica de Reacdo en Cadeia da Polimerase descrito por Saiki et al
(1988). Utilizou-se o conjunto de iniciadores, os primers beta-globina Forward (Fwv)
e Reverse (Rev), no volume de 1,25 pL de cada primer, 5 pL da amostra do DNA
extraido de cada caso, 12,5 pL de solucdo de Master Mix (PCR Master Mix 2x,
Fermentas Life Sciences, CAN) e 5 pL de agua (Water Nuclease-Free, Fermentas
Life Sciences, CAN). Foi adicionado um controle negativo, sem amostra de DNA e
um controle positivo com amostra do DNA, sob as mesmas condicfes da reacao. A
sequéncia dos primers e o tamanho dos fragmentos em pares de bases (pb) sé&o
apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Sequéncia génica dos primers Forward (F) e Reverse (R) para detectar a § globina

Gene Sequéncia (5°-3’) Tamanho (bp*)

F-AGGTACGGCTGTCATCACTT
B globina 268

R-CCTCACCACCAACTTCATCC

bp* - pares de bases

O PCR foi relizado em um aparelho termociclador (Peltier Therma Cycle, Nova
Instruments, USA). O ciclo realizado consistia em: desnaturacéo inicial a 95° por 10
minutos seguido de 34 ciclos compostos por 30 segundos a 94°C para a nova
desnaturacdo, 30 segundos a 56°C para o anelamento, 30 segundos a 72°C para a

extenséo e 5 minutos a 72°C para a extensao final.

Finalmente o produto do PCR de cada amostra foi analisado em um gel de
agarose a 2%, pela técnica de eletroforese. Esta técnica consiste em separar as
moléculas por meio da aplicacdo de uma diferenca de potencial, usando o gel de
agarose e os eletrodos. A diferenca de potencial entre os eletrodos vai fazer com que
as moléculas sejam separadas de acordo com 0s seus tamanhos, onde as moléculas

de menor massa vao migrar mais rapidamente do que aguelas com maior massa.

5.4.2.4 Detecgao do HPV

A deteccdo do HPV foi feita pela técnica do PCR descrita por Husman et al,
1995, utilizando a sequéncia de primers GP5*/6" que amplifica a sequéncia génica
conservada na regiao L1 do genoma do HPV (Tabela 3). O sistema GP5*/6" detecta
os HPVs de baixo risco 6, 11, 40, 42, 43, 44 e os de alto risco 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 (Husman et al, 1995; Jacobs et al, 1997).

Para o PCR foi utilizado um mix contendo 1,25 pyL de GP5+, 1,25 de GP6+, 5
uL de agua, 12,5 pL de solucdo de Master Mix (PCR Master Mix 2x, Fermentas Life
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Sciences, CAN) e 5 uL de DNA da amostra de cada caso. Um controle negativo sem
amostra do DNA e um controle positivo com amostra do DNA foram adicionados. A
sequéncia do primer e o tamanho dos fragmentos dos pares de base sé&o

apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Sequéncia de primers usados para detectar o HPV

Regiao Primers  Sequéncia (5°-3’) Tamanho (bp*)
Génica

GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACYAC-3’
L1 150

GP6+ 5’-GAAAAATAAACTTGTAAATCATATTC-3’

bp* - pares de bases

5.5 ANALISE ESTATISTICA

5.5.1 Andlise de Regresséao Logistica

O software utilizado em toda analise estatistica foi 0 SPSS®, versdo 22 sendo
o nivel de significancia considerado em 5% (p=0,05). Foram realizadas trés
regressdes logisticas binarias multiplas para os dados amostrados usando como
variaveis respostas HPV, HPV Alto Risco e HPV Baixo Risco. A funcao de ligacéo
utilizada foi o logito. Foram escolhidas as 10 principais varidveis explicativas (Leséo
Oral Evidente, contagem de CD4*, Tempo de Infeccéo, Utilizacdo da Terapia ARV,
Coito Anal, Coito Oral, Uso de Preservativo, Op¢do Sexual, Numero de Parceiros,
Fumo) para o modelo e depois foi utilizada uma técnica estatistica de selecdo de
variaveis baseada na retirada das mesmas (método da razéo de verossimilhanca). A
significancia dos parametros da regresséo foi testada pelo teste estatistico de Wald,

sendo o nivel de significAncia considerado em 5% (p=0,05).
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5.5.2 Andlise de associacéo

O software utilizado em toda analise estatistica foi 0 SPSS®, versdo 22 sendo
o nivel de significancia considerado em 5% (p=0,05). Foram realizados diversos
testes estatisticos de associacao a fim de avaliar a relacédo entre as variaveis: HPV,
HPV Alto Risco e HPV Baixo Risco e as diversas outras varidveis deste estudo
(Idade, Género, Lesdo Oral Evidente, contagem de CD4*, Tempo de Infeccéo,
Utilizac&o da Terapia ARV, Uso de Fumo, Alcool, Maconha, Drogas, Coito Oral, Coito
Anal, Uso de preservativo, Presenca de Doencas Sexualmente Transmissiveis,
Opcéo Sexual, Numero de Parceiros e Resultado Citoldgico). Para avaliar a relacao
entre HPV, HPV Alto Risco, HPV Baixo Risco e a idade dos pacientes foi realizado o
teste t de Student a fim de comparar as médias de idade entre 0s grupos com e sem
HPV. Ja para as demais variaveis, foi realizado o teste Qui-quadrado de Pearson
para medir a dependéncia entre cada variavel e HPV, HPV Alto Risco, HPV Baixo
Risco. Quando o valor esperado em uma célula da tabela de contingéncia 2x2 foi <5
utilizou-se a Correcao de Yates. Em todos os casos que a tabela foi maior que uma
tabela 2x2, foi calculada a razdo de chance, mas esta so6 foi considerada significativa
guando houve associacdo entre a variavel analisada e o tipo de HPV. Para tabelas
maiores que 2x2, cuja célula apresentasse valor esperado <5, foi realizado o teste de
Qui-quadrado via simulagcdo de Monte Carlo, com 99% de confianca e 10.000
amostras simuladas. Para avaliar a associacdo entre os diagndsticos citolégicos dos
dois observadores que participaram do estudo duplo cego foi realizado o teste

McNemar para 2 amostras emparelhadas.
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6. RESULTADOS

6.1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

No total foram avaliados 100 pacientes portadores do HIV, sem queixas de
lesbes orais. Inicialmente foi aplicado o questionario para analise das seguintes
variaveis: idade, género, lesdo oral evidente, contagem de CD4*, tempo de infecc¢éo,
uso da terapia antirretroviral (TARV), uso de fumo, &lcool, maconha ou outras
drogas, coito oral e anal, uso de preservativos, opcao sexual, niumero de parceiros, e
historia de doencas sexualmente transmissiveis, estando a frequéncia destas

variaveis exposta na Tabela 4.

Houve predominancia do género masculino com 68% (68/100) homens e 32%
(32/100) mulheres. A idade variou entre 20 e 69 anos, sendo a médiatdp de idade de
42,81+10 anos. A faixa etaria predominante foi a quinta década (40-49anos) de vida,

representando 39% (39/100) da amostra.

As alteracbes na mucosa de orofaringe foram observadas em 24% (24/100)
dos pacientes, sendo estas representadas por edema e hiperemia na maioria dos

casos, com area de leucoplasia em trés e hipertrofia de amigdalas palatinas em dois.

A maioria dos pacientes, 42,7% (41/96) apresentou contagem de CD4* entre
200 e 500cels/mm? sendo que 41,7% (40/96) tinham mais do que 500cels/mm?3. Os
valores minimo e maximo de CD4* foram 18 e 1411 respectivamente, sendo a
médiatdp 482,4+276,4. A maioria 38,3% (38/99) dos pacientes era portadora do
virus do HIV ha mais de 10 anos sendo que 88% (88/99) faziam uso da terapia
antirretroviral. Os tempos maximo e minimo de deteccao da infeccao foram de 20
anos e 30 dias respectivamente.

Quanto ao uso de cigarro, alcool e outras drogas 36% (36/100) dos pacientes
eram fumantes, 64% (64/100) faziam uso do alcool, 17% (17/100) usavam maconha
e 10% (10/100) outras drogas ilicitas.

O coito oral foi praticado por 65,3% (64/98) e o anal por 57,6% (57/99) dos
pacientes sendo que 63,9% (63/97) usavam preservativo. Tanto os homo como os

heterossexuais tiveram igual frequéncia, quanto a opg¢ao sexual 40%(40/100), sendo
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gue 20% (20/100) dos pacientes eram bissexuais. Quanto ao numero de parceiros

51,5% (51/99) dos pacientes tinham mais do que um parceiro por ano e 49%

(49/100) tiveram doenca sexualmente transmissivel (DST).

Tabela 4. Distribuicdo de frequéncia das variaveis clinicas na populacéo estudada

Dados Clinicos Numero de (%)
Pacientes
Género
Homens 68 68(68/100)
Mulheres 32 32(32/100)
Idade a
20-29 13 13(13/100)
30-39 21 21(21/100)
40 - 49 39 39(39/100)
50 - 59 23 23(23/100)
60 — 69 4 4(4/100)
LOE
Presente 24 24(24/100)
Ausente 76 76(76/100)
CD4* /mm?3
<200 15 15,6(15/96)
200 - 500 41 42,7(41/96)
>500 40 41,7(40/96)
Tl a
<1 15 15,2(15/99)
2-5 21 21,2(21/99)
6 —10 25 25,3(25/99)
>10 38 38,4(38/99)
TARV
Sim 88 88(88/100)
Nao 12 12(12/100)
Fumo
Sim 36 36(36/100)
Nao 64 64(64/100)
Alcool
Sim 64 64(64/100)
Nao 36 36(36/100)
Maconha
Sim 17 17(17/100)
N&o 83 83(83/100)
Outras drogas
Sim 10 10(10/100)
N&o 90 90(90/100)
CO
Sim 64 65,3(64/98)
N&o 34 34,7(34/98)

.(cont.)
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Tabela 4. Distribuicdo de frequéncia das variaveis clinicas na popula¢éo estudada (cont.)

Dados Clinicos Numero de (%)
Pacientes

CA

Sim 57 57,6(57/99)

Nao 42 42,4(42/99)

UP

Sim 62 63,9(63/97)

Nao 35 36,1(36/97)

oS

Homo 40 40(40/100)

Bi 40 40(40/100)

Hetero 20 20(20/100)

NP/ano

1 14 14,1(14/99)

>1 51 51,5(51/99)

<1 34 34,3(34/99)

DSTs

Sim 49 49(49/100)

Nao 51 51(51/100)

Exame citolégico

IL 73 73(73/100)

IM 18 18(18/100)

Il 7 7(7/100)

AS-CUS 2 2(2/100)

Idade A —idade em anos; LOE — les&o oral evidente; Tla — tempo de infeccdo em anos; TRAV — terapia
antirretroviral; CA — coito anal; CO — coito oral; NP/ano — nimero de parceiros por ano; OS —op¢éo sexual; homo
— homossexual; hero — heterossexual; bi-bissexual; NP/a — n0 parceiros por ano; DST - doencas sexualmente
transmissiveis; IL — inflamatoério leve; IM — inflamatério moderado; Il — inflamatério intenso.

Dentre os 98 pacientes que praticavam coito oral quinze apresentaram lesdes
orais ao exame oroscopico (Tabela 5), somente 2 com niveis de CD4* abaixo de
200cels/mm?® (Tabela 6). Estas lesdes foram representadas por hipertrofia e
hiperemia de amigdalas palatinas, pequena lesdo nodular em epiglote e area
leucoplasica em pilar anterior. O exame citolégico destas lesdes ndo revelou
nenhuma alteracao atipica.

Tabela 5 — Relacao entre coito oral e lesdo oral evidente

COITO ORAL Total
SIM NAO
LOE SIM 15 8 23
NAO 49 26 75
Total 64 34 98

LOE - lesao oral evidente
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Tabela 6 — Relacdo entre CD4" e lesado oral evidente
CD4* Total

<200  200-500 >500

LOE
SIM 2 11 10 23
NAO 13 30 30 73
Total 15 41 40 96

LOE - lesao oral evidente

6.2 RESULTADOS DOS EXAMES CITOLOGICO E IMUNOCITOQUIMICO

Na citologia convencional, dentre as 100 amostras examinadas por 2
observadores, houve discordancia em quatro, onde o diagnéstico de ASC-US era
uma das opc¢les (Tabela 7). Apds a revisdo, dentre os dois casos diagnosticados
pelo observador 1, em um o diagnéstico de ASC-US foi mantido, enquanto que no
outro concluiu-se que as alteracdes celulares caracterizavam uma inflamacéao
moderada acometendo tanto células escamosas como glandulares. Quanto aos
casos discordantes do observador 2, em um o diagndéstico de ASC-US foi mantido,
enquanto que no outro concluiu-se que a presenca da paraceratose atipica
observada isoladamente, sem outros achados, ndo era suficiente para fechar como
ASC-US, ficando com o diagnéstico de processo inflamatério moderado. Os critérios
necessarios para concluir como ASC-US foram: alteracdo da relacdo
ndcleo/citoplasma, pleomorfismo nuclear, discreto hipercromatismo com

irregularidade da membrana nuclear e paraceratose atipica (Figura 10 A, B, C e D).
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Tabela 7. Resultados dos exames citoldégicos pelos métodos da citologia convencional e

meio liquido segundo os observadores

A Citologia convencional Citologia Amostra Citologia

em Meio convencional Citologia em

Liquido Meio Liquido

Obs1 Obs 2 Revisdo | Obs | Obs Obs 1 Obs 2 Obs 1 Obs2

1 2
01 IL IL IL IL 51 IL IL - -
02 IL IL IM IL 52 IM IL = 3
03 IM IL IM IL 5 IL IL - -
04 ASC-US IL IM IL IL 54 IL IL - -
05 IL IL IM IL 55 IM IL - -
06 IM IL IL IL 56 IL IL IL IM
07 IM IL IL IL 57 IM IL IL IL
08 = = IL IL 58 IL IL IL IL
09 IL IL IL IL 59 IL IL - IL
10 IL IL IL IL 60 IL IL - -
11 IM IL IL IL 61 IL IL IL IL
12 IL IL IL IL 62 IL IL - IL
13 1] IM IM IM 63 IL IL IL IL
14 IL IL IL IL 64 IL IL IL IM
15 IL IL IL IL 65 IL IL IL IL
16 ASC-US IL ASC-US IL IL 66 IM IL IL IL
17 IL IL IL IL 67 - IL IL IM
18 IL IL IL IL 68 IL IL N IL
19 IM IL IL IL 69 IL IL N IM
20 IM IL IL IL 70 IL IL IL IM
21 IM IL IL IL 71 IL IL IL IL
22 IL IL IL IL 72 IL IL IM IM
23 IM IL IL IL 73 IL IL IM IM
24 Il IL IL IL 74 IL IL IM IM
25 IL IL IL IL 75 IL IL IM IL
26 IL IL IM IL 76 IL IL IL IL
27 IL IL IL IL 77 IL IL IL IM
28 IL IL IL IL 78 IL IL IL IL
29 IL IL IM IL 79 IL IL IL IL
30 IL IL IM IL 80 IM IL IL IL
31 IL IL IL IL 81 IM IL IL IL
32 IL IL IL IL 82 IM IL IL IL
33 IL IL IL IL 83 1l IL IL N
34 1L 1L 1L 1L 84 IM IL IL IL
35 IM IL IL IL 85 IM IL - -
36 IM ASC-US IM 1L 1L 86 IM IL IL IL
37 IL IL IL IL 87 IM IL IL IL
38 IL IL IL IL 88 IM IL IL IL
39 IL IL IL IL 89 IL IL IL IL
40 1L 1L 1L 1L 90 IL IL N N

(cont.)
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Tabela 7. Resultados dos exames citologicos pelos métodos da citologia convencional e
meio liquido segundo os observadores (cont.)

A Citologia convencional Citologia Amostra | Citologia
em Meio convencional Citologia em
Liquido Meio Liquido
Obs1 Obs 2 Revisdo | Obs | Obs Obs 1 Obs 2 Obs 1 Obs2
1 2
41 IL ASC-US ASC-US IL M 91 IM IL IL N
42 IL IL IL IL 92 IL IL IL IL
43 IL IL IL IL 93 IL IL IL IL
44 IL IM IL IM 94 IL IL IL N
45 IL IL IL IL 95 IM IL IL IL
46 IL IM IL IM 96 IL IL IL N
47 IL IL IL IL 97 IL IL IL N
48 IL IL IL IL 98 IM IL IL IL
49 IM IL IL IL 99 IM IL IL IL
50 IL IL IL IL 100 IM IL IL IL
A —amostra; N = normal; IL = inflamacéo leve; IM = inflamagdo moderada; Il = inflamacé&o intensa; ASC-US =
atipias de significado indeterminado; Obs = observador; - = exames que nao foram realizados.

- 3
Figura 10. ASC-US. A — Pleomorfismo e hipercromatismo nuclear. B — Alteracdo da relagéo
nucleo/citoplasma. C — Pleomorfismo e hipercromatismo nuclear com ceratinizagdo de
células (seta). D — Paraceratose atipica.  Papanicolaou 400x.
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Em 96 amostras houve concordancia entre os dois observadores quanto ao
diagnéstico de processo inflamatorio. Houve ligeira discordandia quanto a
intensidade do processo inflamatorio. Os critérios utilizados para diagnosticar as
alteracdes inflamatdrias foram representados pela presenca de infiltrado inflamatorio

(Figura 11A), halo claro péri-nuclear (Figura 11B), metacromasia citoplasmatica

(Figura 11C), binucleacgédo (Figura 11D) e vacuolizacao citoplasmatica (Figura 11C).

. «a.’ 5 - . ‘ . ' . . D
Figura 11. Alteracdes inflamatérias. A — Esfregago com infiltrado inflamatdrio intenso.
Papanicolaou 100x. B — Halo claro péri-nuclear. Papanicolaou 400x. C — Vacuolizagdo
citoplasmatica. Papanicolaou 400x. D — Binucleag&o. Papanicolaou 400x.

A microbiota caracterizou-se pela presenca de Céandida sp., actinomyces,
bacilos e cocos (Figura 12). Em alguns casos a presenca de Candida sp. causou
alteracdes inflamatérias um pouco mais intensas, com discreto grau de
hipercromatismo nuclear e halo péri-nuclear mais definido (Figura 13).
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- ¢ | D
Figura 12. Flora. A — Hifas de Céandida sp. (seta). B- Actinomyyces. C - Coccobacilus (seta

grossa) e hifas de Candida SP. (seta fina). D — Microbiota bacteriana — Coccobacilus (seta).
Papanicolaou 400x.
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C .D

Figura 13. AlteracOes celulares causadas pela Candida sp. A e C — Alteracdes nucleares
em células glandulares. B — Alteragoes nucleares em células epidérmicas. D — Presenca de
células profundas. Papanicolaou 400x.

Foram examinadas 93 citologias em meio liquido, as quais apresentaram
somente alteragdes inflamatorias inespecificas sendo que em alguns casos nao foi
observada nenhuma alteracdo inflamatéria. Nao foram observadas alteracdes
inflamatérias intensas ou atipias (Tabela 7).

A pesquisa da expressdo da proteina pl6INK4a feita pelo estudo
imunocitoquimico n&o revelou marcacao nuclear ou citoplasmética em nenhum dos

100 casos examinados.
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6.3 RESULTADOS DA CAPTURA HIBRIDA

Com o método da captura hibrida foi pesquisado HPV de alto risco em 98
amostras enquanto que o HPV de baixo risco foi pesquisado em somente 48

amostras.

A captura hibrida foi considerada positiva quando a unidade relativa de luz
(RLU) cutoff (CO) foi maior do que um (RLU/CO=1). Em 14 amostras a captura
hibrida foi positiva sendo 8 para HPV de alto risco e 8 para HPV de baixo risco,
representando respectivamente 8,2% e 16,7% (8/98aito risco € 8/48 baixo risco). Em duas
amostras houve positividade para HPV de alto e baixo risco ha mesma amostra. Nas
amostras com HPV de alto risco e baixo risco, a médiatdp (méximo-minimo) da
relacdo RLU/CO (estimativa da carga viral) foi, respectivamente, 2,9+2,58 (1,09 -
7,87)e 1,61+0,65 (1,07 - 2,68). Em dois casos (16 e 46) houve positividade para HPV

de alto e baixo risco na mesma amostra (Tabela 8).

Tabela 8 — Estudo Molecular — PCR e Captura Hibrida. Valores da RLU/CO obtidos na
captura hibrida para HPV de alto e baixo risco

Amostra Captura Hibrida Amostra Captura Hibrida
Baixo Risco Alto PCR Alto Risco PCR
01 0.09 0.23 NEGATIVO 51 0,60 NEGATIVO
02 0.08 0.17 NEGATIVO 52 0,56 NEGATIVO
03 0.05 0.29 NEGATIVO 53 0,87 NEGATIVO
04 0.38 0.23 NEGATIVO 54 0,45 NEGATIVO
05 0.35 0.16 NEGATIVO 55 0,85 NEGATIVO
06 0.15 0.48 NEGATIVO 56 0,69 NEGATIVO
07 0.07 0.21 NEGATIVO 57 0,72 NEGATIVO
08 NEGATIVO 58 0,71 NEGATIVO
09 1.91 0.16 NEGATIVO 59 0,84 NEGATIVO
10 0.05 0.24 NEGATIVO 60 0,63 NEGATIVO
11 0.21 0.33 NEGATIVO 61 0,56 NEGATIVO
12 0.26 0.53 NEGATIVO 62 0,60 NEGATIVO
13 0.07 0.15 NEGATIVO 63 0,58 NEGATIVO
14 0.09 0.28 NEGATIVO 64 0,52 NEGATIVO
15 0.18 0.18 NEGATIVO 65 0,50 NEGATIVO

(Cont.)
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Tabela 8 — Estudo Molecular — PCR e Captura Hibrida. Valores da RLU/CO obtidos na
captura hibrida para HPV de alto e baixo risco (cont.)

Amostra Captura Hibrida Amostra Captura Hibrida
Baixo Risco Alto PCR Alto Risco PCR
16 2.68 1.30 NEGATIVO 66 0,47 NEGATIVO
17 0.11 0.17 NEGATIVO 67 0,50 NEGATIVO
18 0.52 0.37 NEGATIVO 68 0,50 NEGATIVO
19 0.10 0.62 NEGATIVO 69 0,41 NEGATIVO
20 0.42 0.16 NEGATIVO 70 0,43 NEGATIVO
21 1.08 0.20 NEGATIVO 71 0,45 NEGATIVO
22 1.21 0.57 NEGATIVO 72 0,50 NEGATIVO
23 0.34 0.20 NEGATIVO 73 0,60 NEGATIVO
24 0.18 0.29 NEGATIVO 74 0,69 NEGATIVO
25 0.10 0.22 NEGATIVO 75 0,56 NEGATIVO
26 0,46 0,38 NEGATIVO 76 0,65 NEGATIVO
27 0,88 0,56 NEGATIVO 77 0,47 NEGATIVO
28 NEGATIVO 78 0,63 NEGATIVO
29 0,94 0,37 NEGATIVO 79 0,52 NEGATIVO
30 0,60 1,47 NEGATIVO 80 0,52 NEGATIVO
31 2,46 0,25 NEGATIVO 81 0,54 NEGATIVO
32 0,11 0,21 NEGATIVO 82 0,69 NEGATIVO
33 1,47 0,41 NEGATIVO 83 0,65 NEGATIVO
34 0,39 7,87 NEGATIVO 84 0,58 NEGATIVO
35 0,45 3,17 NEGATIVO 85 0,52 NEGATIVO
36 0,04 0,22 NEGATIVO 86 0,69 NEGATIVO
37 0,52 1,47 NEGATIVO 87 0,63 NEGATIVO
38 0,11 0,15 NEGATIVO 88 0,63 NEGATIVO
39 0,23 0,79 NEGATIVO 89 0,69 NEGATIVO
40 0,18 0,38 NEGATIVO 90 0,61 NEGATIVO
41 0,41 0,18 NEGATIVO 91 0,58 NEGATIVO
42 0,35 0,98 NEGATIVO 92 0,69 NEGATIVO
43 1,07 0,45 NEGATIVO 93 0,76 NEGATIVO
44 0,34 0,72 NEGATIVO 94 0,80 NEGATIVO
45 0,47 1,26 NEGATIVO 95 0,84 NEGATIVO
46 1,07 1,09 NEGATIVO 96 0,74 NEGATIVO
47 0,05 5,96 NEGATIVO 97 0,63 NEGATIVO
48 0,03 0,21 NEGATIVO 98 0,63 NEGATIVO
49 0,60 0,23 NEGATIVO 99 0,84 NEGATIVO

50 0,37 0,23 NEGATIVO 100 0,93 NEGATIVO
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Foi feita a regressdo logistica e avaliacdo da associacdo entre individuos
infectados e ndo infectados pelo HPV e as varidveis clinicas (género, idade dos
pacientes em anos, lesdo oral evidente, contagem de CD4*/mm?3, tempo de infecgdo
pelo HIV em anos, uso de TARV, fumo, alcool, outras drogas, coito oral, coito anal,
uso de preservativos, op¢cdo sexual, numero de parceiros, DSTs). A analise foi feita
inicialmente para o HPV e, posteriormente, para os HPVs de alto e baixo risco
isoladamente (Tabela 8, 9, 10, 11).



Tabela 9. Analise estatistica da associacdo entre o HPV, HPV de alto risco e HPV de
estudadas.
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baixo risco com as variaveis clinicas

Infec¢do pelo HPV na cavidade oral

TOTAL HPV HPV Alto risco HPV Baixo risco
Variaveis Nt n (%) n (%) RC (IC 95%) P n (%) RC (IC P n (%) RC (IC 95%) P
clinicas 95%)
Género
Homens 68 56 (82.4) 10 (14.7) 1.00 - 5(7.3) 1.00 - 7 (10.3) 1.00 -
Mulheres 32 28 (87.5) 4 (12.5) 0.80 (0.23-2.78)  0.965 3(9.4) 1.26 (0.28- 1.000 1(3.1) 0.33(0.04-3.01) 0.561
5.65)
Idade A
20-29 13 10 (76.9) 3(23.1) 1.00 - 2(16.7) 1.00 - 2(16.7) 1.00 -
30-39 21 18 (85.7) 3(14.3) 0.55 (0.09-3.29) 0.849 2(9.5) 0.58(0.07- 1.000 1(4.8) 0.28 (0.02-4.24) 0.778
4.72)
40 - 49 39 33 (84.6) 6 (15.4) 0.61 (0.13-2.87) 0.832 3(7.7) 0.46 (0.07- 0.786 4 (10.2) 0.40 (0.05-2.98) 0.732
3.10)
50-59 23 20 (86.9) 2 (8.7) 0.33 (0.05-2.33) 0.520 1(4.3) 0.26 (0.02- 0.630 1(4.3) 0.29 (0.02-4.24) 0.778
3.22)
60 — 69 4 3 (75.0) 0 (0.0) - 0.918 0 (0.0) - 1.000 0 (0.0) - 1.000
LOE
Ausente 76 66 (86.8) 9(11.8) 1.00 - 4 (5.3) 1.00 - 5 (6.6) 1.00 -
Presente 24 18 (75.0) 5 (20.8) 2.04 (0.61-6.84) 0.408 4(16.7) 3.74 (0.85- 0.158 3(12.5) 1.58 (0.32-7.76) 0.887
16.34)
CD4* /mm?3
<200 15 13 (86.7) 2(13.3) 1.00 - 2 (13.3) 1.00 - 0 (0.0) 1.00 -
200 - 500 41 36 (87.8) 5(12.2) 0.90 (0.16-5.24)  1.000 3(7.3) 0.51 (0.07- 0.865 3(7.3) - 0.544
3.42)
>500 40 31 (77.5) 7 (17.5) 1.47 (0.27-8.03) 0.969 3(7.5) 0.56 (0.08- 0.929 5(12.5) - 0.220
3.72)
Tia
<1 15 11 (73.3) 4 (26.7) 1.00 - 2(13.3) 1.00 - 2(13.3) 1.00 -
2-5 21 18 (85.7) 3(14.3) 0.46 (0.08-2.44) 0.618 2(9.5) 0.68 (0.08- 1.000 1(4.8) 0.17 (0.01-2.56) 0.494
5.49)
6-10 25 21 (84.0) 2(8.0) 0.26 (0.04-1.66) 0.303 2 (8.0) 0.62 (0.08- 1.000 1(4.0) 0.12 (0.01-1.88) 0.347
2.95)
>10 38 33 (86.8) 5(13.2) 0.42 (0.09-1.83) 0.439 2 (5.3) 0.36 (0.05- 0.671 4 (10.5) 0.40 (0.05-3.27) 0.772
2.83)
TARV
N&ao 12 8 (66.7) 4 (33.3) 1.00 - 3(25.0) 1.00 - 2 (16.7) 1.00 -
Sim 88 76 (86.4) 10 (11.4) 0.26 (0.07-1.03) 0.116 5(5.7) 0.18 (0.04- 0.087 6 (6.8) 0.64 (0.11-3.84) 1.000
0.91)

(Cont.)
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baixo risco com as variaveis clinicas

Infec¢do pelo HPV na cavidade oral

TOTAL HPV HPV Alto risco HPV Baixo risco
Variaveis Nt n (%) n (%) RC (IC 95%) P n (%) RC (IC P n (%) RC (IC 95%) P
clinicas 95%)
Fumo
N&o 64 50 (78.1) 13 (20.3) 1.00 - 7 (10.9) 1.00 - 8 (12.5) 1.00 -
Sim 36 34 (94.4) 1(2.7) 0.11 (0.014- 0.016 1(2.7) 0.24 (0.03- 0.296 0(0.0) - 0.180
0.91) 1.99)
Alcool
Nao 36 30 (83.3) 6 (16.7) 1.00 - 2 (5.6) 1.00 - 5(13.9) 1.00 -
Sim 64 54 (84.4) 8 (12.5) 0.74 (0.24-2.34) 0.608 6 (9.4) 1.82 (0.35- 0.737 34.7) 0.36 (0.07-1.73)  0.359
9.54)
Maconha
N&o 83 69 (83.1) 12 (14.4) 1.00 - 7 (8.4) 1.00 - 7 (8.4) 1.00 -
Sim 17 15 (88.2) 2(11.8) 0.77 (0.15-3.79)  1.000 1(5.9) 0.66 (0.08- 1.000 1(5.9) 1.76 (0.16- 1.000
5.75) 19.48)
Outras
drogas
Nao 90 74 (82.2) 14 (15.5) 1.00 - 8 (8.9) 1.00 - 8 (8.9) 1.00 -
Sim 10 10 (100.0) 0(0.0) - 0.376 0 (0.0) - 0.700 0(0.0) - 1.000
CcoO
N&ao 34 29 (85.3) 4 (11.8) 1.00 - 2(5.9) 1.00 - 2(5.9) 1.00 -
Sim 64 53 (82.8) 10 (15.6) 1.37 (0.39-4.75) 0.849 6 (9.4) 1.63 (0.31- 0.846 6 (9.4) 2.71 (0.49- 0.435
8.57) 15.10)
CA
N&o 42 36 (85.7) 5(11.9) 1.00 - 2 (4.8) 1.00 - 3(7.1) 1.00 -
Sim 57 47 (82.4) 9 (15.8) 1.38 (0.43-4.47) 0.592 6 (10.5) 2.34 (0.45- 0.510 5(8.8) 1.67 (0.35-7.93) 0.796
12.24)
upP
N&ao 35 33(94.3) 2(5.7) 1.00 - 2(5.7) 1.00 - 0(0.0) 1.00 -
Sim 62 48 (77.4) 12 (19.4) 4.12 (0.87- 0.058 6 (9.7) 1.83 (0.35- 0.732 8 (12.9) - 0.146
19.65) 9.62)
oS
Homo 40 37 (92.5) 3(7.5) 1.00 - 2 (5.0) 1.00 - 2 (5.0) 1.00 -
Hetero 40 32 (80.0) 7 (17.5) 2.70 (0.64- 0.290 4 (10.0) 2.17 (0.37- 0.648 3(7.5) 0.33 (0.05-2.45) 0.598
1.31) 12.60)
Bi 20 15 (75.0) 4 (20.0) 3.29 (0.66- 0.283 2 (10.0) 2.24 (0.29- 0.814 3(15.0) 1.29(0.16- 1.000
16.50) 17.22) 10.45)

(cont.)
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Infec¢do pelo HPV na cavidade oral

TOTAL HPV HPV Alto risco HPV Baixo risco
Variaveis Nt n (%) n (%) RC (IC 95%) P n (%) RC (IC P n (%) RC (IC 95%) P
clinicas 95%)
oS
(Mulheres)
Homo 19 19 (100.0) 0(0.0) 1.00 - 0(0.0) 1.00 - 0(0.0) 1.00 -
Heter 13 9 (69.2) 4 (30.8) - 0.041 3(23.1) - 0.114 1(7.7) - -
Bi 0 0 (0.0) 0 (0.0) - -i 0 (0.0) - - 0 (0.0) - -
NP/ano
<1 34 23 (67.6) 10 (29.4) 1.00 - 7 (20.6) 1.00 - 5(14.7) 1.00 -
1 14 11 (78.6) 3(21.4) 0.63 (0.142.75) 0.791 1(7.2) 0.29 (0.03- 0.454 2(14.3) 1.60 (0.25- 1.000
2.57) 10.05)
>1 51 49 (96.1) 1(1.9 0.05 (0.01-0.39) 0.001 0 (0.0) - 0.003 1(2.0) 1.40 (0.13- 1.000
15.26)
NP/ano
<10 53 46 (86.8) 6 (11.3) 1.00 - 4 (7.5) 1.00 - 2 (3.8) 1.00 -
>10 44 36 (81.8) 7 (15.9) 1.49 (0.46-4.83) 4(9.1) 1.23 1.000 5(11.3) 4.29 (0.73-25.00) 0.198
0.503 (0.29-5.23)
NP/ano
<4 34 28 (82.4) 5(14.7) 1.00 - 4 (20.6) - 1(2.9) 1.00 -
1.00
>4 64 54 (84.4) 9(14.1) 0.93 (0.28-3.05) 4(7.2) 0.49 0.560 7 (10.9) 7.75 (0.87-71.43) 0.093
1.000 (0.11-2.10)
DSTs
N&ao 51 43 (84.3) 8 (15.7) 1.00 - 5(9.8) 1.00 - 5(9.8) 1.00 -
Sim 49 41 (83.7) 6 (12.2) 0.79 (0.25-2.46) 0.680 3(6.1) 0.63 (0.14- 0.804 3(6.1) 0.90 (0.19-4.30) 1.000
2.78)

Idade A — idade em anos; LOE — lesao oral evidente; Tla — tempo de infeccdo em anos; TRAV — terapia antirretroviral; CA — coito anal; CO — coito oral;
UP — uso preservativo; RC — razdo de chance; Nt — n° total; NP/ano — niimero de parceiros por ano; OP —op¢&o sexual; homo — homossexual; hero —
heterossexual; bi-bissexual; DST - doencas sexualmente transmissiveis.
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Ao ser feita a regressao logistica ou a associacao observa-se que nédo houve
associacdo entre as variaveis: género, idade dos pacientes (anos), lesdo oral
evidente, uso TARV, outras drogas, coito oral/anal, uso de preservativos, DSTs e 0s

individuos infectados pelo HPV e HPVs de alto e baixo risco (Tabela 9,10,11 e 12).

No modelo ajustado para o HPV como um todo apenas uma variavel, o fumo
(p<0,034), além da constante, foram significativas ao nivel de significancia de 5%.
Como a regressao logistica permite o célculo da razdo de chance de cada variavel
no modelo, que €é equivalente ao exponencial de cada parametro (Bi), pode-se
concluir que neste estudo, pacientes nao fumantes apresentaram em torno de 10,6

vezes mais chance de ter HPV em relacdo aos pacientes fumantes (Tabela 10).

Tabela 10. Andlise de regressao logistica do novo modelo com a variavel resposta HPV
apos ajustamento por selegdo de variaveis por metodologia Backward Stepwise (Razéo de
Verossimilhancga).

95% C.I. para

EXP(B)

Variavel B S.E. Wald Df Sig. Exp(B) Inferior Superior
FUMO 2,360 1,113 4,498 1 ,034 10,594 1,196 93,834
UP -1,293  ,847 2329 1 ,127 ,275 ,052 1,444
oS ,833  ,460 3271 1 ,071 2,300 ,933 5,670
NP ,644 483 1,776 1 ,183 1,905 ,738 4,913
TARV 1,354  ,834 2,633 1 ,105 3,872 ,755 19,868
Constante  -9,048 3,320 7,427 1 ,006 ,000

B - coeficiente de regressao; S.E. — erro padréo; Wald — teste estatistico de Wajd; Df — n® dos graus de
liberdade; Sig — significancia; Exp(B) — razéo de chance; UP — uso preservativo; OS — op¢ao sexual; NP — n0
parceiros; TARV — uso terapia antirretroviral

Na andlise da regressao logistica da variavel HPV de baixo risco, as variaveis
clinicas contagem de CD4*/mm? e alcool apresentaram associacdo significativa, com
os valores de p<0,044 e 0,049 respectivamente. Com relac¢éo ao célculo da razdo de
chance para a variavel dependente HPV Baixo Risco, conclui-se que pacientes com
resultado de CD4 entre 201 e 500 tiveram aproximadamente 14 vezes mais chance
de apresentar HPV de baixo risco em relagdo aos pacientes com CD4 <200 e

pacientes com CD4 >500 apresentaram 14 vezes mais chance em relacdo aos
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pacientes com CD4 entre 201 e 500. Ja pacientes que ndo consumiam alcool tiveram
risco quase 15 vezes maior de apresentar HPV de baixo risco neste estudo (Tabela
11).

Tabela 11. Andlise de regressao logistica da variavel resposta HPV Baixo Risco apés
ajustamento por selecdo de variaveis por metodologia Backward Stepwise (Razdo de
Verossimilhanca).

95% C.I. para

EXP(B)

Variavel B S.E. Wald Df Sig. Exp(B) Inferior Superior
Género -3,502 2,151 2,651 1 100 ,030 ,000 2,042
CD4 2,656 1,319 4,052 1 ,044 14,243 1,073 189,125
Alcool 2,706 1,375 3,874 1 ,049 14,973 1,011 221,652
CA 1,973 1,542 1,639 1 ,201 7,196 ,351 147,690
CO -3,034 1,709 3,151 1 ,076 ,048 ,002 1,372
Constante -10,263 4,946 4,306 1 038 ,000

B — coeficiente de regressao; S.E. — erro padrdo; Wald — teste estatistico de Wajd; Df — n°® dos graus de
liberdade; Sig — significancia; Exp(B) — razdo de chance; CA — coito anal; CO — coito oral.

Para o HPV de alto risco a regressdo logistica mostrou que ndo houve
significAncia com nenhuma das variaveis analisadas, embora a variavel nimero de
parceiros mostrasse uma tendéncia com p<0,055, onde pacientes com mais de um

parceiro teriam menor tendéncia a apresentar HPV de alto risco (Tabela 12).

Tabela 12. Andlise de regressao logistica da variavel resposta HPV Alto Risco apoés
ajustamento por selecdo de variaveis por metodologia Backward Stepwise (Razdo de
Verossimilhanca).

95% C.I. para

EXP(B)
Variavel B S.E. Wald Df Sig. Exp(B) Inferior Superior
TARV 1,800 1,004 3,213 1 ,073 6,047 ,845 43,273
oS ,766 ,639 1,436 1 ,231 2,152 ,615 7,532
NP 1,433 , 748 3,672 1 ,055 4,192 ,968 18,154
FUMO 1,539 1,171 1,728 1 ,189 4,661 470 46,233
Constante -12,282 4,181 8,628 1 ,003 ,000

B — coeficiente de regressao; S.E. — erro padrio; Wald — teste estatistico de Wajd; Df — n° dos graus de
liberdade; Sig — significancia; Exp(B) — razéo de chance; OS — opgdo sexual; NP — n° parceiros.
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A andlise da associacao entre duas variaveis (Tabela 9) mostrou que para o
HPV houve associacdo para as variaveis fumo, mulheres heterossexuais e numero
de parceiros. Nao fumantes tiveram maior chance apresentar HPV (p<0,016; RC
0,11; IC 95% 0,014-0,91); mulheres heterossexuais tiveram maior chance de ter HPV
(p=0,041); pacientes com menos de um parceiro por ano tiveram mais chance de ter
HPV e HPV de alto risco (HPV p 0,001, RC 0,005 e IC 95% 0,01-0,39; HPV alto risco
p<0,03). Quanto ao uso de preservativos houve uma tendéncia a apresentar
associacao (p<0,058), onde pacientes que usaram preservativo teriam menor chance
de apresentar HPV. As demais varidveis ndo foram significativas, todas

apresentando valor de p=0,05 para HPV.

Ao analisarmos em uma tabela de contingéncia com as variaveis clinicas
opcao sexual, género e HPV observamos que a incidéncia de HPV foi maior em
pacientes heterossexuais (7%) porem esta diferenca so6 foi significativa em mulheres
heterossexuais que tiveram um predominio com 4% e um p<0,041. Dentre as
mulheres homossexuais nenhuma foi HPV positiva e ndo houve mulheres bissexuais

na presente amostra (Tabelas 9 e 13).

Tabela 13. Tabela de contingéncia mostrando uma correlagé@o entre a opgao sexual, 0 sexo
e a infeccdo pelo HPV

SEXO OPCAO SEXUAL TOTAL
Hossexual Heterossexual Bissexual

N % | N % | N % | N | %

MASCULINO HPV Positivo 3 3 3 3 4 4 10 10

Negativo 18 18 24 24 16 16 58 58

Total 21 21 27 27 20 20 68 68

FEMININO HPV Positivo 0 0 4 4 0 0 4 4

Negativo 19 19 9 9 0 0 28 28

Total 19 19 13 13 0 0 32 32

Total HPV Positivo 3 3 7 7 4 4 14 14

Negativo 37 37 33 33 16 16 86 86

Total 40 40 40 44 20 20 100 100

Apoés ser feita a simples associacdo das variaveis clinicas com o HPV de

baixo risco oberva-se que nédo houve associacdo com nenhuma das variaveis. As
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associacfes sé ocorreram quando foi feita a regresséo logistica, onde o alcool e a

contagem de CD4" apresentaram associagcao, COmo exposto acima.

Ao analisarmos os resultados finais do exame citolégico e correlacionarmos
0s mesmos com o HPV e os HPVS de alto e baixo risco observamos que as 14
amostras HPV positivas foram distribuidas da seguinte forma: 12 inflamatorios leve, 1
inflamatério moderado, 1 ASC-US e nenhum inflamatério acentuado. O paciente com
ASC-US foi positivo para HPV de alto e baixo grau (Amostra 16 —Tabela 8). A
maioria dos pacientes com HPV de alto ou baixo risco apresentou inflamacéo leve e

nenhum inflamag&o acentuada (Tabela 14).

Tabela 14. Tabela de contingéncia correlacionando os resultados do exame citolégico com o
HPV e HPV de alto e baixo risco

Citologia final

Inflamatorio Inflamatorio Inflamatorio

leve moderado acentuado ASC-US Total

HPV Negativo 59 17 7 1 84

Positivo 12 1 0 1 14
Total 71 18 7 2 98
HPV ALTO Negativo 65 16 7 1 89
RISCO Positivo 6 1 0 1 8
HPV BAIXO Negativo 35 4 0 1 40
RISCO Positivo 6 1 0 1 8
Total 41 5 0 2 48

A relacdo entre os diagnosticos citologicos dos observadores 1 e 2 analisada
pelo teste de McNemar mostrou que sO ocorreram 4 discordancias dentre as 100
amostras analisadas. O teste apresentou o p-valor de 1,000 o que mostra que nao

houve diferencas na avaliagdo dos dois observadores,
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6.4 RESULTADOS DO PCR

6.4.1 Analise Quantitativa do DNA

A quantificacdo do DNA referente ao gene da [3-globina amplificado por PCR e
visualizado em gel de agarose a 2% foi realizada em cinquenta amostras, utilizando
o kit comercial Puregene R Buccal Cell Core Kit A. Os resultados observados em um
fotodocumentador mostraram amplificacdo para o gene da [-globina, sendo
vizualizados pela presenca de bandas com 268 pares de bases como mostram as

figuras abaixo (Figuras 14).

6.4.2. Andlise da deteccédo do Papiloma Virus Humano

O resultado da andlise pela amplificacdo da sequéncia génica da regido
conservada L1 do virus, utilizando a técnica do PCR com o conjunto de primers
GP5+/6+ ndo mostraram amplificacdo do gene referente ao HPV em nenhuma

amostra.
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Figura 14 - Padrao eletroforético do DNA amplificado do gene da B-globina obtido ap6s
PCR. A - amostras 1 a 10, CN e CP. B - amostras 11 a 20. C —amostras 21 a30e CN. D —
amostras 31 a 46. E — amostras 47 a 50 e CN
CP — controle positivo CN -controle negativo.
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7. DISCUSSAO

A infeccao genital pelo Papilomavirus humano (HPV) de alto risco € o principal
agente etioldgico do carcinoma de células escamosas de colo uterino, sendo uma
patologia bem estudada nos dias atuais e com critérios diagnosticos bem definidos.
Atualmente € do nosso conhecimento que o HPV também pode causar infeccdo em
outros locais do organismo, tais como trato digestivo superior e inferior (Abramowitz
et al, 2007; Castro e Bussoloti, 2006; Herrero et al, 2003), porém os melhores
meétodos diagndsticos para detectar a presenca do mesmo nestes locais ainda néo
estdo bem estabelecidos. A literatura mostra que a infec¢ao pelo HPV em orofaringe
ainda precisa ser melhor estudada e que o HPV genital e oral é mais prevalente em
individuos HIV- positivos, quando comparados com os HIV-negativos (Amornthatree
et al, 2012; Kreuter e Wieland, 2009; Ragin et al, 2011; Torre et al, 2015), sendo
maior a possibilidade de que este HPV seja de alto risco. Este é o motivo pelo qual o
presente trabalho foi realizado em pacientes HIV-positivos, onde a pesquisa de HPV
de alto risco pela captura hibrida e pelo PCR foi feita em 98 pacientes da amostra, e

o HPV de baixo risco foi pesquisado em somente 48 pacientes.

Os estudos analisando a prevaléncia do HPV na mucosa de orofaringe em
pacientes com ou sem lesbes e HIV-positivos ou negativos mostram que 0s
resultados variam de 4,7 a 61,3% (Steinau et al, 2012; Terry, 2001; Westra, 2014).
Videla et al (2013), em estudo coorte prospectivo detectou que em homens HIV-
positivos a infeccéo pelo HPV é menos prevalente no sitio oral do que em regido anal
e no pénis. Chatuverdi et al (2009), em estudo realizado com 499 230 pacientes em
15 diferentes regides nos Estados Unidos, analisando tumores de cérvice, anus,
orofaringe, pénis e vagina detectou que o risco de HPV associado ao cancer € maior
em pacientes HIV-positivo e que quanto maior a imunossupressao maior sera o risco.
A incidéncia de cancer em orofaringe € alta em pacientes HIV-positivos,
principalmente em homens que fazem sexo com homens, e frequentemente estes
tumores séo relacionados com o HPV (Chatuverdi et al, 2011; Pugliese et al, 2014;
Thavaraj et al, 2011). Esta grande variabilidade talvez possa ser atribuida a varios

fatores, tais como: forma como a amostra foi coletada, métodos utilizados para testar
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o DNA do HPV, tipos de HPV testados e caracteristicas dos individuos participantes
do estudo. A grande maioria dos estudos visando detectar o DNA do HPV em
orofaringe utilizam técnicas moleculares, principalmente o PCR, e ndo usam a
escova endocervical, como foi feito no presente estudo. O exame citolégico para
estudar as alteragcbes morfolégicas que ocorrem nas células raramente € incluido.
Em nossas andlises, quando consideramos a técnica da captura hibrida, o DNA do
HPV foi detectado em 16,3% (16/98) das amostras, sendo os resultados analogos

aos da literatura (Matthews-Greer et al, 2004).

Embora no colo uterino os esfregacos citologicos colhidos com escovas do
tipo endocervical representem a melhor forma de coleta na rotina, na cavidade oral e
orofaringe, como a superficie mucosa a ser examinada € maior, a maioria dos
estudos citolégicos tém sido realizados em material colhido por meio de lavados, da
saliva, raramente utilizando a escova para fazer a coleta (Chatuverdi et al, 2011,
Steinau et al, 2012). Considerando o trabalho de Dona et al (2014), que em uma
analise citolégica de 164 amostras de mucosa oral e de orofaringe, concluiu que o
material colhido com escova tem mais células e € mais representativo, o presente
estudo optou por fazer a colheita com escova, numa tentativa de obter material de
melhor qualidade, uma vez que a friccdo da escova na superficie mucosa pode
permitir a retirada de maior nimero de células. Além do mais, com a escova sera
possivel obter maior precisdo na colheita (células da mucosa oral de pilares anterior
e posterior, amigdalas palatinas, palato mole e base da lingua), uma vez que caso
sejam detectadas alteracbes no exame citoldgico a posteriori, sabe-se exatamente
onde foi feita a retirada do material. Todas os esfregacos das amostras examinadas

com a citologia convencional no presente trabalho mostraram elevada celularidade.

Dentre os poucos estudos que fazem analise citoldgica, a maioria (Acha A et
al, 2005; Afrogheh, 2014; Castro e Bussoloti, 2006; Fuller et al, 2014) utiliza outra
nomenclatura que néo o sistema de Bethesda, definindo as lesbes como displasia
leve moderada ou avangada ou como neoplasia intra-epitelial de baixo, moderado ou
alto grau. No presente trabalho optamos pelos critérios de Bethesda por serem bem
definidos para as lesbes de colo uterino, cujo revestimento mucoso é semelhante ao

da orofaringe e por permitirem uma comunicacdo mais proxima entre o clinico e o
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patologista. O presente trabalho realizou um estudo semelhante ao de Fakhry et al
(2011), que ao estudar a associagdo entre o0 HPV16 e os achados citologicos na
orofaringe em uma populacao de risco (pacientes HIV-positivos e com anormalidades
nao especificadas na mucosa de orofaringe), utilizou o sistema de Bethesda para
classificar as lesdes analisadas. Embora existam alguns trabalhos (Chaudhary et al,
2010; Hooper et al, 2015; Hwang et al, 2012) comparando os diferentes métodos
para a deteccdo do DNA do HPV em orofaringe, este parece ser o primeiro que
estabelece uma andlise comparativa entre 4 diferentes métodos (citologia

convencional e em meio liquido, captura hibrida e PCR).

Para analisar as possiveis associacdes entre as caracteristicas demogréficas,
os achados clinicos e citolégicos com a presenca de HPV em orofaringe dos
pacientes HIV-positivos foi feita inicialmente uma regressdo logistica e

posteriormente se analisou cada variavel independentemente.

Na populagéo estudada, quando foi levada em consideracdo a frequéncia da
infeccdo pelo HPV em relacdo ao género (Beachler et al, 2011; Gillisson et al, 2008;
Steineau et al, 2012; Thavaraj et al, 2011) e a faixa etéria (Parisi et al, 2011; Read et
al, 2012; Steineau et al, 2012; Videla et al, 2013), os resultados obtidos foram
semelhantes aos da literatura. No presente trabalho o HPV foi mais frequente em
pacientes do género masculino (14,7%), com uma predominancia pela terceira
década de vida (23,1%), ndo tendo sido observada nenhuma diferenca significativa

entre o grupo etario e o género entre os pacientes com ou sem infeccéo.

Ao associarmos o HPV com o céancer de orofaringe, encontramos inimeros
trabalhos na literatura, porém, embora seja de nosso conhecimento que o HPV pode
causar lesbes na mucosa orofaringea, a analise destas causadas pelo HPV em
pacientes HIV-positivos € escassa (Syrjanen, 2011; Torre et al, 2015). No presente
trabalho, embora 24% dos pacientes tivessem lesdes orais e de orofaringe, nao foi
observada associacdo entre estas e o HPV. As lesdes eram representadas por
hipertrofia e hiperemia de amigdalas palatinas, afta, hiperemia de orofaringe, herpes
labial e leucoplasia. Dentre o0s pacientes com lesbes orais 20,8% (5/24)

apresentaram infeccao oral pelo HPV. No paciente com ASC-US e HPV-positivo a
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amigdala palatina encontrava-se hiperemiada enquanto que naquele com ASC-US e
HPV-negativo além da hiperemia se observava hipertrofia da tonsila.

N&o ha consenso na literatura quanto a relacdo entre a imunossupressao e o
desenvolvimento de cancer em orofaringe, havendo estudos que mostram um
aumento (Gillison et al, 2009) ou uma reducao (Kreuter et Wieland, 2009) deste tipo
de cancer em pacientes imunodeprimidos, porém inUmeros estudos mostram que h&
uma associacdo entre a baixa contagem de CD4* e a alta carga viral com a
prevaléncia do HPV na cavidade oral (Chaturverdi et al, 2009; Gaester et al, 2014;
Kreuter et Wieland 2009). Dentre os 14 pacientes HPV-positivos a incidéncia de HPV
foi maior nagueles com contagem de células CD4* maior do que 500 cels/mm3.
Quando analisamos o HPV de baixo risco vemos que é 14 vezes maior a razao de
chance de um paciente com CD4* maior do que 500cels/mm? apresentar HPV do
que aqueles com CD4 entre 200 e 500 cels/mm?3. Concluindo, quando se analisa a
regressao logistica no presente trabalho, pacientes com contagem de células CD4*
abaixo de 200cels/mm? tiveram menor chance de apresentar infeccdo pelo HPV de
baixo risco (p<0,044). Quando se analisa a associacdo entre as diferentes variaveis
feita isoladamente observa-se que ndo h& associacdo entre a contagem de CD4*
com o HPV e os HPVs de alto e baixo risco.

Ha vérios estudos mostrando associacdo entre a infeccdo pelo HPV cervical,
as lesfes intraepiteliais escamosas cervicais e 0 uso da terapia antirretroviral (Blitz et
al, 2013; Fusté et al, 2008; Moodley et al, 2009), porém a associacao entre a TARV e
a infeccdo em orofaringe pelo HPV é pouco estudada (Amornthatree et al, 2012;
Syrjanen, 2011). Alguns estudos indicam que com o advento da TARV houve um
aumento da prevaléncia do HPV oral (Syrjanen, 2011). Mdltiplos estudos mostram
que a restauracao imune que ocorre com a TARV permite a permanéncia do HPV na
mucosa facilitando o desenvolvimento de infeccbes e algumas neoplasias
(Amornthatree et al, 2012; Beachler et al, 2011; Gaester et al, 2014; Syrjanen, 2011).
No presente estudo ndo houve associacao entre a TARV e infeccdo de orofaringe
pelo HPV.
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Quando avaliamos a variavel fumo vemos que a grande maioria dos trabalhos
mostra uma associacao entre o fumo e o HPV, o que pode ser explicado pelos
efeitos deletérios das nitrosaminas, produto resultante da metabolizacdo do tabaco,
gue provoca danos no epitélio de revestimento da mucosa facilitando a acédo de
microorganismos (Gasparin et al, 2009). No presente trabalho foi evidenciada uma
associagao negativa entre o HPV e o fumo, onde os ndo fumantes apresentaram

10,6 vezes mais chance de ter HPV do que os fumantes.

Raros sdo os trabalhos cientificos que associam o uso da maconha com a
infecgao de orofaringe pelo HPV. Mark et al (2014), num estudo de caso-controle em
que analisou 2395 casos (2002 CECs de orofaringe e 393 de lingua) e 7798
controles detectou uma interacdo entre a maconha, o HPV16 e um maior risco de
desenvolvimento de CEC. No presente trabalho 17% dos pacientes fumavam
cigarros de maconha, porém a analise da associacao entre as duas variaveis nao

revelou associagéo entre o uso de cigarros de maconha e a infecgéao oral pelo HPV.

Quanto ao uso de drogas ilicitas observam-se alguns trabalhos na literatura
relacionando o uso das mesmas com o HIV (De Jarlais et al, 2013), porém néo foi
encontrado nenhum trabalho que correlacione o HPV com o uso de drogas em
pacientes HIV positivos. No presente trabalho dentre os 90 ndo usuarios de drogas,
14 eram HPV positivos, ndo tendo sido observada nenhuma associacdo entre 0 uso

de drogas e o HPV.

Embora o uso do alcool esteja diretamente relacionado a um determinado tipo
de cancer de orofaringe, sabe-se que as neoplasias relacionadas ao HPV né&o
necessitam do alcool para se desenvolverem. No presente trabalho, quando
analisamos a regressao logistica considerando o uso do alcool observamos que
pacientes que ndo consomem alcool tem 15 vezes mais chance de ter HPV de baixo
risco. Entretanto, quando a associacdo é feita considerando somente as duas
variaveis ndo ha significancia. Pugliese et al (2014) e Torre et al (2015), como o
presente, ndo encontram associacado entre o consumo de alcool e a infec¢do pelo

HPV na mucosa de orofaringe.
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O uso de preservativo durante a relacdo sexual é considerado por alguns
autores (Gaester et al, 2014) como o mais importante fator de risco para evitar a
contaminacéo pelo HPV e outras DSTs. Na regresséao logistica para a variavel uso
de preservativo, no presente trabalho observou-se que ndao houve associacdo entre o
uso de preservativo e a presenca da infeccdo pelo HPV. Quando os testes
estatisticos avaliaram a associacéo entre duas variaveis isoladamente, foi observado
gue nao houve associacdo, embora fosse observada uma tendéncia (p<0,058) entre
0 uso de preservativo e a presenca do HPV como um todo ou de HPVs de alto e

baixo risco separadamente.

Associando as observacgfes acima ao fato de que foi pesquisada infecgédo em
orofaringe, a variavel coito oral leva ao questionamento quanto ao uso de
preservativo durante o mesmo. Embora esta observacdo ndo seja regularmente
incluida no questionario de avaliagdo, como aconteceu no presente trabalho, ela é
necessaria para que ndo ocorram erros de interpretacdo, uma vez que a protecao so
poderd ocorrer se o preservativo for utilizado. A analise dos resultados dos testes
estatisticos aqui realizados mostra que, tanto na regressao logistica como na
correlagdo entre duas variaveis isoladamente, embora o HPV de alto risco tivesse
sido observado em 6,12% (6/98) e o de baixo risco em 12,5 (6/48) dos pacientes que
praticaram coito oral, ndo houve associacdo entre o coito oral e a presenca dos

HPVs de alto e baixo risco isoladamente.

Outro fator que necessita ser levado em consideracdo quando é avaliada a
contaminacdo da mucosa oral pelo HPV é que os beijos dos tipos savolium e
orogenital, que envolvem contatos profundos entre as mucosas orais € ano genitais
respectivamente, sdo considerados por alguns autores como um dos meios de
transmissdo do HPV oral tanto em individuos normais (D’Souza et al, 2009) como em
pacientes HIV-positivos (Beachler et al, 2011; Hu et al, 2013; Parisi et al, 2011; Read
et al, 2012; Steineau et al, 2012). Assim sendo, o tipo de beijo realizado no
relacionamento do casal passa a ser uma variavel que deve ser analisada quando se
considera a contaminacéo da cavidade oral e de orofaringe pelo HPV, o que nao foi

feito no presente trabalho.
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Alguns autores, estudando pacientes portadores de neoplasia cervical (Park et
al, 2009), pacientes sadios (Beacher et al, 2011; Parisi et al, 2011) ou portadores de
HIV (Beacher et al, 2011) encontraram associacao entre a presenca do HPV oral e 0
sexo anal. No presente trabalho, embora 6,18% (6/97) dos pacientes com HPV de
alto risco e 12,20% (6/48) daqueles com HPV de baixo risco que praticavam coito
anal apresentassem HPV oral, ndo houve associacdo na analise estatistica feita em

conjunto pela regresséo logistica nem associando as duas variaveis isoladamente.

Poucos estudos analisam o tipo de HPV em individuos que fazem sexo oral e
anal, estabelecendo uma andlise comparativa entre eles. Parisi et al (2011), em
estudo coorte analisando swabs orais e anais para detectar HPV pela técnica do
PCR nao observou concordancia entre os tipos de HPV oral e anal. No presente
estudo, embora o HPV fosse detectado na mucosa de orofaringe, ndo foi realizada a
tipagem para analisar se havia coincidéncia entre os HPVs observados no orofaringe

e aqueles do anus.

Poucos estudos analisam a prevaléncia do HPV em homens e mulheres
levando em consideracdo a opcao sexual. Por razbes que ndo sdo bem claras,
estudos tém relatado que a infeccdo oral pelo HPV é mais frequente em homens
heterossexuais (Videla et al, 2013) e em mulheres bissexuais ou heterossexuais
(Ragin, 2011). No presente trabalho, a incidéncia mais alta de infeccéo pelo HPV oral
foi entre pacientes heterossexuais (7% - 7/100), havendo predominancia pelas
mulheres heterossexuais (4% - 4/100), o que vai de encontro com o trabalho de
Ragin et al (2011). A incidéncia mais alta de HPV em mulheres heterossexuais talvez
seja justificavel pelo coito oral receptivo, onde durante a penetracdo profunda do
pénis na cavidade oral, chegando ao orofaringe, produz diminutas lesées na mucosa

que facilitam a penetragdo do HPV até a camada basal do revestimento epitelial.

Embora a grande maioria dos autores (Beachler et al, 2011; Read et al, 2012)
considerem que quanto maior o numero de parceiros maior a possibilidade de
pacientes HIV positivos desenvolverem HPV em orofaringe, no presente trabalho
esta associacao so foi detectada quando o célculo foi considerado para <1, 1 e >1

parceiro. Quando o calculo foi considerado para >4 e <4 ou para >10 ou <10
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parceiros esta associagdo ndo foi observada. Esta auséncia de associacao talvez
possa ser justificada por um viés ao aplicar o questionario, uma vez que a maioria
dos pacientes reduz o nimero de parceiro depois que se contamina com o HIV, e no
momento em que a questdo foi aplicada, 84% dos pacientes ja apresentavam

infeccdo h& mais de dois anos.

N&o foi encontrado nenhum estudo associando a infec¢gdo pelo HPV em
orofaringe com doencas sexualmente transmissiveis e ha somente poucos trabalhos
onde as variaveis infeccdo pelo HPV em orofaringe, infeccdo pelo HIV e DST tém
sido avaliadas conjuntamente (Lowhagen et al, 1999; Wongood et al,2013). Quando
se analisa a associagdo entre as infeccdes oral, orofaringea e genital pelo HPV
observa-se um maior nimero de publicacdes, com alguns autores achando que ha
associacdo entre as infeccdes oral e genital (Castro, 2009; Crawford et al, 2011;
Videla et al, 2013) e outros achando que ndo ha (D"Souza, 2009; Marques et al,
2014; Parisi et al, 2011). No presente estudo, as DSTs detectadas pelo questionario
foram sifilis, verruga genital, gonorreia e herpes, porém néo houve associacao entre

a infeccao de orofaringe pelo HPV a estas doencas.

Os critérios citoldgicos para definir HPV na cavidade oral ndo sao bem
estabelecidos. Embora nos esfregacos citolégicos do colo uterino a presenca do
coilécito seja um critério importante, em orofaringe, o coilécito classico raramente é
detectado (Vianna, 2008). Alguns autores como Castro, Bussoloti, 2006 utilizam
critérios que classificam como: maiores, onde o coilocito classico com halo
perinuclear e alteracfes nucleares sao necessarios e 0s menores que levam em
consideracdo a disceratose, as atipias e a binucleacdo. Outros (Dona, 2014) levam
em consideracdo as atipias citologicas, utilizando sempre dois dos seguintes
critérios: alargamento nuclear com aumento da relagdo nucleo/citoplasma,
hipercromatismo nuclear, cromatina grosseira com nucléolo proeminente, bi ou
multinucleacdo, aumento da ceratinizacdo, escasso citoplasma e irregularidade dos

bordos nucleares.

Ao ser analisada a relacdo entre os diagndsticos citologicos dos observadores

1 e 2, pelo teste de McNemar, observou-se que ocorreram 4 discordancias quanto ao
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diagnéstico de ASC-US no estudo duplo cego. ApGs revisao o diagnéstico de ASC-
US foi mantido em 2 duas amostras (16 e 41) o que representa 2% (2/100) do total, e
as outras duas ficaram como inflamatério moderado. Os critérios citologicos
utilizados para diagnosticar estes dois casos foram: alteracdo da relacéo
nucleo/citoplasma, pleomorfismo nuclear, hipercromatismo nuclear e paraceratose
atipica. Dentre as duas amostras diagnosticadas como ASC-US a captura hibrida
revelou a presenca de HPV em uma, porém ndo podemos atribuir ao HPV as atipias
ai observadas, uma vez que havia também hifas e esporos de Candida sp., o que

também pode justificar as atipias.

As alteracbes inflamatdrias observadas em 88% (88/100) das amostras na
citologia convencional foram em sua maioria (73%) alteracbes leves, talvez

relacionadas as bactérias da cavidade bucal.

Embora a maioria dos estudos mostrem que a citologia em meio liquido € um
bom método para amostras cervicais, para as amostras orais os resultados ndo tém
sido semelhantes (Afroghrh et al, 2014; Fuller, 2015; Hayama et al, 2005; Mehrotra,
2012). No presente trabalho foram observadas alteracdes inflamatdrias sem atipias
citolégicas em todas as amostras examinadas em meio liquido. Como as colheitas
foram feitas na mesma localizacdo, e na sequéncia da colheita a amostra para a
citologia em meio liquido foi a terceira a ser feita, talvez o numero de células
retirados tenha sido menor e as células representativas de atipia possam ter sido
colhidas na primeira amostra, a qual foi direcionada para o exame citolégico

convencional.

A grande maioria dos estudos analisados utiliza a técnica de PCR para o
exame molecular das amostras orais (Herrero et al, 2003; Hong et al, 2012; Quintero
et al, 2013; Thavaraj et al, 2011). A captura hibrida, embora seja uma técnica simples
e rotineiramente usada na pratica clinica para detectar o HPV nas amostras de colo
uterino, ndo é frequentemente utilizada para a cavidade oral e orofaringe (Hooper et
al, 2015; Terry et al, 2001). Poucos sao os trabalhos que fazem a genotipagem do

DNA do HPV em amostras orais, sendo os tipos de HPVs mais frequentemente
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encontrados os 55, 83 e 84 por Steineau et al, 2012 e os tipos 16, 18 e 31 por
Pugliese et al (2014).

Quando analisamos os trabalhos que comparam a eficiéncia da captura
hibrida e do PCR para as amostras citologicas de colo uterino, vemos que a captura
hibrida apresenta sensibilidade e especificidade ligeiramente maior (Boldrini et al,
2014; Chung et al, 2014; Luu et al, 2013), embora outros autores considerem que na
pesquisa de HPV em carcinoma de orofaringe a captura hibrida seja tdo sensivel
guanto o PCR (Hoper et al, 2015). Luu et al (2013) em meta analise onde foram
selecionados 29 trabalhos realizados na Europa, Asia e América do Norte,
pesquisando HPV em lesdes cervicais diagnosticadas como ASC-US e leséo intra-
epitelial de alto e baixo grau e considerando a citologia convencional e a bidpsia
como padrao ouro, observaram que a captura hibrida apresentou maior sensibilidade

e especificidade do que o PCR.

Quanto a eficiéncia do PCR e da captura hibrida para detectar HPV na
cavidade oral, encontramos somente os trabalhos de Hoper (2015) acima citado e o
de Chaudhray et al (2010), que fazendo a analise molecular pela captura hibrida e
PCR da mucosa oral de 208 pacientes com fibrose submucosa e 222 com carcinoma

de células escamosas concluiu que a captura hibrida tem maior sensitividade.

No presente trabalho, a captura hibrida detectou HPV em 14%(14/98) das
amostras, sendo 8 para HPV de alto risco e igualmente 8 para HPV de baixo risco,
representando respectivamente 8,2% (8/98) para o HPV de alto risco e 16,7% (8/48)
para o de baixo risco enquanto que o PCR nao detectou HPV em nenhuma das
amostras. Conforme acabamos de ver a literatura mostra que na cavidade oral,
assim como na cérvice uterina, a captura hibrida apresenta indices de positividade

ligeiramente melhores, principalmente no que se refere a sensibilidade.

Ao analisar a literatura, observa-se que nao ha nenhum estudo que
correlacione a presenca de lesao/displasia intraepitelial com a carga viral. Nas
amostras de cérvice, a alta carga viral (>100RLU/PC) foi associada com maior
chance de progressdo da neoplasia do que a baixa carga viral (1<10RLU/CU),

embora a baixa carga viral ndo necessariamente exclua a doenca progressiva (Bae
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et al, 2009; Dalstein et al, 2003; Kim et al, 2012). Na carga viral da presente amostra
a relacdo RLU/CO variou de 1,07 a 7,87; sendo de 1,09 a 7,87 para o HPV de alto
risco e de 1,07 a 2,68 para o de baixo risco, o que sédo valores baixos quando
comparados com as cargas virais de pacientes com lesdo de colo uterino, onde
podem ser encontrados valores acima de 1000RLU/CO (Origoni et al, 2012). Uma
vez que estudos mostram que a carga viral aumenta com a severidade da lesao
(Lowe et al, 2011; Origoni et al, 2012), talvez a carga viral baixa, associada ao
tamanho da amostra justifique a auséncia de alteracdes displasicas no presente
estudo. Paciente com ASC-US que teve a captura hibrida positiva, apresentou HPV
de alto e baixo risco e teve a carga viral de 2,68 e 1,30 RLU/CO respectivamente.

A justificativa para a presenca de 14 amostras HPV positivas detectadas pela
captura hibrida e ndo pelo PCR talvez se deva a menor sensibilidade do PCR,
apresentando maior dificuldade em detectar os casos verdadeiramente positivos,
como advogam alguns autores (Hwang, 2012). Outro fato que deve ser levado em
consideracdo € que o primer GP5*/6" utilizado no presente trabalho ndo € téo
sensivel quanto o primer PGMY09/11 (Winder, 2009). Devemos também considerar
que a captura hibrida possa ter expressado alguns resultados falso positivos, uma
vez que a carga viral foi baixa na maioria das amostras. Outro questionamento que
pode ser levantado é quanto a temperatura de armazenamento das amostras, uma
vez que o material colhido para o PCR foi armazenado a 4°C e o da captura foi a -
20°C, conforme orientagédo dos fabricantes. E finalmente, ndo poderemos deixar de
levar em consideracdo limitacdo causada pela sequéncia de coleta das amostras,

onde o PCR foi a ultima amostra a ser colhida.

Quando se analisa os resultados da citologia em meio liquido, em que néo
foram observadas células atipicas e do PCR, onde todas as amostras foram
negativas, deve-se talvez considerar que a coleta deveria ter sido realizada de forma

alternada.

A auséncia de expressdo da proteina pl6INK4a em todas as amostras
citolégicas no presente trabalho é perfeitamente justificavel, uma vez que néo foi

detectada neoplasia em nenhuma das amostras. Sabemos que a proteina p16INK4a
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s6 se expressa no nucleo e no citoplasma das células neoplasicas, uma vez que ela
decorre da degradacédo do gene RB, a qual sé ocorre quando h ligacdo da proteina
E7 com o mesmo, apos a integracdo do DNA do HPV com o genoma de células
hospedeira, quando a proteina E7 assumiu o descontrole do ciclo celular (Westra,
2014).

A auséncia de transformacfes displasicas observadas no presente estudo
talvez possa ser atribuida ao tamanho pequeno da amostra e a baixa carga viral.
Novos estudos em uma populacdo maior, com um questionario melhor elaborado,
associados a avaliacdo citolégica e genotipagem do HPV, assim como o
acompanhamento dos pacientes HPV positivos diagnosticados na presente amostra
poderdo adicionar conhecimentos para uma avaliacdo mais precisa das possiveis

lesBes causadas pelo HPV em orofaringe de pacientes HIV-positivos.
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CONCLUSOES

Dentre os métodos moleculares utilizados, captura hibrida e PCR, somente a
captura mostrou-se eficiente para detectar o HPV em orofaringe.

O HPV foi detectado pela captura hibrida em 14,3% das amostras. O HPV de
baixo risco foi duas vezes mais frequente do que o de alto risco.

A presenca de ASC-US ao exame citologico, observada em 2 amostras, mostra
gue a citologia convencional pode ser um exame eficiente para detectar atipias
em estado inicial em orofaringe, da mesma forma como é utilizado para o colo
uterino.

Apesar de ter sido detectado HPV em uma das amostras com atipias citolégicas
(ASC-US), nado foram observadas alteracdes morfologicas tipicas que
permitissem associar estas atipias ao HPV.

Embora tenha sido detectado HPV em orofaringe de alguns pacientes HIV-
positivos, a estimativa da carga viral foi baixa e ndo foram observadas alteracées
citolégicas sugestivas de displasia nas amostras examinadas. O
acompanhamento dos pacientes com ASC-US e infeccéo pelo HPV € necessario

para avaliar uma possivel evolugéo para displasia.
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10. APENDICES

10.1. APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, Leonora Maciel de Souza Vianna, Médica Patologista, Professora da Faculdade de Medicina
(Departamento de Patologia) da Universidade de Brasilia, estou desenvolvendo a pesquisa “Prevaléncia do
papilomavirus humano (HPV) na cavidade oral de portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)”
e venho por meio deta convida-lo a participar da mesma. Essa pesquisa tem por objetivo avaliar a presenca de
HPV e de possiveis lesdes por ele causadas na cavidade bucal de pacientes HIV positivos. A pesquisa apresenta
grande contribuicdo no acompanhamento de pacientes portadores do HIV, permitindo ndo somente detectar a
presenca do mesmo na cavidade bucal como também diagnosticar precocemente as lesdes por ele causadas.
Para a execugdo da mesma inicialmete o paciente devera respoder um questionario, no qual serdo solicitadas
informacdes clinicas que possam ter relagdo com a presenca de HPV na cavidade oral de pacientes portadores
do HIV. Posteriormente devera ser executada uma oroscopia seguida de colheita do material, a qual sera feita
friccionando uma escova sobre a mucosa oral com a finalidade de colher células do revestimento para exame
citolégico e molecular. A oroscopia € o exame detalhado da cavidade oral, no qual se observa toda a mucosa da
boca para detecar possiveis lesbes. O exame citologico sera feito por meio da fricgdo com uma escova, com
friccdo da mesma em diferentes locais da mucosa, com a finalidade de colher as células que descamem; estas
células serdo transportadas para laminas de vidro, onde seré feito um esfregago para ser corado e examinado ao
microscopio. Para o estudo molecular o material também sera colhido com escova, da mesma forma que aquela
feita para o exame citoldgico. O estudo molecular tem por finalidade analisar o DNA das células com a finalidade
de afastar a possivel presenca do Papilomavirus humano e detectar possiveis alteracBes celulares por ele
causadas.

Os exames e a colheita serdo feitos por mim, médico anatomopatologista que participa do curso de
doutorado da Faculdade de Medicina — UNB. Todas as duvidas decorrentes do resultado dos exames realizados
serdo devidamente esclerecidas assim como serd proposto o tratamento, o qual deverd ser executado pela
equipe técnica dos Ambulatérios da UNB, com orientacdo dos professores, ou por outras clinicas do HUB, caso
seja necessario.

Sua participagdo nessa pesquisa € voluntéaria, isenta de qualquer forma de remunerag¢éo ou custo e
ndo determinar4 qualquer risco ou prejuizo. Caso seja detectada alguma lesdo, ela sera tratada ou
acompanhada, conforme a indicacédo clinica. E garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer
momento, deixando a participacdo no trabalho, sem qualquer prejuizo para a sua assisténcia no HUB. Informo
ainda que, em qualquer etapa do estudo, estarei a disposi¢do para esclarecer qualquer eventual divida através
dos telefones 3448-5501, 3448-5500 e 3448-4999. Também sera possivel entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina-UnB, por meio do telefone 3307-2276.

Comprometo-me a:

e Garantir o sigilo e a privacidade dos participantes;

e Utilizar as informacdes Unica e exclusivemente para a execugdo do projeto em questéo;

e Divulgar as informacdes de forma anénima, ndo sendo usadas iniciais ou quaisquer outras indicacdes
que possam identificar o sujeito da pesquisa.

PARTICIPANTE

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li sobre o estudo pesquisa
“Prevaléncia do papilomavirus humano (HPV) na cavidade oral de portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV)”. Ficaram claras para mim quais os propdsitos do estudo, os métodos a serem
realizados e a garantia de esclarecimentos de minhas davidas em qualquer tempo.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes e durante o mesmo, sem qualquer tipo de penalidade ou prejuizo.

Brasilia, / /

Assinatura e RG do Participante

Assinatura e RG do Pesquisador



101

10.2. APENDICE B - Questionario

1. Sexo: () feminino () masculino

2. ldade: ___ anos

3. Leséo oral externa () sim () ndo

4. Estado imunitario (dosagem de CD4): _ /mm3

(dosagem CD8): /mm?3

CD4/CD8
Carga viral copias:
Log:

5. Tempo de infeccéo pelo HIV: anos

6. Uso de terapia ARV: () sim () ndo

~

Prética coito anal: () sim () ndo

8. Prética coito oral:() sim () nao

9. Quando iniciou o coito anal: anos
10.Quando iniciou o coito oral: anos

11.11- NUmero de parceiros:

12.Tabagismo: () sim () néo Qtos cigarros/dia?:
13.Etilismo: () sim () néo Bebe gtos dias na semana?:
14.Usou maconha: ( ) sim ( )néo

15.Uso de drogas: ( ) sim ( ) ndo

16.Parceiro(a) atual com leséo anogenital: ( )sim ( )néo
17.Parceiro(a) atual com leséo anogenital oral: ( )sim ( )néo

18.Parceiro(s) anterior(es) com lesdo anogenital ou oral por HPV: () sim ( ) n&o



19.Frequéncia das atividades sexuais
20.Usa preservativo: () sim () nédo
21.Histéria de doenca sexualmente transmissivel
22.0rientacao sexual:
a. Heterosexual ( )
b. Homossexual ( )

c. Bissexual ( )
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