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“Success is counted sweetest,
By those who ne’er succeed.
To comprehend a nectar
Requires sorest need.”

- Emily Dickinson






A minha mée, que mesmo longe, esta sempre perto.
Sem ela nada era possivel.
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RESUMO

Introdugdo: O Virus do Papiloma Humano (HPV) desempenha um papel
importante no desenvolvimento do cancro, particularmente do cancro oral, como
o carcinoma de células escamosas da cabega e pescogo. Esta investigacdo teve
como objetivo avaliar a prevaléncia de HPV e identificar os subtipos presentes
em amostras de saliva dos pacientes da Clinica Dentaria Universitaria, de modo
a contribuir para a identificagdo precoce de lesdes malignas e potencialmente
malignas na cavidade oral.

Materiais e métodos: Este trabalho consistiu num estudo observacional
transversal. Foi desenvolvido um questionario com o objetivo de determinar os
fatores de risco associados a infecao por HPV dos pacientes da Clinica Dentaria
Universitaria. Uma amostra de conveniéncia composta por salivas de pacientes
da Clinica Dentaria Universitaria, com idade superior a 18 anos, foi utilizada na
validagao do protocolo de genotipagem de HPV na saliva. A recolha das
amostras foi feita em conformidade com os protocolos desenvolvidos no
SalivaTec. A identificagdo de DNA viral nas amostras foi realizada por PCR.
Resultados: Foram analisadas 86 amostras de saliva, de pacientes entre os 21
e os 78 anos, de ambos os sexos. Os pacientes com carcinoma epidermoide
queratinizante bem diferenciado e liquen plano reticular foram negativos para
HPV. Nos pacientes saudaveis, duas amostras, foram positivas para a infegdo
por HPV, constituindo 2.3% de todas as amostras analisadas. Estas amostras
foram negativas para os subtipos de HPV de alto risco 16 e 18. Os resultados da
sequenciacao foram inconclusivos para o subtipo de HPV presente nestas
amostras.

Conclusao: A detecao da infegdo pelo virus do papiloma humano € essencial
na identificacdo e diagnodstico precoce de lesbes malignas e potencialmente
malignas, possibilitando um melhor acompanhamento e tratamento de cancro
associado a infegado por HPV. A utilizagdo da saliva como meio diagnédstico e
rastreio do HPV, apesar de apresentar varias vantagens, ainda nao tem
aplicagao clinica devido a falta de consenso sobre os protocolos usados na
colheita e analise das amostras.

Palavras-chave: Virus do Papiloma Humano (HPV); Cancro Oral; Saliva; PCR

VI






ABSTRACT

Introduction: The Human Papilloma Virus (HPV) plays an important role in the
development of cancer, in particular oral and other head and neck cancers such
as squamous cell carcinoma. The aim of this research was to assess the
prevalence of HPV and to identify the different subtypes found in saliva samples
from patients at the University Dental Clinic, in order to contribute to the
identification of malignant and pre-malignant lesions in the oral cavity at an early
stage.

Materials and Methods: This study consists of a cross-sectional observational
study. A questionnaire was developed with the intention of determining the risk
factors associated with HPV infection in patients at the University Dental Clinic.
A convenience sample of saliva from patients of the University Dental Clinic, over
the age of 18, was used to validate the HPV genotyping protocol in saliva.
Samples were collected in accordance with the protocols developed at SalivaTec.
PCR was used to identify viral DNA in the samples.

Results: A total of 86 saliva samples from patients between the ages of 21 and
78, of both genders, were analysed. Patients with well-differentiated keratinizing
squamous cell carcinoma and reticular oral lichen planus were negative for HPV.
In healthy patients, two samples were positive for the infection by HPV, making
up 2.3% of all the samples tested. These samples were negative for the high-risk
HPV subtypes 16 and 18. The sequencing results were inconclusive as to which
HPV subtype was present in these samples.

Conclusion: The use of saliva as a means of diagnosis and screening for HPV,
despite having several advantages, still lacks clinical application due to the lack
of consensus on the protocols used to collect and analyse the samples.

The detection of human papiloma virus infection is essencial for the identification
and early diagnosis of malignant and pre-malignant lesions, resulting in better
management and treatment of cancer associated with HPV infection. The use of
saliva as a means of diagnosis and screening for HPV, despite its many
advantages, still has no clinical application due to the lack of consensus on the
protocols used to collect and analyse the samples.

Keywords: Human Papilloma Virus (HPV); Oral Cancer; Saliva; PCR
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ABREVIATURAS

CAFs: Fibroblastos associados ao cancro

DNA: Deoxyribonucleic Acid (Acido Desoxirribonucleico)

HIV: Human Immunodeficiency Virus (Virus da Imunodeficiéncia Humana)

HPV: Human Papilloma Virus (Virus do Papiloma Humano)

JAK-STAT: Janus kinase (JAK), Signal transducer and activator of transcription
(STAT)

LCR: Long Control Region (Regiao reguladora)

OMS: Organizagdo Mundial de Saude

PCR: Polimerase Chain Reaction (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

PRB: Proteina do Retinoblastoma

RNA: Ribonucleic Acid (acido ribonucleico)

RNase: Ribonuclease

MRNA: RNA mensageiro

TME: Tumor Microenvironment (Microambiente Tumoral)

WHIM: Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections, Myelokathexis (Verrugas,
Hipogamaglobulinémia, Infe¢des, Mielocatexia)
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1 INTRODUGAO

De acordo com a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), o cancro
continua a ser uma das principais causas de morte em todo o mundo, tendo sido
registadas cerca de 9.6 milhdes de mortes em 2020 (1). As infegbes virais
contribuem significativamente para o desenvolvimento de cancro, sendo
responsaveis por cerca de 15 a 20% de todos os casos (2). Varios virus tém
demonstrado desempenhar um papel importante na progressao de doengas
cancerigenas sendo uma destas infegbes, e a mais significativa, o Virus do
Papiloma Humano (HPV). O HPV é um virus transmitido maioritariamente por
via sexual, podendo estar presente na cavidade oral onde se manifesta

originando varios tipos de lesdes consoante os diferentes subtipos virais.

O virus do papiloma humano é um dos grupos de virus mais comuns a
afetar as areas cutaneas e mucosas. E um virus ndo encapsulado, ou seja, ndo
€ envolto por uma membrana lipidica, e com uma cadeia dupla de DNA com
8000 pares de bases, pertencente a familia Papillomaviridae (3,4).

Ja foram identificados mais de 200 gendtipos de HPV, divididos em 5
grupos (a, b, g, m e n), em que as lesdes causadas variam de acordo com a sua
especificidade para diferentes células humanas (5—7). Dentro do grupo a, existe
um subgrupo com cerca de 15 subtipos de alto risco. Algumas das lesbes
causadas sao leucoplasia oral, papiloma escamoso oral e carcinoma oral de
células escamosas, associada aos subtipos de alto risco 16 e 18; a verruga
vulgar oral associada aos subtipos 2 e 4; carcinoma verrucoso associado aos
tipos 6, 11 e 16 (5,6).

O genoma do HPV divide-se em trés regides: a ndo codificante (LCR),
onde estado presentes proteinas que visam a regulagao da expressao dos genes
virais e a replicagado; a regiao precoce (E), com genes necessarios para a
codificagdo de proteinas promotoras da transcrigdo e replicagdo; e a regiao
tardia (L), responsavel pela codificagao de proteinas estruturais (2,8).

A identificagdo de gendtipos de HPV é conseguida através de uma analise
de sequenciagao do genoma, sendo depois categorizados por tipo, com base na



sequéncia do gene mais conservado que codifica a proteina L1, a principal
proteina estrutural do capsideo (9). Este gene difere apenas 10% entre os
diferentes tipos de HPV (6,10). Além da L1, sdo codificadas mais sete proteinas
no genoma viral. Seis sdo ndo-estruturais, E1, E2, E4-E7, e duas fazem parte da
estrutura do capsideo, L1 e L2. As proteinas E1, E2 e E4 s&o responsaveis pela
replicacao do DNA viral e a E1 pela transcricdo, sendo que a proteina E2 regula
a expressao oncogénica através da repressao das oncoproteinas E6 e E7. As
variagdes nas sequéncias de bases do DNA que codificam as proteinas E6 e E7
distinguem os varios subtipos de HPV, consoante os feno6tipos oncogénicos do
virus, em baixo, médio e alto risco (6,11). As vias de sinalizagao de fatores de
crescimento estdo a cargo da E5 (4,11).

O ciclo de vida do HPV tem como inicio a infecdo da camada basal do
epitélio pavimentoso estratificado, mantendo um baixo numero de copias do
genoma viral. Apés a diferenciacado de células epiteliais, o virus comega a sua
replicagao para um numero mais elevado de copias virais, expressando os genes
do capsideo L1 e L2, resultando na producéo e libertacdo de novos virides da

superficie epitelial (11).

1.1 Epidemiologia do HPV e meios de transmisséao

A infecdo por HPV é das mais prevalentes a nivel mundial, embora a
prevaléncia do HPV na cavidade oral e orofaringe n&o esteja tdo extensamente
estudada como o HPV na zona cervical (6). No entanto, nos ultimos anos, tém
sido desenvolvidas novas técnicas de biologia molecular com o objetivo de
aprofundar o conhecimento nesta area.

A prevaléncia da infe¢do varia consoante a populagao e a zona geografica
em estudo. De acordo com a literatura, existem dois picos de prevaléncia para a
infegdo por HPV em mulheres: o primeiro em mulheres jovens, com idade inferior
a 25 anos, e o segundo em mulheres mais velhas. Em paises em
desenvolvimento, a prevaléncia de HPV é superior do que em paises
desenvolvidos (2). Contudo, é observavel uma diferenca significativa entre o
sexo masculino e feminino. Nos Estados Unidos, entre 2009 e 2010, a
prevaléncia de infegbes orais por HPV de alto risco, como HPV16, foi de trés a

cinco vezes superior do que em mulheres (12).



Em individuos saudaveis, a prevaléncia de HPV oral € cerca de 4.5% a
7.5%, sendo que esta varia muito entre diferentes areas geograficas, sendo a
maioria dos dados publicados provenientes dos Estados Unidos (13,14).

Num estudo realizado em pacientes com cancro da orofaringe em
Portugal, apesar da maioria destes pacientes ser do sexo masculino, os dados
mostram que 63.64% dos tumores HPV positivos foram encontrados em
pacientes do sexo feminino. Em contraste, apenas 14.63% pacientes masculinos
apresentaram tumores positivos para HPV (15).

Apesar da frequéncia de infe¢cdes por HPV, o meio de transmisséo para a
cavidade oral ainda nao se encontra totalmente esclarecido. Sabe-se, no entanto,
que a transmissao deste virus pode ocorrer de modo vertical, horizontal ou até
mesmo por autoinoculacgio.

Na maioria dos casos, a transmissao ocorre de modo horizontal, através
de relagdes sexuais com contacto entre a area oral e a zona anogenital (16). No
entanto, ja foi detetado HPV em individuos sem histérico de relagbes sexuais
orais, mas que reportaram contacto boca a boca, demonstrando a hipétese de
transmissdo horizontal através de partilha de saliva (5,16).

No caso de transmissao vertical, esta pode ocorrer durante o parto
quando a mae apresenta infegao por HPV genital. Varios estudos reportaram a
presenga de papilomas orais em criangas cuja mae apresentava HPV genital
(5,16).

A autoinoculacéao surge pela coinfec¢ao de HPV cervical e oral, sendo que
este virus se apresenta localmente e ndo de forma sistémica, podendo ter origem

nas unhas infetadas de pessoas com HPV genital (16).

1.2 Mecanismos infeciosos

O Virus do papiloma Humano infeta as células epiteliais basais da pele e
da mucosa, onde ocorre a replicagdo viral, desencadeando uma infecao
produtiva. A entrada do HPV nas células é facilitada pela interagao das proteinas
do capsideo viral, principalmente a L1, com os recetores celulares presentes na
camada basal. Uma vez dentro da célula hospedeira, 0 genoma viral € libertado
e transportado para o nucleo, onde se inicia o processo de replicagcdo e

transcricao.



As oncoproteinas E6 e E7 desempenham um papel fundamental na
proliferacdo da infegao por HPV e na subsequente carcinogénese. A proteina E6
tem como alvo a proteina p53, que intervém na regulacéo do ciclo celular e na
reparagao do DNA, degradando-a. Assim, é impedida a ativagdo de pontos de
controlo do ciclo celular, permitindo a sobrevivéncia e proliferagcdo de células
infetadas. Ja a proteina E7 liga-se a proteina do retinoblastoma pRB, inativando-
a, o que conduz a desregulacao do controlo do ciclo celular e consequentemente

promovendo a proliferagcéo celular (17).

1.3 Métodos de diagnéstico

O exame clinico da leséo, citologia e bidpsia podem ser utilizados em caso
de suspeitas de lesdes de HPV na mucosa oral e orofaringe. O estudo
histopatoldgico da lesdo pode confirmar e definir o grau, no entanto, os testes de
biologia molecular sdo os unicos capazes de detetar DNA de HPV na célula,
sendo a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) a técnica com mais
sensibilidade na identificagdo de HPV (5).

A infegcéo pelo HPV pode ser dividida em trés tipos, latente, subclinica e
clinica. As infecbes latentes s6 podem ser diagnosticadas através de métodos
de biologia molecular; as subclinicas ndo tém sintomas clinicos, mas apresentam
alteracdes detetadas por métodos diagndsticos como bidpsias; e as clinicas,

onde s&o visiveis lesdes significativas aquando do exame clinico (4).

1.3.1 Reacao em cadeia da Polimerase

A técnica de PCR continua a ser a técnica mais utilizada na detecéo e
genotipagem do HPV. Baseia-se na amplificacdo de uma sequéncia de DNA,
podendo chegar a 1 bilhdao de copias, tendo a capacidade de detetar quantidades
minimas de DNA do HPV (6).

Nesta técnica, uma sequéncia de DNA é amplificada através de varios
ciclos de desnaturagao a alta temperatura, ligacao de primers oligonucleotidicos
complementares a sequéncia alvo e replicagdo de DNA por uma polimerase de

DNA termoestavel a temperaturas moderadas (6).



Varios estudos utilizaram a técnica de PCR para detetar a presenca de
HPV em amostras orais, entre as quais saliva. Num estudo, foi analisada a
exatidao diagnodstica da detegdao do HPV em amostras salivares de pacientes
com carcinoma das células escamosas da cabeca e pescogo associado a HPV,
onde se concluiu que a amplificagdo por PCR de 37 subtipos diferentes de HPV

mostrou resultados promissores para a detecao através de saliva (18).

1.3.2 Southern Blot

Southern Blot é uma técnica de biologia molecular usada na detecéo de
sequéncias especificas de DNA numa determinada amostra. Esta técnica
consiste em varias etapas que levam a identificagdo e caracterizacdo dos
fragmentos de DNA em analise, comegando pela extragdo do DNA da amostra
(6).

Apos a extragdo, sdo produzidos fragmentos de DNA por enzimas de
restricdo, que tém como funcio cortar a cadeia de DNA em locais especificos.
Estes fragmentos sdo entdo separados por tamanho usando a eletroforese em
gel, através da aplicagdo de um campo elétrico que causa a movimentagao dos
fragmentos de DNA na matriz de gel, sendo que os de menores dimensodes se
deslocam mais rapidamente e para uma maior distancia (6).

Depois da eletroforese, faz-se a transferéncia dos fragmentos de DNA do
gel para uma membrana de suporte solido. Esta transferéncia, designada por
“blotting”, €& geralmente obtida por capilaridade. De forma a detetar as
sequéncias especificas de DNA de interesse, a membrana é hibridizada com
uma sonda, uma molécula de DNA de cadeia simples complementar a sequéncia
pretendida, que se liga aos fragmentos alvo através do emparelhamento de
bases complementares. Esta sonda € detetada, gerando um sinal que indica a
presenca e localizagdo das sequéncias de DNA alvo na membrana(19).

A técnica de Southern Blot tem algumas limitagdes, no que toca a baixa
sensibilidade em comparagcdo com outros métodos, tais como o PCR, ao facto
de ser uma técnica trabalhosa e de necessitar de grandes quantidades de DNA
(20,21).



1.3.3 Hibridizagao “in situ”

A hibridizagado “in situ” € uma técnica importante para o diagnéstico e
caracterizagao das infe¢cdes pelo virus do papiloma humano. As sequéncias
especificas de acidos nucledtidos, tais como o DNA e o RNA do HPV, podem
ser detetadas e localizadas em amostras de tecido (22).

Em relagdo ao HPV, esta técnica pode ser utilizada para identificar DNA
ou RNA virais em células infetadas, facultando informacgdes relevantes acerca
da presenca e atividade do virus. Este método permite a detecao do mRNA das
proteinas E6 e E7, o que indica a atividade viral nas células tumorais, permitindo
a visualizacdo da expressao do gene viral (22). Adicionalmente, pode também
ser utilizada na detegcdo de gendtipos ou subtipos de HPV, fornecendo assim
informacgéao sobre as variantes virais presentes na amostra tecidular (23).

Para além de um método diagndstico, a hibridizagédo “in situ” tem sido
aplicada na investigacdo do papel do HPV na carcinogénese, através da
visualizagao da integracdo do DNA do HPV no genoma do hospedeiro. Deste
modo, é capaz de fornecer informag¢des acerca das alteragdes gendmicas e da
desregulacgéo celular associada a carcinogénese por HPV (24,25).

Através da combinagao desta técnica com outras técnicas de biologia
molecular e a analise histopatoldgica, é possivel adquirir uma compreensao mais
abrangente de doengas associadas a infe¢do por HPV, levando a melhores

técnicas de diagndstico, de tratamento e de prevencgao.

1.4 Fatores de risco

Os fatores de risco para a infecao por HPV podem ser divididos em fatores
biolégicos ou comportamentais.

Os fatores de risco biolégico englobam uma série de elementos que
influenciam a infegéo e persisténcia do virus do papiloma humano, tais como a
idade, a genética e a fungdo imunitaria do individuo (26,27). As interagbes
moleculares entre os fatores virais e as respostas imunitarias do hospedeiro tém
um papel importante na infe¢do por HPV, sendo que diferentes caracteristicas
das vias antiviricas do hospedeiro resultam em diferentes mecanismos de

regulacdo da atividade do HPV como, por exemplo, o impedimento da



transcricdo do HPV-31 através da indugdo das proteinas Sp100 (28). Ja a
presenga de polimorfismos de nucleétido unico especificos em genes como
TP53 e MDM_2 foi associada a infe¢do por HPV, o que indica uma predisposi¢cao
genética para a suscetibilidade da infegao por este virus (29). A correlagao entre
individuos com HIV e a infegdo por HPV destaca o impacto imunologico que a
imunossupressao do HIV tem na infegcdo de multiplos subtipos de HPV de alto
risco em doentes com fungdes imunitarias comprometidas (26—28,30).

Para além dos fatores biolégicos, os fatores comportamentais
desempenham um papel importante na transmisséo e aquisicao da infegcao por
HPV. Este conjunto de fatores sdo, na maioria das vezes, as causas mais
associadas aos fatores de risco do HPV (31). Varios estudos identificaram uma
grande variedade de comportamentos associados a um risco acrescido da
infecdo por HPV, incluindo habitos sexuais de risco, como a idade do inicio da
atividade sexual e o numero de parceiros sexuais, habitos alcodlicos e tabagicos,

um estilo de vida sedentario e uma falta de equilibrio alimentar (32,33).

1.5 Manifestagdes orais

1.5.1 Papiloma Escamoso Oral

O papiloma escamoso oral € um tumor benigno comum presente no
epitélio oral. A sua prevaléncia ndo esta bem documentada, no entanto julga-se
que seja relativamente baixa (5,22).

Estas lesdes apresentam-se como formagdes exofiticas, assemelhando-
se a uma couve-flor, com cerca de 1 a 3mm de didmetro. Sdo geralmente
encontradas nos labios, mucosa oral e gengiva (34,35). O exame clinico e a
analise histopatoldgica sdo necessarios para o correto diagnostico do papiloma
escamoso oral. Histologicamente, s&o caracterizadas por um nucleo
fibrovascular revestido por um epitélio benigno, com possiveis zonas de
hiperplasia. As caracteristicas histopatoldgicas destas lesbes sdo semelhantes
as de outras lesdes inflamatodrias, sendo que a comunicagao entre clinicos e

patologistas é crucial para um correto diagnéstico e tratamento. Apesar de ser



uma lesdo geralmente benigna, ja foram registados casos de transformagao
maligna, embora o risco seja baixo (34,35).

Os subtipos de HPV 1-4,6,7,10,11 e 13 ja foram detetados em diversos
tipos de lesdes orais, incluindo o papiloma escamoso. No entanto, estas lesdes
também podem ocorrer como reagdo a uma agressao e nao na forma de uma
verdadeira neoplasia (36,37).

O tratamento destas lesdes passa geralmente pela excisdo cirurgica,

tendo um progndstico bastante favoravel, com baixa taxa de recidiva (5,35).

1.5.2 Hiperplasia Epitelial Focal

A hiperplasia epitelial focal, também designada por doenga de Heck, é
uma alteracdo benigna da mucosa, que se caracteriza pela proliferacdo do
epitélio escamoso oral. Tem um perfil hereditario autossémico recessivo,
podendo afetar individuos de qualquer idade e género (5,38).

A sua etiologia ndo é totalmente conhecida, mas acredita-se que esteja
associada a infegcéo pelo virus do papiloma humano, particularmente ao HPV-13
e HPV-32. As lesbGes apresentam-se normalmente como multiplas papulas ou
nodulos, macias e indolores, podendo variar em tamanho e cor, e sao
encontradas frequentemente na mucosa bucal, da lingua e dos labios (38).

Histologicamente, é caracterizada por uma hiperplasia epitelial focal com
acantose, paraqueratose e a presenca de coilécitos, uma caracteristica da
infecdo por HPV, células epiteliais escamosas com vacuolizagao perinuclear. A
presencga de antigénios do HPV nestas lesdes pode ser confirmada através da
coloragc&o imunohistoquimica (38).

O diagnéstico da hiperplasia epitelial focal tem por base as observagdes
clinicas. Nao € necessario tratamento na maioria dos casos, a nao ser por
questdes estéticas ou funcionais. Nestes casos, pode ser feita a excisao

cirurgica ou a ablagao com laser (38).



1.5.3 Condiloma

O condiloma é uma lesao benigna comum associada a certos subtipos de
HPV, maioritariamente HPV-6 e HPV-11. Caracteriza-se por pequenas
protuberancias, com forma de couve-flor, que surgem na zona oral, genital e anal
(7). Na cavidade oral, o condiloma deve ser diferenciado de outras lesbes
associadas ao HPV, como o papiloma escamoso oral.

S&o transmitidos sobretudo através do contacto sexual, o que inclui sexo
vaginal, anal e oral, sendo maior o risco de transmissdo quando as verrugas séo
visiveis. O virus tem a capacidade de entrar no organismo através de
microabrasdes na pele ou mucosa. No entanto, também é possivel ocorrer na
auséncia de lesbes visiveis, aguando da presenga de infegbes subclinicas ou
latentes. Tem um periodo de incubacao que varia desde 3 semanas a cerca de
8 meses, sendo que as manifestagdes clinicas podem demorar entre 2 a 3 meses.
Estas lesbes podem ser diagnosticadas através de exames clinicos visuais da
zona genital, podendo ser realizada uma bidpsia para confirmar a presenca de
infec&o (7).

Existem varias opg¢bes de tratamento disponiveis, incluindo medicagao
tdpica, crioterapia, excisdo cirurgica ou ablagdo com laser. No entanto, s6 é

eliminada a lesao, e nao o virus, sendo possivel uma reincidéncia (39).

1.5.4 Liquen Plano Oral

O liquen plano oral € uma doencga inflamatdria cronica da mucosa oral. A
sua causa exata é atualmente desconhecida, mas cré-se que esteja relacionada
com uma resposta imunitaria desregulada, despoletada por fatores genéticos e
ambientais. Esta doenga esta associada a uma série de fatores de risco, tais
como stress, trauma, diabetes, hepatite C e a infecdo por HPV. De acordo com
a literatura, as lesdes de liquen plano oral sdo duas vezes mais provaveis de
apresentar DNA de HPV do que mucosa oral saudavel. No entanto, estes dados
sdo muito variaveis entre estudos e diferentes meios diagndsticos, sendo que a
prevaléncia da infecdo por HPV nestas lesbes pode variar entre 2.7% e 70%
(9,40-42).



A prevaléncia de liquen plano oral &€ de aproximadamente 2%,
observando-se uma maior prevaléncia no sexo feminino. E caracterizado pela
presenca de lesdes brancas, rendilhadas, reticulares ou erosivas na mucosa oral,
podendo ser acompanhadas de sintomas como dor, ardor e alteragbes no
paladar (40—43).

Pode ser classificado em dois grupos, atréfico-erosivo e nédo-atréfico-
erosivo. Os tipos papular, reticular e em placa pertencem ao grupo nao-atrofico-
erosivo. Ao grupo atrofico-erosivo, pertencem os tipos erosivo, atréfico e bolhoso.
Este ultimo grupo apresenta ser mais suscetivel a uma transformagdo maligna
(42).

O liquen plano oral é diagnosticado através de exames clinicos e analises
histopatoldgicas. Histologicamente, caracteriza-se por um infiltrado linfocitico no
tecido conjuntivo subepitelial. A apresentagdo clinica e as caracteristicas
histolégicas podem variar, tornando o diagndstico e o diagndstico diferencial um
fator desafiante.

O tratamento tem como objetivo o alivio dos sintomas, o controlo da
inflamacao e a prevencao de futuras complicagdes. As opgdes de tratamento
passam pela aplicagao de corticosteroides topicos, agentes imunomoduladores
e medicacéao sistémica, sendo necessario um acompanhamento regular devido

a um potencial de transformac&o maligna (40,43).

1.5.5 Leucoplasia Oral

A leucoplasia oral € um termo clinico utilizado para descrever uma macula
ou placa branca ndo removivel e que nao tem qualquer associagao com outra
patologia. Tem o risco potencial de evoluir para um carcinoma oral de células
escamosas, sendo considerada uma lesdo potencialmente maligna. A
prevaléncia da leucoplasia oral € muito variavel entre diferentes populagdes, indo
de 0.2 a 5.2% consoante a populagao em estudo (44).

A etiologia da leucoplasia oral € multifatorial, incluindo alguns fatores de
risco tais como o consumo tabagico e alcodlico, inflamagao crénica, ma higiene
oral e predisposicdo genética. Um importante indicador de transformacao
maligna é a presenca de displasia na lesdo leucoplasica, referindo-se ao

crescimento e maturagdo anormais de células. A sua gravidade pode ser
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classificada como ligeira, moderada ou grave, com base no grau de alteragbes
celulares observaveis aquando do exame histopatolégico. Alguns estudos
sugerem a existéncia de uma ligagao entre o HPV e a leucoplasia oral,
reportando a presenca desta infecdo em 20% dos casos, sendo que quanto
maior for o risco de malignidade da les&o, maior sera a prevaléncia de HPV. No
entanto, ainda ndo se sabe qual o papel do HPV no desenvolvimento e
progressao maligna das lesdes de leucoplasia (45,46).

A abordagem terapéutica da leucoplasia envolve uma estratégia
multidisciplinar, nomeadamente a eliminacdo de fatores de risco, uma atenta
monitorizacao e a possibilidade de uma intervengao cirurgica, sendo o principal
objetivo a prevencado de transformacdo maligna. As opg¢des de tratamento
passam pela excisdo cirurgica, ablagdo por laser, a crioterapia e medicagao
tépica (45,47).

1.5.6 Carcinoma Oral

O carcinoma oral, mais especificamente o carcinoma oral de células
escamosas, é uma neoplasia maligna com origem no epitélio oral. E o tipo mais
comum de cancro da cavidade oral e representa um problema de saude
significativo a nivel mundial. Esta associado a varios fatores de risco tais como
tabagismo, consumo de alcool, e infecao por HPV. Nos casos de carcinoma das
células escamosas da orofaringe associado a HPV, o subtipo com maior
prevaléncia € o HPV-16, estando presente em mais de 85% destas neoplasias
(48-50).

E caracterizado como uma Ulcera persistente que ndo cicatriza ou uma
mancha vermelha ou branca na cavidade oral, podendo desenvolver-se na
lingua, no pavimento da boca, na gengiva, entre outros locais (48).

O prognéstico destes carcinomas esta dependente de varios fatores, dos
quais o estadio tumoral, a invasao perineural, a presenca ou ndo de metastases
nos ganglios linfaticos e o seu grau histolégico. A detecao precoce é fundamental
para um melhor prognostico e sobrevivéncia de pacientes com carcinomas
(51,52).

Como tratamento, estdo disponiveis a cirurgia, radioterapia e

quimioterapia, dependendo do estadio e extensao da doenca (48).
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Existem multiplas causas contribuintes para o desenvolvimento e
progressao destas lesdes, incluindo alteragdes genéticas, desregulacao das vias

de sinalizagao, inflamacgao crénica e interagdes com o microbioma oral (49).

1.5.7 Sindrome de WHIM

A sindrome de WHIM é uma deficiéncia imunitaria congénita autossémica
dominante, associada a uma disfuncdo de células imunitarias causada pela
ativagao do recetor de quimiocinas CXCR4, aumentando o risco de infegdes
bacterianas e uma maior suscetibilidade a lesées causadas pela infe¢ao por HPV
(53,54).

O acronimo “WHIM” representa Verrugas, Hipogamaglobulinémia,
Infecbes e Mielocatexia. Os individuos com esta sindrome tém lesdes
verrucosas persistentes, sendo que muitos desenvolvem cancro anogenital
associado a infecdo por HPV. Foi ainda demonstrado que a ativacdo da
sinalizagdo CXCR4 nos queratindcitos epidérmicos é responsavel por conferir
capacidade de transformagao a subtipos de HPV oncogénicos, o que leva a um
aumento da replicacao viral em pacientes com a sindrome de WHIM (6).

Adicionalmente, estes individuos partilham de uma série de caracteristicas
clinicas tais como neutropenia, linfopenia das células B e hipogamaglobulinémia,
0 que contribui para infe¢des recorrentes e aumenta a suscetibilidade de lesbées
induzidas por HPV (53,55).

1.6 Tratamento

A maioria das infe¢des por HPV na cabeca e pescoco sao eliminadas em
pessoas saudaveis, entre 6 a 20 meses apos a infecdo. No entanto, o HPV-16 é
o subtipo que mais demora a eliminar, cuja infegao pode durar até 20 meses (16).

Nestes, caso a infegao persista, existem tratamentos disponiveis para a
remocgao das lesdes, apesar de ndao haver cura para a infegao, visto que esta
persiste no epitélio, podendo levar a recidiva da lesdo. As opgdes de tratamento
variam consoante a manifestagédo e gravidade da infegao (39).

Para as manifestagbes ndo malignas, a remocgao destas lesbes pode ser

feita através de tratamentos clinicos como agentes causticos, provocando
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destruicéo tecidular, métodos cirurgicos, através da excisdo cirurgica da lesao
com bisturi tradicional ou da ablagcdo com laser, medicagao tépica e terapia
fotodinamica. O objetivo destes tratamentos é a remoc¢ao ou destruicdo do tecido

verrucoso e estimular o sistema imunologico para eliminar a infe¢ao (39,56).

1.7 Vacinas preventivas e vacinas terapéuticas

A prevengao da infegdo pelo virus do papiloma humano pode ser feita
através da vacinagao profilatica, eficaz entre 90 a 100% dos casos (12). No
entanto, ainda nao foi estudado o efeito das vacinas no HPV oral e subsequentes
lesdes. Apesar disso, ha estudos que demonstram que individuos imunizados
com a vacina possuem anticorpos salivares capazes de neutralizar pseudovirus,
in vitro, reforcando a ideia de que as vacinas disponiveis sdo capazes de prevenir
a infecdo por HPV e consequente cancro da cabeca e pescoco (16). Estes
pseudovirus sao particulas que se assemelham ao virus, mas que ndo contém
material genético viral, ndo sendo infeciosas (57).

Atualmente, existem trés tipos principais de vacinas para a prevengao
contra a infecdo por HPV e doencgas associadas, a bivalente (HPV-16/18), a
quadrivalente (HPV-6/11/16/18) e a nonavalente (HPV-
6/11/16/18/31/33/45/52/58). Estas vacinas demonstraram ser extremamente
eficazes na prevencéao de infe¢gdes por HPV e doengas como o cancro do colo
do utero, entre outros, e verrugas genitais. A vacinagao € recomendada tanto
para individuos do sexo masculino como do sexo feminino, preferencialmente
antes do inicio da atividade sexual, de modo a maximizar a eficacia da vacina
antes da exposi¢ao ao virus do papiloma humano (58).

Em Portugal, de acordo com a DGS, a vacina contra o HPV esta incluida no
Programa Nacional de Vacinagao para criangas com idade igual ou superior a 9
anos e até aos 27 anos. Trata-se de uma vacina recombinante de proteinas L1
dos gendtipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58 (59).

Para além das vacinas preventivas, as vacinas terapéuticas contra o HPV
visam tratar as infe¢gdes por HPV existentes e as doencas associadas, através
da indugao de uma resposta imunitaria mediada por células contra os antigénios
do HPV, especificamente as oncoproteinas E6 e E7. Estas vacinas mostraram-

se promissoras em estudos pré-clinicos e clinicos, através da utilizagdo de uma
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variedade de abordagens, tais como vetores virais, proteinas, DNA e RNA, e
vacinas celulares (58,60,61).

O objetivo destas vacinas passa pela geracdo de uma resposta imune
contra as células infetadas por HPV, levando a regressao de lesdes associadas
a esta infe¢do. Estas vacinas tém como alvo a ativacao de células T especificas
para antigénios HPV, de modo a reconhecer e eliminar as células infetadas por
HPV (62).

Embora as vacinas terapéuticas se tenham revelado promissoras em
ensaios preliminares, ainda sao precisos varios avangos para melhorar a sua
eficacia e seguranca, incluindo a resposta imunitaria ao HPV e a diversidade de

doencas associadas a esta infegao (60).

1.8 Cancro associado a infegao por HPV

A infecao persistente pelo virus do papiloma humano é um fator de risco
estabelecido para o desenvolvimento de varios tipos de cancro, incluindo o
cancro do colo do utero e cancro da cabeca e do pescoco, entre outros. Embora
a infecdo pelo HPV seja necessaria para a carcinogénese, por si s6 nao é
suficiente, sendo necessarios outros fatores tais como a resposta imunitaria do
hospedeiro, fatores genéticos e ambientais para a progressao da infegao para
cancro (63).

O microambiente tumoral (TME) também exerce um papel fundamental
na carcinogenese induzida por HPV. Este € uma entidade dinamica e interativa,
que inclui fibroblastos associados ao cancro (CAFs), que tem a capacidade de
desencadear a iniciagdo, progressao e metastase tumoral. As células do estroma
no microambiente tumoral contribuem para o meio pro-inflamatério, a evasao
imunitaria, a proliferacao e invasao associada aos cancros por HPV (63,64).

A interacdo entre o HPV e o sistema imunitario do hospedeiro € um aspeto
essencial na carcinogénese induzida por HPV. Este virus desenvolveu
mecanismos para evitar a vigilancia imunitaria e conseguir estabelecer uma
infecdo persistente, sendo as oncoproteinas E6 e E7 fundamentais para a
evasao imunitaria através da interferéncia com a resposta imunitaria do
hospedeiro e da regulagao negativa de proteinas supressoras tumorais, como a

pRB e a p53. A resposta imunitaria a infecdo pelo virus do papiloma humano
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envolve elementos da resposta imunitaria inata e adaptativa, sendo que o
equilibrio entre a resposta pro-inflamatéria das citocinas produzidas pelas
células Th1 e a resposta imunossupressora das citocinas produzidas pelas
células Th2, influencia a progressao da doenga e o desenvolvimento de cancro
(65).

Adicionalmente, modificagdes epigenéticas também desempenham um
papel na carcinogénese induzida pelo HPV, podendo levar a alteragdes na
metilagcdo do DNA, modificagao das histonas e perfis de RNA nao-codificante, o
que pode afetar a expressdo de genes virais e do hospedeiro, envolvidos no
desenvolvimento tumoral. A integragdo do DNA do virus no genoma do
hospedeiro pode ainda perturbar a regulacdo epigenética e promover a
instabilidade do genoma, estimulando assim a progressdo para malignidade
(36,65).

A investigacdo dos mecanismos moleculares que estdo na base da
carcinogénese induzida por HPV, nomeadamente a interagao entre fatores virais
e do hospedeiro, e as respostas imunitarias e modificagdes epigenéticas, € de
grande importancia para o desenvolvimento de novas e melhoradas estratégias
de prevengao, métodos de detecao precoce e terapias especificas para cancros

associados a infegao por este virus.

1.8.1 Cancro do Colo do Utero

A infecao pelo HPV esta intimamente relacionada com o desenvolvimento
do cancro do colo do utero, sendo o HPV-16 o subtipo mais comum nos
carcinomas de células escamosas do colo do utero, e o HPV-18 no
adenocarcinoma do colo do utero (66).

A presenca de HPV no colo do utero é detetada em cerca de 98.5% dos
cancros invasivos do colo do utero, salientando a grave associagao entre esta

infecdo e o desenvolvimento de cancro (66).
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1.8.2 Cancro da Cabeca e do Pescogo

O cancro da cabega e pescogo abrange um conjunto de neoplasias
malignas com origem no revestimento mucoso do trato aerodigestivo superior,
tais como a cavidade oral, nasofaringe, laringe e orofaringe.

Estes cancros variam histologicamente de indiferenciados néao-
queratinizados, para diferenciados e queratinizados. No entanto, cerca de 90%
dos cancros da cabega e pescogo s&o carcinomas de células escamosas (15,67).
Os habitos alcodlicos e tabagicos, bem como a infe¢do por HPV, séo fatores de
risco associados ao desenvolvimento de lesdes cancerigenas. O tabagismo € o
fator de risco mais reconhecido para o desenvolvimento de cancro, devido a
exposic¢ao a carcinogéneos presentes no tabaco, que provocam displasia celular
(44). O consumo de alcool, apesar dos seus mecanismos de carcinogénese nédo
serem totalmente compreendidos, € um fator de risco para o desenvolvimento
de lesbes cancerigenas, sendo que o etanol e o seu principal metabdlito sdo
carcinogéneos conhecidos (68). Nos ultimos anos, a prevaléncia do consumo
de alcool e tabaco como principal causa de cancro da cabecga e pescogo tem
vindo a diminuir, resultando numa maior incidéncia de cancro causado pelo virus
do papiloma humano (15,16,69).

O consumo de alcool € um fator de risco estabelecido para o cancro da
cabeca e pescogo, sendo essa relagdo maior entre o cancro da orofaringe e
hipofaringe do que os da cavidade oral ou da laringe (68).

Segundo o Registo Oncolégico Nacional de 2020, a incidéncia de tumores
da cavidade oral e faringe foi de 0.16%, apresentando um maior numero de
casos em pacientes do sexo masculino (70).

Os subtipos de virus de alto e baixo risco diferem uns dos outros de
acordo com a sua capacidade de transformacao celular, através das
oncoproteinas virais codificadas pelos genes E6 e E7. Nos subtipos de alto risco
estas oncoproteinas ligam-se as proteinas p53 e pRB, responsaveis pela
regulacdo do ciclo celular, sendo consideradas proteinas supressoras de
tumores. Este fendmeno leva a instabilidade do genoma, resultando em
alteracbes genéticas que impedem a apoptose e conduzem a imortalizagao

celular (4).
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A prevencgao de cancro da cabeca e pescogo tem por base a prevengao
da infegao pelo virus do papiloma humano e de outros comportamentos de risco,
tais como o consumo de tabaco e de alcool. Como referido anteriormente,
existem vacinas preventivas contra a infecao por HPV, apesar de nao
protegerem contra todos os subtipos conhecidos.

O cancro da cabega e do pescogo tem como tratamento cirurgia,
quimioterapia e radioterapia, podendo estes ser utilizados em conjunto em caso
de metastases. E de notar que o tratamento escolhido varia consoante a zona
anatomica, o estadio do cancro e o nivel de acesso cirurgico (71).

No entanto, o progndstico de pacientes com cancro da cabega e pescogo
associado a HPV é mais favoravel do que em pacientes nao infetados, tendo
taxas de sobrevivéncia mais elevadas em cerca de 60 a 80%, devido a uma
maior radiossensibilidade dos tumores HPV positivos, o que leva a uma melhor
resposta aos tratamentos de quimioterapia e radioterapia. Esta
radiossensibilidade deve-se a varios mecanismos biolégicos e moleculares, em
particular, a desregulagdo nas vias de reparagdo do DNA, a influéncia de
proteinas como p16 e p53 e stress oxidativo causado pelas oncoproteinas do
HPV. Adicionalmente, estes pacientes sdo tendencionalmente mais jovens e
com menos comorbidades do que pacientes HPV negativos (16,67,72).

No que toca a cancros associados a infecdo por HPV, estdo a ser
exploradas terapias alvo que interferem com as vias moleculares envolvidas na
carcinogénese induzida pelo HPV. Como exemplo, os inibidores da via
JAK/STAT, uma via desregulada em malignidades associadas a HPV, estao a

ser estudados como potenciais alvos terapéuticos (22,73).

1.9 Objetivos

Considerando o aumento de casos de cancro associado a infecao por
HPV, existe a necessidade de uma maior atencéo por parte do médico dentista
na identificagdo de lesdes na cavidade oral. A utilizacdo de métodos moleculares
como auxiliares de diagnodstico torna-se cada vez mais importante, pois facilita a
identificacao precoce do HPV.

O objetivo deste estudo é avaliar a prevaléncia de HPV em amostras de

saliva dos pacientes da Clinica Dentaria Universitaria da Faculdade de Medicina
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Dentaria da Universidade Catolica Portuguesa em Viseu, e desenvolver um
protocolo de genotipagem para determinar os subtipos de HPV presentes, de
forma a contribuir para a identificagdo precoce de lesdes malignas e

potencialmente malignas na cavidade oral.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Tipo de estudo

Este trabalho de investigagao consiste num estudo observacional transversal,
com o objetivo de identificar os diferentes subtipos de HPV na saliva de pacientes

da Clinica Dentaria Universitaria da Faculdade de Medicina Dentaria de Viseu.

2.2 Recolha de dados

Foi elaborado um questionario, aprovado pela comissao de ética, com o
objetivo de determinar os fatores de risco associados a infegdo por HPV da
populagao alvo. Este questionario foi desenvolvido tendo por base o inquérito da
anamnese disponivel na Clinica Dentaria Universitaria e pesquisa cientifica
relevante, relativamente a fatores e comportamentos de risco, e dados
epidemiologicos (4,11,33). Este questionario tem como objetivo a recolha de
dados sociodemograficos e clinicos dos pacientes para posterior analise. Os
dados sao pseudonimizados para garantir a conformidade com as normas RGPD
em vigor. O questionario foi aplicado a apenas um paciente, com carcinoma oral
de células escamosas, e considerando o numero limitado de pacientes com
lesdes malignas e potencialmente malignas na Clinica, os dados recolhidos nao
foram aplicados no presente trabalho. No entanto, a utilizacdo deste questionario
nas consultas de Medicina Oral na Clinica Dentaria Universitaria, poderia ser
relevante para uma recolha de dados futura e um maior controlo de lesdes

malignas e potencialmente malignas associadas a infe¢ao por HPV.

2.3 Amostra

Para validagao do protocolo de genotipagem de HPV na saliva, foi usada
uma amostra de conveniéncia, recolhida em 2021, composta por salivas de
pacientes da Clinica Dentaria Universitaria, de ambos os sexos, com idade
superior a 18 anos. Adicionalmente, foram recolhidas amostras de saliva de um
paciente com carcinoma oral de células escamosas e de um paciente com liquen
plano oral (4,11,60).
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A recolha de amostras de saliva foi feita de acordo com os protocolos
desenvolvidos no SalivaTec e autorizada pela comissao de ética. Os pacientes
foram instruidos, no inicio da consulta, acerca do procedimento de colheita de
saliva ndo estimulada, através do qual deixaram, sem forgar, acumular saliva na
boca, ndo engolindo. De seguida, depositaram num tubo Falcon de 50 mL, cerca
de 2 a 5 mL de saliva, de modo a atingir pelo menos a marca minima de 2 mL.
Os tubos foram fechados e desinfetados com &lcool a 70% e vedados com
parafiime, sendo imediatamente armazenados num recipiente com gelo ou
congeladas a —80°C, até as amostras serem processadas.

Apos a recolha das amostras, foi feita a extragdo de DNA das mesmas e

a subsequente amplificagcéo pela técnica de PCR.

2.4 Extracao de DNA

A extracao de DNA das amostras de saliva e da linha celular HeLa (usada
como controlo positivo para HPV-18), foi realizada usando o kit comercial
Monarch® Genomic DNA Purification Kit (New England Biolabs).
Resumidamente, 200 pL de cada amostra foram digeridos com 10 uL de
proteinase K (20 mg/mL), 3 uL de RNase A (20 mg/mL) e 100 uL de tampao de
lise a 56°C. A purificacdo do DNA foi feita de acordo com as instrugdes do kit. O
DNA extraido foi quantificado utilizando uma placa pDrop™ (Thermo Scientific)

e armazenado a -20°C até analise posterior.

2.5 Amplificagao por PCR

A amplificagdo de um fragmento do gene L1 do HPV foi feita usando 10
MM dos primers MY09/MY11, um dos pares de primers mais comummente
utilizados na detegdo de HPV (74). Os primers GP foram testados em dois
formatos de PCR, em formato nested e endpoint, nao tendo sido bem-sucedida
a amplificacdo do DNA de HPV. Os primers 16 e 18 sdo especificos para estes
subtipos de HPV. A sequéncia de todos os primers esta indicada na tabela 1. As
condi¢cdes de amplificagao consistiram numa etapa inicial de desnaturagédo a
94°C por 15 minutos, seguida de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 60°C por 30

segundos, 72°C por 30 segundos, com extenséao final a 72°C por 10 min.
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Tabela 1- Sequéncia dos primers utilizados e tamanho esperado dos fragmentos obtidos por PCR

Forward
Reverse
Forward
Reverse

Forward
Reverse

Forward

Reverse

2.6 Visualizacao

Primer Direcéao

Sequéncia (5°-3’)
GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG
CGT CCM AAR GGA WAC TGA TC
TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC
GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C
CAC TTC ACT GCA AGA CAT AGA
GTT GTG AAATCG TCGTTT TTC A
CAC AGT TAT GCA CAG AGC TGC
CAT ATATTC ATG CAATGT AGG TGT A

Fragmento

452 bp

142 bp

457 bp

322 bp

A visualizagao dos fragmentos amplificados foi feita por eletroforese em

gel de agarose (1%), preparado com 0.6 g de agarose em 60 mL de TAE 1x. O

gel foi carregado com 3 pL de DNA Ladder no primeiro pogo, 5 yL de Controlo

Positivo (HeLa) ou de Controlo Negativo (branco) no segundo e terceiro pogo,

respetivamente, e 5 pL de cada amostra nos pogos subsequentes. Foi deixado

a correr a 80 V por 40 minutos e visualizado num ChemiDoc MP imaging system

(Bio-Rad Laboratories).

As amostras positivas para HPV foram testadas com primers especificos

para os subtipos 16 e 18 e, sendo negativas, foram enviadas para sequenciagao

de forma a identificar o subtipo correspondente.
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3 RESULTADOS

Foram recolhidas amostras de saliva de um paciente com carcinoma de
células escamosas e outro com liquen plano oral, ambos negativos para HPV.
Tendo em conta o baixo numero de pacientes com lesdes potencialmente
malignas e malignas, foram analisadas 86 amostras de saliva, previamente
recolhidas a pacientes saudaveis da Clinica Dentaria Universitaria, entre 2021 e
2022, de ambos os sexos.

A idade dos pacientes variou entre os 21 e os 78 anos, com uma meédia
de 43.76 anos e mediana de 40 anos. Das 86 amostras analisadas, 11 nao
tinham informacao relativa a idade.

O grupo etario com um maior numero de amostras recolhidas pertence a
pacientes entre os 20 e os 29 anos de idade, com 18 amostras. O intervalo de

idades entre os 70 e 79 anos teve o0 menor numero de amostras, com apenas 7.

Género/ Idade

20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 sem informagao
Intervalo de idades

Masculine ~ Femining

Figura 1- Distribuicdo das amostras estudadas de acordo com a idade e sexo dos pacientes

Das amostras analisadas, 56% foram de pacientes do sexo feminino e
44% do sexo masculino. O maior numero de amostras foi de pacientes do sexo
feminino entre os 20 e 29 anos de idade, e os menores de pacientes do sexo

masculino entre os 50 e 59 anos e 0os 70 e 79.
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Recolha de amostras de saliva

Extracdo de DNA

Amplificagédo por PCR

Primers MY11/MY09 e visualizagéo
por eletroforese

Amostras Amostras
Negativas Positivas

Primers especificos para 16 e 18

Negativo Positivo

Sequenciagéo para
identificacdo do subtipo

Figura 2- Resumo da abordagem molecular usada neste estudo para identificagédo de subtipos de HPV em amostras de saliva

Para a genotipagem de HPV nas amostras de saliva, foi seguida a
estratégia ilustrada na figura 2, comegando pela extracdo do DNA das amostras
de saliva sendo, de seguida, feita a amplificacdo por PCR com os primers MY 11
e MY09. A visualizacado dos fragmentos obtidos foi feita por eletroforese em gel
de agarose. Nas amostras positivas para HPV, foram utilizados primers
especificos para identificagdo dos subtipos de alto risco 16 e 18. Em caso de
resultado negativo, os produtos de PCR obtidos com os primers MY foram

enviados para sequenciagao com o objetivo de identificar o subtipo de HPV.

Os resultados da amplificacdo por PCR com os primers MY sao visiveis
nas imagens do gel de agarose (Figuras 3 a 7), onde é possivel observar duas
bandas com o tamanho esperado nas amostras identificadas como 37 e 40.
Estas amostras pertencem a pacientes do sexo masculino com 67 e 74 anos de
idade. Através da anadlise das imagens, € possivel determinar que estas

amostras seriam positivas para infecdo por HPV, devido a presenga de uma
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banda com 452 bp nos pocos referentes a essas amostras. Estas duas amostram

compdem 2.3% de todas as amostras analisadas.

10 11 12 13 14

15
o W wm—-f‘n_,:ée

Figura 3- Eletroforese em gel de agarose 1% de amostras amplificadas por PCR com primers MY09 e MY11
(amostras 1-17). Pogo MM- Marcador de peso molecular DNA Ladder I. CP- Controlo Positivo. CN- Controlo
Negativo. Pogos 1 a 17- amostras 1a 17

MM 18 19 20 21 22 23
E oy
g Y, o

3

1800 B

1000
800

600
400
200

Figura 4- Eletroforese em gel de agarose 1% de amostras amplificadas por PCR com primers MY09 e MY11
(amostras 18-36). Pogo MM- Marcador de peso molecular DNA Ladder . Pogos 18 a 36- amostras 18 a 36
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Figura 5- Eletroforese em gel de agarose 1% de amostras amplificadas por PCR com primers MY09 e MY11
(amostras 37-55). Pogo MM- Marcador de peso molecular DNA Ladder I. Pogos 37 a 35- amostras 37 a 55. Pogos
37 e 40- presenga de uma banda de 452 bp

Figura 6- Eletroforese em gel de agarose 1% de amostras amplificadas por PCR com primers MY09 e MY11
(amostras 56-76). Pogo MM- Marcador de peso molecular DNA Ladder I. Pogos 56 a 76- amostras 56 a 76

78 79 80 81 82 83 306 335 629 777 777

Figura 7- Eletroforese em gel de agarose 1% de amostras amplificadas por PCR com primers MY09 e MY11
(amostras 77-777). Pogo MM- Marcador de peso molecular DNA Ladder I. Pogos 77 a 777- amostras 77 a 777
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De acordo com a metodologia ilustrada na figura 2, as amostras 37 e 40
foram amplificadas com primers especificos para os subtipos de HPV 16 e 18.
Sendo este resultado negativo (dados n&o mostrados), as amostras foram re-
amplificadas com os primers MY para sequenciacdo. A amostra 37 nao tinha
qualidade suficiente, possivelmente devido a uma baixa concentracdo de DNA
ou a contaminacao da amostra, e o eletroferograma correspondente a amostra

40 esta representado na figura 8.

80 90 700

VA AV A A} M A e ATS e VA A AANAAANAN 2NN
TGGGACTTGCTCTTGAAGTTAGCGGCGGAGGGTGAGTAAGGGTGGGCAACCTGCCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGA
160 WD WBU 1‘3[] 2EID ZTD ZIZU 2‘30

AAVATATAVS aVAVA s AYA AVA'AVN A R'AVAIRTBTRAVATAVAV.NAVNATAVNAVVAIAVNA'S! A A | SVAVAVA'S) MN U VVAAATY A
AACCGGAGCTAATACCGGATACGTTCTTTTCTCGCATGAGAGAAGATGGAAAGACGGTTTACGCTGTCACTTATAGATG
2‘40 ZISU 2\6[] 2‘70 2§U Z?U 390 3:|E|

320 330 340 350 360 370 380 390

WANAUA'S AR TRENEAWATAVYA'A APV AAATR AR BTAYY WAV AVAYN ATAVNATAVATA'A'A STATATAVAYAVA VYD A TAVAVAVVA AN VY
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG
400 410 420 430 44‘»0 450 4@0 4?0

heatl s

ACGGAGCAACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTAA
480 290 500 510 520 530 540 550

‘ A\ MM A X ‘A AN XX ‘ AR
AGCGTTGTCCGGAATTATTGGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC

Figura 8- Eletroferograma

Apds BLAST da sequéncia obtida, nenhum subtipo de HPV foi identificado,
sendo detetadas apenas sequéncias de origem bacteriana como tendo maior
similaridade. Desta forma, o resultado para a amostra 40 foi inconclusivo. Este
resultado pode ser devido a presenca de DNA bacteriano na amostra ou a uma
quantidade insuficiente de DNA viral, contribuindo para a impossibilidade de
identificar o subtipo de HPV presente na amostra. Existe também a possibilidade
da amostra 40 ter sido um falso positivo, causado pela amplificagdo de DNA nao-
especifico.
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4 DISCUSSAO

A infegao pelo virus do papiloma humano desempenha um papel importante
no desenvolvimento de varios tipos de cancro, incluindo cancro do colo do utero
e cancro da cabeca e pescoco. Este virus é atualmente um dos principais fatores
de risco associados ao desenvolvimento destes cancros, particularmente por
subtipos de alto risco como HPV-16 e HPV-18 (69,75). De acordo com a literatura,
o carcinoma de células escamosas da cabeca e pescocgo representa 6.5% dos
casos de cancro em todo o mundo, e cerca de 25% de todos os cancros da
cabeca e pescoco apresentam infecdo por subtipos de alto risco de HPV,
apresentando uma maior prevaléncia em tumores da orofaringe, de cerca de
50% (76).

A detecédo da infecdo por HPV é fundamental para o diagndstico precoce € o
acompanhamento de lesdes potencialmente malignas, sendo o uso de amostras
de saliva ideal no rastreio de HPV oral. O diagnostico de tumores da cabecga e
pescoco € muitas vezes tardio e em estadios mais avancados devido a sua
localizagdo anatdémica, sobretudo os tumores da orofaringe, devido ao dificil
acesso clinico e a facilidade em confundir tecido tumoral com a mucosa da base
da lingua e das amigdalas (76).

Deste modo, a utilizagcéo de saliva como meio diagnéstico apresenta algumas
vantagens por ser de facil colheita e ndo invasivo, em comparagao com métodos

mais agressivos como esfregacos e bidpsias orais, e permitir a analise através
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de técnicas de diagnostico molecular, como o PCR (77,78). No entanto, apesar
da presenca de DNA de HPV na saliva ja ter sido estabelecida como um
biomarcador, a utilizagdo de amostras salivares ainda nao € uma pratica comum,
por diversas razdes. Existem varios métodos de colheita de amostras orais,
incluindo a recolha de saliva ndo estimulada ou estimulada, esfregagos de
mucosa oral, bochecho com soro fisioldégico e bidpsias teciduais, o que pode
levar a diferentes resultados (76,79). A concentragdo de DNA em amostras
salivares pode ser insuficiente, podendo dar origem a falsos negativos devido a
uma diminuicdo da sensibilidade (5,80). Adicionalmente, existe uma maior
possibilidade de a qualidade do DNA ser comprometida, considerando a elevada
carga microbiana das amostras de saliva, o que pode resultar em falsos positivos
(5,76,79).

Apesar de nos ultimos anos se ter verificado um aumento na investigagéo do
HPV oral e no potencial da saliva como meio de diagndstico, a variabilidade dos
protocolos estudados e a falta de consenso acerca dos métodos de recolha de
amostras e a sua respetiva analise, ndo permite a aplicacdo destes métodos de
forma rotineira na identificacdo da infecéo pelo HPV (76).

De acordo com a literatura, o rastreio de HPV baseado em amostras salivares
pode também ser utilizado como meétodo de vigilancia e controlo na
monitorizagdo da recorréncia do cancro antes do aparecimento de sintomas
clinicos, devido a capacidade de persisténcia do DNA de HPV na saliva de
pacientes com carcinoma oral de células escamosas, especificamente pacientes
com carcinoma orofaringeo de células escamosas associado a HPV, mesmo
apos o tratamento (69,81-83).

Nomeadamente, um estudo revelou que 22.2% dos seus participantes
apresentaram infecao por HPV oral persistente, estando o virus presente tanto
no inicio do estudo como no controlo apds 12 meses (84). Os autores usaram
nested PCR em amostras de saliva com os primers MY09/11 e GP5+/6+ como
método de detecdo de HPV. Adicionalmente, foi detetada a presenga de DNA de
HPV-16 na saliva de pacientes cerca de 3.5 a 7 meses antes de ser detetada
clinicamente uma recorréncia de carcinoma de células escamosas,
demonstrando o potencial da saliva como biomarcador (85,86). A presenga de
DNA de HPV-16 na saliva de pacientes pode indicar a presenga de cancro

residual microscopico, ou micrometastases indetetaveis através do estudo
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patolégico convencional ou controlos radiolégicos; por outro lado, a presenca de
DNA de HPV pode também ser consequéncia da incapacidade de eliminagéo da
infegcao por HPV (86).

No entanto, apesar destas evidéncias, na pratica clinica sdo maioritariamente
utilizados métodos de recolha de amostras mais diretos e precisos, como
bidpsias teciduais ou esfregagos, de modo a confirmar a presenca de HPV em
cancros orais. As variagdes da carga viral e a sua distribuicdo na cavidade oral,
sdo um desafio no uso da saliva como amostra de diagndstico primaria, sendo
que as percentagens de detecao de HPV variam significativamente dependendo
das técnicas utilizadas na colheita, além do local anatémico de onde as amostras
sao recolhidas (5,79). Estas limitagdes contribuem para uma reduzida utilizagéao
dos testes baseados em saliva no diagndstico e acompanhamento de casos de
HPV oral (79). No entanto, com o aprimoramento das técnicas de colheita,
processamento de amostras e analise molecular, os testes de saliva tém o
potencial de se tornar numa ferramenta eficaz, mais acessivel e nao-invasiva
para o monitoramento e diagnoéstico molecular do HPV oral.

Este estudo teve como objetivo a identificagdo de subtipos de HPV em
amostras de saliva de pacientes da Clinica Dentaria Universitaria, com o intuito
de contribuir para a detegdo precoce de lesdes potencialmente malignas e
malignas associadas a infegao pelo virus do papiloma humano. Das 86 amostras
analisadas, apenas duas foram identificadas como positivas, ambas
pertencentes a pacientes do sexo masculino, com 67 e 74 anos de idade, apds
amplificagdo por PCR e visualizagao por eletroforese em gel de agarose. Estas
duas amostras representam 2.3% de todas as amostras analisadas. Estes
resultados enquadram-se nos valores globais de prevaléncia de HPV oral
descritos na literatura, variando entre os 0.3% e os 23.2%, dependendo das
variaveis estudadas (4,80).

Num estudo realizado em individuos saudaveis de uma populacgao italiana, a
prevaléncia de HPV na orofaringe, mais especificamente em esfregagos da base
da lingua, foi de 0.31% numa amostra de 1285 pacientes (80). As amostras
positivas pertenciam a individuos do sexo masculino, entre os 49 e os 62 anos,
e fumadores, tendo sido testadas para a presenca de 11 subtipos de alto risco
de HPV e 4 de baixo risco, através da analise por PCR (80). Numa outra

populagao italiana, composta por individuos jovens entre os 18 e os 30 anos, a
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prevaléncia de HPV oral foi de 0.7%, em amostras de saliva, com 75% dos
resultados positivos pertencentes a pacientes do sexo feminino e 87.5%
positivos para subtipos de alto risco (79). Estes resultados foram obtidos através
da genotipagem de HPV utilizando o sistema de detegdo Anyplex™ |l HPV28,
com a capacidade de detetar, diferenciar e quantificar 28 gendtipos diferentes
de HPV (79). Por outro lado, Tristdo et al. relatou uma prevaléncia de 23.2%
numa amostra de esfregagos orais de 125 individuos de uma populagao
brasileira, de ambos os sexos, com idades entre os 17 e os 54 anos, sem estes
apresentarem qualquer sintoma ou manifestagéo clinica da infegdo por HPV (4).
Neste estudo, foi observada uma maior prevaléncia em pacientes do sexo
feminino, de cerca de 70%, tendo a detecédo de HPV sido feita através de PCR
utilizando o set de primers MY09/11 (4).

A variabilidade nas prevaléncias globais descritas para HPV na cavidade oral
pode ser atribuida a diversos fatores, tais como as diferencas nas populacdes
estudadas, as variagdes geograficas, os métodos de diagndstico usados, o tipo
e os meétodos de colheita de amostras, além do local anatomico de onde estas
foram colhidas (79,87). Além dos fatores previamente referidos, o intervalo de
tempo entre a infegao e a recolha das amostras pode influenciar os resultados,
devido a capacidade de individuos jovens saudaveis de eliminar a infegdo num
espaco de seis a doze meses (80,88).

Neste trabalho, as duas amostras positivas para HPV foram testadas
adicionalmente com primers especificos para os subtipos 16 e 18, tendo os
resultados sido negativos. Apenas uma das amostras foi enviada para
sequenciacido, uma vez que a outra amostra ndo possuia intensidade suficiente
para sequenciar. Os resultados da sequenciagao foram inconclusivos quanto ao
subtipo de HPV da amostra analisada, pelo que n&o podemos excluir a
possibilidade de serem amplificacbes nao especificas (falsos positivos). Um
trabalho anterior realizado em amostras de saliva de 40 pacientes da Clinica
Dentaria Universitaria revelou um resultado idéntico (89).

Este resultado pode ser devido a varios fatores, tais como a presenca de
multiplas infe¢des por HPV na mesma amostra ou a coinfeccdo por outros
microrganismos, além da baixa quantidade ou qualidade do DNA da amostra
(79). Além dos fatores relacionados com a amostra, a escolha dos primers

MYO09/11 utilizados na amplificagcdo pode igualmente ter interferido nos

30



resultados. O uso de primers degenerados € muito comum na detegéo do virus
do papiloma humano, devido a sua capacidade de detetar uma grande variedade
de subtipos de HPV. Estes primers tém como objetivo reconhecer regides mais
conservadas do genoma, permitindo a amplificagdo de varios genotipos
diferentes em simultaneo (90-92).

No entanto, primers degenerados como MY09/11 possuem uma menor
sensibilidade para subtipos especificos, sendo necessaria a combinagdo com
outros primers. A técnica de nested-PCR permite uma amplificagcdo mais
especifica, ao dividir o processo do PCR em duas etapas com duas
amplificagdes consecutivas. Na primeira sao utilizados primers especificos para
uma regiao do DNA; na segunda, sao utilizados primers internos a essa mesma
regido ja amplificada, o que leva a um aumento da sua sensibilidade (93,94).

A utilizagdo dos sets de primers MY09/11 e GP5+/6+ constitui o0 método de
PCR mais comummente utilizado na deteg¢ao da infe¢gao por HPV, o que permite
uma identificagdo mais abrangente de genétipos de HPV, em comparagao com
o0 uso individual destes primers (94). No entanto, no presente estudo, a
amplificagdo com o par de primers GP nao deu resultados satisfatorios.

Apesar dos primers utilizados serem comuns na amplificacdo de HPV, os
resultados inconclusivos da sequenciacao destacam a complexidade da detegao
de HPV oral e a necessidade de um maior foco na investigacdo de meios de
diagndstico de HPV oral, de modo a melhorar o acompanhamento de lesbes
potencialmente malignas associadas a infecao por este virus e desenvolver
meétodos de detecao precoce.

Algumas das limitagdes encontradas durante a elaboracéo desta dissertagcao
passam pela amostra estudada. O obijetivo inicial de recolha de amostras de
pacientes com lesbes malignas e potencialmente malignas nao foi possivel,
devido a um numero insuficiente de pacientes com estas lesbes e com
disponibilidade para participar no projeto. Dos dois pacientes iniciais aos quais
foram feitas colheitas, e que apresentavam lesdes malignas e potencialmente
malignas, nenhum apresentou resultados positivos para a infegdo por HPV.
Deste modo, foi usada uma amostra de conveniéncia, ndo havendo dados
clinicos acerca de potenciais lesbes associadas a infecao por HPV, o que pode

ter influenciado os resultados obtidos.
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Foi também elaborado um questionario com questdes relevantes acerca da
infecdo por HPV e aos seus fatores de risco, que acabou por ter sido aplicado
apenas a um unico paciente. Este questionario tinha como objetivo avaliar a
ligacdo entre o virus do papiloma humano e os fatores de risco apresentados
pelos pacientes, bem como o conhecimento destes acerca da infegdo por HPV
e dos seus métodos de transmissdo. Como trabalho futuro, este questionario
podera ser usado numa amostra maior de pacientes. Para além de amostras de
saliva, poderéao ser estudadas amostras de esfregagos ou bidpsias, para detecao
da infegdo por HPV. Adicionalmente, para identificacdo de subtipos de risco,

poderao ser usados métodos de imunodetecdo como ELISA.

5 CONCLUSAO

A relagao entre a infegcado por HPV e o desenvolvimento de cancro oral tem
sido um topico bastante estudado nos ultimos anos. A prevaléncia de Cancro
Oral associado ao HPV tem vindo a aumentar, levando a uma acrescida
necessidade de investigagao das suas causas, possiveis tratamentos e métodos
preventivos. O médico dentista desempenha um papel fundamental na detecéo
precoce das lesbes orais associadas ao HPV, além da instrugdo dos pacientes
acerca de praticas de prevencgao.

O diagndstico precoce de lesdes malignas e potencialmente malignas
através da deteg¢ao da infegcao por HPV, em especial através de amostras de
saliva, tem o potencial de auxiliar na diminuicdo da prevaléncia de cancro oral,
através do diagnostico precoce destas lesdes, e de contribuir para melhores
desfechos clinicos, através de um adequado plano de tratamento e
monitorizacgao.

Apesar das varias vantagens da utilizagdo da saliva como método
diagndstico e rastreio do HPV, a sua aplicagao clinica continua a ser limitada,
devido a uma falta de consenso acerca dos protocolos de recolha e analise de

amostras utilizados.
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Apéndice 1- Questionario

QUESTIONARIO

Codigo da amostra:

Género:
(a) Feminino

(b) Masculino

Idade:

Nacionalidade:

Nivel de escolaridade:

Patologia Base:

Localizacao:

Intensidade:
(a) Fraca

(b) Moderada

(c) Forte

(d) Muito Forte

Frequéncia:

& CATOLICA

FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

VISEL

40




Modo:
(a) Subito
(b)
(c) Insidioso
(d)

Lento

Por surtos

Evolugao:

Outros sintomas:

Diagnéstico:

Visita regularmente algum médico?
(a) Sim
(b) Nao

Por que razao?

Ultimas analises:

Valores anormais:
(a) Sim
(b) Nao

Medicacao:

CATOLICA

FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

VISEL
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CATOLICA

FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

VISEL

Esta gravida?
(a) Sim
(b) Ndo

(c) Nao aplicavel

Tem problemas cardiacos?
(a) Sim
(b) Nao

Se Sim, indique quais:

Tem tensao alta?
(a) Sim
(b) Nao

Sofre de Diabetes?
(a) Sim
(b) Nao

Se Sim, de que tipo?

Tem Doencas de Sangue?
(a) Sim
(b) Nao

Quando sofre um corte, sangra durante muito tempo ou demora a
cicatrizar?

(a) Sim

(b) Nao

Faz hematomas com facilidade?
(a) Sim
(b) Nao
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Costuma sangrar pelo nariz?
(a) Sim
(b) Nao

Tem alguma doenca infetocontagiosa?
(a) Sim
(b) Nao
Se Sim, quais?
(a) Hepatite
(b) Tuberculose
(c) VIH
(d) Sifilis
Se assinalou Hepatite, indique o tipo:

, CATOLICA
" FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

VISEL

Tem doencas de figado?
(a) Sim
(b) N&o

Tem problemas de estémago?
(a) Sim
(b) Nao

Tem problemas renais?
(a) Sim
(b) Nao

Tem epilepsia?
(a) Sim
(b) Nao
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CATOLICA

FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

VISEL

Sofre de alguma destas doengas?
(a) Asma
(b) Urticaria
(c) Alergia ao pélen
(d) Sinusite
(e) Nao
(f) Outras

E alérgico a algum medicamento/dispositivo médico?
(a) Sim
(b) Nao
Se respondeu Sim, indique quais:
(a) Aspirina
(b) Penicilinas
(c) Sulfamidas
(d) Tetraciclinas
(e) Anestésicos
(f) Niquel
(g) Cromio/Cobalto
(h) Acrilico
(i) Latex
(j) Outro

Sofre/sofreu de alguma doenca cancerigena?
(a) Sim
(b) Nao

Se Sim, que regiao foi afetada?

Foi submetido a algum tratamento de Radioterapia ou Quimioterapia?
(a) Sim
(b) Nao

Se Sim, indique qual e durante quanto tempo?
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CATOLICA

FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

VISEL

Outros:

Indique se existem doengas na familia como Cancro, Diabetes, Doengas
cardiacas, Alergias. Indique quais:

(a) Cancro

(b) Diabetes

(c) Doengas cardiacas

(d)

d) Alergias

Higiene Dentaria:

Habitos tabagicos:
(a) Sim
(b) Nao

Se Sim, quantos cigarros por dia?

Habitos alcodlicos:
(a) Sim
(b) N3o

Habitos pessoais dentarios:

Habitos pessoais Familiares:
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EXAME CLiNICO INTRAORAL

Labios:

Lingua:

Palato Duro:

Palato Mole:

Pavimento da Boca:

Regido Jugal Direita:

Regido Jugal Esquerda:

Gengiva:

Vestibulo e freios:

Glandulas Salivares e Saliva:

Avaliacao Periodontal:

CATOLICA

FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA
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CATOLICA

FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

VISEL

Tem ou teve lesdes orais:
(a) Sim
(b) Nao
(c) Nao Sei

Ja ouviu falar em HPV?
(a) Sim
(b) Ndo

Sabe que existem diferentes subtipos de HPV?
(a) Sim
(b) Nao

Das seguintes op¢oes, quais sio meios de transmissao de HPV?
(a) Contacto Sexual

(b) Durante o Parto

)
(c) Através de beijos com troca de saliva
(d) Abragos
(e) Nao sei
A infecao por HPV pode ocorrer na cavidade oral?
(a) Sim
(b) Nao

(c) Nao sei

O HPV pode estar na origem de doencas como o Cancro?
(a) Sim
(b) Nao

(c) Nao sei

Sabe que existe vacina contra o HPV?
(a) Sim
(b) Nao
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CATOLICA

" FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

VISEL

Foi-lhe administrada a vacina contra o HPV?
(a) Sim
(b) Nao

(c) Nao sei

Tem alguma questao que nao tenha sido abordada?
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