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RESUMO

Introducé&o: Os virus do papiloma humano (HPV) sdo uma familia de virus de DNA néo
envelopados associados principalmente ao cancro do colo do Utero. Contudo, ha dados
epidemioldgicos que sugerem que o HPV desempenha um papel importante como fator de
risco no desenvolvimento de cancro orofaringeo ndo s6 como modulador do processo de
malignizacdo em tumores orofaringeos induzidos por alcool e tabaco mas também como
fator oncogénico primario na inducdo da carcinogénese entre nao fumadores e néo
alcoolicos. Torna-se evidente a necessidade de mais estudos de prevaléncia de HPV oral
entre individuos saudéveis no sentido de conhecer a sua distribuicdo e diversidade na
populacdo em geral. Deste modo, 0 objetivo deste estudo é precisamente realizar um
rastreio em adultos saudaveis no sentido de aferir a prevaléncia de HPV oral em pacientes
da Clinica Dentéria Universitaria.

Métodos: Procedeu-se a selecdo de 40 pacientes saudaveis da Clinica Dentéria
Universitaria UCP-Viseu dos quais foram recolhidas amostras de saliva e epitélio oral dos
bordos laterais da lingua. Realizou-se entdo a extracdo de DNA das amostras, o qual foi
analisado quanto a presenca de HPV por PCR (Polimerase Chain Reaction). Os
fragmentos obtidos foram sequenciados de forma a confirmar a presenca do virus e a
determinar a que tipo de HPV pertencem.

Resultados: Nas amostras recolhidas algumas revelaram a presenca de fragmentos
amplificados suspeitos de poder corresponder a presenca de HPV na saliva. No entanto,
nas reacdes de sequenciacdo foram obtidas sequéncias ndo especificas pelo que nao se
confirmou a presenca deste virus na amostra analisada. Sendo assim estamos perante uma
prevaléncia de HPV oral de 0% na amostra estudada.

Conclus6es: Os resultados obtidos fornecem novas informacg6es sobre o status do HPV
oral numa area geografica ainda ndo caracterizada quanto a prevaléncia deste virus, o que é
de extrema importancia em termos de saude publica. Os dados obtidos parecem indicar que
a prevaléncia do virus na populacdo é menor que noutras populacdes embora também seja
de considerar que a amostra possa ndo ser representativa da populagdo uma vez que foram
analisadas apenas 40 amostras devendo estes resultados ser considerados preliminares e
suportados por estudos futuros com amostras de maior dimensdo. Considerando o
envolvimento do HPV na etiologia do cancro orofaringeo, revela-se pertinente realizar
mais estudos epidemioldgicos no &mbito do HPV oral.

Palavras chave: Virus do papiloma humano (HPV); oral; prevaléncia; cancro
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ABSTRACT

Introduction: The human papillomaviruses (HPV) are a family of non-enveloped DNA
viruses, mainly associated with cervical cancers. However, there are epidemiologic data
that suggest its role as a risk factor in the development of oropharyngeal cancers, not only
as a modulator of the malignancy process in oropharyngeal tumors induced by alcohol and
tobacco but also as a primary oncogenic factor in the carcinogenesis induction among non
smokers and non alcoholic. More oral HPV prevalence studies in healthy individuals are
needed in order to investigate the potential oncogenic risk of this virus as well as to
acknowledge its distribution and diversity in the general population. Thus, the goal of this
study was to perform an HPV screening in healthy adults to assess oral HPV prevalence in
the University Dentistry Clinic patients.

Methods: 40 healthy patients of the UCP-Viseu University Dental Clinic were selected
and submitted to saliva and lateral borders of the tongue epithelium collection. DNA was
then isolated from the saliva samples and screened for HPV 6, 11, 16 and 18 through PCR.
The obtained fragments were sequenced in order to confirm the virus presence and to
determine to what type of HPV they belong to.

Results: Some of the collected samples revealed the presence of amplified fragments
suspects of possibly corresponding to HPV presence in the saliva. However, in the
sequencing reactions non-specific sequences were obtained whereby this virus presence in
the analyzed population was not confirmed. Therefore the oral HPV prevalence in the
studied sample is 0%.

Conclusions: The obtained results provide new information about the oral HPV status in a
previously non-screened area for this virus prevalence, which is extremely important
public health wise. The obtained data seems to indicate that the prevalence of the virus in
the population is lower than in other populations although the sample may not be
representative of the population as only 40 samples were analyzed and consequently these
results should be considered preliminary and the conclusions supported by further studies
with larger sample size. Considering HPV involvement in oropharyngeal cancer etiology, it
becomes relevant to perform more oral HPV epidemiological studies.

Key words: Human papillomavirus (HPV); oral, prevalence, cancer
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1. INTRODUCAO

A infecdo oral por HPV, sobretudo pelos tipos de alto risco 16 e 18, tem sido descrita
em varios estudos como um fator de risco no desenvolvimento de cancro orofaringeo.
Contudo, os dados da infecéo oral por HPV na populacdo portuguesa sao escassos e revela-
se til averiguar a prevaléncia da infecdo bem como a prevaléncia dos varios tipos de HPV
presentes na populacdo portuguesa para que possam ser tomadas medidas no ambito das

politicas de prevencéo.

1.1 HPV
Os virus do papiloma humano sdo pequenos virus ndo envelopados, de cadeia dupla de
DNA, constituidos por cerca de 7900 bases nucleotidicas, pertencentes a familia

Papovaviridae, que infetam preferencialmente células epiteliais escamosas (1-3).

1.1.1 Constituicdo

O genoma do HPV ¢ constituido por oito open reading frames (ORF), funcionalmente
organizadas em dois grupos consoante a altura em que sdo expressas durante o ciclo de
vida viral; ha seis genes que se expressam precocemente, denominados E (Early), e dois
genes que se expressam tardiamente, os L (Late) A esta regido codificadora segue-se uma
regido reguladora designada de LCR. A regido E é formada por genes codificadores de
proteinas funcionais (E1, E2 e E4) e oncoproteinas (E5, E6 e E7), e a regido L inclui duas
proteinas da céapside L1 e L2. O gene E4 também é expresso nas fases finais do ciclo de
vida viral. A regulagdo da expressdo genética deste virus é feita essencialmente a nivel da

transcricao (4).

Figura 1 Constituicdo do genoma do HPV (4)



1.1.2 Classificacéo

Estes virus sdo identificados através da anélise da sua sequéncia gendmica completa, e
classificados por tipo. Os diferentes tipos (que correspondem a genotipos) distinguem-se
com base na homologia da sequéncia do gene L1 da capside proteica (5). Considera-se um
novo tipo de HPV quando as sequéncias de nucleotideos dos genes L1, E6 e E7
(aproximadamente 30% do genoma viral) divergem em mais de 10% dos tipos ja
conhecidos. Caso essa percentagem seja inferior a 2% o novo virus isolado € designado
como uma variante do mesmo tipo. Os subtipos virais correspondem a genomas cuja
sequéncia nucleotidica nessas regiGes genéticas difere entre 2 e 10% dos tipos ja
identificados (6).

Até a atualidade ja foram identificados, em humanos, mais de 120 genotipos de HPV
gue podem ser encontrados no trato anogenital, uretra, pele, laringe, mucosa
traqueobronquial, cavidade nasal, seio paranasal e cavidade oral. Segundo Syrjanen et al
(2011) , o grau de risco de desenvolvimento de cancro é avaliado em baixo ou alto, de
acordo com o comportamento clinico dos tecidos infetados pelo virus (5), ao passo que,
Kumaraswany e Vidhya (2011) estratificam o fen6tipo oncogénico do virus em alto, médio
ou baixo risco de acordo com as variagGes genotipicas da sequéncia base de DNA do E6 e
E7 (1). Os gendtipos de alto risco englobam o HPV 16 e 18, ao passo que os de médio
risco abrangem o HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 58, e 0s de baixo risco incluem o HPV 6,
11, 42, 43, 44 (1).

Em mucosa oral normal foram detetados os seguintes tipos de HPV: HPV 2, 6, 7, 11, 13,
16, 18, 31, 33 e 35. Em lesdes orais benignas e malignas foram detetados até a data 24
tipos: HPV 1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 13, 16, 18, 31, 32, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 55, 56, 57, 58,
59, 66, 69, 72 e 73 (5).

Os HPV possuem a capacidade de infetar tanto as mucosas como os tecidos cutaneos.
Deste modo, podem ser classificados segundo o seu tropismo como cutaneotrépicos e

mucosotropicos (6).



Tropismo Alteracéo associada

Cutaneotrépico Verrugas plantares

(Baixo risco) Verrugas comuns

Verrugas vulgares (planas)

Outras lesdes cutaneas (exs.:
quistos epidérmicos,
carcinoma da laringe)
Epidermodisplasia

verruciformis

Papilomatose  respiratoria
recorrente
Papilomas/Carcinomas
conjuntivos
Condiloma acuminado

(verrugas genitais)

Tipo de HPV

1,2,4,63

2,1,7,4,26, 27, 29, 41, 57,
65, 77,1, 3, 4, 10, 28

3, 10, 26, 27, 28, 38, 41, 49,
75,76

6, 11, 16, 30, 33, 36, 37, 38,
41, 48, 60, 72, 73

2, 3,10, 5, 8,9, 12, 14, 15,
17, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 36, 37, 38, 47, 50

6, 11

6, 11, 16

6, 11, 30, 42, 43, 45, 51, 54,
55,70

Mucosotropico
(Alto risco)

Neoplasia
Cervical (NIC)
- Nao especifico

Intraepitelial

- Baixo risco (NIC I)

- Alto risco (NIC 1)

Carcinoma cervical

30, 34, 39, 40, 53, 57, 59,
61, 62, 64, 66, 67, 68, 69

6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 42,
43,44, 45,51,52, 74

16, 18, 6, 11, 31, 34, 33, 35,
39, 42, 44, 45, 51, 52, 56,
58, 66

16, 18,31, 45, 33, 35, 39, 51,
52, 56, 58, 66, 68, 70

Tabela 1 Relagéo entre o tipo de HPV e a patologia associada (6)




1.1.3 Transmissao

O modo de transmisséo do HPV oral ainda ndo se encontra totalmente clarificado. Estes
virus podem ser adquiridos durante o parto, a partir de infecbes cervicais da méae
(transmisséo perinatal ou vertical), e estabelecer assim infecdes subclinicas latentes (1). A
detecdo de DNA de HPV-6 em criangas nascidas por cesariana sugere que a infecdo pré-
natal por HPV pode ocasionalmente ocorrer, provavelmente através de infegdes
ascendentes, isto é, por transmissdo transplacental (7, 8). Na maioria dos casos a
transmisséo é horizontal, ou seja, ocorre por via sexual (relacGes sexuais peno-vaginais ou
peno-anais, sexo oral e sexo digito-vaginal) ou através de fomites (roupa, lencdis, toalhas,
objetos e instrumentos), dada a sua alta resisténcia aos efeitos letais do calor e secagem.
Podera eventualmente dar-se também a auto-inoculacdo do virus de outras areas cutaneas
ou anogenitais (1, 7, 9, 10). Até a data, nenhum tipo de HPV foi detetado no sangue, sendo
muito pouco provavel que o virus possa ser transmitido por via sanguinea porque nédo
possui uma fase virémica. A transmissdo de HPV através da amamentacdo ndo foi
igualmente documentada. O esperma podera ser um meio de transmissdo de células
associadas a HPV durante a ejaculacéo (7). A possibilidade de o virus se propagar por via

oral constitui uma possibilidade, sendo uma &rea ativa de investigacéo (11).

1.1.4 Infe¢éo por HPV

As consequéncias clinicas da infecdo variam segundo o tipo de HPV (12). A maioria das
infecdes por HPV sdo assintomaticas, auto-limitadas e transientes, com episodios que
duram 4 a 20 meses, resolvendo espontaneamente ao fim de 1-2 anos, possivelmente a
custa do sistema imunitario do hospedeiro para debelar a infecdo (3, 10, 12, 13). Nao esta
esclarecido e é dificil verificar empiricamente se as infe¢des desaparecem completamente
ou se o virus permanece latente nas células basais em quantidades nao detetaveis (13).

Grande parte dos individuos com este tipo de infecdo desenvolve uma resposta
imunitaria mediada por celulas efetiva e capaz de fazer regredir a infecdo e lesbes
associadas. No entanto, por alguma razao, certos individuos ndo desenvolvem essa resposta
e, portanto, ndo sdo capazes de eliminar a infecdo. A persisténcia da infecdo conduz a
sobrexpressdo de proteinas virais, perda dos mecanismos de controlo celulares, e potencial
de transformacdo maligna, isto é, aumenta a probabilidade de displasia ou neoplasia
intraepitelial e carcinomas invasivos subsequentes. Os fatores que contribuem para o atraso

entre a infecdo por HPV e a sua eliminagdo estdo relacionados com o distdrbio minimo e



lesdo celular das células epiteliais infetadas, a falta de ativacdo de células dendriticas, e a
capacidade das proteinas virais de escapar ao reconhecimento imune inato inibindo

especificamente e suprimindo componentes do sistema imunitario inato (12).

1.1.5 Mecanismo oncogeénico

O mecanismo oncogénico do HPV néo é compreendido na totalidade. Este virus possui
a capacidade de imortalizar os queratindcitos e age sozinho mesmo que diferentes co-
fatores, ainda ndo completamente localizados, sejam necessarios para a conversdo maligna
(1).

A possibilidade de evoluir na dire¢cdo da malignidade depende de varios fatores, todos
eles capazes de alterar o curso da infecdo por HPV, nomeadamente: o tipo de virus, a acdo
sinérgica com diferentes agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, a constituicdo genética e o
mecanismo de defesa imunitaria do hospedeiro (1).

No caso da infecdo por estirpes de HPV de alto-risco, e sob condicBes favoraveis, o
genoma viral é integrado no genoma do hospedeiro, imortalizando assim os queratindcitos.
Durante este processo de integracdo, a forma circular do genoma viral quebra ao nivel do
Ele E2. A perda do E2 leva a perda do controlo do E6 e E7 (1).

Os genes E6 e E7, cujas proteinas constituem moléculas criticas no processo de
replicacdo viral, sdo os responsaveis pela conversao maligna das células tumorais do HPV+
(9, 14). A oncoproteina E6 liga-se e promove a degradacdo da proteina supressora tumoral
p53, diminuindo a capacidade apoptética da célula. A oncoproteina E7 liga-se a proteina
retinoblastoma pRb; isto resulta na entrada da célula na fase S, conduzindo a disrupc¢éo do

ciclo celular, a proliferacdo celular e a transformacdo maligna (15).
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Figure 2 Modelo de interacdo do HPV E6 e E7 com a via de dano ao DNA (1)

1.1.6 Métodos de diagnéstico da infecéo viral

O HPV ndo pode ser cultivado em culturas de células convencionais e 0s ensaios
seroldgicos sdo limitados em termos de precisdo. A serologia ndao é adequada na distingdo
entre infecBes presentes e passadas pois as infe¢des por HPV sdo seguidas de uma resposta
imunitaria humoral contra proteinas da capside maior, sendo que 0s anticorpos
permanecem detetdveis durante muitos anos. Desta forma, o diagnostico rigoroso da

infecdo por HPV assenta na detecdo de &cidos nucleicos virais (16).

1.1.6.1 Métodos Diretos

1.1.6.1.1 Southern blot

Durante a hibridizacdo Southern blot o genoma do HPV ¢ extraido de um espécime e a
cadeia de DNA € quebrada recorrendo a enzimas. Posteriormente, o produto € sujeito a
electroforese em gel. Os fragmentos de DNA separados através deste método séo
transferidos para uma membrana de nitrocelulose e hibridizados com sondas gendmicas de
HPV clonado, marcadas com radioisétopos ou fluorescéncia. A detegdo dos hibridos de
DNA marcados é indicativa da presenca de HPV numa determinada amostra (1).

Esta técnica possui alta especificidade e permite fazer a distincdo entre DNA episomal
ou integrado, conseguindo detetar nimeros de copias de DNA viral muito baixas (até 0,1



copias por célula). Contudo, ndo ¢é facilmente aplicavel a amostras de tecido fixado com
formalina e embebido em parafina, e ndo tem atualmente utilizacdo clinica/préatica (17).

1.1.6.1.2 Reacao de polimerizacdo em cadeia (PCR)

No PCR, uma sequéncia de DNA ou RNA é amplificada através de: varios ciclos de
desnaturacdo a altas temperaturas, ligagéo de primers oligonucleotideos complementares a
temperaturas mais baixas, e replicacdo de DNA a uma temperatura intermédia por uma
polimerase DNA resistente ao calor (17). Os sistemas de amplificacdo mais usados na
detecdo de DNA-HPV em amostras clinicas baseiam-se em conjuntos de primers de
consenso MY09/MY11 e GP5+/GP6+ mediados por PCR, amplificando fragmentos de
DNA na regido L1 conservada de aproximadamente 450bp e 150 bp respetivamente (18,
19). O set de primers MY09-MY1l é sintetizado com uma série de nucleétidos
degenerados em cada primer, sendo assim uma mistura de 25 primers, incluindo o HMBO01,
capaz de amplificar um largo espetro de gendtipos de HPV, com varios graus de
sensibilidade (18, 20). O par de primers GP5+/GP6 consiste numa sequéncia fixa de
nucledtidos para cada primer e é capaz de detetar uma vasta gama de tipos de HPV usando
uma temperatura de ligacdo baixa durante o PCR (18).

No PCR em tempo real os primers especificos sdo combinados com sondas
fluorescentes a fim de realizar dete¢cdo em tempo real permitindo ainda uma quantificacao
do numero de copias inicial (16).

No PCR com transcriptase reversa € incorporado um passo em que é usada a
transcriptase reversa antes da amplificacdo pelo PCR de modo a copiar RNA para DNA
complementar sendo depois esta molécula usada como molde numa reacdo de PCR
idéntica as descritas anteriormente (16).

O PCR apresenta alta sensibilidade, rentabilidade e encontra-se amplamente disponivel
quer para investigacdo quer para diagndstico. Esta técnica permite avaliar todos os tipos de
papilomavirus para além do HPV16. Existem varios conjuntos de primers desenhados para
a detecdo do HPV sendo que alguns como os primers SPF10 sdo capazes de amplificar
amostras de DNA altamente degradadas. No entanto, alguns primers tém baixa
especificidade, ndo fornecendo nenhuma medida quantitativa da carga viral, nem a
confirmacgéo de que o virus esta transcripcional activo. Outra limitacdo prende-se com o
fato de que ndo permite fazer a distincdo entre DNA integrado e episomal, ou a distin¢do

entre HPV oncogénico mais células, e HPV ndo oncogénico mais células (17).



1.1.6.1.3 Hibridizacgéo in situ (HIS)

A HIS pode ser efetuada diretamente nas biopsias, fato que permite a localizagdo das
sequéncias alvo e a correlacdo com aparéncia clinica e histopatologia (1). Neste método, o
procedimento de detecdo de HPV ocorre inteiramente dentro do nucleo da célula infetada.
O resultado da reacdo de hibridizacdo é avaliado microscopicamente e o aparecimento de
um precipitado apropriado dentro do nucleo das células epiteliais é indicativo da presenga
de HPV nos espécimes testados. E possivel também avaliar o estado fisico do virus pela
presenca de sinais pontuais para virus integrados e sinais difusos para virus episomais.
Desta forma, a HIS, ao contréario do PCR, permite detetar a infecdo clinicamente relevante
(17).

Com esta técnica consegue-se uma especificidade de 100% e a capacidade de fazer a
distingdo entre DNA integrado ou episomal, existindo testes comerciais disponiveis (17,
21). Todavia, ndo apresenta sensibilidade suficiente e é tecnicamente dificil para ser usada
em exames de rotina (17).

1.1.6.1.4 Métodos de amplificacéo do sinal

Estas técnicas baseiam-se num passo inicial de hibridizacdo dos &cidos nucleicos no
espécime com sondas alvo-especifico depois do qual o sinal é amplificado e
posteriormente visualizado por meio de um dos outros meios (17).

O teste de Captura Hibrida 2 constitui o teste diagndstico de HPV mais importante da
ultima década e continua a ser um dos mais usados nos programas de rastreio de cancro
cervical. Estudos demonstram a sua utilidade na detecdo de HPV tanto em lesdes do cérvix
como da orofaringe (17). Este método permite detetar 13 tipos de HPV de alto risco (16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68) e 5 tipos de baixo risco (6,11, 42, 43 e 44) (17,
22) . O teste Cervarista HPV HR tem como alvo 14 tipos de HPV de alto-risco (17).

Estes métodos de detecdo de HPV, aprovados pela Food and drug administration (FDA),
sdo tecnicamente faceis de realizar (17). No entanto, ndo fornecem informacdes acerca do
tipo especifico de HPV que foi detetado gerando resultados positivos quando pelo menos
um dos 18 tipos esta presente, ndo permitem distinguir entre DNA integrado ou episomal,

nem entre HPV neoplasico mais células e HPV nédo neoplasico mais células (17, 23).



1.1.6.1.5 Imunohistoquimica (IHQ) com anticorpos anti-E6-E7

Apesar da coloragdo IHQ contra pl6 ser frequentemente usada como marcador
substituto do HPV, até a data esta técnica nunca foi usada contra proteinas especificas de
HPV. Néo obstante, o desenvolvimento da coloracdo IHC contra proteinas oncogénicas E6
e E7 poderia eventualmente apresentar uma serie de potenciais vantagens em relacdo a
outros métodos de detecdo, tais como: a capacidade de provar que DNA HPV esta a ser
expresso e a detecdo de oncoproteinas HPV. Néo existem Kits comerciais disponiveis e 0s

dados relativos a sua utilizacdo pratica/clinica sdo escassos (17).

1.1.6.1.6 PCR Hibridizacao In Situ (PHIS)

O PCR é realizado usando os reagentes tipicos em slides de tecido fixado com formalina
e embebido em parafina. O slide é depois lavado, desidratado em alcool e seco. Os
produtos do PCR presentes no slide sdo hibridizados com sondas especificas de DNA tal
como na HIS. Este método possui alta sensibilidade e especificidade. Contudo, apresenta
uma elevada dificuldade técnica, ndo havendo dados relativos a sua utilizacdo
prética/clinica (17).

1.1.6.2 Testes indiretos relacionados com HPV

1.1.6.2.1 Coloracgdo imunohistoquimica para p16

Esta técnica, acessivel a maioria dos laboratdrios, possui uma sensibilidade de quase
100% na detecdo de carcinoma das células escamosas (CCE) associados a HPV, isto
porque a proteina E7 do HPV-HR se liga ao Rb levando ao aumento da expressao do
regulador p16 nuclear. E facilmente aplicada em tecidos fixados com formalina e
embebidos em parafina e permite a detecdo da presenca de virus transcripcional activo
através de um marcador do mecanismo de feedback da célula hospedeira. Porém, funciona
como um marcador substituto, a sua sensibilidade € menor que a relatada para a existéncia

de HPV positivo, e a especificidade ndo ¢ a ideal (17).



1.1.6.2.2 Expressdo genética: Microarray DNA/RNA

O microarray de DNA é uma compilacdo de pontos de DNA microscopicos numa
superficie sdlida ligada covalentemente a uma matriz quimica (1). Cada ponto de DNA
contém picomoles de sequéncias especificas de DNA, conhecidas por sondas. Cada ponto
tem uma sequéncia Unica diferente das outras no array e vai hibridizar apenas com a sua
cadeia complementar. Estes podem ser uma sec¢ao pequena de um gene ou outro elemento
de DNA usados para hibridizar cODNA ou cRNA sob condi¢des de alto rigor. A
hibridizacdo com sondas alvo é geralmente detetada e quantificada pela detecdo de alvos
marcados por fluoroforo-, prata-, ou quimiluminescéncia para determinar a abundancia
relativa de sequéncias de &cidos nucleicos no alvo (17).

Este método permite a identificacdo de: retratos moleculares de perfis de expressdo
genética em carcinomas das células escamosas da cabeca e pescoco (CCECP) HPV-
positivos e negativos; subgrupos de CCECP com perfis de expressdo genética relacionados
com diferentes progndésticos. Tem custos elevados, os perfis de expressdo genética
preditivos sdo ainda elusivos, e ndo existe consenso quanto ao uso preferencial de material

celular epitelial puro ou material de bidpsias recentes (17).

1.1.7 Prevaléncia

A infecdo por HPV nas suas varias formas é uma das mais prevalentes a nivel mundial
afetando mais de 440 milhdes de individuos (24). A prevaléncia da infecdo por HPV
parece variar geograficamente e segundo uma meta-analise recente, estima-se que a
prevaléncia global média de HPV genital em mulheres é de 11,7%. Foi observada uma
maior prevaléncia na Africa e América latina comparativamente a Europa, América do
norte e Asia (25). Nos homens, a prevaléncia de HPV genital esta entre 1 e 84% em
homens sexualmente ativos de baixo risco, e entre 2 e 93% em homens de alto risco (26).

Segundo alguns estudos a infecdo varia também com a idade e o HPV oral pode ser
detetado em 1,5% dos individuos entre os 12-15 anos, e em 3,3% dos individuos com 16-
20 anos (27, 28) A prevaléncia de HPV oral é maior entre adultos, tendo sido detetado em
cerca de 4,5% dos adultos saudaveis (29). Um estudo multinacional levado a cabo por
Kreimer et al em homens saudaveis dos Estados Unidos, México e Brasil, entre os 18 e 0s
74 anos, detetou DNA HPV oral em 67 de 1680, cerca de 4.0% (30).

No que se refere a influéncia do sexo na infecdo, num estudo que integra homens que

tém relacbes sexuais com homens e sdo negativos para o virus da imunodeficiéncia
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humana (HIV), foi detetada uma prevaléncia de infecdo por HPV anal de 57% (31). No
entanto, entre homens heterossexuais, essa prevaléncia é geralmente menos que 10% (32).
No que diz respeito as mulheres, a prevaléncia e incidéncia de HPV anal é frequentemente
igual ou superior a infecdo com HPV cervical (33).

Atualmente, ndo existem dados estatisticos sobre a prevaléncia da infecdo nem relativos
aos genotipos do virus mais prevalentes a nivel da cavidade oral na populacéo portuguesa.
Contudo, a infecdo cervical por HPV encontra-se quantificada pelo CLEOPATRE, o
primeiro estudo deste ambito realizado a nivel nacional. Cerca de 2326 mulheres de
Portugal continental foram testadas sendo que o virus foi detetado em 19,4%, com maior
incidéncia entre os 18 e os 24 anos. O tipo de alto risco mais comum foi 0 HPV-16 (34).
Um estudo realizado nos Acgores na ilha Terceira demonstrou uma prevaléncia de HPV
cervical de 10, 49% em 289 mulheres (35).

1.1.8 Fatores de risco

Os marcadores de atividade sexual, nomeadamente o numero de parceiros sexuais
recentes/vida e a idade da primeira relacdo sexual, ttm sido consistentemente relatados
como sendo dos fatores de risco mais importantes na infecdo por HPV (10). A idade da
primeira relacdo sexual aumenta o risco de infecdo na medida em que idades mais jovens
de iniciagdo da atividade sexual estdo associadas a um maior nimero de parceiros sexuais
(10, 13). Também mecanismos bioldgicos, incluindo imaturidade cervical, producéo
inadequada de muco cervical protetor e ectopia cervical aumentada poderdo tornar
mulheres jovens e adolescentes mais susceptiveis a infecdo por HPV (36). No entanto
convém ndo esquecer que nem toda a infecdo tera origem em contatos sexuais pois é
possivel detetar HPV em recém nascidos que embora ndo apresentem infecdo mostram
indicios de ter sido contaminados com HPV durante o parto (8).

Independentemente dos marcadores de atividade sexual, uma série de outros fatores tém
sido associados a infecdo por HPV, nomeadamente: idade jovem, status socioeconémico,
multiparidade, circuncisdo, uso de preservativo, uso de contracetivos orais, tabagismo,
nutricdo, imunosupressdo, carga viral, polimorfismos genéticos no sistema de Antigenios
Leucocitarios Humanos (ALH), infecGes por HPV pré-existente, outras doencas

sexualmente transmissiveis (DST) (ex: clamidia, virus herpes simplex) (10).
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A circuncisdo é importante do ponto de vista da protecdo contra infecBes transmitidas
sexualmente, porque previne a acumulagéo de secre¢des vaginais infetadas e reduz a area
de superficie de epitélio ndo queratinizado (37).

A eficacia dos preservativos na prevencao das infecdes por HPV ¢é ainda desconhecida.
Dado que o HPV ndo é transmissivel através do esperma ou outros fluidos corporais, um
estudo sugere que 0s preservativos ndo protegem contra a infecdo por HPV (38). A
transmissdo do HPV da-se através do contato pele com pele, frequentemente afastado da
area coberta pelo preservativo (39).

O tabagismo e a infecdo por HIV estdo associados com 0 aumento significativo da
prevaléncia de HPV oral. Isto sugere que a imunosupressao relacionada com estes dois
fatores podera ter um impacto na histdria natural do HPV oral, ou seja, torna as infecGes
mais provaveis de persistir (40).

Segundo alguns estudos parece haver uma associacao entre o efeito protetor contra o
risco de infecdo persistente, e o consumo de frutas e vegetais, e niveis circulantes e
dietéticos de vitamina C e E, beta-alfa carotenos, licopenos, luteina/zeaxantina, e
criptoxantina (41-43).

Existe a possibilidade de fatores virais, tais como variantes moleculares e carga viral,
desempenharem um papel na persisténcia do HPV e progressao (44, 45).

Conjetura-se que determinados alelos ou haplotipos dos ALH poderéo estar envolvidos
na suscetibilidade a infecdes por HPV e cancro cervical provavelmente regulando a
resposta imunitaria contra a infecdo por HPV e em dltima instancia interferindo no
estabelecimento de infec¢des persistentes produtivas e no desenvolvimento de lesdes (13).

A infecdo cervical com outras DST’s, nomeadamente a clamidia, poderd aumentar a
susceptibilidade a infe¢bes por HPV através da inflamacéo cervical ou de microabrasdes,

ou facilitar a persisténcia através de mecanismos imunoldgicos (36).

1.1.9 Prevencéo

As estratégias de prevencdo estdo apenas estudadas no caso da infecdo cervical e as
mais promissoras incluem o rastreio da infe¢do com HPV’s de alto risco e a imunizagdo
para prevenir a infegdo com HPV’s de alto-risco (10). O rastreio inclui o teste papanicolau
e o teste DNA-HPV. O teste papanicolau é o responsavel primario pela reducdo da
mortalidade por cancro cervical na maioria dos paises com altos rendimentos. No entanto,

este teste tem as suas limitagdes, nomeadamente a sua baixa sensibilidade na dete¢éo da
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neoplasia intraepitelial cervical, que € de 51%. O teste DNA-HPV em comparacdo parece
ser mais sensivel e ligeiramente menos especifico na detecdo de lesdes pré-cancerosas
cervicais de alto grau (NIC grau 2 ou mais alto) (10).

A combinacdo do rastreio com a administracdo de vacinas profilaticas que atualmente
protegem contra as estirpes mais comuns de baixo (6 e 11) e alto risco (16 e 18), oferece
grande potencial na reducdo do cancro cervical invasivo (CCIl) e outras doencas
relacionadas com HPV/(10).

Uma nova abordagem preventiva baseia-se em procurar inibir infecdes por HPV
prevalentes. Recentemente, investigadores do NIH identificaram o composto carrageenan
como sendo um agente de gelificagdo derivado naturalmente de algas seguro e barato que

serve como um potente inibidor da infecdo por HPV/(10).

1.1.10 Manifestagdes orais da infeccdo por HPV
A infecdo oral por HPV é bastante comum e nem sempre esta associada a lesbes
malignas. Ha varias manifestaces da infecdo oral por HPV que se descrevem de seguida.

Algumas dessas manifestagdes estdo mais associadas a alguns tipos de virus.

1.1.10.1 Hiperplasia epitelial focal

A hiperplasia epitelial focal ou doenca de Heck é uma desordem familiar benigna rara
da mucosa oral, com predilecdo racial pelos Nativos Americanos e Esquimds. Caracteriza-
se por multiplas elevacfes nodulares, sésseis, circunscritas e moles que geralmente surgem
na mucosa do labio inferior (1, 46). Esté associada ao HPV 1, 6, 13 e 32 (1, 46, 47).

1.1.10.2 Papiloma escamoso oral

O papiloma escamoso oral € um tumor benigno que apesar de poder aparecer em
qualquer idade e em ambos 0s sexos, surge mais frequentemente em individuos na terceira
e quarta década de vida (1). Clinicamente, caracteriza-se por ser um tumor de tecidos
moles, sessil ou pedunculado, branco ou cor de rosa, com uma superficie verrucosa ou lisa.
Apesar de poderem aparecer em qualquer superficie da mucosa oral situam-se geralmente
na lingua ou palato mole (48). A presenca de HPV 6 e 11 tem sido descrita em muitos
estudos de lesdes (1, 47, 48).
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1.1.10.3 Condiloma acuminado oral

O condiloma acuminado oral é uma lesdo papilar benigna relativamente comum
sobretudo em homens brancos na terceira e quarta década de vida. E geralmente
assintomatico e pode surgir na pele ou mucosa da cavidade oral ou regido anogenital,
envolvendo com maior frequéncia a mucosa labial, lingua e pavimento da boca (49).
Apresenta-se sob a forma de nodulos brancos ou cor de rosa que proliferam e coalescem
para formar “crescimentos” moles e sésseis. Foram isolados deste tipo de lesdo HPV 6 e 11
(1, 47, 49).

1.1.10.4 Verruga vulgaris

As verrugas sdo lesbes exofiticas, circunscritas, sesseis, esbranquicadas e firmes que
afetam ocasionalmente a mucosa oral, com especial incidéncia nos labios, palato, processo
alveolar e gengiva, sobretudo em jovens adultos (1, 47). Tem sido relatada a presenca
nestas lesdes de tipos mucosotrépicos de HPV, tais como HPV 6, 11 e 16 assim como de

tipos cutaneos, nomeadamente HPV 1, 2, 4 e 7 (1, 47).

1.1.10.5 Liquen plano oral

O liguen plano oral é uma doenca inflamatéria crénica, de etiologia desconhecida, que
afeta a mucosa oral e a pele (1, 50). Tem sido associado a doencas como a diabetes e a
hipertensdo, a desordens imunoldgicas e mais recentemente considera-se a possivel
etiologia viral baseada na alta percentagem de HPV encontrada nestas lesdes orais (1). Até
a data tem sido encontrado nestas lesées HPV 11, HPV 16 e virus do tipo HPV 16 (1, 47,
50).

1.1.10.6 Carcinoma verrucoso

O carcinoma verrucoso representa cerca de 4.5-9% dos CCE, surgindo frequentemente
na mucosa oral, gengiva e alvéolos (1, 51). Clinicamente, apresenta-se como um
crescimento ndo metastizante, ndo invasivo, superficialmente expansivo, exofitico que
produz lesbes verrugosas, brancas ou cinzentas de crescimento lento (51). A sua etiologia
ndo é clara, sendo que alguns estudos demonstram uma forte associagcdo com o consumo do
tabaco, alcool e atividade viral oportunista relacionada com HPV, nomeadamente de HPV
6,11, 16 e 18 (1, 47, 51).
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1.1.10.7 Leucoplasia oral e cancro

A leucoplasia oral € a lesdo pré-cancerosa mais comum da mucosa oral. E definida pela
organizacdo mundial de saude como uma mancha ou placa branca na mucosa oral ndo
removivel & raspagem e que ndo pode ser classificada clinicamente ou microscopicamente
como outra doenca (52). A sua etiologia € incerta (1). O tabaco e o alcool tém sido
implicados no desenvolvimento desta lesdo e tem sido sugerida uma possivel etiologia
viral que implicao HPV 2, 6, 11 e 16 (1, 47, 52).

1.1.10.8 Leucoplasia pilosa Oral

A leucoplasia pilosa oral é uma lesdo observada frequentemente mas néo
exclusivamente em pacientes infetados por HIV (1). Caracteriza-se pela presenca de placas
brancas bilaterais, assintomaticas e frequentemente elevadas, nos bordos laterais e dorso da
lingua, ndo removiveis a raspagem (53). O virus Epstein-Barr parece desempenhar um
papel significativo na sua etiopatogenia (1). O HPV ndo parece estar associado a LPO,

sendo que a sua detecdo neste tipo de lesdo € um achado casual (1, 47, 53).

1.1.10.9 Carcinoma das células escamosas oral

O CCE é o tumor maligno mais comum na cavidade oral, representando mais de 90% de
todas as neoplasias malignas orais. O CCE oral afeta geralmente pacientes de meia idade e
mais velhos, consumidores cronicos de tabaco e alcool. No entanto, tem-se verificado uma
crescente incidéncia de CCE em individuos sem fatores de risco conhecidos (54). A
possivel etiologia viral que implica o HPV como fator de risco tem sido relatada (1, 47,
54).

1.1.10.10 Sindrome de WHIM

O sindrome de WHIM ¢ uma doenca herdada geneticamente que se caracteriza por
neutropenia crénica, mielocatese, hipogamaglobulinemia, infecGes recorrentes e verrugas
(55). Tem sido relatada a presenca de mdultiplas verrugas cutaneas desfigurantes e

suscetibilidade a carcinoma ou displasia cervical relacionado com HPV(1).
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1.2 HPV e cancro

Em 2008, Harald zur Hausen, prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina, estimou que
20% de todos os casos de cancro humano estdo etiologicamente associados a infe¢des
virais (56).

As infecdes por HPV séo responsaveis por cerca de 5% da totalidade de cancros
humanos e por pelo menos 0.5 milhdes de mortes anuais devido a cancro (57).

O HPV tem sido associado a uma série de tipos de cancro, nomeadamente ao cancro do

colo do utero, vulvar, vaginal e anal, e a um subconjunto de cancros da cabeca e pescoco

(3).

1.2.1 Cancro do colo do uUtero
O cancro do colo do Utero € a segunda causa mais comum de morte por cancro entre as
mulheres em todo o mundo. Anualmente, cerca de 493 000 mulheres desenvolvem cancro

do colo do dtero, resultando numa mortalidade anual de 270 000 (58).

1.2.1.1 HPV e cancro do colo do utero

A sua etiologia ¢ inteiramente atribuivel & infecéo, fato Unico entre os cancros humanos
(57). E necesséria a infecdo persistente do epitélio anogenital por um tipo oncogénico de
HPV para que se desenvolva cancro cervical, sendo este virus responsavel por cerca de
99,7% dos casos deste tipo de cancro (2, 57). O HPV 16 é o tipo de virus de alto-risco mais
frequentemente associado a cancro do colo do Utero, tendo sido identificado em
aproximadamente 50% de todos os tumores. O HPV 18 € responsavel por 10-15% e 0s
tipos 31, 33, 45, 52 e 58 por 2-5% dos casos. Desta forma, 0 HPV 16 e 18 sdo 0s mais
comuns neste tipo de cancro pelo que tém sido o alvo de muitas vacinas em

desenvolvimento contra o HPV (58).

1.2.2 Cancro da cabeca e pescoco

Os carcinomas das células escamosas da cabega e pescoco (CCECP), que incluiem
cancros da cavidade oral, orofaringe, hipofaringe, laringe, trato sinonasal e nasofaringe,
possuiem a sexta maior incidéncia a nivel mundial, sendo responsaveis anualmente por
355,000 mortes e 633,000 casos incidentes (59-61). O tabaco e o alcool séo
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tradicionalmente considerados os fatores de risco major nos CCECP. Contudo, nos
ultimos 10-15 anos, a infe¢do por HPV tem sido progressivamente reconhecida como um
fator de risco major para um grupo de CCECP- os cancros da orofaringe, incluindo a base
da lingua, amigdalas e outras partes da faringe (59). Comparativamente com 0s carcinomas
da cabeca e pescoco associados ao consumo de alcool e tabaco, cuja incidéncia se encontra
em declinio ou a estabilizar nos paises ocidentais, 0s carcinomas orofaringeos relacionados
com HPV encontram-se em ascensdo, sendo mesmo considerados por alguns uma
epidemia (60).

1.2.2.1 HPV e cancro da cabega e pescogo

Em 1983, Stina Syrjanen foi a primeira a apresentar a hipdtese que implica o HPV na
etiologia do cancro da cabeca e pescoco (62). Recorrendo a IHQ, os autores analisaram a
presenca de antigénios de HPV em cerca de 40 carcinomas orais e laringeos (63). De entre
as 40 lesdes, 16 (40%) apresentavam alteragOes sugestivas da presenca de HPV, quando
observados ao microscopio éptico, e dessas, 8 expressavam proteinas estruturais do HPV
(64). Sete anos mais tarde, 0 mesmo grupo examinou novamente as 40 biopsias usando a
HIS e o PCR, tendo detetado a presenca de DNA do HPV11, 16 e 18 em 12 das referidas
amostras (62, 63).

Desde entdo, esta hipdtese tem sido suportada por uma série de outros autores com base
nas seguintes evidéncias: 1) o tropismo, bem identificado, do HPV para os tecidos
epiteliais; 2) as semelhancas morfoldgicas entre o epitélio genital e orofaringeo; 3) a
capacidade do virus imortalizar queratindcitos orais humanos in vitro; 4) o papel etioldgico
bem estabelecido do HPV de alto risco no carcinoma das células escamosas cervicais; 5) a
detecdo de gendtipos de HPV de alto risco em amostras de carcinoma das células
escamosas orais (65).

No que diz respeito & detecdo de HPV em CCECP, Kreimer et al (66) estabeleceram
uma prevaléncia mundial de 25,9%, ao passo que Termine et al (67) estimaram uma

prevaléncia mundial de 34,5%.

1.2.2.1.1 HPV e cancro orofaringeo
Uma revisdo sistematica da literatura levada a cabo por Kreimer et al, em 2005, relata a
detecdo de DNA HPV em 35, 6% dos 969 casos de cancro orofaringeo, sendo o HPV 16 o
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genotipo mais comum aparecendo associado a 87% dos casos HPV-positivos (66). Em
2007 D’Souza et al levaram a cabo um estudo caso-controlo em 100 pacientes
recentemente diagnosticados com cancro orofaringeo e 200 pacientes de controlo sem
cancro, para avaliar a associacdo entre a infecdo por HPV e o cancro orofaringeo.
Concluiram que a infecdo por HPV oral estd fortemente associada ao cancro orofaringeo
entre individuos consumidores ou ndo de alcool e tabaco (68). Dayyani et al, numa meta-
analise realizada em 2010,, apontam para uma prevaléncia de 41% em 925 pacientes com

cancro orofaringeo (69).

1.2.2.1.2 HPV e cancro ndo orofaringeo

Kreimer et al relatam que 23, % dos cancros da cavidade oral e 24% dos cancros
lanringeos sdo DNA HPV positivos (66). Syrjanen et al apontam para uma prevaléncia de
DNA HPV quatro vezes maior em individuos com lesbes orais pré-cancerosas (tais como
leucoplasia oral, liquen plano e displasia oral) quando comparada com controles normais
(5). Uma revisdo sistematica da literatura realizada por Isayeva et al apresenta uma
prevaléncia de DNA HPV de 29,6% em 9 publicacdes de 120 pacientes com carcinoma
sinonasal e menciona a dete¢do de HPV 16 num conjunto de 8 estudos baseados em PCR
que incluem 154 pacientes com carcinoma da nasofaringe (70). Relativamente as
neoplasias salivares, Boland et al demonstraram a presenca de DNA HPV de alto risco em
2 de 16 carcinomas adenoides quisticos (71).

Todavia, evidéncias moleculares de suporte - especificidade do DNA HPV para o
nucleo celular do tumor, integracdo viral no genoma do hospedeiro, alta carga viral de
HPV e expressdo dos oncogenes de HPV - faltam na literatura. Considerando a
suscetibilidade dos métodos baseados em PCR a contaminagdo, na auséncia de dados
acerca da funcionalidade do HPV nas células tumorais, o papel etiolégico do HPV no
cancro da cavidade oral e laringeo ainda ndo se encontra esclarecido. O papel etiolégico da
infecdo por HPV noutros cancros da cabeca e pesco¢o, nomeadamente dos cancros
sinonasais e nasofaringeos permanece também por clarificar (59).

Revela-se necessario realizar estudos moleculares e epidemiolédgicos adicionais no
intuito de avaliar a associagéo da infegdo por HPV com outros cancros da cabega e pescoco,

tais como o cancro da cavidade oral e da laringe (59).
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1.2.2.1.3 Cancros orofaringeos HPV-positivos

Os cancros HPV-positivos sdo tipos especificos de tumores com importantes diferencas
relativamente aos cancros HPV-negativos , a nivel de: tipologia de paciente de risco
(geralmente homens solteiros com menos de 40 anos); estadiamento histologico (cancro
bem diferenciado) e histotipo (aparéncia basaldide desnecessaria mas possivel, de
crescimento rapido); resposta a quimioterapia, terapia alvo inovadora e/ou estratégias
imunoestimuladoras; resultados clinicos em termos de sobrevivéncia (65).

Os CCECP HPV-positivos possuem melhor prognéstico que os CCECP HPV-negativos,
apresentando uma maior sobrevivéncia, uma menor taxa de recorréncia e uma melhor
resposta a terapéutica (62). Isto podera dever-se a trés possiveis explicagdes: 1) 0 genoma
das células cancerosas HPV- positivo é menos instavel e/ou 2) as células HPV-positivas
sofrem de hipoxia e podem ser mais facilmente induzidas a sofrer apoptose ou 3) o
tratamento melhora a imunidade local favorecendo a erradicacdo do HPV e a regressdao do
tumor (72).

1.2.3 Cancro do pénis

A nivel global, o cancro do pénis € raro, representando menos de 0,5% dos cancros nos
homens (37).

Em cerca de 40-50% de todos os cancros do pénis deteta-se DNA-HPV, e estudos
serolégicos reiteram o papel do HPV 16 e 18 (37). Bezerra et al (73) encontraram DNA
HPV em 30% de 71 casos de cancro peniano no Brasil, e Rubin et al (74) encontraram
HPV em 42% de 148 casos nos Estados e Paraguai (37).

1.2.4 Cancro da vulva

A taxa de incidéncia padronizada por idade situa-se entre 0s 0.5 e 1.5 por 100,000 (37).

A maioria dos tumores localizados a nivel da vulva sdo carcinomas das células
escamosas. Contudo, verifica-se também o aparecimento de outros subtipos,
nomeadamente do tipo basaldide e verrucoide, associados a infe¢do por HPV, e de lesdes
precursoras de neoplasia intraepitelial vulvar (N1V), e do tipo verrucoso, que ndo esta (37).

Estudos que recorreram a técnica do PCR apontam para uma prevaléncia de HPV de 20-
50% em cancros da vulva (75). Relativamente ao cancro do pénis e da vulva, N. Mufioz et
al. estabeleceram uma prevaléncia de 60-90% de HPV nos tumores diagnosticados em
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individuos jovens, geralmente do tipo basaloide ou warty, e de menos de 10% em
individuos velhos, mais associados a CCE queratinizantes (14).

1.2.5 Cancro da vagina

A taxa de incidéncia padronizada por idade é de 0.3-0.7 por 100,000 na maioria dos
paises (37).

Grande parte dos CCE é precedida por neoplasia intraepitelial vaginal (NIVA). O
carcinoma das células claras da vagina € uma complicacdo da exposicdo ao
dietilestilboestrol no Gtero; a malignizacdo ginecoldgica simultdnea ou anterior aumenta o
risco, sobretudo se associada a irradiagdoo pélvica (37).

A prevaléncia de HPV em cancros vaginais é cerca de 60-65% (75), e 64-91% segundo
N. Mufioz et al (14, 37).

1.2.6 Cancro do anus

No anus surgem predominantemente CCE, adenocarcinomas, ou carcinomas basaldides
e cloacogénicos. O CCE é duas vezes mais prevalente nas mulheres do que nos homens, na
grande maioria das populagdes. No entanto, verificam-se em algumas populagdes taxas de
incidéncia elevadas nos homens devido & alta incidéncia em individuos homossexuais do
sexo masculino, sendo este risco exponenciado pela infecdo com HIV. Tabaco, sexo anal,
e numero de parceiros sexuais aumentam o risco de cancro do anus (37).

N. Mufioz et al determinaram uma prevaléncia de DNA-HPV de 88-94% nos cancros
anais (14). Frisch et al. analisaram 386 casos de cancro anal da Dinamarca e Suécia, tendo

detetado HPV oncogénico em 95% e 83% das mulheres e homens respectivamente (76).

1.2.7 Cancro da pele

Os tipos de HPV associados a epidermodisplasia verruciforme (EV) estdo
potencialmente envolvidos no desenvolvimento de cancro da pele ndo-melanoma (CPNM)
que inclui o CCE e o carcinoma das células basais (14). Tem sido detetado DNA-HPV em
30-50% dos CPNMs em populagdes imunocompetentes e em 90% dos recipientes de
transplantes de 6rgédos imunossuprimidos (77).

Segundo a avaliacdo realizada em 2005 pela Agéncia Internacional de Investigacédo

sobre Cancro (IARC) acerca da carcinogenicidade do HPV em humanos, existem
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evidéncias suficientes da relacdo entre HPVs associados a EV e cancro de pele das células
escamosas em pacientes com EV, e entre HPV e carcinomas das células escamosas
periunguais. As evidéncias da relacdo entre HPVs associados a EV e cancro das células
escamosas sdo contudo limitadas (14).

Apesar da luz UV ser o agente etiologico priméario no CPNM, tem vindo a tornar-se
cada vez mais claro que os tipos de HPV associados a EV, sobretudo o HPV 5 e 8, podem
agir como co-carcinogenes a par com a radiagdoo UV ou imunossupressdo no
desenvolvimento de CPNM (14).

1.2.8 Cancro da conjuntiva

DNA-HPV tem sido detetado em condic¢des benignas da conjuntiva, assim como na
displasia, carcinoma in situ, e carcinoma invasivo. Expressao genética do E6 de HPV-16 e
18 foi demonstrada em neoplasia intraepitelial da conjuntiva (14).

De acordo com a avaliacdo de 2005 da IARC, as evidéncias da carcinogenicidade do

HPV na conjuntiva sdo limitadas (14).

1.2.9 Cancro da mama

O cancro da mama é uma das malignidades mais prevalentes a nivel mundial, sendo o
tipo de cancro lider na populacéo feminina (78).

A sua etiologia é desconhecida. Existem, no entanto, muitos fatores de risco associados
ao seu desenvolvimento: genéticos, enddcrinos, ambientais, e relacionados com o estilo de
vida. Mais recentemente surgiram evidéncias da associacdo entre a carcinogénese do
cancro da mama e agentes virais. Suspeita-se de um possivel papel do HPV oncogénico no
cancro da mama. Tem sido demonstrado que células epiteliais humanas da mama podem
ser imortalizadas pelos tipos HPV 16 e 18 in vitro. Este fato levantou a possibilidade de
que o HPV podera eventualmente estar relacionado com a etiologia de alguns casos de
cancro da mama. Contudo, o papel causal da infecdo por HPV no desenvolvimento do
carcinoma da mama continua a estar envolto em grande controvérsia. Os estudos séo
contraditérios. Enquanto alguns relatam a presenca de sequéncias de DNA-HPV em tecido
de cancro da mama, sobretudo dos tipos 16, 18 e 33, outros afirmam que ndo detetaram
qualquer tipo de HPV em casos de cancro da mama (79).

Di Lonard et al (1992) (80) foram os primeiros a relatar a associacdo entre HPV e
cancro da mama, demonstrando a presenca de DNA de HPV 16 em 29,4% de carcinomas
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da mama. Um estudo noruegués detetou HPV em 46% dos carcinomas da mama (81).
Outro estudo europeu revelou a presenca de HPVs de alto risco em 15% dos carcinomas
invasivos da mama, na Grécia (82). Na Coreia, um estudo relatou a presenca de DNA-HPV
em 6,5% em carcinomas da mama mas ndo em papilomas intraductais (83). No Brasil, foi
demonstrada por um estudo, a presenca de HPV 16 e 18 em 14 e 10% dos carcinomas da
mama, respetivamente (84).Um estudo australiano relatou a presenca de HPV 18 em 48%
dos espécimes de cancro da mama (85). Na China e no Japédo foi detetada a presenca de
HPV 33 em 41,7% e 11, 1% dos carcinomas da mama nos dois paises, respetivamente (86).
De Villiers et al (2005) (87) relataram a presenca de HPVs de alto e baixo risco em 86%
dos espécimes de cancro da mama e mamilos. Em contraste, uma série de outros estudos

ndo conseguiram detetar DNA-HPV em tumores da mama (88, 89).

1.3 Vacinas contra o HPV

Como foi dito anteriormente, no caso do cancro do colo do Utero existem medidas
preventivas que passam pela vacinagdo. As vacinas preventivas visam impedir a entrada de
HPV nas células epiteliais ao passo que as vacinas terapéuticas permitem gerar uma
resposta imune mediada por céulas T a fim de eliminar infeces por HPV existentes ou

neoplasmas associados a HPV (3).

1.3.1 Vacinas preventivas

1.3.1.1 Vacinas contra o cancro do colo do Utero

A percecao da estreita ligacdo entre a infecdo por HPV e o cancro cervical levou ao
desenvolvimento de vacinas contra o HPV (58). A producdo de HPVs inativos ndo é
possivel in vitro dado os virus ndo puderem ser cultivados em culturas de células
continuas. Desta forma, as vacinas direcionadas contra o HPV baseiam-se em particulas
semelhantes a virus (Virus Like Particles ou VLPSs), produzidas atraves da expressdo da
proteina principal da capside do HPV L1, uma proteina da capside principal do HPV,
usando tecnologia de DNA recombinante em células de leveduras ou insectos. As VLPs
assemelham-se fisicamente a superficie do virus e sdo capazes de induzir respostas
serologicas reativas com particulas virais infeciosas porque mantém a estrutura do virus

nativo. Contudo, ndo séo infecciosas visto ndo conterem informacéo genética (90).
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A abordagem da vacina profilatica tornou-se possivel em 1991, apds Zhou et al terem
demonstrado que as proteinas L1 da céapside do HPV 16 se organizam
conformacionalmente em particulas com semelhancas estruturais aos virides nativos
(VLPs) (92).

Existem duas vacinas disponiveis comercialmente: a Gardasil e a Cervarix. A Gardasil
(HPV4) € uma vacina HPV L1 VLP quadrivalente que contém L1 VLP derivado do HPV-
6, 11, 16 e 18 (39, 58). Esta vacina foi licenciada em 2006 para uso exclusivo em
mulheres dos nove aos vinte seis anos para a prevencdo do cancro cervical, vaginal e
vulvar. Em 2009, nos Estados Unidos, a sua licenca foi alargada no sentido de incluir
também homens dentro da mesma faixa etéria, visto ter sido provada a sua eficacia na
prevencdo de verrugas genitais em ambos 0s sexos. InvestigacBes recentes tém
demonstrado que a Gardasil é também eficaz na prevencéo de cancro anal. Ensaios clinicos
apresentam uma eficacia clinica de mais de 98% na prevencdo de pré-cancros vulvares,
vaginais, cervicais e anais em individuos ndo infetados com as estirpes de HPV contra as
quais a vacina protege. A sua eficacia em individuos ja infetados com estas estirpes é de 50
a 78% (40). A Cervarix (HPV2) contém L1 VLP derivado do HPV-16 e 18, oferecendo
também protecdo cruzada parcial contra 0 HPV 31 e 45, apesar de ndo estarem incluidos na
vacina (58). Esta vacina foi licenciada em 2009 para a prevencao contra o cancro cervical.
Possui uma eficcia de mais de 97% em individuos ndo infetados com as estirpes contra as
quais protege e uma menor eficacia em individuos ndo infetados. Apesar de ndo terem
sido realizados até a data, ensaios clinicos que comprovem a sua eficacia na prevencdo
contra cancros e pré-cancros anais, vulvares e vaginais, dada a sua semelhanca estrutural
com a Gardasil, ha razGes para acreditar que sera eficaz na prevencdo de cancros
anogenitais associados ao HPV 16 e 18 (40).

Vaérios ensaios clinicos tém provado que ambas as vacinas demonstram respostas
imunologicas notaveis, com quase 100% de eficacia num méximo de 5 anos em mulheres
gue nunca tiveram contato com as estirpes contra as quais a vacina protege (92-96).

A eficacia clinica a longo prazo € suportada pelos resultados de um estudo de corte em
mulheres vacinadas com um precursor monovalente (HPV-16) da HPV4 que demonstra
uma elevada eficacia durante mais de 8.4 anos (97, 98). A vacina bivalente apresenta uma
eficacia clinica elevada durante mais de 6.4 anos (98).
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1.3.1.2 Vacinas contra o cancro da cabega e pescoco

Atualmente, a investigacdo cientifica procura descobrir a relacdo entre HPV e
malignidades orais e genitais, considerando as semelhancas ultraestruturais e morfologicas
existentes entre o epitélio vaginal e oral (65). Postma e Van Heerdan observaram uma
associagédo entre o carcinoma cervical e oral, sugerindo que a infe¢cdo por HPV transmitida
oro-genitalmente pode induzir a transformacao neoplésica sincro ou assincronamente, em
diferentes mucosas (99).

Dado que o numero de cancros orofaringeos associados a infecdo por HPV tem vindo a
aumentar nos paises ocidentais, o objectivo a longo prazo devera ser o de reduzir a sua
incidéncia em mulheres vacinadas. Posteriormente, a vacinacdo podera ser alargada aos
homens, como ja se verifica em determinados paises ndo sé a fim de reduzir a incidéncia
de infecBes e cancros genitais masculinas associados a HPV, como também de infecdes e
cancros da cabeca e pescoco se se provar a eficacia da vacina na prevencdo da infecdo

orofaringea(60).

1.3.2 Vacinas terapéuticas

Encontram-se em desenvolvimento uma série de vacinas terapéuticas que tém como
alvo tumores das regifes anogenitais e da cabeca e pesco¢o mediados por HPV 16. O seu
objetivo é apresentar proteinas fusdo que contenham E6 ou E7, ou ambos, ao sistema
imunitario de modo a estimular uma resposta imunoldgica duradoura e eficiente, capaz de
beneficios terapéuticos num contexto primario ou adjuvante. Todavia, um dos desafios sera
ultrapassar 0os mecanismos imunitarios de escape que o HPV desenvolveu ao alvejar as
células de Langerhans situadas em locais epiteliais do cérvix e orofaringe em risco, e ao
coordenar a apresentacdo de antigénios (56).

As vacinas em desenvolvimento incluem vacinas com o vetor vivo, vacinas baseadas em

péptido/proteina, vacinas baseadas em células e vacinas baseadas em acidos nucleicos (3).
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2.0BJETIVOS
O objetivo deste estudo €é aferir a prevaléncia da infecdo pelo virus HPV,
nomeadamente dos tipos 6, 11, 16 e 18, em amostras de saliva de pacientes da Clinica

Dentaria Universitaria UCP-Viseu .
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3. METODOLOGIA

3.1Tipo de estudo
Foi efetuado um estudo epidemioldgico observacional transversal com a finalidade de
determinar a prevaléncia dos virus HPV (especificamente dos tipos HPV 6, 11, 16 e 18) na

saliva dos pacientes da Clinica Dentaria Universitaria UCP-Viseu.

3.2Amostra

A amostra de conveniéncia é constituida por 40 pacientes que recorreram a Clinica
Dentéria Universitaria entre Fevereiro e Junho de 2012. Os pacientes sdao de ambos 0s
sexos, e tém entre 18 a 74 anos.

3.3 Recolha de dados

As amostras de saliva e epitélio dos bordos laterias da lingua foram recolhidas por
solicitacdo ao paciente que coleccionasse saliva na boca durante alguns minutos. Esta
saliva foi recolhida em tubos de 1,5 ml e imediatamente congelada. Foi também recolhido
um esfregaco do epitélio oral com uma zaragatoa. A todas as amostras foi associada a
idade e o sexo do dador da saliva. As amostras foram imediatamente congeladas até a
analise laboratorial e sujeitas posteriormente a analises de PCR para a identificacdo da
presenca de HPV 6, 11, 16 e 18. Todos 0s pacientes participaram neste estudo
voluntariamente e assinaram uma declaracdo de consentimento informado que se encontra

em anexo.

3.4 Protocolo

Numa primeira instancia foi dada ao paciente uma breve explicacdo sobre a forma como
se iria processar a recolha das amostras, e 0 motivo pelo qual ela estava a ser efetuada.
Seguidamente, o paciente procedeu ao preenchimento do consentimento informado.
Finalmente procedeu-se a recolha da amostra. O paciente foi instruido para acumular saliva
na sua boca e depois expeli-la para um copo. Essa saliva foi posteriormente pipetada para

um tubo Eppendorf em condi¢bes de assépsia. Adicionalmente foram usadas zaragotoas
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estéreis para recolher epitélio oral por raspagem do bordo da lingua. As amostras foram

identificadas e imediatamente congeladas a — 20° C para posterior analise.

3.5 Analise laboratorial

Das amostras de saliva recolhidas foi isolado o DNA que depois foi sujeito a reacGes de
PCR com primers especificos para a infecdo por HPV. As amostras positivas foram ainda
sujeitas a tipificagdo do virus presente por sequencia¢do dos amplificados obtidos. Estes
procedimentos foram realizados globalmente de duas formas diferentes: numa primeira
fase o isolamento de DNA e a amplificacdo do mesmo com primers genéricos para HPV

foi feita nos laborat6rios da UCP com os seguintes protocolos:

3.5.1 — Protocolo de extracdo de DNA fenol cloroférmio

e Centrifugar o tubo Eppendorf com a saliva a 2925 xg (2700rpm) durante 15
minutos

e Descartar 0 sobrenadante e lavar o pellet com 35 ul de tampao TE (10mM Tris e
10mM EDTA a pH 8,0)

e Centrifugar novamente a 2925xg (2700rpm) durante 15 minutos e descartar o
sobrenadante

e Ressuspender o pellet com tampédo de lise (10mM Tris, 10mM EDTA, 0,1mM
NaCl e 2% SDS tudo a pH 8,0). Adicionar 35 ul de proteinase K a 20mg/ml

e Colocar na incubadora a 58°C durante 2 horas

e Adicionar700ul de cloroférmio e agitar no agitador vortex durante 10 segundos

e Centrifugar a 15167xg (1400rpm) durante 2 minutos e adicionar 70 ul de NaOAc
(pH 6,0) e 140ul de etanol frio 70%

e Centrifugar novamente a 15167 (1400rpm) durante 2 minutos e aspirar o
sobrenadante

e Deixar o pellet secar durante pelo menos 2 horas e ressuspender em 500ul de

tampédo TE

3.5.2 — Protocolo de PCR usado na amplificacdo do DNA com primers gerais para
HPV

O Master Mix era constituido por 12ul de agua deionizada estéril, 2,5ul de tampao,
0,5ul de dNTP’s, 0,75ul de MgCl, 1ul de primer IL-889 F, 1ul de primer IL-889 R, 1ul de
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primer MY09 R e finalmente 1l de primer MY11 F. Isto resulta num volume final de 20ul
de Master Mix por reacdo. Multiplica-se pelo numero de reagdes que se pretende e em cada
tubo de reag¢ao adicionamos 20ul mais Sul de amostra.

Usou-se também um controlo negativo, 205ul de Master Mix mais 55ul de agua.

As condices do termociclador foram as seguintes: primeiro passo a 95°C durante 2
minutos; segundo passo a 95°C durante 30 segundos; terceiro passo a 50°C durante 30
segundos; quarto passo a 72°C durante 1 minuto; repetir o segundo, terceiro e quarto
passos durante 40 ciclos.

Finalmente a extensdo a 72°C durante 10 minutos

Uma vez que os resultados obtidos nesta primeira fase ndo foram satisfatérios optou-se
por encomendar a analise de novas amostras a um laboratério externo (a Infogene) com
extensa experiéncia na analise molecular da presenca e tipificacdo de HPV em amostras de
muco cervical. Neste laboratorio foi feito o isolamento de DNA de 40 amostras com a
utilizacdo de um kit comercial especifico para o isolamento de DNA viral InviMag® Virus
DNA Mini Kit. Este kit usa particulas magnéticas permitindo um isolamento de DNA muito
eficiente de elevada pureza. A quantificacdo e pureza do DNA obtido na extracao quer nos
laboratérios do CRB (pelo método fenol/cloroférmio) quer pela Infogene com o kit de
extragdo foi feita por espetofotometria. a 230, 260 e 280 nm no equipamento NanoDrop.

A qualidade do DNA foi avaliada por PCR através da amplificacdo de um fragmento de
aproximadamente 624 pb do gene da beta-actina humana (ACTB) que funcionou como
controlo positivo para a presenca de DNA amplificdvel nas amostras.. Nos casos negativos,
0 PCR foi repetido nas mesmas condi¢gdes, mas com 0 uso de novo conjunto de primers
que amplificam um fragmento de aproximadamente 353 pb do gene BRCA2. A revelacédo
dos produtos amplificados foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 2% em TAE,
com GelStar DNA-stain a 3%.

Os parametros térmicos para os PCRs de avaliacdo da qualidade do DNA foram:
desnaturacdo inicial a 95°C - 4 min, seguido de 45 ciclos a 94°C - 30 seg, 56°C - 30 seg, e
72°C - 60 seg, e por fim extenséo final a 72°C - 5 min.

Nas amostras processadas na Infogene foi testada a presenca de DNA de HPVs
mucosotropicos por PCR, utilizando dois sistemas de primers gerais (MY09/MY11 e
GP5+/GP6+), validados e publicados para a amplificacdo de fragmentos de consenso do
gene L1 do genoma do virus (22, 23)

A revelacgdo dos produtos amplificados foi realizada por eletroforese em gel de agarose

a 2% (em TAE, com GelStar DNA-stain a 3%). Subsequentemente, todas as amostras que

33



apresentavam fragmentos de amplificagdo foram avaliadas por sequenciacdo para
esclarecer em absoluto a presenca ou auséncia de DNA de HPVs.
Usando os resultados da sequenciacdo de Sanger foram procurados os alinhamentos

com a ferramenta blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) entre esses resultados e as

sequéncias de HPV depositadas no GeneBank. Foram também produzidas imagens desses

alinhamentos usando as referidas ferramentas.

3.6 Variaveis em estudo
As variaveis deste estudo sdo a idade e o sexo. As idades dos individuos que
constituiram a amostra variam entre 0s 18 e os 74 anos. Quanto ao género, a amostra

abrange individuos do sexo masculino e feminino.

3.7 Procedimentos legais e éticos
Os procedimentos legais e éticos foram garantidos pelo preenchimento do
consentimento informado pelo paciente, previamente a recolha das amostra de saliva e

epitélio.
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4.RESULTADOS
As amostras de saliva e epitélio recolhidas correspondem a um grupo de individuos cuja

idade e sexos se distribuem de acordo como descrito no grafico 1.

40,0% Sexo

W Masculino
@ Feminino

Percentagem

40249

Intervalo de idades

Mota de rodaps

Gréfico 1 Distribuicao de sexos e faixas etarias

Nos anexos B e C sdo apresentados os resultados dos testes de pureza e concentracdo do
DNA nas amostras. Estes parametros foram determinados por analise espetofotometrica em
amostras cujo DNA foi isolado pelo método de extracdo cloroférmio/fenol e com um kit
em que sdo usadas particulas magnéticas respetivamente. .

Os resultados da verificagdo da adequagdo do DNA obtido para amplificagdo por PCR
sdo apresentados nas figuras 3 e 4 em que é possivel verificar a amplificacdo do gene beta-
actina humana (ACTB) na maioria das amostras. Para as amostras em que nao houve
amplificacdo do beta-actina humana (ACTB) foi realizada nova reacdo de PCR com

primers para um fragmento de aproximadamente 353 pb do gene BRCA2 (figura 5,6 e 7)
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Figura 3 Gel para fragmentos do gene da beta-actina humana (amostras 1 a 21). Legenda:
Poco A — 100bp ladder; Pogos B a M — Amostras 1 a 12; Pogo N — 100bp ladder, Pocos O a
W — Amostras 13 a 21. A seta azul marca o alinhamento do fragmento da beta-actina

humana.
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Figura 4 Gel para fragmentos do gene da beta-actina humana (amostras 22 a 40). Legenda:
Poco A — 100bp ladder; Pocos B a M — Amostras 22 a 33; Pogo N — 100bp ladder; Pogos O
a U — Amostras 34 a 40; Poco V — vazio; Poco W — Controlo negativo. A seta azul marca o
alinhamento do fragmento da beta-actina humana.
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Figura 5 Gel para fragmento do gene da BRCA2 (amostras negativas para beta-actina).
Legenda: Pogo A — 100bp ladder; Pogo B — Vazio; Pogo C — Amostras 1; Poco D — Amostra
2; Poco E — Amostra 4; Pogco F — Amostra 6; Poco G — Amostra 8; Poco H — Amostra 13;
Poco | — Amostra 22; Pogo J — Amostra 23; Poco K — Amostra 26; Poco L — Amostra 30;
Poco M — Amostra 31; Pogo N — Amostra 35; Pogo O —Amostra 38; Poco P — Amostra 40;
Poco Q — Controlo Negativo; Pogco R — Controlo Positivo (Citologia HPV+); Pogo S —
Controlo Positivo (Amostra 3); Poco T — Vazio. A seta verde marca o alinhamento do
fragmento da proteina BRAC2.
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Figura 6 Gel 2 para fragmento do gene da BRCA2 (repeticdo de amostras ¢/ 2x DNA).
Legenda: Poco A — 100bp ladder; Pogo B — Amostra 1; Poco C — Amostra 6; Pogo D —
Amostra 23; Po¢co E — Amostra 31; Poco F — Amostra 40; Poco G- Controlo Positivo
(Citologia HPV+); Pogo H — Contr. B Actina positivo (Amostra 3); Poco | — Contr. BRCA2
positivo (Amostra 35); Poco J — Controlo negativo. A seta verde marca o alinhamento do
fragmento BRAC2.

Na figura 7 séo apresentados os resultados da pesquisa de DNA viral com os primers
genéricos de HPV MY09/MY11. E evidente nesta imagem a presenca de varias amostras

positivas o que indica a possivel presenca de infecdo por HPV.

ABCDEFGHI JKLMNOPQRST
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Figura 7 Gel para fragmentos MY09/MY11 do gene L1 do genoma do virus. Legenda
Vazios. Legenda Série Verde: Poco a — 100bp ladder; Pogcos B a O — Amostras 18 a 31;
Poco P — Vazio. Legenda Série Laranja: Poco A — 100bp ladder; Pocos B a J — Amostras 32
a 40; Poco K — Controlo positivo; Po¢o L — Controlo negativo. A seta vermelha marca o
alinhamento do fragmento de L1 amplificado com os primers MY09/MY11.
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Nas amostras em que ndo foi possivel amplificar DNA de HPV com os primers
MYQ09/MY11, usaram-se os primers GP5+/GP6 para verificar se era possivel amplificar
DNA viral (figura 9 e 10). Nesta figura pode verificar-se que algumas amostras revelam

sinais de amplificacéo.

ABCDEFGHIJKLMNOPQRST
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Figura 8 Gel 1 para fragmentos GP5+/GP6+ do gene L1 do genoma do virus. Legenda Série
Branca: Pogco A — 100bp ladder; Pogo B — Vazio; Pocos C a S — Amostras 1a 17; Pogo T —
Vazio. Legenda Série Laranja: Poco A — 100bp ladder; Pocos B a O — Amostras 18 a 31;
Poco P — Vazio. Legenda Série Azul: Pogo A — 100bp ladder; Pogos B a J — Amostras 32 a
40; Poco K — Controlo negativo; Pogo L — Controlo positivo. A seta laranja marca o
alinhamento do fragmento de L1 amplificado com os primers GP5+/GP6+.
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Figura 9 Gel 2 para fragmentos GP5+/GP6+ do gene L1 do genoma do virus (recast da
primeira linha do gel 1). Legenda Série Amarela: Poco A — 100bp ladder; Pogcos B a N —
Amostras 1 a 13. Legenda Série Verde: Po¢o A — 100bp ladder; Pogos B a J — Amostras 14
a 22. A seta laranja marca o alinhamento do fragmento de L1 amplificado com os primers
GP5+/GP6+.

Assim da analise das figuras anteriores foi possivel determinar que nas amostras 2 a 5, 7
a9, 11 a 13, 16 a 18, 30 e 40 ha suspeita de haver infecdo por HPV. Para determinar
exatamente qual o tipo de HPV presente foi feita a sequenciacdo do DNA obtido nas
amplificagdes. As varias sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias de HPV
depositadas na base de dados GeneBank usando o algoritmo blastn. Nenhuma das
sequéncias obtidas nas amostras da CDU produziu um alinhamento com semelhancas
significativas com as sequéncias depositadas para HPV. Na figura 10 sdo apresentados 0s
resultados do alinhamento de uma das sequéncias provenientes das amostras da CDU e
uma sequéncia especifica de HPV e € possivel verificar extensas zonas de néo
correspondéncia das bases. Desta analise verificou-se que as sequéncias obtidas ndo eram
especificas de HPV pelo que ndo se confirma a infecdo em nenhuma das 40 amostras

analisadas.
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AMXWrv-abABINTATNGNNGNGTNNNATGAGACATGACTCTCCTGACGCTGCTCGGATG

CAGTTCTGCCTGCCAACGCCTTTTCTTCCCTGCTCTTTCTCTGAACCTGGCTTGCCCCTT
—abABINNNNNNNNNNNNTTNTTTCCATCNTCCCTTCGTTGGGGCTATAAT ————————~
—-abABINN-———--— NNNNNNNNNANATTCCTTAACTTTGTGGGGTCATATT————————-

- I S * * % *

CTTAACTGCANAAAMAACGGTTTGGCACGCCTTAAATCCTTCTGGACTTACCACTTCGGGG

- * *x * *

ATTCATTTAGGTTAAAGGTGATACCTATGATAACTGCGGGATGACCATTATTATAACCCT

GAGAAANNACNNCAGACGTGCTCGTGTGA---ATA-—————— TCCAARRAAG-———————————

—-—-CACTAATAGTAAAATTGGTACTGCGAGTAGTA-—————- TCTACCACAGTNNATTCCA
B * K KKk K . Lo * -

GTGCGN

Figura 10 Resultado de um alinhamento tipico entre uma amostras de HPV (E03_G95) e os
fragmento obtidos para as amostras M14 e G23.
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5.DISCUSSAO

O cancro ¢ a segunda maior causa de morte em Portugal, e 0 cancro da cabeca e pesco¢o
representa cerca de 10% de todos os cancros malignos(100). A etiologia do carcinoma das
células escamosas da cabeca e pesco¢o € multifatorial. O HPV oncogénico, um agente
causal do cancro cervical, tem sido repetidamente detetado em CCECP(101). Desta forma,
revela-se pertinente quantificar a prevaléncia de HPV oral na populacdo portuguesa ndo sé
para determinar a prevaléncia do virus nesta populacdo como também para fazer a
tipificacdo dos virus presentes.

O principal objetivo deste estudo foi proceder a um rastreio oral da populacdo da
Clinica Dentéria Universitaria UCP-Viseu, no que diz respeito a presenca de HPV nos seus
pacientes.

Os métodos ndo invasivos de recolha de saliva e epitélio oral dos bordos laterais da
lingua utilizados incentivaram a boa adesdo dos pacientes a esta analise. Os resultados
deste estudo fornecem novos dados acerca de uma populacdo de pacientes e uma area
geografica ainda ndo submetida a qualquer tipo de rastreio, no intuito de construir bases de
dados relativas a prevaléncia de HPV oral em Portugal.

Os dados recolhidos demonstraram uma prevaléncia de HPV oral de 0% num grupo de
40 pacientes de idades compreendidas entre os 18 e os 74. Estes resultados apesar de um
pouco abaixo da prevaléncia encontrada noutros estudos que referem uma prevaléncia de
4,5% em 4070 adultos saudaveis (29), de 6,9% em 5579 americanos (102), assim como
com uma prevaléncia de 2,6% de HPV em 151 pacientes adultos saudaveis da Clinica
Dentéria Universitaria da Universidade do Nevada (103). Existem outros estudos que
referem prevaléncias mais elevadas (104, 105) de HPV em saliva e/ou mucosa oral de
individuos saudaveis, no entanto salientamos que a aparente discrepancia entre 0S n0ossos
resultados e os resultados publicados podera ser atribuida a forma de detecdo. Assim,
devemos considerar que, se a analise por nés efectuada, tivesse parado aquando da
amplificacdo de um fragmento de DNA, do conjunto das figuras 7 a 9 previa-se que
houvesse 10 amostras ou seja 25% de amostras positivas para a presenca de HPV. E nesta
fase da analise que ficaram alguns dos estudos em que foram detetadas prevaléncias mais
elevadas (105). No entanto a sequenciacdo permitiu mostrar que apesar de haver
amplificacdo de um fragmento semelhante em tamanho ao esperado para HPV, a sequéncia
era diferente e a presenca do virus ndo era confirmada. Noutro dos estudos em que se pode
estabelecer alguma comparacdo, a confirmagdo de que os fragmentos obtidos por
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amplificacdo por PCR correspondem a HPV foi feita por sondas molecular e desta forma a
deteccdo depende da hibridizagdo em zonas que podem ser comuns mas que nao
correspondem a totalidade da sequéncia (referéncia suécia). Assim, torna-se evidente que
quando se quer comparar resultados de prevaléncia de HPV, além de considerar factores
relacionados com cada populacéo (risco de infecdo por HPV) serd também necessario ter
em atencdo os métodos de colheita e analise usados em cada estudo pois podem fazer
variar em grande medida os resultados.

Acresce ainda o fato do HPV 16, um dos tipos de HPV abrangidos nesta analise, ser
uma das infegBes sexualmente transmissiveis mais vulgarmente detetadas na regido
anogenital, no entanto, é relativamente raro na regido oral, fato apoiado pelos resultados
deste estudo. A razdo pela qual isto se verifica é desconhecida, especialmente considerando
as semelhancas entre os epitélios das mucosas da regido anogenital e oral. Tal podera ser
parcialmente explicado pelas diferencas na recolha dos espécimes. Os espécimes orais sdo
recolhidos em largos volumes, nomeadamente via bocheco, diluindo desta forma o DNA
HPV, o que podera ser agravado pela baixa carga viral nos espécimes orais, apesar do uso
de ensaios baseados em PCR sensivel na detecdo de HPV oral. Ha descricéo de estudos em
que a quantidade de material recolhido foi insuficiente em quase 10% das amostras (104).
Alternativamente, a explicacdo para estas baixas prevaléncias do virus podem também
resultar de uma exposi¢cdo menor da mucosa oral ao virus. ou de uma maior resisténcia da
regido oral a este tipo de infecdo(30).

Este estudo teve um caracter preliminar para aferi¢do das técnicas de colheita e andlise
pelo que é util deixar recomendacdes para estudos futuros. Assim deverdo ser, tanto quanto
possivel, recolhidas amostras de maiores dimensfes aumentando a representatividade da
amostra em relacdo a populacdo em estudo. Também o volume de saliva deve ser
aumentado para 10 ml e a amostra deve ser sempre suplementada com o esfregaco do
bordo da lingua. Esta medida permite um aumento da quantidade de células colhidas e
portanto a recuperacdo do material genético. Salientamos ainda que sé é possivel fazer a
relagdo da presenga de HPV com lesdes da cavidade oral com a observacdo da mesma.
Assim, estudos em que além da presenca e tipagem do HPV nos tecidos orais, possam ser
colhidos dados demograficos relativos ao risco de infecdo (habitos tabagicos, alcoolicos,
vacinacao, praticas sexuais, entre outros) e possa ser feita a observacéo clinica da cavidade
oral, serd possivel responder a outro tipo de questdes como a associagdo entre o virus e 0s

sinais clinicos.
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6.CONCLUSAO

Este estudo é importante do ponto de vista epidemioldgico, porque permitiu caracterizar
uma populacdo ainda nédo rastreada quanto a prevaléncia de HPV oral. A averiguacéo e
reunido deste tipo de dados epidemioldgicos é de extrema relevancia em termos de saude
publica, pois permite adequar as medidas preventivas as caracteristicas especificas da
populacdo, nomeadamente no que diz respeito a criacdo de vacinas preventivas.
Atualmente ja existem vacinas contra os tipos HPV 6, 11, 16 e 18 desenvolvidas com o
intuito de proteger contra as verrugas genitais e o cancro do colo do Gtero mas questiona-se
a sua aplicabilidade na prevencdo do cancro orofaringeo tendo em conta que o HPV é a sua
causa major em paises desenvolvidos, sendo detetado em 45-90% dos casos (40).
Considerando o aumento do numero de casos deste tipo de cancro revela-se premente a
necessidade de mais estudos epidemioldgicos que investiguem a prevaléncia de HPV oral
segundo 0 género, e as taxas de incidéncia e persisténcia de HPV oral, com o intuito de
compreender a historia natural do HPV oral e avaliar os beneficios que as vacinas
existentes possam trazer a populacdo se a sua eficacia na prevencdo do cancro orofaringeo
for comprovada (29). Como estudo preliminar foi possivel concluir a prevaléncia da
presenca de HPV na cavidade oral da populacdo que frequenta a CDU é baixa uma vez que
numa amostra de 40 pacientes ndo houve casos positivos. No entanto ndo se pode descartar
a possibilidade de a amostra ndo ser representativa da populacéo, sendo que para passar de
resultados preliminares a resultados mais definitivos novos estudos devem ser realizados

com um maior nimero de amostras analisadas.
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8.ANEXOS

8.1 ANEXO A - Consentimento Informado

UNIVERSIDADE CATOLICA PORTUGUESA

CENTRO REGIONAL DAS BEIRAS — POLO DE VISEU

CONSENTIMENTO INFORMADO

“Prevaléncia de HPV na saliva da populagdo da Clinica Dentdria
Universitaria da UCP-Viseu”

Eu, Alexandra Almeida Galo, aluna do 5°%no do Mestrado integrado em Medicina
Dentéria, venho por este meio comunicar que farei um estudo em pacientes selecionados da consulta
do servigco de Medicina Dentéaria da Clinica Universitaria, com o objetivo de obter dados relevantes
ao desenvolvimento de uma dissertacdo de mestrado no ambito do Mestrado Integrado em Medicina
Dentaria, através da recolha de amostras de saliva e posterior consulta do processo clinico.

Os dados recolhidos séo estritamente confidenciais e serdo exclusivamente utilizados
pelos investigadores deste projeto sendo o seu home codificado.

A participacdo neste estudo ndo implicara qualquer encargo para 0 paciente e ndo sera
efetuado nenhum tratamento.

Obrigado pela colaboragéo

Eu, fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) e autorizo a recolha de saliva e posterior consulta do

meu processo clinico.

Estou ciente que esta investigagdo tem como responsaveis a aluna Alexandra Galo e a

Prof. Doutora Maria José Correia.

Viseu, de de 2012

Assinatura do paciente Assinatura do Aluno Assinatura do Orientador
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8.3 ANEXO C
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